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Содержание представленного в электронном виде списка последовательностей ("sequence 
listing.txt", 5136 байт, создан 20 июля 2011 г.), поданного с данной заявкой, полностью включается в опи-
сание путем отсылки. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированным микроорганизмам, а также их штаммам 
и мутантам, биомассам, микробным маслам, композициям и культурам; способам получения микробных 
масел, биомасс и мутантов; и способам применения изолированных микроорганизмов, биомасс и мик-
робных масел. 

Жирные кислоты классифицируются на основе длины и характеристик насыщения углеродной це-
пи. Жирные кислоты определяются как жирные кислоты с короткой цепью, средней длиной цепи или с 
длинной цепью, исходя из числа углеродов, присутствующих в цепи, и, кроме того, определяются как 
насыщенные жирные кислоты, когда между атомами углерода не имеется двойных связей, и определя-
ются как ненасыщенные жирные кислоты, когда между атомами углерода имеются двойные связи. Нена-
сыщенные жирные кислоты с длинной цепью являются мононенасыщенными в том случае, когда при-
сутствует только одна двойная связь, и являются полиненасыщенными в том случае, когда присутствует 
более чем одна двойная связь. 

Полиненасыщенные жирные кислоты (PUFA) классифицируют, исходя из положения первой двой-
ной связи с метильного конца жирной кислоты: омега-3 (n-3) жирные кислоты содержат первую двойную 
связь на третьем углероде, тогда как омега-6 (n-6) жирные кислоты содержат первую двойную связь на 
шестом углероде. Например, докозагексаеновая кислота ("DHA") представляет собой омега-3 полинена-
сыщенную жирную кислоту с длинной цепью (LC-PUFA), при этом цепь содержит 22 углерода и 6 двой-
ных связей и часто обозначается как "22:6 n-3." Другие омега-3 LC-PUFA включают эйкозапентаеновую 
кислоту ("ЕРА"), обозначаемую как "20:5 n-3," и омега-3 докозапентаеновую кислоту ("DPA n-3"), обо-
значаемую как "22:5 n-3." DHA и ЕРА называются "незаменимыми" жирными кислотами. Омега-6 LC-
PUFA включают арахидоновую кислоту ("ARA"), обозначаемую как 20:4 n-6," и омега-6 - докозапентае-
новую кислоту ("DPA n-6"), обозначаемую как "22:5 n-6." 

Омега-3 жирные кислоты являются биологически важными молекулами, которые влияют на физио-
логию клетки, вследствие их присутствия в клеточных мембранах, регулируют продуцирование и экс-
прессию генов биологически активных соединений и служат в качестве биосинтетических субстратов. 
Roche H. M., Proc. Nutr. Soc. 58: 397-401 (1999). DHA, например, составляют приблизительно 15-20% 
липидов в коре головного мозга человека, 30-60% липидов в сетчатке, концентрируется в яичках и се-
менной жидкости, и является важным компонентом грудного молока. Berge, J.P., and Barnathan, G.. Adv. 
Biochem. Eng. Biotechnol. 96:49-125 (2005). DHA составляют до 97% омега-3 жирных кислот в мозге и до 
93% омега-3 жирных кислот в сетчатке. Кроме того, DHA имеют большое значение для развития плода и 
младенца, а также поддержания когнитивных функций у взрослых (там же). Так как омега-3 жирные ки-
слоты не синтезируются de novo в организме человека, эти жирные кислоты должны поступать из источ-
ников питания. 

Льняное масло и рыбий жир считаются хорошими диетическими источниками омега-3 жирных ки-
слот. Льняное масло не содержит EPA, DHA, DPA или ARA, однако содержит линоленовую кислоту 
(C18:3 n-3), структурный элемент, дающий возможность организму производить EPA. Имеются данные, 
однако, указывающие на то, что скорость обмена веществ может быть медленной и может изменяться, в 
частности при нарушении здоровья. Рыбий жир значительно изменяется по типу и уровню состава жир-
ных кислот в зависимости от конкретного вида и его диеты. Например, рыба, выросшая в условиях аква-
культуры, проявляет тенденцию к более низкому уровню омега-3 жирных кислот, чем выросшая в есте-
ственных условиях. Кроме того, имеется риск содержания в жирных маслах веществ, загрязняющих ок-
ружающую среду, а также имеются проблемы, связанные со стабильностью, рыбным запахом или вку-
сом. 

Траустохитридиевые (Thraustochytrids) являются микроорганизмами порядка Thraustochytriales 
(траустохитриевые). Траустохитридиевые включают членов родов Schizochytrium и Thraustochytrium и 
считаются альтернативным источником омега-3 жирных кислот, включая DHA и EPA. См. патент США 
№ 5130242. Масла, полученные от этих морских гетеротрофных микроорганизмов, часто имеют более 
простые профили полиненасыщенных жирных кислот, чем подобные масла микроводорослей или рыбий 
жир. Lewis, Т.Е., Mar. Biotechnol. 1: 580-587 (1999). Сообщалось, что штаммы вида Траустохитридиевых 
продуцируют значительную долю омега-3 жирных кислот от всех жирных кислот, вырабатываемых ор-
ганизмами. Патент США № 5 130242; Huang, J. et al., J. Am. Oil. Chem. Soc. 78: 605-610 (2001); Huang, J. 
et al., Mar. Biotechnol. 5: 450-457 (2003). Однако изолированные Траустохитридиевые продуцируют раз-
ный состав и количества LC-PUFA, вследствие чего некоторые ранее описанные штаммы могут иметь 
неподходящие уровни омега-6 жирных кислот и/или могут демонстрировать низкую продуктивность в 
культуре. В связи с этим, существует постоянная необходимость выделения микроорганизмов, демонст-
рирующих высокую продуктивность и желательные LC-PUFA профили. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму вида, депонированно-
го под учетным номером АТСС РТА-10212. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, имеющему характер-
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ные черты вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212. 
Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, содержащему 18s 

rRNA, включающую последовательность полинуклеотида SEQ ID NO:1 или последовательность поли-
нуклеотида, имеющую по меньшей мере 94% идентичность c SEQ ID NO:1. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, содержащему 18s 
rRNA последовательность полинуклеотида, которая имеет по меньшей мере 94% идентичность с 18s 
rRNA последовательностью полинуклеотида микроорганизма, депонированного под учетным номером 
АТСС РТА-10212. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму вида, депонированно-
го под учетным номером АТСС РТА-10208, отличающемуся тем, что суммарные жирные кислоты, про-
дуцируемые микроорганизмом, содержат более чем примерно 10 вес.% эйкозапентаеновой кислоты. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, имеющему характер-
ные черты вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10208, отличающемуся тем, что 
суммарные жирные кислоты, продуцируемые микроорганизмом, содержат более чем примерно 10 вес.% 
эйкозапентаеновой кислоты. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, который продуциру-
ет фракцию триглицеридов, причем содержание эйкозапентаеновой кислоты во фракции триглицеридов 
составляет по меньшей мере около 12 вес.%. 

В некоторых вариантах осуществления изолированный микроорганизм изобретения является му-
тантным штаммом. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, депонированному 
под учетным номером АТСС РТА-10212, РТА-10213, РТА-10214, РТА-10215, РТА-10208, РТА-10209, 
РТА-10210 или РТА-10211. 

Настоящее изобретение имеет отношение к биомассе, содержащей какой-либо из микроорганизмов 
изобретения или их смеси. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированной биомассе, в которой по меньшей мере 
около 20 вес.% от сухого веса клеток биомассы составляют жирные кислоты, в которой более чем около 
10 вес.% от сухого веса клеток биомассы составляет эйкозапентаеновая кислота и в которой жирные ки-
слоты содержат менее чем около 5 вес.% каждой из арахидоновой кислоты и докозапентаеновой кислоты 
n-6. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере около 25 вес.% жирных кислот составляет 
докозагексаеновая кислота. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение имеет отношение к изолированной 
биомассе, содержащей триглицерид, в которой по меньшей мере около 12 вес.% триглицерида составля-
ет эйкозапентаеновая кислота. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение имеет отношение к какой-либо изо-
лированной биомассе изобретения, в которой жирные кислоты также включают менее чем около 5 вес.% 
каждой из олеиновой кислоты, линолевой кислоты, эйкозеновой кислоты и эруковой кислоты. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированной культуре, содержащей какой-либо из 
микроорганизмов изобретения или их смеси. 

Настоящее изобретение имеет отношение к пищевому продукту, косметической или фармацевтиче-
ской композиции, предназначенной для животного, не являющегося человеком, или для человека, со-
держащей какой-либо из микроорганизмов или какую-либо из биомасс изобретения или их смеси. 

Настоящее изобретение имеет отношение к микробному маслу, содержащему по меньшей мере 
около 20 вес.% эйкозапентаеновой кислоты и менее чем около 5 вес.% каждой из арахидоновой кислоты, 
докозапентаеновой кислоты n-6, олеиновой кислоты, линолевой кислоты, линоленовой кислоты, эйкозе-
новой кислоты, эруковой кислоты и стеаридоновой кислоты. В некоторых вариантах осуществления 
микробное масло дополнительно содержит по меньшей мере около 25 вес.% докозагексаеновой кислоты. 

Настоящее изобретение имеет отношение к микробному маслу, содержащему фракцию триглице-
ридов по меньшей мере около 10 вес.%, в которой по меньшей мере около 12 вес.% жирных кислот во 
фракции триглицеридов составляет эйкозапентаеновая кислота, в которой по меньшей мере около 
25вес.% жирных кислот во фракции триглицеридов составляет докозагексаеновая кислота и в которой 
менее чем около 5 вес.% жирных кислот во фракции триглицеридов составляет арахидоновая кислота. 

Настоящее изобретение имеет отношение к пищевому продукту, косметической или фармацевтиче-
ской композиции, предназначенной для животного, не являющегося человеком, или для человека, со-
держащей любое из микробных масел изобретения. В некоторых вариантах осуществления пищевой 
продукт является детской смесью. В некоторых вариантах осуществления детская смесь является при-
годной для недоношенных детей. В некоторых вариантах осуществления пищевой продукт является мо-
локом, напитком, лечебным напитком, питательным напитком или их комбинацией. В некоторых вари-
антах осуществления пищевой продукт является добавкой к пище животного, не являющегося челове-
ком, или человека. В некоторых вариантах осуществления пищевой продукт является питательной до-
бавкой. В некоторых вариантах осуществления пищевой продукт является кормом для животных. В не-
которых вариантах осуществления корм для животных является кормом для аквакультуры. В некоторых 
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вариантах осуществления корм для животных является кормом для домашних животных, кормом для 
зоологических животных, кормом для рабочих животных, кормом для скота или их комбинацией. 

Настоящее изобретение имеет отношение к способу получения микробного масла, содержащего 
омега-3 жирные кислоты, данный способ включает: выращивание какого-либо из изолированных микро-
организмов изобретения или их смесей в культуре с целью получения масла, содержащего омега-3 жир-
ные кислоты. В некоторых вариантах осуществления способ дополнительно включает экстрагирование 
масла. 

Настоящее изобретение имеет отношение к способу получения микробного масла, содержащего 
омега-3 жирные кислоты, причем данный способ включает экстрагирование омега-3 жирных кислот из 
какой-либо из биомасс изобретения. В некоторых вариантах осуществления микробное масло экстраги-
руется путем проведения экстракции органическими растворителями, например экстракции гексаном. В 
некоторых вариантах осуществления микробное масло экстрагируется с помощью процесса экстракции 
без растворителя. 

Настоящее изобретение имеет отношение к микробному маслу, полученному способом данного 
изобретения. 

Настоящее изобретение имеет отношение к способу получения биомассы изобретения, включаю-
щему выращивание каких-либо изолированных микроорганизмов изобретения или их смесей в культуре 
с целью получения биомассы. 

Настоящее изобретение имеет отношение к биомассе, полученной способом данного изобретения. 
Настоящее изобретение имеет отношение к способу получения мутантного штамма изобретения, 

включающему мутагенез какого-либо из микроорганизмов изобретения и изолирование мутантного 
штамма. 

Настоящее изобретение имеет отношение к применению какого-либо из изолированных микроор-
ганизмов, биомасс или микробных масел изобретения или их смесей, для производства медикамента для 
лечения воспаления или связанного с ним состояния. 

Настоящее изобретение имеет отношение к применению какого-либо из изолированных микроор-
ганизмов, биомасс или микробных масел изобретения или их смесей для лечения воспаления или связан-
ного с ним состояния. 

Настоящее изобретение имеет отношение к любому из изолированных микроорганизмов, биомасс 
или микробных масел изобретения или их смесям, используемым при лечении воспаления или связанно-
го с ним состояния. 

Настоящее изобретение имеет отношение к способу лечения воспаления или связанного с ним со-
стояния у субъекта, нуждающегося в этом, включающему введение субъекту какого-либо из изолирован-
ных микроорганизмов, биомасс или микробных масел изобретения или их смесей и фармацевтически 
приемлемого носителя. 

Настоящее изобретение имеет отношение к изолированным микроорганизмам, а также их штаммам 
и мутантам, а также биомассам, микробным маслам, композициям и их культурам. Настоящее изобрете-
ние имеет отношение к способам получения микробных масел, биомасс и мутантов микроорганизмов 
изобретения и способам применения микроорганизмов, биомасс и микробных масел. Микроорганизмы, 
описанные здесь, являются высокопродуктивными и вырабатывают уникальный профиль жирных ки-
слот, характеризующийся отчасти высокими уровнями омега-3 жирных кислот, в частности, высокими 
уровнями EPA. 

Изобретение имеет отношение к изолированным микроорганизмам и штаммам, происходящим от 
них. Штамм, "происходящий" от изолированного микроорганизма изобретения, может быть природным 
или полученным искусственно, таким как, например, мутантный, вариантный или рекомбинантный 
штамм. Использованный в описании термин "изолированный" не обязательно отражает степень, до кото-
рой изолят очищен, а означает изолирование или отделение от нативной формы или нативной окружаю-
щей среды. Изолят может включать, но не ограничивается этим, изолированный микроорганизм, изоли-
рованную биомассу, изолированную культуру, изолированное микробное масло и изолированную после-
довательность (такую как изолированная полинуклеотидная последовательность, описанная здесь). Ис-
пользованный в описании термин "микроорганизм" включает, но не ограничивается этим, термины 
"микроводоросли," "Траустохифтридиевые," и таксономическую классификацию, связанную с любым из 
депонированных микроорганизмов, описанных здесь. Термины "Траустохитриевые," "Траустохитридие-
вые," "Schizochytrium" и "Thraustochytrium", использованные в отношении какого-либо из микроорга-
низмов изобретения, включая описанные здесь депонированные микроорганизмы, основываются на со-
временных таксономических классификациях, включающих доступную филогенетическую информацию, 
и не предназначаются для ограничения в том случае, когда таксономические классификации пересматри-
ваются после даты подачи настоящей заявки. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212. Изолированный микроорга-
низм, имеющий отношение к учетному номеру АТСС РТА-10212, также известен как Thraustochytrium 
sp. АТСС РТА-10212. Изолированный микроорганизм, имеющий отношение к учетному номеру АТСС 
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РТА-10212, был депонирован в соответствии с Будапештским договором 14 июля 2009 г. в Американ-
скую коллекцию типовых культур, Patent Depository, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-
2209. В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному штамму, 
депонированному под учетным номером АТСС РТА-10212. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму, имеющему характеристики вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212, 
или штамма, полученного от него. Характеристики вида, депонированного под учетным номером АТСС 
РТА-10212, могут включать его ростовые и фенотипические свойства (примеры фенотипических свойств 
включают морфологические и репродуктивные свойства), его физические и химические свойства (такие 
как сухой вес и липидный профиль), последовательности его генов и их комбинации, при этом характе-
ристики отличаются от характеристик ранее идентифицированных видов. В некоторых вариантах осуще-
ствления изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, имеющему характеристики 
вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212, при этом характеристики включают 18s 
rRNA, содержащую последовательность полинуклеотида SEQ ID NO:1 или последовательность поли-
нуклеотида, имеющего по меньшей мере 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентичность с SEQ ID NO:1, морфо-
логические и репродуктивные свойства вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212, 
и профили жирных кислот вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212. В некоторых 
вариантах осуществления изолированные микроорганизмы изобретения имеют фенотипические свойст-
ва, по существу, идентичные свойствам микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС 
РТА-10212. В некоторых вариантах осуществления изолированные микроорганизмы изобретения имеют 
характеристики роста, по существу, идентичные свойствам микроорганизма, депонированного под учет-
ным номером АТСС РТА-10212. В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к 
изолированному микроорганизму, содержащему 18s rRNA, содержащую последовательность полинук-
леотида SEQ ID NO:1 или последовательность полинуклеотида, имеющего по меньшей мере 94, 95, 96, 
97, 98 или 99% идентичность с SEQ ID NO: 1. В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет 
отношение к изолированному микроорганизму, содержащему 18s rRNA последовательность полинук-
леотида, которая имеет по меньшей мере 94% идентичность с 18s rRNA последовательностью полинук-
леотида микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к мутантному штамму мик-
роорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212. В дополнительных вариантах 
осуществления мутантный штамм является штаммом, депонированным под учетным номером АТСС 
РТА-10213, РТА-10214 или РТА-10215. Микроорганизмы, имеющие отношение к учетным номерам 
АТСС РТА-10213, РТА-10214 и РТА-10215, были депонированы в соответствии с Будапештским догово-
ром 14 июля 2009 года в Американскую коллекцию типовых культур, Patent Depository, 10801 University 
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10208. Изолированный микроорга-
низм, имеющий учетный номер АТСС РТА-10208, также известен как Schizochytrium sp. АТСС РТА-
10208. Микроорганизм, имеющий отношение к учетному номеру АТСС РТА-10208, был депонирован в 
соответствии с Будапештским договором 14 июля 2009 г. в Американскую коллекцию типовых культур, 
Patent Depository, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. В некоторых вариантах осущест-
вления изобретение имеет отношение к. изолированному штамму, депонированному под учетным номе-
ром АТСС РТА-10208. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10208, при этом общие жирные ки-
слоты, продуцируемые данным микроорганизмом, содержат более чем около 10%, более чем около 11%, 
более чем около 12%, более чем около 13%, более чем около 14%, более чем около 15%, более чем около 
16%, более чем около 17%, более чем около 18%, более чем около 19%, или более чем около 20 вес.% 
EPA. В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму вида, депонированному под учетным номером АТСС РТА-10208, при этом общие жирные ки-
слоты, продуцируемые данным микроорганизмом, содержат примерно от 10 до 55%, примерно от 10 до 
50%, примерно от 10 до 45%, примерно от 10 до 40%, примерно от 10 до 35%, примерно от 10 до 30%, 
примерно от 15 до 55%, примерно от 15 до 50%, примерно от 15 до 45%, примерно от 15 до 40%, при-
мерно от 15 до 35%, примерно от 15 до 30%, примерно от 20 до 55%, примерно от 20 до 50%, примерно 
от 20 до 45%, примерно от 20 до 40%, примерно от 20 до 35% или примерно от 20 до 30 вес.% EPA. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму, имеющему характеристики вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10208, 
при этом общие жирные кислоты, продуцируемые данным микроорганизмом, содержат более чем около 
10 вес.% эйкозапентаеновой кислоты. Характеристики микроорганизма, депонированного под учетным 
номером АТСС РТА-10208, включают его ростовые и фенотипические свойства (примеры фенотипиче-
ских характеристик включают морфологические и репродуктивные свойства), его физические и химиче-
ские свойства (такие как сухой вес и липидные профили), последовательности его генов и их комбина-
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ции, при этом характеристики отличаются от характеристик ранее идентифицированных видов. В неко-
торых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, 
имеющему характеристики вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10212, при этом 
характеристики включают 18s rRNA, содержащую последовательность полинуклеотида SEQ ID NO:2, 
морфологические и репродуктивные свойства вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-
10208, и профили жирных кислот вида, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10208. В 
некоторых вариантах осуществления изолированные микроорганизмы изобретения имеют физические и 
химические свойства, по существу, идентичные свойствам микроорганизма, депонированного под учет-
ным номером АТСС РТА-10208. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к мутантному штамму мик-
роорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-10208. В дополнительных вариантах 
осуществления мутантный штамм является штаммом, депонированным под учетным номером АТСС 
РТА-10209, РТА-10210 или РТА-10211. Микроорганизмы, имеющие отношение к учетным номерам 
АТСС РТА-10209, РТА-10210 и РТА-10211, были депонированы в соответствии с Будапештским догово-
ром 25 сентября 2009 г. в Американскую коллекцию типовых культур, Patent Depository, 10801 University 
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроор-
ганизму изобретения, который продуцирует фракцию триглицеридов, при этом содержание EPA во 
фракции триглицеридов составляет по меньшей мере около 12%, по меньшей мере около 13%, по мень-
шей мере около 14%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 16%, по меньшей мере около 
17%, по меньшей мере около 18%, по меньшей мере около 19% или по меньшей мере около 20 вес.%. В 
некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированному микроорганизму, 
который продуцирует фракцию триглицеридов, при этом содержание EPA во фракции триглицеридов 
составляет примерно от 12 до 55%, примерно от 12 до 50%, примерно от 12 до 45%, примерно от 12 до 
40%, примерно от 12 до 35%, примерно от 12 до 30%, примерно от 15 до 45%, примерно от 15 до 40%, 
примерно от 15 до 35%, примерно от 15 до 30%, или примерно от 20 до 30 вес.%. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к мутантной, вариантной или 
рекомбинантной форме изолированного микроорганизма изобретения, который продуцирует фракцию 
триглицеридов, при этом содержание EPA во фракции триглицеридов составляет по меньшей мере около 
10%, по меньшей мере около 11%, по меньшей мере около 12%, по меньшей мере около 13%, по мень-
шей мере около 14%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 16%, по меньшей мере около 
17%, по меньшей мере около 18%, по меньшей мере около 19% или по меньшей мере около 20 вес.%. В 
некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к мутантной, вариантной или реком-
бинантной форме изолированного микроорганизма изобретения, который продуцирует фракцию тригли-
церидов, при этом содержание EPA во фракции триглицеридов составляет примерно от 12 до 55%, от 12 
до 50%, от 12 до 45%, от 12 до 40%, от 12 до 35%, от 12 до 30%, от 15 до 55%, от 15 до 50%, от 15 до 
45%, от 15 до 40%, от 15 до 35%, от 15 до 30%, от 20 до 55%, от 20 до 50%, от 20 до 45%, от 20 до 40%, 
от 20 до 35% или от 20 до 30 вес.%. Мутантные штаммы могут быть получены с помощью хорошо из-
вестных методов. Общеизвестные методы включают облучение, обработку при высоких температурах и 
обработку мутагеном. Вариантные штаммы могут быть другими природными изолятами и/или субизоля-
тами описанного здесь вида. Рекомбинантные штаммы могут быть получены любыми хорошо известны-
ми в молекулярной биологии методами экспрессии экзогенных генов или изменения функции или экс-
прессии эндогенных генов. В некоторых вариантах осуществления мутантный, вариантный или реком-
бинантный штамм продуцирует повышенное количество омега-3 жирных кислот, в частности EPA, по 
сравнению со штаммом дикого типа. В некоторых вариантах осуществления мутантный, вариантный или 
рекомбинантный штамм продуцируют пониженное количество одной или более жирных кислот, напри-
мер, уменьшенные количества DHA, ARA, DPA n-6 или их комбинаций. В некоторых вариантах осуще-
ствления мутантный, вариантный или рекомбинантный штамм продуцирует больше сухого веса клеток 
на литр культуры, чем штамм дикого типа. Такие мутантные, вариантные или рекомбинантные штаммы 
являются примерами штаммов, происходящих от изолированного микроорганизма изобретения. 

В некоторых вариантах осуществления изолированный микроорганизм изобретения, включая его 
мутантные, вариантные и рекомбинантные формы, содержит профиль жирных кислот в одной или более 
фракциях, выделенных из микроорганизма. Одна или более фракций, выделенных из микроорганизма, 
включают фракцию общих жирных кислот, фракцию сложных стероловых эфиров, фракцию триглице-
ридов, фракцию свободных жирных кислот, стерольную фракцию, фракцию диацилглицерина, полярную 
фракцию (включая фракцию фосфолипидов), и их комбинации. Профиль жирных кислот в конкретной 
фракции может включать какой-либо профиль жирных кислот, связанных с конкретной фракцией, как 
раскрывается в описании. 

Изобретение имеет отношение к способу получения мутанта, включающему мутагенез какого-либо 
из микроорганизмов изобретения и изоляцию мутантного штамма. 

Изобретение имеет отношение к культуре, содержащей один или более изолированных микроорга-
низмов изобретения. В данной области техники известны различные параметры ферментации для иноку-
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лирования, выращивания и восстановления микрофлоры, такой как микроводоросли и траустохитридие-
вые. См., например, патент США № 5130242, полностью включенный в описание путем отсылки. Жид-
кая или твердая среда может содержать природную или искусственную морскую воду. Источники угле-
рода для роста гетеротрофных микроорганизмов включают, но не ограничиваются этим, глюкозу, фрук-
тозу, ксилозу, сахарозу, мальтозу, растворимый крахмал, мелассу, фукозу, глюкозамин, декстран, жиры, 
масла, глицерин, ацетат натрия и маннитол. Источники азота включают, но не ограничиваются этим, 
пептон, дрожжевой экстракт, полипептон, экстракт солода, мясной экстракт, казаминовую кислоту, жид-
кий кукурузный экстракт, источники органического азота, глутамат натрия, мочевину, источники неор-
ганического азота, ацетат аммония, сульфат аммония, хлорид аммония и нитрат аммония. 

Типичная среда для роста микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-
10212, показана в табл. 1. 

Таблица 1. Среда для роста РТА-10212 

 
Типичные условия культивирования могут включать следующие: 
pH: примерно от 6,5 до 9,5; примерно от 6,5 до 8,0 или примерно от 6,5 до 7,8; 
температура: примерно от 15 до 30°C, примерно от 18 до 28°C или примерно от 21 до 23°C; 
растворенный кислород: примерно от 0,1 до 100% насыщения, примерно от 5 до 50% насыщения 

или примерно от 10 до 30% насыщения; и/или 
глицерин контролируемый @: примерно от 5 до 50 г/л, примерно от 10 до 40 г/л, или примерно от 

15 до 35 г/л. 
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В некоторых вариантах осуществления микроорганизм, депонированный под учетным номером 
АТСС РТА-10212, или его мутантная, вариантная или рекомбинантная форма, растет гетеротрофно на 
глицерине в качестве источника углерода, но не растет на глюкозе в качестве источника углерода. 

Типичная среда для роста микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-
10208, показана в табл. 2: 

Таблица 2. Среда для роста РТА-10208 

 

 
Типичные условия культивирования могут включать следующие: 
pH примерно от 6,5 до 8,5, примерно от 6,5 до 8,0 или примерно от 7,0 до 8,0; 
температура: примерно от 17 до 30°C, примерно от 20 до 28°C или примерно от 22 до 24°C; 
растворенный кислород: примерно от 2 до 100% насыщения, примерно от 5 до 50% насыщения или 

примерно от 7 до 20% насыщения; и/или 
глюкоза контролируемая @: примерно от 5 до 50 г/л, примерно от 10 до 40 г/л или примерно от 20 

до 35 г/л. 
В некоторых вариантах осуществления культуральная среда содержит по меньшей мере около 

0,1%, по меньшей мере около 0,5%, по меньшей мере около 1%, по меньшей мере около 1,5%, по мень-
шей мере около 2%, по меньшей мере около 5%, по меньшей мере около 7%, по меньшей мере около 
10%, по меньшей мере около 20%, по меньшей мере около 30%, по меньшей мере около 40%, по мень-
шей мере около 50%, по меньшей мере около 60%, по меньшей мере около 70%, по меньшей мере около 
80% или по меньшей мере около 90% растворенного кислорода в процентах от уровня насыщения. В не-
которых вариантах осуществления культуральная среда содержит примерно от 0,1 до 2%, примерно от 
0,1 до 5%, примерно от 0,1 до 10%, примерно от 0,1 до 20%, примерно от 0,1 до 30%, примерно от 0,1 до 
50%, примерно от 0,1 до 100%, примерно от 5 до 10%, примерно от 5 до 20%, примерно от 5 до 30%, 
примерно от 5 до 50%, примерно от 5 до 100%, примерно от 7 до 10%, примерно от 7 до 20%, примерно 
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от 7 до 30%, примерно от 7 до 50%, примерно от 7 до 100%, примерно от 10 до 20%, примерно от 10 до 
30%, примерно от 10 до 50%, примерно от 10 до 100%, примерно от 20 до 30%, примерно от 20 до 50% 
или примерно от 20 до 100% растворенного кислорода в процентах от уровня насыщения. 

Изобретение имеет отношение к изолированной биомассе микроорганизма изобретения. Изолиро-
ванная биомасса изобретения представляет собой собранную клеточную биомассу, полученную с помо-
щью любого общепринятого метода отделения биомассы, такого как описанный в США патенте № 
5130242 и в опубликованной заявке США № 2002/0001833, которые полностью включаются в описание 
путем отсылки. 

В некоторых вариантах осуществления сухой вес клеток биомассы, выделенной из каждого литра 
культуры составляет по меньшей мере около 10 г, по меньшей мере около 15 г, по меньшей мере около 
20 г, по меньшей мере около 25 г, по меньшей мере около 30 г, по меньшей мере около 50 г, по меньшей 
мере около 60 г, по меньшей мере около 70 г, по меньшей мере около 80 г, по меньшей мере около 100 г, 
по меньшей мере около 120 г, по меньшей мере около 140 г, по меньшей мере около 160 г, по меньшей 
мере около 180 г или по меньшей мере около 200 г после выращивания в течение примерно от 6 дней до 
8 дней, при температуре примерно от 15 до 30°C, в культуральной среде со значением pH примерно от 
6,5 до 9,5, содержащей источники углерода, азота и питательных веществ, и примерно от 950 ppm (мил-
лионных долей) до 8500 ppm ионов хлора. В некоторых вариантах осуществления сухой вес клеток био-
массы, выделенной из каждого литра культуры, составляет по меньшей мере около 10 г, по меньшей ме-
ре около 15 г, по меньшей мере около 20 г, по меньшей мере около 25 г, по меньшей мере около 30 г, по 
меньшей мере около 50 г, по меньшей мере около 60 г, по меньшей мере около 70 г, по меньшей мере 
около 80 г, по меньшей мере около 100 г, по меньшей мере около 120 г, по меньшей мере около 140 г, по 
меньшей мере около 160 г, по меньшей мере около 180 г или по меньшей мере около 200 г после выра-
щивания в течение примерно 6 дней, примерно 7 дней или примерно 8 дней примерно при 15°C, пример-
но при 16°C, примерно при 17°C, примерно при 18°C, примерно при 19°C, примерно при 20°C, примерно 
при 21°C, примерно при 22°C, примерно при 23°C, примерно при 24°C, примерно при 25°C, примерно 
при 26°C, примерно при 27°C, примерно при 28°C, примерно при 29°C или примерно при 30°C в культу-
ральной среде при значении pH около 6,5, около pH 7, около pH 7,5, около pH 8,0, около pH 8,5, около pH 
9 или около pH 9,5, содержащей источники углерода, азота и питательных веществ, и примерно от 950 
ppm до 8500 ppm ионов хлора. В некоторых вариантах осуществления сухой вес клеток биомассы, выде-
ленной из каждого литра культуры, составляет примерно от 10 г до 200 г после выращивания в течение 
примерно от 6 до 8 дней при температуре примерно от 15 до 30°C в культуральной среде при значении 
pH примерно от 6,5 до pH 9,5, содержащей источники углерода, азота и питательных веществ, и пример-
но от 950 до 8500 ppm ионов хлора. В некоторых вариантах осуществления сухой вес клеток биомассы, 
выделенной из каждого литра культуры, составляет примерно от 10 до 200 г, примерно от 10 до 100 г, 
примерно от 10 до 50 г, примерно от 15 до 200 г, примерно от 15 до 100 г, примерно от 15 до 50 г, при-
мерно от 20 до 200 г, примерно от 20 до 100 г, примерно от 20 до 50 г, примерно от 50 до 200 г или при-
мерно от 50 до 100 г после выращивания в течение около 6, около 7 д или около 8 дней при температуре 
около 15, около 16, около 17, около 18, около 19, около 20, около 21, около 22, около 23, около 24, около 
25, около 26, около 27, около 28, около 29 или около 30°C в культуральной среде при значении pH около 
6,5, около pH 7, около pH 7,5, около pH 8,0, около pH 8,5, около pH 9, или около pH 9,5, содержащей ис-
точники углерода, азота и питательных веществ, и примерно от 950 до 8500 ppm ионов хлора. В некото-
рых вариантах осуществления изолированная культура не содержит поливинилпирролидон. 

В некоторых вариантах осуществления изолированная культура имеет продуктивность омега-3 
жирной кислоты по меньшей мере около 0,2 г/л/день, по меньшей мере около 0,3 г/л/день, по меньшей 
мере около 0,4 г/л/день, по меньшей мере около 0,5 г/л/день, по меньшей мере около 1 г/л/день, по мень-
шей мере около 1,2 г/л/день, по меньшей мере около 1,5 г/л/день, по меньшей мере около 1,7 г/л/день, по 
меньшей мере около 2 г/л/день, по меньшей мере около 3 г/л/день, по меньшей мере около 3,5 г/л/день, 
по меньшей мере около 4 г/л/день, по меньшей мере около 4,5 г/л/день, по меньшей мере около 5 
г/л/день, по меньшей мере около 6 г/л/день или по меньшей мере около 8 г/л/день после выращивания в 
течение примерно 6, примерно 7 или примерно 8 дней при температуре примерно от 15 до 30°C в куль-
туральной среде при значении примерно от pH 6,5 до pH 8,5 или примерно от pH 6,5 до pH 9,5, содержа-
щей источники углерода, азота и питательные вещества, и примерно от 950 до 8500 ppm ионов хлора. В 
некоторых вариантах осуществления изолированная культура имеет продуктивность омега-3 жирной 
кислоты примерно от 0,2 до 20 г/л/день, примерно от 0,4 до 20 г/л/день, примерно от 0,4 до 2 г/л/день, 
примерно от 1 до 2 г/л/день, примерно от 1 до 20 г/л/день, примерно от 2 до 15 г/л/день, примерно от 2 до 
10 г/л/день, примерно от 3 до 10 г/л/день, примерно от 4 до 9 г/л/день, примерно от 4 до 8 г/л/день, при-
мерно от 4 до 7 г/л/день или примерно от 4 до 6 г/л/день после выращивания в течение примерно 6, при-
мерно 7 или примерно 8 дней при температуре примерно от 15 до 30°C в культуральной среде со значе-
нием pH примерно от pH 6,5 до pH 9,5, содержащей источники углерода, азота и питательные вещества, 
и примерно от 950 до 8500 ppm ионов хлора. 

В некоторых вариантах осуществления EPA-продуктивность изолированной культуры составляет 
по меньшей мере около 0,2 г/л/день, по меньшей мере около 0,3 г/л/день, по меньшей мере около 0,4 



035287 

- 9 - 

г/л/день, по меньшей мере около 0,5 г/л/день, по меньшей мере около 0,6 г/л/день, по меньшей мере око-
ло 0,7 г/л/день, по меньшей мере около 0,8 г/л/день, по меньшей мере около 0,9 г/л/день по меньшей мере 
около 1 г/л/день, по меньшей мере около 1,2 г/л/день, по меньшей мере около 1,5 г/л/день, по меньшей 
мере около 1,7 г/л/день, по меньшей мере около 2 г/л/день, по меньшей мере около 3 г/л/день, по мень-
шей мере около 4 г/л/день или по меньшей мере около 5 г/л/день после выращивания в течение примерно 
6, примерно 7 или примерно 8 дней при температуре примерно от 15 до 30°C в культуральной среде со 
значением pH примерно от pH 6,5 до pH 8,5 или примерно от pH 6,5 до pH 9,5, содержащей источники 
углерода, азота и питательные вещества, и примерно от 950 до 8500 ppm ионов хлора. В некоторых вари-
антах осуществления EPA-продуктивность составляет примерно от 0,2 до 5 г/л/день, от 0,2 до 4 г/л/день, 
от 0,2 до 3 г/л/день, от 0,2 до 2 г/л/день, от 0,2 до 1 г/л/день, от 0,2 до 0,8 г/л/день, от 0,2 до 0,7 г/л/день, 
от 1 до 5 г/л/день, от 1 до 4 г/л/день, от 1 до 3 г/л/день или от 1 до 2 г/л/день после выращивания в тече-
ние примерно 6, примерно 7 или примерно 8 дней при температуре примерно от 15 до 30°C в культу-
ральной среде со значением pH примерно от pH 6,5 до pH 8,5 или примерно от pH 6,5 до pH 9,5, содер-
жащей источники углерода, азота и питательные вещества, и примерно от 950 до 8500 ppm ионов хлора. 
В некоторых вариантах осуществления любая вышеупомянутая EPA-продуктивность связана с продук-
тивностью какой-либо из вышеупомянутых омега-3 жирных кислот. В некоторых вариантах осуществле-
ния культура дополнительно имеет DHA-продуктивность примерно от 0 до 5 г/л/день, от 0 до 4 г/л/день, 
от 0 до 3 г/л/день, от 0 до 2 г/л/день, от 0 до 1 г/л/день, от 0,2 до 5 г/л/день, от 0,2 до 4 г/л/день, от 0,2 до 3 
г/л/день, от 0,2 до 2 г/л/день, от 0,2 до 1 г/л/день, от 1 до 5 г/л/день, от 2 до 5 г/л/день, от 2 до 4 г/л/день 
или примерно от 2 до 3 г/л/день. В некоторых вариантах осуществления DHA-продуктивность составляет 
менее чем примерно 5 г/л/день, менее чем около 4 г/л/день, менее чем около 3 г/л/день, менее чем около 
2 г/л/день, менее чем около 1 г/л/день, менее чем около 0,5 г/л/день, менее чем около 0,2 г/л/день или 
около 0 г/л/день. 

В некоторых вариантах осуществления объем ферментации (выращивания) (объем культуры) со-
ставляет по меньшей мере около 2 л, по меньшей мере около 10 л, по меньшей мере около 50 л, по мень-
шей мере около 100 л, по меньшей мере около 200 л, по меньшей мере около 500 л, по меньшей мере, 
около 1000 л, по меньшей мере около 10,000 л, по меньшей мере около 20,000 л, по меньшей мере около 
50,000 л, по меньшей мере около 100,000 л, по меньшей мере около 150,000 л, по меньшей мере около 
200,000 л или по меньшей мере около 250,000 л. В некоторых вариантах осуществления объем фермен-
тации составляет примерно от 2 до 300,000 л, около 2 л, около 10 л, около 50 л, около 100 л, около 200 л, 
около 500 л, около 1000 л, около 10,000 л, около 20,000 л, около 50,000 л, около 100,000 л, около 150,000 
л, около 200,000 л, около 250,000 или около 300,000 л. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение имеет отношение к изолированной биомассе, 
содержащей профиль жирных кислот изобретения. В некоторых вариантах осуществления по меньшей 
мере около 20%, по меньшей мере около 25%, по меньшей мере около 30%, по меньшей мере около 35%, 
по меньшей мере около 40%, по меньшей мере около 45%, по меньшей мере около 50%, по меньшей ме-
ре около 55%, по меньшей мере около 60%, по меньшей мере около 65%, по меньшей мере около 70%, 
по меньшей мере около 75% или по меньшей мере около 80% сухого веса клеток биомассы составляют 
жирные кислоты. В некоторых вариантах осуществления более чем около 20%, более чем около 25%, 
более чем около 30%, более чем около 35%, более чем около 40%, более чем около 45%, более чем около 
50%, более чем около 55% или более чем около 60% сухого веса клеток биомассы составляют жирные 
кислоты. В некоторых вариантах осуществления примерно от 20 до 55%, примерно от 20 до 60%, при-
мерно от 20 до 70%, примерно от 20 до 80%, примерно от 30 до 55%, примерно от 30 до 70%, примерно 
от 30 до 80%, примерно от 40 до 60%, примерно от 40 до 70%, примерно от 40 до 80%, примерно от 50 до 
60%, примерно от 50 до 70%, примерно от 50 до 80%, примерно от 55 до 70%, примерно от 55 до 80%, 
примерно от 60 до 70% или примерно от 60 до 80 вес.% сухого веса клеток биомассы составляют жирные 
кислоты. В некоторых вариантах осуществления биомасса содержит более чем около 10%, по меньшей 
мере около 12%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 20%, по меньшей мере около 25%, 
по меньшей мере, около 30%, по меньшей мере около 35%, по меньшей мере, около 40% или по меньшей 
мере около 45 вес.% жирных кислот, таких как EPA. В некоторых вариантах осуществления биомасса 
содержит примерно от 10 до 55%, от 12 до 55%, от 15 до 55%, от 20 до 55%, от 20 до 40% или от 20 до 30 
вес.% жирных кислот, таких как EPA. В некоторых вариантах осуществления биомасса содержит фрак-
цию триглицеридов, в которой по меньшей мере около 12%, по меньшей мере около 13%, по меньшей 
мере около 14%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 16%, по меньшей мере около 17%, 
по меньшей мере около 18%, по меньшей мере около 19% или по меньшей мере около 20 вес.% фракции 
триглицеридов составляет EPA. В некоторых вариантах осуществления биомасса содержит фракцию 
триглицеридов, при этом содержание EPA во фракции триглицеридов составляет по меньшей мере при-
мерно от 12 до 55%, примерно от 12 до 50%, примерно от 12 до 45%, по меньшей мере примерно от 12 до 
40%, по меньшей мере примерно от 12 до 35% или по меньшей мере примерно от 12 до 30%, примерно 
от 15 до 55%, примерно от 15 до 50%, примерно от 15 до 45%, примерно от 15 до 40%, примерно от 15 до 
35%, примерно от 15 до 30%, примерно от 20 до 55%, примерно от 20 до 50%, примерно от 20 до 45%, по 
меньшей мере примерно от 20 до 40%, по меньшей мере примерно от 20 до 35% или примерно от 20 до 
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30 вес.%. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере около 20%, по меньшей мере около 
25%, по меньшей мере около 30%, по меньшей мере около 35%, по меньшей мере около 40%, по мень-
шей мере около 50% или по меньшей мере около 60 вес.% сухого веса клеток биомассы составляет DHA. 
В некоторых вариантах осуществления примерно от 20 до 60%, от 25 до 60%, от 25 до 50%, от 25 до 45%, 
от 30 до 50%, или от 35 до 50 вес.% сухого веса клеток биомассы составляет HA. В некоторых вариантах 
осуществления биомасса составляет около 10% или менее, около 9% или менее, около 8% или менее, 
около 7% или менее, около 6% или менее, около 5% или менее, около 4% или менее, около 3% или ме-
нее, около 2% или менее или около 1% или менее по весу жирных кислот, таких как DHA. В некоторых 
вариантах осуществления биомасса содержит примерно от 1 до 10%, от 1 до 5%, от 2 до 5%, от 3 до 5% 
или от 3 до 10% по весу жирных кислот, таких как DHA. В некоторых вариантах осуществления биомас-
са фактически не содержит DHA. В некоторых вариантах осуществления биомасса содержит примерно 
от 0,1% до менее, чем около 5%, примерно от 0,1 до 4%, примерно от 0,1 до 3%, примерно от 0,1 до 2%, 
примерно от 0,2 до менее, чем около 5%, примерно от 0,2 до 4%, примерно от 0,2 до 3%, примерно от 0,2 
до 2%, примерно от 0,3 до 2%, примерно от 0,1 до 0,5%, примерно от 0,2 до 0,5%, примерно от 0,1 до 
0,4%, примерно от 0,2 до 0,4%, примерно от 0,5 до 2%, примерно от 1 до 2%, примерно от 0,5 до 1,5%, 
или примерно от 1 до 1,5% по весу жирных кислот, таких как ARA. В некоторых вариантах осуществле-
ния биомасса содержит менее, чем около 5%, около 4% или менее, около 3% или менее, около 2% или 
менее, около 1,5% или менее, около 1% или менее, около 0,5% или менее, около 0,4% или менее, около 
0,3% или менее, около 0,2% или менее, или около 0,1% или менее по весу жирных кислот, таких как 
ARA. В некоторых вариантах осуществления биомасса фактически не содержит ARA. В некоторых вари-
антах осуществления биомасса содержит примерно от 0,4 до 2%, примерно от 0,4 до 3%, примерно от 0,4 
до 4%, примерно от 0,4 до 5%, примерно от 0,4 до менее чем около 5%, примерно от 0,5 до 1%, примерно 
от 0,5 до 2%, примерно от 0,5 до 3%, примерно от 0,5 до 4%, примерно от 0,5 до 5%, примерно от 0,5 до 
менее чем около 5%, примерно от 1 до 2%, примерно от 1 до 3%, примерно от 1 до 4%, примерно от 1 до 
5% или примерно от 1 до менее чем около 5% по весу жирных кислот, таких как DPA n-6. В некоторых 
вариантах осуществления биомасса содержит около 5% или менее, менее чем около 5%, около 4% или 
менее, около 3% или менее, около 2% или менее, около 1% или менее, около 0,75% или менее, около 
0,6% или менее или около 0,5% или менее по весу жирных кислот, таких как DPA n-6. В некоторых ва-
риантах осуществления биомасса фактически не содержит DPA n-6. В некоторых вариантах осуществле-
ния биомасса содержит жирные кислоты, причем около 5% или менее, менее чем около 5%, около 4% 
или менее, около 3% или менее или около 2% или менее по весу олеиновой кислоты (18:1 n-9), линоле-
вой кислоты (18:2 n-6), линоленовой кислоты (18:3 n-3), эйкозеновой кислоты (20:1 n-9), эруковой кисло-
ты (22:1 n-9) или их комбинаций. 

Характеристики изолированной биомассы изобретения связаны с эндогенными или нативными 
свойствами выделенной биомассы, а не с веществами, введенными экзогенно. В некоторых вариантах 
осуществления выделенная биомасса не содержит поливинилпирролидон или не выделяется из культу-
ры, содержащей поливинилпирролидон. 

Настоящее изобретение имеет отношение к способу получения биомассы. В некоторых вариантах 
осуществления способ получения биомассы изобретения включает выращивание какого-либо из изоли-
рованных микроорганизмов изобретения или их смесей в культуре с целью получения биомассы. На-
стоящее изобретение имеет отношение к биомассе, полученной таким способом. 

Изобретение имеет отношение к микробному маслу, содержащему профиль жирных кислот изобре-
тения. Микробное масло изобретения является "сырым (неочищенным) маслом" или "рафинированным 
маслом", содержащим фракцию триглицеридов, составляющую по меньшей мере около 35 вес.%. "Сырое 
масло" является маслом, извлеченным из биомассы микроорганизма без дополнительной обработки. 
"Рафинированное масло" представляет собой масло, полученное после стандартной обработки неочи-
щенного масла путем очищения, осветления и/или дезодорирования. См., например, патент США № 
5130242, полностью включенный в данное описание путем отсылки. Описанное здесь микробное масло 
также включает "готовое (конечное) масло", которое является рафинированным маслом, разбавленным 
растительным маслом. В некоторых вариантах осуществления конечное масло является рафинирован-
ным маслом, разбавленным подсолнечным маслом с высоким содержанием олеиновой кислоты. Исполь-
зованный в описании термин "микробный" включает, но не ограничивается этим, термины "микроводо-
росли," "траустохитридиевые" и таксономические классификации, имеющие отношение к любому из 
депонированных микроорганизмов, описанных здесь. Термины "траустохитриевые," "траустохитридие-
вые," "Schizochytrium" и "Thraustochytrium"', использованные в отношении какого-либо из микроорга-
низмов изобретения, включая описанные здесь депонированные микроорганизмы, основываются на со-
временных таксономических классификациях, включающих доступную филогенетическую информацию, 
и не предназначаются для ограничения в том случае, когда таксономические классификации пересматри-
ваются после даты подачи настоящей заявки. 

В некоторых вариантах осуществления описанные жирные кислоты могут быть сложными эфирами 
жирных кислот. В некоторых вариантах осуществления сложные эфиры жирных кислот включают слож-
ный эфир омега-3 жирной кислоты, омега-6 жирной кислоты и их комбинации. В некоторых вариантах 
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осуществления сложный эфир жирной кислоты является сложным эфиром DHA, сложным эфиром EPA 
или их комбинацией. В некоторых вариантах осуществления масло или его фракцию, описанную здесь, 
этерифицируют для получения масла или его фракции, содержащей сложные эфиры жирных кислот. 
Термин "сложный эфир" имеет отношение к замещению водорода в карбоксильной группе молекулы 
жирной кислоты другим заместителем. Типичные сложные эфиры известны в данной области техники, 
обсуждение предоставляется в работе Higuchi, Т. and V. Stella in Pro-drugs as Novel Delivery Systems, vol. 
14, A.C.S. Symposium Series, Bioreversible Carriers in Drug Design, Ed. Edward B. Roche, American Pharma-
ceutical Association, Pergamon Press, 1987, and Protective Groups in Organic Chemistry, McOmie ed., Plenum 
Press, New York, 1973. Примеры сложных эфиров включают метиловый, этиловый, пропиловый, бутило-
вый, пентиловый, третбутиловый, бензиловый, нитробензиловый, метоксибензиловый, бензгидриловый 
эфир и трихлорэтиловый эфир. В некоторых вариантах осуществления сложный эфир представляет со-
бой защитную сложноэфирную группу карбоновой кислоты, сложные эфиры с аралкилом (например, 
бензил, фенэтил), сложные эфиры с низшим алкенилом (например, аллил, 2-бутенил), сложные эфиры с 
низшей алкоксигруппой и низшим алкилом (например, метоксиметил, 2-метоксиэтил, 2-этоксиэтил), 
сложные эфиры с низшей алканоилоксигруппой и низшим алкилом (например, ацетоксиметил, пивалои-
локсиметил, 1-пивалоилоксиэтил), сложные эфиры с низшим алкоксикарбонилом и низшим алкилом 
(например, метоксикарбонилметил, изопропоксикарбонилметил), сложные эфиры с карбокси-низшим 
алкилом (например, карбоксиметил), сложные эфиры с низшей алкоксикарбонилоксигруппой и низшим 
алкилом (например, 1-(этоксикарбонилокси)этил, 1-(циклогексилоксикарбонилокси)этил), сложные эфи-
ры с карбамоилокси-низшим алкилом (например, карбамоилоксиметил) и т.п. В некоторых вариантах 
осуществления включенный заместитель является линейной или циклической углеводородной группой, 
например, C1-C6 алкилом, C1-C6 циклоалкилом, C1-C6 алкенилом или C1-C6 ариловым эфиром. В некото-
рых вариантах осуществления сложный эфир является сложным алкиловым эфиром, например, сложным 
метиловым эфиром, сложным этиловым эфиром или сложным пропиловым эфиром. В некоторых вари-
антах осуществления сложноэфирный заместитель добавляется к молекуле свободной жирной кислоты, 
когда жирная кислота находится в очищенном или полуочищенном состоянии. Альтернативно, сложный 
эфир жирной кислоты образуется после преобразования триглицерида в сложный эфир. 

Настоящее изобретение имеет отношение к способам получения микробных масел. В некоторых 
вариантах осуществления данный способ включает выращивание любого из изолированных микроорга-
низмов изобретения или их смесей в культуре с целью получения микробного масла, содержащего омега-
3 жирные кислоты. В некоторых вариантах осуществления способ дополнительно включает экстрагиро-
вание микробного масла. В некоторых вариантах осуществления способ включает экстрагирование мик-
робного масла, содержащего омега-3 жирные кислоты, из какой-либо биомассы изобретения или их сме-
сей. В некоторых вариантах осуществления способ включает гетеротрофное выращивание изолирован-
ного микроорганизма, при этом культура содержит источник углерода, как описано здесь. Микробное 
масло может извлекаться из свежесобранной биомассы или может извлекаться из ранее собранной био-
массы, которая хранится в условиях, предотвращающих порчу. Для культивирования микроорганизма 
изобретения, для отделения биомассы от культуры, для извлечения микробного масла из биомассы и для 
исследования профиля жирных кислот в маслах, извлеченных из биомассы, могут использоваться из-
вестные методы. Смотри, например, патент США № 5130242, полностью включенной в описание путем 
отсылки. Изобретение имеет отношение к микробному маслу, полученному с помощью любого из спо-
собов изобретения. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло извлекается с помощью метода фермент-
ной экстракции. В некоторых вариантах осуществления микробное масло извлекается методом механи-
ческой экстракции. В некоторых вариантах осуществления метод механической экстракции включает 
одно или более из следующего: (1) обработка пастеризованного ферментативного бульона в гомогениза-
торе для оказания содействия лизису клеток и высвобождению масла из клеток; (2) добавление к фер-
ментативному бульону изопропилового спирта с последующей гомогенизацией с целью расслоения мас-
ляной и водной эмульсии; (3) центрифугирование смеси для восстановления масляной фазы и (4) высу-
шивание в вакууме с добавлением антиоксидантов. В некоторых вариантах осуществления сырое масло 
является очищенным. В некоторых вариантах осуществления очистка сырого масла включает одно или 
более из следующего: (1) перекачку сырого масла в рафинировочный котел и нагревание масла, с после-
дующим добавлением кислого раствора при перемешивании; (2) добавление раствора каустика к маслу 
после кислотной обработки; (3) повторный нагрев сырого масла, а затем центрифугирование для отделе-
ния тяжелой фазы от рафинированного масла; (4) удаление оставшихся полярных соединений, следовых 
металлов и продуктов окисления из рафинированного масла, например, с использованием кислоты, Tri-
Syl®, глины и/или фильтрования; (5) холодное фильтрование отбеленного масла для дополнительного 
удаления из масла компонентов с высокой температурой плавления для достижения желательного уров-
ня очистки; (6) нагревание масла, после чего масло охлаждают и выдерживают в течение периода време-
ни, в течение которого происходит кристаллизация триглицеридов с высокой точкой плавления и восков; 
(7) добавление вспомогательного фильтровального вещества к охлажденному маслу, а затем удаление 
кристаллических твердых веществ фильтрованием; (8) использование дезодоратора после холодного 



035287 

- 12 - 

фильтрования, действующего при высокой температуре и в вакууме, для удаления, например, перекисей 
и оставшихся соединений с низким молекулярным весом, которые могут вызывать посторонний запах и 
вкус; (9) перенесение масла в дезодорационный питательный резервуар, деаэрирование и дезодорирова-
ние, например, в дезодораторе с наполненной колонкой; и (10) охлаждение, например, в атмосфере азота 
в конце цикла дезодорирования и добавление подходящих антиоксидантов к дезодорированному маслу 
для обеспечения устойчивости к окислению. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию сложных стероловых 
эфиров около 0%, по меньшей мере около 0,1%, по меньшей мере около 0,2%, по меньшей мере около 
0,5%, по меньшей мере около 1%, по меньшей мере около 1,5%, по меньшей мере около 2% или по 
меньшей мере около 5 вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фрак-
цию сложных стероловых эфиров примерно от 0 до 1,5%, от 0 до 2%, от 0 до 5%, от 1 до 1,5, от 0,2 до 
1,5%, от 0,2 до 2% или примерно от 0,2 до 5%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло 
содержит фракцию сложных стероловых эфиров примерно около 5% или менее, около 4% или менее, 
около 3% или менее, около 2% или менее, около 1% или менее, около 0,5% или менее, около 0,3% или 
менее, около 0,2% или менее, около 0,5% или менее, около 0,4% или менее, около 0,3% или менее или 
около 0,2% или менее по весу. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию триглицеридов, по 
меньшей мере около 35%, по меньшей мере около 40%, по меньшей мере около 45%, по меньшей мере 
около 50%, по меньшей мере около 55%, по меньшей мере около 60%, по меньшей мере около 65%, по 
меньшей мере около 70%, по меньшей мере около 75%, по меньшей мере около 80%, по меньшей мере 
около 85% или по меньшей мере около 90 вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное мас-
ло содержит фракцию триглицеридов примерно от 35 до 98%, примерно от 35 до 90%, примерно от 35 до 
80%, примерно от 35 до 70%, примерно от 35 до 70%, примерно от 35 до 65%, примерно от 40 до 70%, 
примерно от 40 до 65%, примерно от 40 до 55%, примерно от 40 до 50%, примерно от 65 до 95%, при-
мерно от 75 до 95%, примерно от 75 до 98%, примерно от 80 до 95%, примерно от 80 до 98%, примерно 
от 90 до 96%, примерно от 90 до 97%, примерно от 90 до 98%, около 90, около 95, около 97 или около 98 
вес.%. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию диацилглицерина, по 
меньшей мере около 10%, по меньшей мере около 11%, по меньшей мере около 12%, по меньшей мере 
около 13%, по меньшей мере около 14%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 16%, по 
меньшей мере около 17%, по меньшей мере около 18%, по меньшей мере около 19% или по меньшей 
мере около 20 вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию диа-
цилглицерина примерно от 10 до 45%, примерно от 10 до 40%, примерно от 10 до 35%, примерно от 10 
до 30%, примерно от 15 до 40%, примерно от 15 до 35% или от 15 до 30 вес.%. В некоторых вариантах 
осуществления микробное масло содержит фракцию 1,2-диацилглицерина, по меньшей мере около 0,2%, 
по меньшей мере около 0,3%, по меньшей мере около 0,4%, по меньшей мере около 0,5%, по меньшей 
мере около 1%, по меньшей мере около 5%, по меньшей мере около 10%, по меньшей мере около 11%, 
по меньшей мере около 12%, по меньшей мере около 13%, по меньшей мере около 14%, по меньшей ме-
ре около 15%, по меньшей мере около 16%, по меньшей мере около 17%, по меньшей мере около 18%, 
по меньшей мере около 19% или по меньшей мере около 20 вес.%. В некоторых вариантах осуществле-
ния микробное масло содержит фракцию диацилглицерина примерно от 0,2 до 45%, от 0,2 до 30%, от 0,2 
до 20%, от 0,2 до 10%, от 0,2 до 5%, от 0,2 до 1%, от 0,2 до 0,8%, от 0,4 до 45%, от 0,4 до 30%, от 0,4 до 
20%, от 0,4 до 10%, от 0,4 до 5%, от 0,4 до 1%, от 0,4 до 0,8%, от 0,5 до 1%, от 0,5 до 0,8%, от 10 до 45%, 
от 10 до 40%, от 10 до 35%, от 10 до 30%, от 15 до 40%, от 15 до 35%, от 15 до 30% или примерно от 15 
до 25 вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию 1,3-
диацилглицерина по меньшей мере около 0,1%, по меньшей мере около 0,2%, по меньшей мере около 
0,5%, по меньшей мере около 1%, по меньшей мере около 2%, по меньшей мере около 2,5% или по 
меньшей мере около 3 вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит сте-
рольную фракцию по меньшей мере около 0,3%, по меньшей мере около 0,4%, по меньшей мере около 
0,5%, по меньшей мере около 1%, по меньшей мере около 1,5%, по меньшей мере около 2% или по 
меньшей мере около 5 вес.%. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит стерольную фракцию примерно 
от 0,3 до 5%, от 0,3 до 2%, от 0,3 до 1,5%, от 0,5 до 1,5%, от 1 до 1,5%, от 0,5 до 2%, от 0,5 до 5%, от 1 до 
2% или от 1 до 5 вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит стерольную 
фракцию около 5% или менее, около 4% или менее, около 3% или менее, около 2% или менее, около 
1,5% или менее, или около 1% или менее по весу. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию фосфолипидов по 
меньшей мере около 2%, по меньшей мере около 5% или по меньшей мере около 8 вес.%. В некоторых 
вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию фосфолипидов примерно от 2 до 25%, от 
2 до 20%, от 2 до 15%, от 2 до 10%, от 5 до 25%, от 5 до 20%, от 5 до 20%, от 5 до 10% или от 7 до 9% по 
весу. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию фосфолипидов менее 
чем около 20%, менее чем около 15%, менее чем около 10%, менее чем около 9% или менее чем около 8 
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вес.%. В некоторых вариантах осуществления микробное масло практически не содержит фосфолипи-
дов. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит неомыляемые вещества менее 
чем около 2%, менее чем около 1,5%, менее чем около 1%, или менее чем около 0,5% от веса масла. 
Классы липидов, присутствующих в микробном масле, такие как фракция триглицеридов, могут быть 
отделены с помощью флэш-хроматографии и исследованы с помощью тонкослойной хроматографии 
(TLC), или отделены и исследованы с помощью других методов, известных в данной области техники. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, вы-
бранных из фракции триглицеридов, фракции свободных жирных кислот, стерольной фракции, фракции 
диацилглицерина и их комбинаций, содержит по меньшей мере около 5%, по меньшей мере около 10%, 
более чем около 10%, по меньшей мере около 12%, по меньшей мере около 13%, по меньшей мере около 
14%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 16%, по меньшей мере около 17%, по мень-
шей мере около 18%, по меньшей мере около 19%, по меньшей мере около 20%, по меньшей мере около 
25%, по меньшей мере около 30%, по меньшей мере около 35%, по меньшей мере около 40% или по 
меньшей мере около 45 вес.% EPA. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна 
или более его фракций, выбранных из фракции триглицерида, фракции свободных жирных кислот, сте-
рольной фракции, фракции диацилглицерина и их комбинаций, содержит примерно от 5 до 55%, от 5 до 
50%, от 5 до 45%, от 5 до 40%, от 5 до 35%, от 5 до 30%, от 10 до 55%, от 10 до 50%, от 10 до 45%, от 10 
до 40%, от 10 до 35%, от 10 до 30%, по меньшей мере от 12 до 55%, по меньшей мере от 12 до 50%, по 
меньшей мере от 12 до 45%, по меньшей мере от 12 до 40%, по меньшей мере от 12 до 35% или по 
меньшей мере от 12 до 30%, от 15 до 55%, от 15 до 50%, от 15 до 45%, от 15 до 40%, от 15 до 35%, от 15 
до 30%, от 15 до 25%, от 15 до 20%, от 20 до 55%, от 20 до 50%, от 20 до 45%, от 20 до 40% или от 20 до 
30% по весу EPA. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его 
фракций, выбранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фрак-
ции сложных стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их 
комбинаций, содержат по меньшей мере около 5%, по меньшей мере около 10%, по меньшей мере около 
15%, по меньшей мере около 20%, по меньшей мере около 25%, по меньшей мере около 30%, по мень-
шей мере около 35%, по меньшей мере около 40%, по меньшей мере около 50% или по меньшей мере 
около 60% по весу DHA. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более 
его фракций, выбранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, 
фракции сложных стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их 
комбинаций содержит примерно от 5 до 60%, от 5до 55%, от 5 до 50%, от 5% до 40%, от 10 до 60%, от 10 
до 50%, от 10 до 40%, от 20 до 60%, от 25 до 60%, от 25 до 50%, от 25 до 45%, от 30 до 50%, от 35 до 50% 
или от 30 до 40% по весу DHA. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или 
более его фракций, выбранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фрак-
ции, фракции сложных стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов 
и их комбинаций, содержит около 10% или менее, около 9% или менее, около 8% или менее, около 7% 
или менее, около 6% или менее, около 5% или менее, около 4% или менее, около 3% или менее, около 
2% или менее, или около 1% или менее по весу DHA. В некоторых вариантах осуществления микробное 
масло и/или одна или более его фракций, выбранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглице-
рина, стерольной фракции, фракции сложных стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, 
фракции фосфолипидов и их комбинаций, содержит примерно от 1 до 10%, от 1 до 5%, от 2 до 5%, от 3 
до 5% или от 3 до 10% по весу жирных кислот, таких как DHA. В некоторых вариантах осуществления 
микробное масло и/или одна или более его фракций, выбранных из фракции триглицеридов, фракции 
диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных стероловых эфиров, фракции свободных жир-
ных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций, практически не содержит DHA. В некоторых ва-
риантах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, выбранных из фракции 
триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных стероловых эфиров, 
фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций, содержит примерно от 
0,1 до 5%, примерно от 0,1 до менее чем около 5%, от 0,1 до 4%, от 0,1 до 3%, от 0,1 до 2%, от 0,2 до 5%, 
от 0,2 до менее чем около 5%, от 0,2 до 4%, от 0,2 до 3%, от 0,2 до 2%, от 0,3 до 2%, от 0,1 до 0,5%, от 0,2 
до 0,5%, от 0,1 до 0,4%, от 0,2 до 0,4%, от 0,5 до 2%, от 1 до 2%, от 0,5 до 1,5% или от 1 до 1,5% по весу 
ARA. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, вы-
бранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных 
стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций, со-
держит около 5% или менее, менее чем около 5%, около 4% или менее, около 3% или менее, около 2% 
или менее, около 1,5% или менее, около 1% или менее, около 0,5% или менее, около 0,4% или менее, 
около 0,3% или менее, около 0,2% или менее или около 0,1% или менее по весу ARA. В некоторых вари-
антах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, выбранных из фракции триг-
лицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных стероловых эфиров, 
фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций практически не содержит 
ARA. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, вы-
бранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных 
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стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций, со-
держит примерно от 0,4 до 2%, от 0,4 до 3%, от 0,4 до 4%, от 0,4 до 5%, от 0,4 до менее чем около 5%, от 
0,5 до 1%, от 0,5 до 2%, от 0,5 до 3%, от 0,5 до 4%, от 0,5 до 5%, от 0,5 до менее чем около 5%, от 1 до 
2%, от 1 до 3%, от 1 до 4%, от 1 до 5% или от 1 до менее чем около 5% по весу DPA n-6. В некоторых 
вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, выбранных из фракции 
триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных стероловых эфиров, 
фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций, содержит около 5%, ме-
нее чем около 5%, около 4% или менее, около 3% или менее, около 2% или менее, около 1% или менее, 
около 0,75% или менее, около 0,6% или менее, или около 0,5% или менее по весу DPA n-6. В некоторых 
вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его фракций, выбранных из фракции 
триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фракции сложных стероловых эфиров, 
фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их комбинаций, практически не содержит 
свободной DPA n-6. В некоторых вариантах осуществления микробное масло и/или одна или более его 
фракций, выбранных из фракции триглицеридов, фракции диацилглицерина, стерольной фракции, фрак-
ции сложных стероловых эфиров, фракции свободных жирных кислот, фракции фосфолипидов и их 
комбинаций, содержит жирные кислоты, причем около 5% или менее, менее, чем около 5%, около 4% 
или менее, около 3% или менее, или около 2% или менее по весу олеиновой кислоты (18:1 n-9), линоле-
вой кислоты (18:2 n-6), линоленовой кислоты (18:3 n-3), эйкозеновой кислоты (20:1 n-9), эруковой кисло-
ты (22:1 n-9), стеаридоновой кислоты (18:4 n-3) или их комбинации. 

Молекула триглицерида содержит 3 центральных атома углерода (C(sn-1)H2R1-(sn-2)H2R2-C(sn-
3)H2R3), создающих возможность образования различных позиционных изомеров. В некоторых вариан-
тах осуществления микробное масло содержит фракцию триглицеридов, в которой по меньшей мере 
около 2%, по меньшей мере около 3%, по меньшей мере около 5%, по меньшей мере около 10%, по 
меньшей мере около 15%, по меньшей мере около 20%, по меньшей мере около 30%, по меньшей мере 
около 35% или по меньшей мере около 40% триглицеридов во фракции триглицеридов содержит DHA в 
двух положениях в триглицериде (двузамещенная DHA), выбранных из любых двух sn-1, sn-2 и sn-3 по-
ложений, исходя из процента относительной площади пиков на HPLC-хроматограмме. В некоторых ва-
риантах осуществления микробное масло содержит фракцию триглицеридов, при этом примерно от 2 до 
55%, от 2 до 50%, от 2 до 45%, от 2 до 40%, от 2 до 35%, от 2 до 30%, от 2 до 25%, от 5 до 55%, от 5 до 
50%, от 5 до 45%, от 5 до 40%, от 5 до 35%, от 5 до 30%, от 5 до 25%, от 10 до 55%, от 10 до 50%, от 10 
до 45%, от 10 до 40%, от 10 до 35%, от 10 до 30%, от 10 до 25%, от 10 до 20%, от 20 до 40%, от 20 до 
35%, или примерно от 20 до 25% триглицеридов во фракции триглицеридов содержит EPA в двух поло-
жениях в триглицериде, выбранных из любых двух sn-1, sn-2 и sn-3 положений, исходя из процента от-
носительной площади пиков на HPLC-хроматограмме. В некоторых вариантах осуществления микроб-
ное масло содержит фракцию триглицеридов, в которой по меньшей мере около 0,5%, по меньшей мере 
около 1%, по меньшей мере около 1,5% или по меньшей мере около 2% триглицеридов во фракции триг-
лицеридов содержит DHA во всех sn-1, sn-2 и sn-3 положениях (тризамещенная DHA), исходя из процен-
та относительной площади пиков на HPLC-хроматограмме. В некоторых вариантах осуществления мик-
робное масло содержит фракцию триглицеридов, в которой примерно от 0,5 до 5%, от 0,5 до 3%, от 0,5 
до 2,5%, от 0,5 до 2%, от 1 до 5%, от 1 до 3%, или от 1 до 2% триглицеридов во фракции триглицеридов 
содержит DHA во всех sn-1, sn-2 и sn-3 положениях, исходя из процента относительной площади пиков 
на HPLC-хроматограмме. В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит фракцию 
триглицеридов, в которой по меньшей мере около 10%, по меньшей мере около 15%, по меньшей мере 
около 20%, по меньшей мере около 25%, по меньшей мере около 30%, по меньшей мере около 35%, по 
меньшей мере около 40%, по меньшей мере около 45%, по меньшей мере около 50%, по меньшей мере 
около 55% или по меньшей мере около 60% триглицеридов во фракции триглицеридов содержат DHA в 
одном положении в триглицериде, выбранном из любого sn-1, sn-2 или sn-3 положений, исходя из про-
цента относительной площади пиков на HPLC-хроматограмме. В некоторых вариантах осуществления 
микробное масло содержит фракцию триглицеридов, в которой примерно от 10 до 80%, от 10 до 70%, от 
10 до 60%, от 15 до 80%, от 15 до 75%, от 15 до 70%, от 15 до 65%, от 15 до 60%, от 35 до 80%, от 35 до 
75%, от 35 до 65%, от 35 до 60%, от 40 до 80%, от 40 до 75%, от 40 до 70%, от 40 до 65%, от 40 до 60% 
или от 40 до 55% триглицеридов во фракции триглицеридов содержит DHA в одном положении в триг-
лицериде, выбранном из любого sn-1, sn-2 и sn-3 положений, исходя из процента относительной площади 
пиков на HPLC-хроматограмме. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит жирные кислоты, при этом жир-
ные кислоты дополнительно содержат омега-3 полиненасыщенные жирные кислоты, при этом омега-3 
полиненасыщенные жирные кислоты содержат DHA и EPA в количестве около ≥ 90 вес.% от общего 
количества омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, причем количество EPA, по весу, составляет 
примерно от 28 до 36% от общего количества DHA и EPA, и количество DHA, по весу, составляет при-
мерно от 54 до 62% от общего количества DHA и EPA. 

В другом варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные жирные 
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кислоты, содержащие DHA и EPA в количестве около ≥ 90%, по весу, от общего количества омега-3 по-
линенасыщенных жирных кислот, причем количество EPA, по весу, составляет примерно от 19 до 55% 
общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет примерно от 35 до 71% общего 
количества DHA и EPA. 

В других вариантах осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные жирные 
кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥ 90%, по весу, от общего количества омега-3 
полиненасыщенных жирных кислот, причем количество EPA, по весу, составляет примерно от 19 до 43% 
общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет примерно от 35 до 47% общего 
количества DHA и EPA. 

В дополнительном варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщен-
ные жирные кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90%, по весу, от общего количества 
омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, причем количество EPA, по весу, составляет примерно от 
27 до 54% общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет примерно от 36 до 
63% общего количества DHA и EPA. 

В следующем варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90%, по весу, от общего количества 
омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, причем количество EPA, по весу, составляет примерно от 
26 до 38% общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет примерно от 52 до 
64% общего количества DHA и EPA. 

В еще одном варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90% по весу от общего количества оме-
га-3 полиненасыщенных жирных кислот, и DPA n-3 в количестве примерно от 0 до 10%, по весу, общего 
количества омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, при этом количество EPA, по весу, составляет 
примерно от 19 до 55% от общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет при-
мерно от 35 до 71% от общего количества DHA и EPA. 

В еще одном варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90%, по весу, от общего количества 
омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, и DPA n-3 в количестве примерно от 0 до 10 вес.% общего 
количества омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, при этом количество EPA, по весу, составляет 
примерно от 19 до 43% от общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет при-
мерно от 35 до 47% общего количества DHA и EPA. 

В другом варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные жирные 
кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90 вес.% от общего количества омега-3 полине-
насыщенных жирных кислот, и DPA n-3 в количестве примерно от 0 до 10%, по весу, общего количества 
омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, при этом количество EPA, по весу, составляет примерно от 
27 до 54% от общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет примерно от 36 до 
63% общего количества DHA и EPA. 

В другом варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные жирные 
кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90%, по весу, от общего количества омега-3 по-
линенасыщенных жирных кислот, и DPA n-3 в количестве примерно от 0 до 10%, по весу, общего коли-
чества омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, при этом количество EPA, по весу, составляет при-
мерно от 26 до 38% от общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет примерно 
от 52 до 64% общего количества DHA и EPA. 

В следующем варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90%, по весу, от общего количества 
омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, и DPA n-3 в количестве примерно от 0 до 10%, по весу, об-
щего количества омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, при этом количество EPA, по весу, состав-
ляет примерно от 28 до 36% от общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет 
примерно от 54 до 62% общего количества DHA и EPA. 

В еще одном варианте осуществления микробное масло содержит омега-3 полиненасыщенные 
жирные кислоты, включающие DHA и EPA в количестве около ≥90%, по весу, от общего количества 
омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, и DPA n-3 в количестве примерно от 0 до 2%, по весу, об-
щего количества омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, при этом количество EPA, по весу, состав-
ляет примерно от 10 до 25% от общего количества DHA и EPA, а количество DHA, по весу, составляет 
примерно от 75 до 90% общего количества DHA и EPA. 

В некоторых вариантах осуществления общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных ки-
слот в микробном масле составляет по меньшей мере около 400 мг на один грамм масла. 

В других вариантах осуществления общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных кислот в 
микробном масле составляет по меньшей мере около 500 мг на один грамм масла. 

В следующих вариантах осуществления общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных ки-
слот в микробном масле составляет примерно от 400 до 750 мг на один грамм масла. 
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В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит примерно от 120 до 220 мг EPA 
на один грамм масла и примерно от 240 до 450 мг DHA на один грамм масла. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит примерно от 120 до 220 мг EPA 
на один грамм масла и примерно от 240 до 450 мг DHA на один грамм масла. 

В других вариантах осуществления микробное масло содержит примерно от 130 до 195 мг EPA на 
один грамм масла и примерно от 320 до 480 мг DHA на один грамм масла. 

В дополнительном варианте осуществления микробное масло содержит примерно от 150 до 300 мг 
EPA на один грамм масла; примерно от 200 до 400 мг DHA на один грамм масла и примерно от 0 до 55 
мг DPA n-3 на один грамм масла. 

В еще одном варианте осуществления микробное масло содержит примерно от 50 до 150 мг EPA на 
один грамм масла; примерно от 410 до 540 мг DHA на один грамм масла и примерно от 0 до 12 мг DPA 
n-3 на один грамм масла. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит соотношение EPA:DHA от 1:1 
до 1:30 или от 1:1 до 1:3 по весу общих омега-3 полиненасыщенных жирных кислот. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит соотношение EPA:DHA от 1:1 
до 1:2,5 по весу общих омега-3 полиненасыщенных жирных кислот. 

В другом варианте осуществления микробное масло содержит соотношение EPA:DHA от 1:4 до 1:7 
по весу общих омега-3 полиненасыщенных жирных кислот. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло содержит соотношение EPA:DHA по 
меньшей мере 1:1, по меньшей мере 1:1,5, по меньшей мере,1:2, по меньшей мере 1:2,5, по меньшей мере 
1:3 или по меньшей мере 1:4 по весу общих омега-3 полиненасыщенных жирных кислот. Подходящие 
пределы могут быть выбраны между любыми из этих значений, например соотношение EPA:DHA от 1:1 
до 1:1,5, от 1:1 до 1:2, от 1:1,5 до 1:2, от 1:1 до 1:2,5, от 1:2 до 1:2,5 и от 1:4 до 1:7,4 по весу общих омега-
3 полиненасыщенных жирных кислот. 

В следующем варианте осуществления микробное масло продуцируется Schizochytrium sp. 
Изобретение имеет отношение к композициям, содержащим микроорганизм изобретения, выделен-

ную биомассу изобретения, микробное масло изобретения или их комбинации. 
Микроорганизм, биомасса или микробное масло изобретения может быть дополнительно химиче-

ски или физически модифицировано или обработано, исходя из требований к композиции, с помощью 
любого известного метода. 

Клетки микроорганизма или биомасса может быть высушена до использования в композиции с по-
мощью различных методов, включая, но не ограничиваясь этим, сушку замораживанием, сушку на воз-
духе, сушку распылением, туннельную сушку, вакуумную сушку (лиофилизацию) и подобный процесс. 
Альтернативно, собранная и промытая биомасса может непосредственно использоваться в композиции 
без высушивания. См., например, патенты США № 5130242 и 6812009, каждый из которых полностью 
включается в описание путем отсылки. 

Микробные масла изобретения могут использоваться в качестве исходного материала для более 
эффективного производства продукта, обогащенного жирной кислотой, такой как EPA. Например, мик-
робные масла изобретения могут быть подвергнуты различным способам очистки, известным в данной 
области, таким как перегонка или аддукция мочевины, для получения высокоэффективного продукта с 
более высокими концентрациями EPA или другой жирной кислоты. Микробные масла изобретения так-
же могут использоваться в химических реакциях для получения в маслах производных соединений от 
жирных кислот, таких как сложные эфиры или соли EPA или другой жирной кислоты. 

Композиция изобретения может включать один или более эксципиентов. Использованный в описа-
нии термин "эксципиент" относится к компоненту или смеси компонентов, используемых в композиции 
настоящего изобретения для придания желательных характеристик композиции, включая продукты пи-
тания, а также фармацевтические, косметические и промышленные композиции. Эксципиент настоящего 
изобретения может быть описан как "фармацевтически приемлемый" эксципиент при добавлении к фар-
мацевтической композиции, то есть эксципиент является соединением, веществом, композицией, солью 
и/или лекарственной формой, которая, в рамках медицинской точки зрения, является пригодной для кон-
такта с тканями людей и животных, не являющихся человеком, без избыточной токсичности, раздраже-
ния, аллергического ответа или других проблематичных осложнений в течение желательной продолжи-
тельности контакта соразмерно с приемлемым соотношением польза/риск. В некоторых вариантах осу-
ществления термин "фармацевтически приемлемый" означает одобренный контрольным органом Феде-
рального правительства или правительства штата или перечисленный в Фармакопее США или других 
общепризнанных фармакопеях для применения на животных и, в частности, на людях. Могут использо-
ваться различные эксципиенты. В некоторых вариантах осуществления эксципиент может быть, но без 
ограничения, щелочным агентом, стабилизирующим веществом, антиоксидантом, связывающим вещест-
вом, разделительным веществом, покровным веществом, компонентом внешней фазы, компонентом, 
контролирующим высвобождение, растворителем, поверхностно-активным веществом, смачивающим 
веществом, буферным веществом, наполнителем, смягчающим веществом или их комбинациями. Эксци-
пиенты, в дополнение к обсужденным в описании, могут включать эксципиенты, перечисленные, без 
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ограничения, в Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st ed. (2005). Включение эксципиента в 
определенную классификацию в описании (например, "растворитель") имеет целью иллюстрировать, а 
не ограничивать, роль эксципиента. Отдельный эксципиент может попадать в пределы нескольких клас-
сификаций. 

Композиции изобретения включают, но не ограничиваются этим, пищевые продукты, фармацевти-
ческие композиции, косметические и промышленные композиции. 

В некоторых вариантах осуществления композиция является пищевым продуктом. Пищевой про-
дукт является продуктом, предназначенным для потребления человеком или животным, не являющимся 
человеком, и включает и твердые и жидкие композиции. Пищевой продукт может быть добавкой к пище 
животного или человека. Продукты питания включают, но не ограничиваясь этим, обычную пищу; жид-
кие продукты, включая молоко, напитки, лечебные напитки и питательные напитки; функциональные 
продукты питания; добавки; нутрицевтики; детские смеси, включая смеси для недоношенных детей; 
продукты питания для беременных или кормящих женщин; продукты для взрослых людей; продукты для 
пожилых людей и корма для животных. 

В некоторых вариантах осуществления микроорганизм, биомасса или микробное масло изобрете-
ния могут использоваться непосредственно или могут включаться в качестве добавки в одно или более 
из следующего: масло, шортенинг, спред, другой жирный ингредиент, напиток, соус, продукты на основе 
молока или сои (такие как молоко, йогурт, сыр или мороженое), хлебобулочные изделия, питательный 
продукт, например, как питательная добавка (в виде капсул или таблеток), витаминная добавка, пищевая 
добавка, напиток в порошке и готовый или полуобработанный порошкообразный пищевой продукт. В 
некоторых вариантах осуществления питательная добавка имеет форму вегетарианской капсулы, т.е. не 
создана из и не содержит компонентов животного происхождения. 

Неполный перечень пищевых композиций, которые могут содержать микробное масло изобретения, 
включает, но не ограничивается этим, продукты на основе сои (молочные напитки, мороженое, йогурты, 
кремы, паштеты, забеливатели); супы и суповые смеси; тесто, блинное тесто и термообработанные пи-
щевые продукты, включая, например, хлебобулочные изделия, готовые завтраки, торты, пудинги, пиро-
ги, кексы, булочки, батончики, хлеб, рулеты, бисквиты, сдобу, пирожные, лепешки, гренки, крекеры, 
кондитерские изделия, легкие закуски, пирожки, мюсли/легкие закуски, тосты и печенье; конфеты; твер-
дые кондитерские изделия; шоколад и другие кондитерские изделия; жевательная резинка; жидкие пи-
щевые продукты, например молоко, энергетические напитки, детские смеси, газированные напитки, чаи, 
жидкие смеси, фруктовые соки, напитки на основе соков, напитки на основе овощей; мультивитаминные 
сиропы, заменители муки, лечебные продукты питания и сиропы; порошкообразные смеси для приготов-
ления напитков, макароны; обработанные рыбные продукты; обработанные мясные продукты; обрабо-
танные птицепродукты; подливки и соусы; заправки (кетчуп, майонез и т.д.); спреды на основе расти-
тельного масла; молочные продукты; йогурт; масло; замороженные молочные продукты; мороженое, 
замороженные десерты; замороженные йогурты; полутвердые продукты питания, такие как детское пи-
тание; пудинги и сладкое желе; обработанный и необработанный сыр; блинные смеси; пищевые батон-
чики, включая энергетические батончики; сухие смеси для вафельного теста; заправки для салатов; сме-
си, заменяющие яйца; орехи и пасты на основе орехов; соленые закуски, такие как картофельные чипсы 
и другие чипсы или криспы, кукурузная соломка, кукурузные чипсы, экструдированные снэки, попкорн, 
сушки, хрустящий картофель и орехи; и специальные легкие закуски, такие как подливы, высушенные 
фруктовые закуски, мясные легкие закуски, шкварки, диетические батончики и рисовые/кукурузные ле-
пешки. 

В некоторых вариантах, осуществления микробное масло изобретения может использоваться для 
добавления в детскую смесь. Детская смесь может быть дополнена микробным маслом изобретения от-
дельно или в комбинации с физически очищенным маслом, полученным от микроорганизма, продуци-
рующего арахидоновую кислоту (ARA). Микроорганизмом, продуцирующим ARA, является, например, 
Mortierella alpina или Mortierella sect. schmuckeri. Альтернативно, в детские смеси микробное масло изо-
бретения может добавляться в комбинации с маслом с высоким содержанием ARA, включая ARASCO 
(Martek Biosciences, Columbia, MD). 

В некоторых вариантах осуществления композиция является кормом для животных. "Животное" 
включает организмы, не являющиеся человеком, относящиеся к царству Животных, и включают, без ог-
раничения, водяных животных и наземных животных. Термин "пища для животных" или "корм для жи-
вотных" относится к любой пище, предназначенной для животных, не являющихся человеком, или для 
рыб; промысловых рыб, декоративных рыб, личинок рыб; двустворчатых моллюсков, мягкотелых мол-
люсков, ракообразных; креветок, мелких креветок; артемий, коловраток, солоноводных креветок, фильт-
раторов; амфибий, рептилий, млекопитающих, домашних животных, сельскохозяйственных животных; 
зоологических животных; спортивных животных; племенных животных, гоночных животных; живот-
ных, используемых для показа; старинных животных, редких или исчезающих животных; животных-
компаньонов; домашних питомцев, таких как собаки, кошки, морские свинки, кролики, крысы, мыши 
или лошади; приматов, таких как обезьяны (например, капуцины, резусы, африканская зеленая мартыш-
ка, мартышка-гусар, яванский макак и род мартышек (cercopithecus)), человекообразных обезьян, орангу-
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тангов, павианов, гиббонов и шимпанзе; собачьих, таких как собаки и волки; кошачьих, таких как кошки, 
львы и тигры; непарнокопытных, таких как лошади, ослы и зебры; мясомолочного скота, такого как ко-
ровы, крупный рогатый скот, свиньи и овцы; копытных животных, таких как олени и жирафы; грызунов, 
таких как мыши, крысы, хомяки и морские свинки и так далее. Корм для животных включает, но не ог-
раничивается этим, корм для аквакультуры, корм для домашних животных, включая корм для домашних 
питомцев, корм для зоологических животных, корм для рабочих животных, корм для скота и их комби-
нации. 

В некоторых вариантах осуществления композиция является кормом или добавкой к корму живот-
ного, мясо которого или продукты из его мяса потребляются людьми, такого как животное, от которого 
получают мясо, яйца или молоко для потребления человеком. При кормлении животных такие нутриен-
ты, как LC-PUFA, могут быть введены в мясо, молоко, яйца или другие продукты от таких животных для 
увеличения содержания в них этих нутриентов. 

В некоторых вариантах осуществления композиция представляет собой высушенный распылением 
материал, который может быть измельчен до образования частиц подходящего размера для потребления 
зоопланктоном, артемией, коловратками и фильтраторами. В некоторых вариантах осуществления зоо-
планктоном, артемиями или коловратками, которых кормили композицией, в свою очередь кормят личи-
нок рыб, рыб, креветок, двустворчатых моллюсков или ракообразных. 

В некоторых вариантах осуществления композиция является фармацевтической композицией. Под-
ходящие фармацевтические композиции включают, но не ограничиваются этим, противовоспалительную 
композицию, лекарственное средство для лечения ишемической болезни сердца, лекарственное средство 
для лечения атеросклероза, химиотерапевтическое средство, активное вспомогательное средство, лекар-
ственное средство от остеопороза, антидепрессант, противосудорожное средство, лекарственное средст-
во против Helicobacter pylori, лекарственное средство для лечения нейродегенеративной болезни, лекар-
ственное средство для лечения дегенеративной болезни печени, антибиотик, композицию, понижающую 
холестерин, и композицию, понижающую триацилглицерин. В некоторых вариантах осуществления 
композиция является лечебным питанием. Лечебное питание включает продукт, в состав которого вво-
дится композиция, который потребляется или вводится под наблюдением врача и предназначается для 
конкретной диетотерапии состояния, для которого на основе общепризнанных научных принципов ме-
дицинской экспертизой устанавливается особенная потребность в питании. 

В некоторых вариантах осуществления микробное масло может быть заключено в состав лекарст-
венной формы. Лекарственные формы могут включать, но не ограничиваются этим, таблетки, капсулы, 
облатки, шарики, пилюли, порошки и гранулы и парентеральные лекарственные формы, которые вклю-
чают, но не ограничиваются этим, растворы, суспензии, эмульсии и сухие порошки, содержащие эффек-
тивное количество микробного масла. Кроме того, в данной области техники известно, что такие компо-
зиции могут содержать фармацевтически приемлемые разбавители, наполнители, дезинтегрирующие 
вещества, связывающие вещества, смазывающие вещества, поверхностно-активные вещества, гидрофоб-
ные разбавители, водорастворимые разбавители, эмульгирующие вещества, буферы, влагоудерживаю-
щие вещества, увлажняющие вещества, солюбилизаторы, консерванты и тому подобное. Формы для вве-
дения включают, но не ограничиваются этим, таблетки, драже, капсулы, капсуловидные таблетки и пи-
люли, содержащие микробное масло и один или более подходящих фармацевтически приемлемых носи-
телей. Для перорального применения микробное масло может быть объединено с фармацевтически при-
емлемыми носителями, хорошо известными в данной области. Такие носители дают возможность вклю-
чения микробных масел изобретения в состав таблеток, пилюль, драже, капсул, жидкостей, гелей, сиро-
пов, кашиц, суспензий и тому подобного для перорального приема внутрь субъектом, которого необхо-
димо лечить. В некоторых вариантах осуществления лекарственная форма представляет собой таблетку, 
пилюлю или капсуловидную таблетку. Фармацевтические препараты для перорального приема могут 
быть получены путем добавления твердого эксципиента, необязательно толчения полученной смеси и 
обработки смеси гранул после добавления, при необходимости, подходящих вспомогательных веществ 
для получения таблеток или сердцевин драже. Подходящие эксципиенты включают, но не ограничива-
ются этим, наполнители, такие как сахара, включая, но не ограничиваясь этим, лактозу, сахарозу, манни-
тол и сорбит; препараты целлюлозы, такие как, но не ограничиваясь этим, кукурузный крахмал, пшенич-
ный крахмал, рисовый крахмал, картофельный крахмал, желатин, трагакантовую камедь, метилцеллюло-
зу, гидроксипропилметилцеллюлозу, натрий карбоксиметилцеллюлозу и поливинилпирролидон (PVP). 
При необходимости могут быть добавлены дезинтегрирующие вещества, такие как, но не ограничиваясь 
этим, поперечно-сшитый поливинилпирролидон, агар или альгиновая кислота или ее соль, такая как аль-
гинат натрия. Фармацевтические препараты, которые можно использовать перорально, включают, но не 
ограничиваются этим, твердые капсулы, изготовленные из желатина, а также мягкие капсулы, изготов-
ленные из желатина и пластификатора, такого как глицерин или сорбит. В некоторых вариантах осуще-
ствления лекарственная форма является вегетарианской лекарственной формой, которая не изготавлива-
ется и не содержит каких-либо компонентов животного происхождения. В некоторых вариантах осуще-
ствления вегетарианская лекарственная форма является вегетарианской капсулой. 

В некоторых вариантах осуществления лекарственная форма для перорального применения являет-
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ся вегетарианской желатиновой капсулой, содержащей модифицированный кукурузный крахмал, карра-
генан, глицерин, сорбит, дистиллированную воду, бета-каротин и карамельный порошок. 

В некоторых вариантах осуществления лекарственная форма для перорального применения заклю-
чается в состав с маслом, содержащим около 100, около 200, около 300, около 400, около 500, около 550 
или около 600 мг DHA и EPA на один грамм масла. 

В некоторых вариантах осуществления лекарственная форма для перорального применения заклю-
чается в состав с маслом, содержащим примерно от 300 до 700 мг DHA и EPA на один грамм масла. 

В дополнительном варианте осуществления лекарственная форма для перорального применения за-
ключается в состав с маслом, содержащий примерно от 360 до 670 мг DHA и EPA на один грамм масла. 

В некоторых вариантах осуществления желатиновая капсула заключается в состав с маслом, содер-
жащим около 100, около 200, около 300, около 400, около 500, около 550 или около 600 мг общего коли-
чества DHA и EPA на один грамм масла. 

В некоторых вариантах осуществления в желатиновую капсулу может быть заключено масло, со-
держащее примерно от 300 до 700 мг DHA и EPA на один грамм масла. 

В дополнительном варианте осуществления в желатиновую капсулу может быть заключено масло, 
содержащее примерно от 360 до 670 мг DHA и EPA на один грамм масла. 

В следующем варианте осуществления общее количество DHA и EPA составляет по меньшей мере 
около 400 мг на один грамм масла. 

В еще одном варианте осуществления общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных ки-
слот составляет по меньшей мере около 400 мг на один грамм масла. 

В еще одном варианте осуществления общее количество DHA и EPA составляет около 400 мг на 
один грамм масла. 

В дополнительном варианте осуществления общее количество DHA и EPA составляет по меньшей 
мере около 500 мг на один грамм масла. 

В дополнительном варианте осуществления общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных 
кислот составляет по меньшей мере около 500 мг на один грамм масла. 

В другом варианте осуществления общее количество DHA и EPA составляет 500 мг на один грамм 
масла. 

В некоторых вариантах осуществления композиция является косметической. Косметические сред-
ства включают, но не ограничиваются этим, эмульсии, кремы, лосьоны, маски, мыло, шампуни, жидко-
сти для промывки, кремы для лица, кондиционеры, косметику, средства для ванны и жидкости для дис-
пергирования. Косметические средства могут быть лечебными или нелечебными. 

В некоторых вариантах осуществления композиция является промышленной композицией. В неко-
торых вариантах осуществления композиция является исходным материалом одного или более промыш-
ленных изделий. Промышленное изделие включает, но не ограничивается этим, полимер; фотографиче-
ский фоточувствительный материал; детергент; промышленное масло; или промышленный детергент. 
Например, патент США № 7259006 описывает использование DHA-содержащего жира и масла для про-
изводства бегеновой кислоты и производства фотографических фоточувствительных материалов с ис-
пользованием бегеновой кислоты. 

В некоторых вариантах осуществления композиция может использоваться при лечении заболевания 
у людей и животных, не являющихся человеком. В некоторых вариантах осуществления композиция 
может использоваться для питания людей и животных, не являющихся человеком. 

Термины "лечить" и "лечение" относятся и к терапевтическому лечению и к профилактическим или 
превентивным мерам, при этом целью является предотвращение или уменьшение (облегчение) нежела-
тельного физиологического состояния, болезни или нарушения, или получение полезных или желатель-
ных клинических результатов. Для целей данного изобретения полезные или желательные клинические 
результаты включают, но не ограничиваются этим, облегчение или устранение симптомов или призна-
ков, связанных с состоянием, болезнью или нарушением; уменьшение степени состояния, болезни или 
нарушения; стабилизацию состояния, болезни или нарушения, (т.е., когда состояние, болезнь или нару-
шение не ухудшается); задержку начала или прогрессирования состояния, болезни или нарушения; 
улучшение состояния, болезни или нарушения; ремиссию (частичную или полную, обнаружимую или 
неподдающуюся обнаружению) состояния, болезни или нарушения; или улучшение состояния, болезни 
или нарушения. Лечение включает получение клинически значимого ответа без чрезмерных побочных 
эффектов. Лечение также включает продлевание выживания по сравнению с ожидаемым выживанием 
без получения лечения. 

В некоторых вариантах осуществления композиция используется для лечения состояния, болезни 
или нарушения, такого как акне, острое воспаление, возрастная макулопатия, аллергия, болезнь Альц-
геймера, артрит, астма, атеросклероз, аутоиммунная болезнь, нарушение липидного состава крови, кисты 
молочной железы, кахексия, рак, рестеноз сердца, сердечно-сосудистые заболевания, хроническое воспа-
ление, коронарная болезнь сердца, кистозный фиброз, дегенеративное нарушение печени, диабет, экзема, 
гастроинтестинальное нарушение, сердечная недостаточность, высокие уровни триглицеридов, гипер-
тензия, гиперактивность, иммунологические болезни, ингибирование опухолевого роста, воспалитель-
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ные состояния, кишечные расстройства, дисфункция почек, лейкемия, большая депрессия, рассеянный 
склероз, нейродегенеративное нарушение, остеоартрит, остеопороз, пероксисомное нарушение, токсикоз 
беременности, ранние роды, псориаз, легочное нарушение, ревматоидный артрит, риск развития сердеч-
ной недостаточности и тромбоз. 

В некоторых вариантах осуществления композиция используется для увеличения продолжительно-
сти периода беременности в третьем триместре. 

В некоторых вариантах осуществления композиция используется для контролирования кровяного 
давления. 

В некоторых вариантах осуществления композиция используется для улучшения или сохранения 
когнитивной функции. 

В некоторых вариантах осуществления композиция используется для улучшения или сохранения 
памяти. 

В некоторых вариантах осуществления композиция используется для сохранения здорового сердца. 
Композиция или лекарственная форма может быть ведена в организм субъекта любым путем, под-

ходящим для композиции или лекарственной формы. Вещество считается "введенным", если вещество 
вводится в организм субъекта субъектом, или если другой человек, аппарат или устройство вводит веще-
ство в организм субъекта. Следовательно, "введение" включает, например, самовведение, введение с по-
мощью других людей и непрямое введение. Использованный в описании термин "непрерывное" или "по-
следовательное" в отношении "введения" означает, что частота введения составляет, по меньшей мере, 
один раз в день. Следует отметить, однако, что кратность введения может быть больше, чем один раз в 
день и будет все еще "непрерывным" или "последовательным," например, два или три раза в день, при 
условии, что уровни дозировок, указанные в описании, не превышаются. Средства и способы введения 
известны в данной области техники, а для ознакомления специалист может обратиться к различным 
фармакологическим работам. Например, можно посоветовать "Modern Pharmaceutics," Banker & Rhodes, 
Informa Healthcare, USA, 4th ed. (2002); and "Goodman & Gilman's The Pharmaceutical Basis of Therapeu-
tics," McGraw-Hill Companies, Inc., New York, 10th ed. (2001). 

Под термином "субъект", "индивидуум" или "пациент" подразумевается субъект, человек или жи-
вотное, не являющееся человеком, для которого является необходимой постановка диагноза, прогноз, 
лечение или введение композиции или лекарственной формы. Млекопитающие включают, но не ограни-
чиваются этим, людей; домашних животных; сельскохозяйственных животных, животных в зоопарке; 
спортивных животных; комнатных животных, таких как собаки, кошки, морские свинки, кролики, кры-
сы, мыши или лошади; приматов, таких как обезьяны (например, капуцины, резусы, африканская зеленая 
мартышка, мартышка-гусар, яванский макак и род мартышек (cercopithecus)), человекообразных обезьян, 
орангутангов, павианов, гиббонов и шимпанзе; собачьих, таких как собаки и волки; кошачьих, таких как 
кошки, львы и тигры; непарнокопытных, таких как лошади, ослы и зебры; мясомолочный скот, такой как 
коровы, крупный рогатый скот, свиньи и овцы; копытных животных, таких как олени и жирафы; грызу-
нов, таких как мыши, крысы, хомяки и морские свинки и так далее. Термин субъект также включает жи-
вотные модели, например животные модели болезней. В некоторых вариантах осуществления термин 
включает ценных животных, в экономическом или ином смысле, например экономически важный пле-
менной скот, гоночных животных; животных, используемых для показа, фамильных животных, редких 
или исчезающих животных или животных-компаньонов. В некоторых вариантах осуществления субъект 
является человеком. В некоторых вариантах осуществления субъект является субъектом, не являющимся 
человеком. 

Композиция может вводиться в качестве "питательного количества", "терапевтически эффективно-
го количества," "профилактически эффективного количества," "терапевтической дозы" или "профилак-
тической дозы." "Питательное количество" относится к количеству, эффективному (при введении в не-
обходимых дозировках и в течение необходимых периодов времени) для достижения желательного, вы-
званного питанием результата. Результатом, вызванным питанием, могут быть, например, повышенные 
уровни желательного жирнокислотного компонента у субъекта. "Терапевтически эффективное количест-
во" или "терапевтическая доза" относится к количеству, эффективному (при введении в необходимых 
дозировках и в течение необходимых периодов времени) для достижения желательного терапевтическо-
го результата. Терапевтическим результатом может быть, например, облегчение симптомов, пролонгиро-
ванное выживание, улучшенная подвижность и т.п. Терапевтический результат может и не быть "излече-
нием". "Профилактически эффективное количество" или "профилактическая доза" относится к количест-
ву, эффективному (при введении в необходимых дозировках и в течение необходимых периодов време-
ни) для достижения желательного профилактического результата. Как правило, так как профилактиче-
ская доза используется субъектом до начала болезни или на ранней стадии болезни, профилактически 
эффективное количество должно быть меньше, чем терапевтически эффективное количество для лечения 
поздней стадии болезни. 

Субъекту могут быть введены различные размеры дозировок композиции, лекарственной формы 
или фармацевтической композиции, исходя из количества EPA или другого жирнокислотного компонен-
та микроорганизма, биомассы или микробного масла, которое должно вводиться субъекту. Термины 
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"ежедневная дозировка", "уровень ежедневной дозировки" и "ежедневная величина дозы" относятся к 
общему количеству EPA или другого жирнокислотного компонента, вводимого в день (в течение 24-
часового периода времени). Таким образом, например, введение EPA субъекту в ежедневной дозировке 2 
мг означает, что субъект получает всего 2 мг EPA ежедневно, вводится ли EPA в одной лекарственной 
форме, содержащей 2 мг EPA, или альтернативно, в четырех лекарственных формах, содержащих 0,5 мг 
EPA каждая (всего 2 мг EPA). В некоторых вариантах осуществления ежедневное количество EPA вво-
дится в одной лекарственной форме или в двух лекарственных формах. Лекарственные формы настояще-
го изобретения могут приниматься внутрь однократно или за несколько приемов. Например, если еже-
дневно должны приниматься четыре таблетки, при этом каждая таблетка содержит 0,5 мг EPA, тогда все 
четыре таблетки могут быть приняты за один раз в день, или 2 таблетки можно принимать два раза в 
день, или 1 таблетку следует принимать каждые 6 ча. В некоторых вариантах осуществления ежедневная 
дозировка составляет примерно от 100 мг до 15 г EPA. В некоторых вариантах осуществления ежеднев-
ная дозировка составляет примерно от 0,5 до 250 мг, от 100 до 250 мг, от 100 до 500 мг, от 100 мг до 1 г, 
от 1 до 2,5 г, от 1 до 5 г, от 1 до 10 г, от 1 до 15 г, от 5 до 10 г, от 5 до 15 г, от 10 г до 15 г, от 100 мг до 10 
г, от 100 мг до 5 г или от 100 мг до 2,5 г EPA, DHA или их комбинаций. В некоторых вариантах осущест-
вления композиция представляет собой лекарственную форму, содержащую примерно от 0,5 до 250 мг, 
от 100 до 250 мг, от 0,5 до 500 мг, от 100 до 500 мг, от 0,5 мг до 1 г или от 100 мг до 1 г EPA, DHA или их 
комбинации в одной лекарственной форме. 

Введение композиций или лекарственных форм настоящего изобретения может осуществляться в 
различных режимах. Например, в некоторых вариантах осуществления введение происходит ежедневно 
в течение последовательных дней, или альтернативно, происходит через день (дважды в день). Введение 
может происходить в течение одного или более дней. 

Введение композиций и лекарственных форм может быть объединено с другими режимами, ис-
пользуемыми для лечения определенного состояния. Например, способ настоящего изобретения может 
быть объединен с некоторыми режимами питания (например, низкоуглеводными диетами, высокобелко-
выми диетами, диетами, обогащенными клетчаткой, и т.д.), режимами физической нагрузки, режимами 
потери веса, режимами отказа от курения или их комбинациями. Способ настоящего изобретения также 
может использоваться в комбинации с другими фармацевтическими средствами при лечении заболева-
ния. Композиции или лекарственные формы настоящего изобретения могут быть введены до или после 
других режимов или фармацевтических продуктов. 

Изобретение имеет отношение к наборам или упаковкам, содержащим одну или более единиц ком-
позиции изобретения. Наборы или упаковки могут включать единицы пищевого продукта, фармацевти-
ческой композиции, косметической или промышленной композиции, содержащей микроорганизм, био-
массу или микробное масло изобретения или их комбинации. Наборы или упаковки также могут вклю-
чать добавки, содержащие микроорганизм, биомассу или микробное масло изобретения или их комбина-
ции для приготовления пищевой, косметической, фармацевтической композиции или промышленной 
композиции. 

В некоторых вариантах осуществления набор или упаковка содержит одну или более единиц фар-
мацевтической композиции для введения согласно способам настоящего изобретения. Набор или упа-
ковка может содержать одну единицу дозирования или более чем одну единицу дозирования (т.е., не-
сколько единиц дозирования). Если в наборе или упаковке присутствует несколько единиц дозирования, 
эти несколько единиц дозирования необязательно могут располагаться в порядке, необходимом для по-
следовательного введения. 

Наборы настоящего изобретения необязательно могут содержать инструкции, имеющие отношение 
к единицам или лекарственным формам набора. Такие инструкции могут быть в форме, предусмотрен-
ной государственным органом, регулирующим производство, применение или продажу фармацевтиче-
ских продуктов, при этом информационное сообщение отражает одобрение органом производства, при-
менения и продажи для введения человеку с целью лечения состояния или заболевания. Данные инст-
рукции могут быть в любой форме, предоставляющей информацию по применению этих единиц или ле-
карственных форм из набора согласно способам изобретения. Например, инструкции могут иметь форму 
печатного материала или носителя с записанной на нем информацией. 

В ходе осмотра пациента медицинский работник может определить, что применение одного из спо-
собов настоящего изобретения является необходимым для пациента, или врач может установить, что 
состояние пациента может быть улучшено при применении одного из способов настоящего изобретения. 
До назначения какого-либо режима врач может проконсультировать пациента, например, в отношении 
риска и пользы, связанной с данным режимом. Пациенту может быть предоставлена полная информация 
обо всех известных и предполагаемых рисках, связанных с данным режимом. Такое консультирование 
может проводиться в устной, а также в письменной форме. В некоторых вариантах осуществления врач 
может предоставить пациенту печатные материалы, имеющие отношение к данному режиму, такие как 
информация о продукте, учебная литература и тому подобное. 

Настоящее изобретение имеет отношение к методам проведения разъяснительной работы среди по-
требителей о способах лечения, такой метод включает распространение лекарственных форм вместе с 
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информацией для потребителя в пунктах продажи. В некоторых вариантах осуществления распростране-
ние происходит в пунктах продажи, где есть фармацевт или медицинский работник. 

Термин "информация для потребителей" может включать, но не ограничивается этим, текст на анг-
лийском языке, текст не на английском языке, визуальное изображение, схему, телефонную запись, веб-
сайт и доступ "в прямом эфире" к представителю по работе с клиентами. В некоторых вариантах осуще-
ствления информация для потребителей обеспечивает указания в отношении применения лекарственных 
форм в соответствии со способами настоящего изобретения, подходящий возраст для применения, пока-
зания, противопоказания, подходящие дозировки, предупреждения, номер телефона или адрес вебсайта. 
В некоторых вариантах осуществления данный способ дополнительно включает предоставление профес-
сиональной информации для соответствующих лиц в форме ответов на вопросы потребителя по поводу 
применения раскрытых режимов в соответствии со способами настоящего изобретения. Термин "про-
фессиональная информация" включает, но не ограничивается этим, информацию в отношении режима 
введения в соответствии со способами настоящего изобретения, иначе говоря, дает возможность меди-
цинскому работнику ответить на вопросы потребителя. 

"Медицинский работник" означает, например, врача, фельдшера, медицинскую сестру, младшую 
медицинскую сестру, фармацевта и представителя по работе с клиентами. 

В целом данное изобретение описано, более глубокое понимание можно получить с учетом предос-
тавленных в описании примеров. Эти примеры приведены только с целью иллюстрации и не являются 
ограничивающими. 

Пример 1. Выделение микроорганизмов 
Образцы были собраны в естественной среде, расположенной в приливной зоне, во время "низкой 

воды", включая бухты и дельты вдоль Западного побережья Северной Америки (Калифорния, Орегон и 
Вашингтон) и Гавайи. В стерильные пробирки объемом 50 мл помещали воду, осадок, живой раститель-
ный материал и загнивающие растительные/животные остатки. Порции каждого образца вместе с водой 
рассевали на чашки с твердым агаром и средой для изоляции. Среда для изоляции состоит из 500 мл ис-
кусственной морской воды, 500 мл дистиллированной воды, 1 г глюкозы, 1 г глицерина, 13 г агара, 1 г 
глутамата, 0,5 г дрожжевого экстракта, 0,5 г казеинового гидролизата, 1мл раствора витаминов (100 мг/л 
тиамина, 0,5 мг/л биотина, 0,5 мг В12), 1 мл раствора следовых металлов (PII металлы, включающие на 
литр: 6,0 г FeCl36H2O, 6,84 г H3BO3, 0,86 г MnCl24H2O, 0,06 г ZnCl2, 0,026 г CoCl26H2O, 0,052 г 
NiSO4H2O, 0,002 г CuSO45H2O и 0,005 г Na2MoO42H2O), и по 500 мг пенициллина G и стрептомицина 
сульфата. Чашки с агаром инкубировали в темноте при 20-25°C. Через 2-4 дня агаровые чашки исследо-
вали при увеличении, колонии клеток собирали с помощью стерильной зубочистки и вновь сеяли штри-
хом на чашки со свежей средой. Клетки повторно сеяли штрихом на свежую среду до тех пор, пока кон-
таминированные организмы не были удалены. Два из изолированных микроорганизмов были депониро-
ваны под учетными номерами АТСС РТА-10212 и РТА-10208. 

Таксономические характеристики изолированного микроорганизма, депонированного под 

учетным номером АТСС РТА-10212 

Культуры изолированного микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-
10212 ("РТА-10212"), выглядят как белые, влажные, смазанные колонии без видимых изолированных 
сорусов (сорус (от греч. soros, sori) - группа расположенных скученно спор или органов бесполого раз-
множения). 

РТА-10212 выращивали на твердом и жидком FFM, твердом KMV, KMV кашице (1%), KMV буль-
оне и MH бульоне с целью дополнительной проверки ростовых характеристик. Было обнаружено, что 
РТА-10212 быстро растет на KMV и MH. См., например, Porter D., 1989. Phylum Labyrinthulomycota. In 
Margulis, L., Corliss, J.O., Melkonian, M., Chapman, DJ. (Eds.) Handbook of Protoctista, Jones и Bartlett, Bos-
ton, pp. 388-398 (KMV); Honda et al., Mycol. Res. 702:439-448 (1998) (MH); и патент США № 5130242 
(FFM), каждый из которых полностью включается в описание путем отсылки. 

После выращивания РТА-10212 в течение нескольких дней на твердых FFM средах, через 72 ч рос-
та на KMV среде и MH бульоне были получены следующие результаты наблюдения. Спорангии не обра-
зовывали кластеры в/на какой-либо среде и были очень маленькими (5-10 мкм). РТА-10212 не демонст-
рировал многочисленные тетрады, присущие характеру дробления Schizochytrium. Амебоидные клетки 
появлялись примерно через 24 ч после переноса в свежую твердую среду. Эти амебоидные клетки про-
падали через несколько дней и не обнаруживались в жидкой или "грязевидной" среде. В отличие от Au-
rantiochytrium, описанных Yokoyama, R. et al, Mycoscience 48(6): 329-341 (2007), как имеющие вид "не-
больших песчаных зерен на дне флакона" при выращивании в жидкой среде, РТА-10212 не осаждался на 
дне флакона, а был суспендирован в KMV и MH жидких средах. Спорангий не был таким плотным как 
типичный для Schizochytrium или Oligochythum, а также имел полноценные сети эктоплазмы, которые 
отсутствовали у РТА-10212. В то время как большинство видов подвергается вегетативному делению 
небольшого спорангия или ассимилирующих клеток путем деления большего спорангия в течение не-
скольких часов, РТА-10212 образовывал гантелеобразные продолговатые ассимилирующие клетки, ко-
торые затем формировали тонкий "перешеек", который разрывался по мере того, как концы гантели от-
делялись. По-видимому, получившиеся клетки являются небольшими ассимилирующими клетками. 
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Прямая трансформация амебоидной клетки в гантелеобразные ассимилирующие клетки не наблюдалась. 
Наблюдались типичные плавающие двухжгутиковые зооспоры, однако они были относительно редкими. 
РТА-10212 был неплодовитым, делящимся вегетативным делением. Прямого высвобождения зооспор не 
наблюдалось, хотя наблюдались плавающие зооспоры. Вегетативные клетки были очень маленькими (от 
2 до 5 мкм). 

РТА-10212 был дополнительно исследован с помощью проточного метода, при этом были приго-
товлены микроскопические препараты путем суспендирования небольшой части выращенной на агаре 
колонии в капле морской воды с половинной концентрацией. При использовании этой методики было 
видно, что первичные спорангии являются сферическими и имеют диаметр приблизительно 10 мкм. 
Стенки были очень тонкие и остатки не наблюдались в том случае, когда были вызвано двойное деление 
протопласта. Повторное двойное деление давало 8-16 более мелких (4-5 мкм в диаметре) вторичных спо-
рангиев. Вторичные спорангии оставались покоящимися в течение нескольких часов до того, как снова 
высвобождался аморфный протопласт. Аморфный протопласт делился путем сжимания и растягивания, 
вначале образуя типичные гантелеобразные промежуточные стадии, а в конце давая 4-8 небольших ша-
ровидных телец 2,5-2,8 мкм в диаметре. Эти тельца покоились в течение от нескольких минут до 1-2 ч, 
затем изменяли форму (удлинялись) и превращались в двухжгутиковые зооспоры, 2,3-2,5 х 3,7-3,9 мкм. 
Зооспоры были многочисленными, и их можно было точно измерить, когда они приходили в состояние 
покоя. Затем зооспоры округлялись и начинали новый цикл развития. Зооспоры были больше, чем у Si-
cyoidochytrium minutum, и меньше, чем у Ulkenia visurgensis. 

РТА-10212 был дополнительно охарактеризован, исходя из сходства его 18s rRNA гена с генами из-
вестных видов. Геномную ДНК получали из РТА-10212 с помощью стандартного метода. См., например, 
Sambrook J. и Russell D. 2001. Molecular cloning: A laboratory manual, 3rd edition. Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold Spring Harbor, New York. Коротко: (1) центрифугировали 500 мкл клеток из культуры 
на стадии середины логарифмического роста. Клетки центрифугировали повторно и все остатки жидко-
сти были удалены из клеточного осадка с помощью наконечника с малым проходным сечением; (2) 
осадки ресуспендировали с помощью 200 мкл лизирующего буфера (20 мМ Tris pH 8,0, 125 мкг/мл про-
теиназы К, 50 мМ NaCl, 10 мМ EDTA pH 8,0, 0,5% SDS); (3) клетки лизировали при 50°C в течение 1 ч; 
(4) лизированную смесь раскапывали в 2 мл пробирки с синхронизированным по фазе гелем (PLG-
Eppendorf); (5) добавили равные объемы P:C:I и дали смеси возможность смешиваться в течение 1,5 ч; (6) 
пробирки центрифугировали при 12,000 х g в течение 5 мин; (7) водную фазу удалили из вышеупомяну-
того геля в PLG пробирке, добавили равный объем хлороформа к водной фазе и перемешивали в течение 
30 мин; (8) пробирки центрифугировали при 14,000 х g в течение приблизительно 5 мин; (9) верхний 
слой (водная фаза) был удален с помощью пипетки из хлороформа и помещен в новую пробирку; (10) 0,1 
объема 3 М NaOAC добавили и перемешали (перевернув несколько раз); (11) 2 объема 100% EtOH доба-
вили и перемешали (перевернув несколько раз) с осадком геномной ДНК, образованным на этой стадии; 
(12) пробирки центрифугировали при 4°C в микроцентрифуге при 14,000 х g в течение приблизительно 
15 мин; (13) жидкость осторожно слили, оставив геномную ДНК на дне пробирки; (14) осадок промыли 
0,5 мл 70% EtOH; (15) пробирки центрифугировали при 4°C в микроцентрифуге при 14,000 х g прибли-
зительно в течение 5 мин; (16) EtOH осторожно слили, а осадок геномной ДНК высушили и (17) подхо-
дящий объем H2O и РНКазу добавили непосредственно к осадку геномной ДНК. ПЦР-амплификацию 
18s rRNA гена проводили с использованием ранее описанных праймеров (Honda et. al, J. Euk. Micro. 
46(6): 637-647 (1999). Условия проведения ПЦР с использованием хромосомной ДНК-матрицы были 
следующие: 0,2 мкМ dNTPs, 0,1 мкМ каждого праймера, 8% DMSO, 200 нг хромосомной ДНК, 2,5 U 
Herculase II Fusion ДНК полимеразы (Stratagene) и Herculase буфер (Stratagene) в общем объеме 50 
мкл. Протокол ПЦР включал следующие стадии: (1) 95°C в течение 2 мин; (2) 95°C в течение 35 с; (3) 
55°C в течение 35 с; (4) 72°C в течение 1 мин и 30 с; (5) повторные стадии 2-4 в течение 30 циклов; (6) 
72°C в течение 5 мин и (7) хранение при 4°C. 

ПЦР-амплификация давала отчетливый ДНК-продукт ожидаемого размера при использовании хро-
мосомной матрицы, описанной выше. ПЦР-продукт клонировали в вектор pJET1.2/blunt (Fermentas) в 
соответствии с инструкциями производителя, и последовательность вставки определяли с использовани-
ем предоставленных в комплекте стандартных праймеров. 

Филогенетический анализ расположил РТА-10212 в генеалогический ряд, который включает 
Thraustochytrium pachydermum и Thraustochytrium aggregatum при умеренном подтверждении. Спорангии 
Т. pachydermum имеют очень тонкие клеточные стенки. Т. aggregatum образуют явно видимые скопления 
сорусов, являющиеся непрозрачными. РТА-10212 не показывает ни одну из этих характеристик. Наличие 
множества амебиоидных клеток описано у других видов, таких как Ulkenia, T. gaertnerium, A. limiacinum 
и S. mangrovei; однако, описания, связанные с другими видами отличаются от наблюдаемых характери-
стик изолята. Более того, РТА-10212 не показывает филогенетическое сродство по отношению к любому 
из этих видов. 

Табл. 3 показывает сравнение последовательности 18s rRNA микроорганизма, депонированного под 
учетным номером АТСС РТА-10212, с последовательностью ДНК в электронной базе данных Нацио-
нального центра биотехнологической информации (NCBI). Процент идентичности определяли с исполь-
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зованием двух разных расчетов. "Расчет № 1" учитывает любые "пропуски", имеющиеся в последова-
тельности или за счет негомологичных участков или частичной последовательности (AlignX-VectorNTI 
стандартные настройки). "Расчет №2" не включает начисленный штраф за пропуски (AlignX-VectorNTI 
"IDENTITY" материнские настройки). 

Таблица 3. Сравнение последовательности 18s rRNA 

 
(p): указывает частичную последовательность 
Как показано в табл. 3, было обнаружено, что в отношении процента идентичности 18s rRNA по-

следовательность гена (SEQ ID NO:1) микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС 
РТА-10212, является связанной, хотя не идентичной, с 18s rRNA последовательностью гена из базы дан-
ных NCBI. Общепризнано, что организмы могут иметь близкородственные 18s rRNA генные последова-
тельности, притом, что принадлежат к различным родам или видам. 

Исходя из представленной выше характеристики, полагают, что изолированный микроорганизм, 
депонированный под учетным номером АТСС РТА-10212, представляет новый вид Thraustochytrium и 
потому также называется Thraustochytrium sp. АТСС РТА-10212. 

Таксономические характеристики изолированного микроорганизма, депонированного под 

учетным номером РТА-10208 

Микроорганизм, депонированный под учетным номером АТСС РТА-10208 ("РТА-10208"), был 
идентифицирован как субизолят (отдельная клетка, выделенная из культуры и сохраненная в виде новой 
отдельной и особой культуры) микроорганизма, депонированного под учетным номером АТСС РТА-
9695 ("РТА-9695"), описанного в заявке США № 12/407687 и PCT/US2009/001720, каждый из которых 
полностью включается в описание путем отсылки. 

РТА-10208 имеет общие таксономические характеристики с РТА-9695. Было обнаружено, что РТА-
9695 имеет двухжгутиковые зооспоры, которые при выделении активно выплывают из зрелого споран-
гия, остатки стенки ясно видны (в фазовом контрасте) после высвобождения спор. Спорангий РТА-9695 
был измерен и составлял от 12,5 до 25 мкм в диаметре, а размер зооспор составлял от 2,5 до 2,8 мкм × 4,5 
мкм до 4,8 мкм. Имелось от 8 до 24 спор на отдельный спорангий РТА-9695. Осевшие РТА-9695 зооспо-
ры увеличивались и незамедлительно претерпевали двойное деление, приводящее к тетрадам, октадам и, 
наконец, к кластерам спорангиев. Образование тетрады начиналось на очень ранней стадии до созрева-
ния спорангия. Эти характеристики соответствуют роду Schizochytrium. Относительно процента иден-
тичности было обнаружено, что РТА-9695 18s rRNA последовательность гена (SEQ ID NO:2), которая 
является общей с РТА-10208, является близкородственной, хотя не идентичной, с 18s rRNA генной по-
следовательностью Т. aggregatum, предоставленного в Honda, D. et al., J. Euk. Micro. 46(6): 637-647 
(1999). Последовательность 18s rRNA, опубликованная в отношении Thraustochytrium aggregatum, явля-
ется частичной последовательностью, с пропуском приблизительно 71 нуклеотидов в середине последо-
вательности ДНК. Полагают, что РТА-9695 представляет собой новый вид Schizochytrium. Соответст-
венно, субизолят РТА-10208 также называется Schizochytrium sp. АТСС РТА-10208. 

Пример 2. Ростовые характеристики изолированного микроорганизма, депонированного под учет-
ным номером АТСС РТА-10212 

Характеристики роста изолированного микроорганизма, депонированного под учетным номером 
АТСС РТА-10212, были исследованы в отдельных партиях культивирования, как описано ниже. Типич-
ные среды и условия культивирования показаны в табл. 1. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C с 20% раство-
ренного кислорода при pH 7,3 РТА-10212 продуцировал сухой вес клеток 26,2 г/л через 138 ч культиви-
рования в биореакторе объемом 10 л. Выход липидов составлял 7,9 г/л; выход омега-3 составлял 5,3 г/л; 
выход EPA составлял 3,3 г/л и выход DHA составлял 1,8 г/л. Содержание жирных кислот составляло 30,3 
вес.%; содержание EPA составляло 41,4% метиловых эфиров жирных кислот (FAME) и содержание DHA 
составляло 26,2% FAME. Продуктивность липидов составляла 1,38 г/л/день, и продуктивность омега-3 
составляла 0,92 г/л/день при этих условиях при EPA-продуктивности 0,57 г/л/день и DHA-
продуктивности 0,31 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C с 20% раство-
ренного кислорода при pH 7,3 РТА-10212 продуцировал сухой вес клеток 38,4 г/л через 189 часов куль-
тивирования в биореакторе объемом 10 л. Выход липидов составлял 18 г/л; выход омега-3 составлял 12 
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г/л; выход EPA составлял 5 г/л и выход DHA составлял 6,8 г/л. Содержание жирных кислот составляло 
45% по весу; содержание EPA составляло 27,8% FAME; и содержание DHA составляло 37,9% FAME. 
Продуктивность липидов составляла 2,3 г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 1,5 г/л/день при 
этих условиях, при EPA-продуктивности 0,63 г/л/день и DHA-продуктивности 0,86 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C с 20% раство-
ренного кислорода при pH pH 6,8-7,7 РТА-10212 продуцировал сухой вес клеток 13 г/л через 189 ч куль-
тивирования в биореакторе объемом 10 л. Выход липидов составлял 5,6 г/л; выход омега-3 составлял 3,5 
г/л; выход EPA составлял 1,55 г/л и выход DHA составлял 1,9 г/л. Содержание жирных кислот составля-
ло 38 вес.%; содержание EPA составляло 29,5% FAME и содержание DHA составляло 36% FAME. Про-
дуктивность липидов составляла 0,67 г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 0,4 г/л/день при 
этих условиях, при EPA-продуктивности 0,20 г/л/день и DHA-продуктивности 0,24 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5-28,5°C с 20% 
растворенного кислорода при pH 6,6-7,2 РТА-10212 продуцировал сухой вес клеток 36,7 г/л - 48,7 г/л 
через 191 ч культивирования в биореакторе объемом 10 л. Выход липидов составлял 15,2 г/л - 25,3 г/л; 
выход омега-3 9,3 г/л - 13,8 г/л; выход EPA составлял 2,5 г/л - 3,3 г/л; и выход DHA составлял 5,8 г/л - 11 
г/л. Содержание жирных кислот составляло 42,4-53% по весу; содержание EPA составляло 36% FAME; и 
содержание DHA составляло 36% FAME. Содержание EPA составляло 9,8% - 22% FAME; и содержание 
DHA составляло 38,1-43,6% FAME. Продуктивность липидов составляла 1,9 г/л/день - 3,2 г/л/день, и 
продуктивность омега-3 составляла 1,2 г/л/день - 1,7 г/л/день при этих условиях, при EPA-
продуктивности 0,31 г/л/день - 0,41 г/л/день и DHA-продуктивности 0,72 г/л/день - 1,4 г/л/день. 

Ростовые характеристики изолированного микроорганизма, депонированного под учетным 

номером РТА-10208 

Особенности роста изолированного микроорганизма, депонированного под учетным номером 
АТСС РТА-10208, были изучены в отдельных партиях культивирования, как описано ниже. Типичные 
среды и условия культивирования показаны в табл. 2. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C, при pH 7,0 с 
20% растворенного кислорода во время питания азотом и 10% растворенного кислорода в дальнейшем, 
РТА-10208 продуцировал сухой вес клеток 95 г/л через 200 ч культивирования в биореакторе объемом 10 
л. Выход липидов составлял 53,7 г/л; выход омега-3 составлял 37 г/л; выход EPA составлял 14,3 г/л и 
выход DHA составлял 21 г/л. Содержание жирных кислот составляло 57% по весу; содержание EPA со-
ставляло 27,7% FAME и содержание DHA составляло 39,1% FAME. Продуктивность липидов составляла 
6,4 г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 4,4 г/л/день при этих условиях, при EPA-
продуктивности 1,7 г/л/день и DHA-продуктивности 2,5 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C, при pH 7,5 с 
20% растворенного кислорода во время питания азотом и 10% растворенного кислорода в дальнейшем, 
РТА-10208 продуцировал сухой вес клеток 56 г/л через 139 ч культивирования в биореакторе объемом 10 
л. Выход липидов составлял 53 г/л; выход омега-3 составлял 34 г/л; выход EPA составлял 11,5 г/л; и вы-
ход DHA составлял 22 г/л. Содержание жирных кислот составляло 58% по весу; содержание EPA состав-
ляло 21,7% FAME; и содержание DHA составляло 41,7% FAME. Продуктивность липидов составляла 9,2 
г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 5,9 г/л/день при этих условиях, при EPA-продуктивности 
2 г/л/день и DHA-продуктивности 3,8 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C, при pH 7,0 с 
20% растворенного кислорода во время питания азотом и 10% растворенного кислорода в дальнейшем, 
РТА-10208 продуцировал сухой вес клеток 93,8 г/л через 167 ч культивирования в биореакторе объемом 
2000 л. Выход липидов составлял 47,2 г/л; выход омега-3 составлял 33,1 г/л; выход EPA составлял 10,5 
г/л и выход DHA составлял 20,4 г/л. Содержание жирных кислот составляло 50,6% по весу; содержание 
EPA составляло 23% FAME; и содержание DHA составляло 42,6% FAME. Продуктивность липидов со-
ставляла 6,8 г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 4,7 г/л/день при этих условиях, при EPA-
продуктивности 1,5 г/л/день и DHA-продуктивности 2,9 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C при pH 7,0 с 
20% растворенного кислорода во время питания азотом и 10% растворенного кислорода в дальнейшем, 
РТА-10208 продуцировал сухой вес клеток 105 г/л через 168 ч культивирования в биореакторе объемом 
2000 л. Выход липидов составлял 46,4г/л; выход омега-3 составлял 33 г/л; выход EPA составлял 10,7 г/л 
и выход DHA составлял 20,3 г/л. Содержание жирных кислот составляло 43,9% по весу; содержание EPA 
составляло 24% FAME; и содержание DHA составляло 43,7% FAME. Продуктивность липидов составля-
ла 6,6 г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 4,7 г/л/день при этих условиях, при EPA-
продуктивности 1,5 г/л/день и DHA-продуктивности 2,9 г/л/день. 

В культурах с углеродной (глицерин) и азотной подпиткой с 1000 ppm Cl- при 22,5°C при pH 7,0 с 
20% растворенного кислорода во время питания азотом и 10% растворенного кислорода в дальнейшем, 
РТА-10208 продуцировал сухой вес клеток 64,8 г/л через 168 ч культивирования в биореакторе объемом 
2000 л. Выход липидов составлял 38,7 г/л; выход омега-3 составлял 29,9 г/л; выход EPA составлял 8,5 г/л 
и выход DHA составлял 16,7 г/л. Содержание жирных кислот составляло 59,6% по весу; содержание EPA 
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составляло 23% FAME; и содержание DHA составляло 42,3% FAME. Продуктивность липидов составля-
ла 5,53 г/л/день, и продуктивность омега-3 составляла 3,8 г/л/день при этих условиях, при EPA-
продуктивности 1,2 г/л/день и DHA-продуктивности 2,3 г/л/день. 

Пример 3. Профили жирных кислот штаммов микроорганизмов АТСС РТА-10208 и РТА-10212 
Четыре образца биомассы (РТА-10208 образец № 1; РТА-10208 образец № 2; РТА-10212 образец № 

1; и РТА-10212 образец № 2) были исследованы на содержание общего сырого масла с помощью экс-
тракции растворителем, классы липидов были определены с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии/испарительного детектора светорассеяния (HPLC/ELSD), триглицериды (TAG) были ис-
следованы с помощью HPLC/масс-спектрометрии (HPLC/MS) и профили жирных кислот (FA) были оп-
ределены с помощью газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектором (GC-FID). Содер-
жание сырых липидов в каждой высушенной сублимацией биомассе определяли путем разделения рас-
творителем с использованием гексана и сравнивали с суммой FAME (мг/г), полученных прямой переэте-
рификацией, и полученные в результате сложные метиловые эфиры жирных кислот (FAME) были коли-
чественно определены с помощью GC/FID анализа. Жирные кислоты в экстрагированном сыром липиде 
также были количественно определены переэтерификацией и количественно определены с помощью 
GC/FID-анализа полученных в результате FAME. Весовое процентное содержание всех нейтральных 
липидов (NL) и свободных жирных кислот (FFA) было определено в экстрагированном сыром липиде с 
использованием нормально-фазной HPLC вместе с ELSD, а идентификация была осуществлена с помо-
щью масс-спектрометрии с химической ионизацией при атмосферном давлении (APCI-MS). С помощью 
данного метода можно разделить и количественно определить сложные стероловые эфиры (SE), TAG, 
свободные жирные кислоты (FFA), 1,3-диацилглицеролы (1,3-DAG), стеролы, 1,2-диацилглицеролы (1,2-
DAG), и моноацилглицеролы (MAG). Результаты показаны в таблицах 4 и 5, ниже. 

TAG и фосфолипиды (PL) были выделены из сырых масел, извлеченных из четырех образцов био-
массы (РТА-10208 образец № 1; РТА-10208 образец № 2; РТА-10212 образец № 1; и РТА-10212 образец 
№ 2). TAG выделяли с помощью флэш-хроматографии с низким давлением, a PL выделяли с помощью 
твердофазной экстракции (SPE). Идентичность каждой изолированной фракции была подтверждена с 
помощью тонкослойной хроматографии (TLC). Профили жирных кислот выделенных фракций TAG и PL 
были определены после прямой переэтерификации с использованием GC-FID в виде FAME. Результаты 
показаны в табл. 6 и 7 ниже. 

Общее содержание сырого масла и жирнокислотные профили выделенных классов липидов также 
были определены в двух дополнительных образцах биомассы штамма микроорганизма АТСС РТА-10212 
(РТА-10212 образец № 3 и РТА-10212 образец № 4). Сырое масло было получено из каждого образца 
экстракцией гексаном, а отдельные классы липидов были выделены с использованием флэш-
хроматографии низкого давления. Профили жирных кислот биомассы, сырое масло и выделенные фрак-
ции были определены с помощью GC-FID в виде FAME. Результаты показаны в табл. 8-11, ниже. 

Отдельные классы липидов были выделены из образца сырого масла, полученного от штамма мик-
роорганизма АТСС РТА-10212 (РТА-10212 образец №5), ранее экстрагированного с помощью процесса 
FRIOLEX, и жирнокислотные профили каждого класса были определены с использованием GC-FID в 
виде FAME. Результаты показаны в табл. 12 и 13, ниже. 

Отдельные классы липидов были выделены из образца сырого масла, полученного от штамма мик-
роорганизма АТСС РТА-10208 (РТА-10208 образец № 3) с использованием нормальной HPLC вместе с 
ELSD и APCI-MS-идентификации. 

Методика эксперимента 

Экстракция сырого масла.  
Сырое масло извлекали из образцов высушенной сублимацией биомассы с использованием разде-

ления растворителем. Например, приблизительно 3 г биомассы отвешивали в Swedish пробирку. Три ша-
рика (ball bearings) и 30 мл гексана добавили в Swedish пробирку, которую запечатали неопреновой 
пробкой и поместили в шейкер на 2 ч. Полученную в результате кашицу профильтровали с использова-
нием воронки Бюхнера и фильтровальной бумаги Whatman. Профильтрованную жидкость собрали, рас-
творитель удалили под вакуумом и гравиметрически определили количество оставшегося сырого липида. 

Анализ жирных кислот.  
Образцы биомассы, выделенный сырой липид и выделенные классы липидов были исследованы в 

отношении состава жирных кислот в виде FAME. Коротко, высушенная сублимацией биомасса и выде-
ленные классы липидов были взвешены прямо в пробирках с навинчивающейся крышкой, в то время как 
образцы сырого масла были растворены в гексане для получения концентрации приблизительно 2 мг/мл. 
В каждую пробирку был добавлен толуол, включая внутренний стандарт, и 1,5 N HCl в метаноле. Про-
бирки перемешивали на вортексе, закрывали и нагревали до 100°C в течение 2 ч. Пробиркам дали воз-
можность охладиться и добавили насыщенный раствор NaCl в воде. Пробирки вновь перемешивали на 
вортексе и центрифугировали, чтобы дать возможность слоям разделиться. Затем органический слой по-
местили в GC флакон и исследовали с помощью GC-FID. FAME количественно определяли с помощью 
3-точковой калибровочной шкалы, полученной с помощью стандартного образца Nu-Check-Prep GLC 
(NuCheck, Elysian, MN). Присутствующие в экстракте жирные кислоты выражались в виде весового про-
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цента. Содержание жира в образцах оценивали, исходя из равного ответа на внутренний стандарт при 
анализе с помощью GC-FID. 

HPLC/ELSD/MS Метод:  
Прибор - Agilent 1100 HPLC, Alltech 3300 ELSD, Agilent 1100 MSD 
Колонка - Phenomenex Luna Silica, 250 × 4,6 мм, 5 мкм размер частиц вес./защитная колонка 
Подвижная фаза - А - 99,5% гексаны (Omnisolv); 0,4% изопропиловый спирт (Omnisolv); 0,1% ук-

сусная кислота; В - 99,9% этанол (Omnisolv, 95:5 Этанол:IPA), 0,1% уксусная кислота 
Градиент 

 
Темп. колонки 30°C 
Скорость потока 1,5 мл/мин 
Объем вводимой пробы 5 мкл 
ELSD обнаружение - температура 35°C, ток газа 1,2 л/мин 
MSD - диапазон массы 200-1200, фрагментор 225 V; 
температура сушильного газа 350°C;  
температура испарителя 325°C;  
капиллярное напряжение 3500 V;  
ток короны 10 µA. 

Твердофазная экстракция 

Фракции PL отделяли от сырого липида с помощью твердофазной экстракции (SPE) с использова-
нием 2 г амилопропиловых картриджей (Biotage, Uppsala, Швеция) помещенных в прибор Vac Elut (Var-
ian Inc, Palo Alto, США). Картридж обрабатывали 15 мл гексана, ~60 мг каждого образца растворили в 1 
мл CHCl3 и перенесли в картридж. Колонку промыли 15 мл 2:1 CHCl3:изопропиловый спирт для элюиро-
вания всех нейтральных липидов, которые удалялись. Затем элюировали жирные кислоты с помощью 15 
мл 2% уксусной кислоты (HOAc) в эфире, которые удалялись. Часть PL, элюированную с помощью 15 
мл 6:1 метанол:хлороформ, собирали, высушивали под азотом и взвешивали. 

Флэш-хроматография.  
Для отделения классов липидов, присутствующих в сыром масле, использовали флэш-

хроматографию. Приблизительно 200 мг сырого масла, растворенного в гексане, впрыскивали во вход 
колонки. Использовали хроматографическую систему Silica Gel 60 (EMD Chemical, Gibbstown, Нью-
Джерси) с подвижной фазой, состоящей из петролейного эфира и этилацетата при 5 мл/мин (табл. 6-7) 
или 3 мл/мин (табл. 8-13). Для селективного элюирования каждого класса липидов из колонки использо-
вали ступенчатый градиент. Градиент мобильной фазы начинался со 100% петролейного эфира и закан-
чивался 50% этилацетатом. Фракции собирали в 10 мл пробирки, используя коллектор фракций Gilson 
FC 204 large-bed (Gilson, Inc., Middleton, WI). Каждую пробирку исследовали с помощью тонкослойной 
хроматографии (TLC), и пробирки, содержащие отдельные классы липидов (судя по одиночным пятнам 
на TLC пластине с ожидаемым фактором удерживания (Rf)), объединяли, концентрировали до сухости и 
взвешивали. Затем общее содержание фракций определяли гравиметрически. 

TLC-анализ.  
Тонкослойную хроматографию проводили на пластинах силикагеля. Планшеты элюировали с ис-

пользованием системы растворителей, состоящей из петролейного эфира : этилового эфира : уксусной 
кислоты (80:20:1), и визуализацию осуществляли с помощью паров йода. Затем Rf-значения каждого 
пятна сравнивали с сообщенными в литературе значениями для каждого класса липидов. 

Анализ фракций TAG и PL.  
Выделенные фракции TAG и PL исследовали на состав жирных кислот в виде сложных метиловых 

эфиров жирных кислот (FAME). Фракции TAG растворили в гексане до получения концентрации при-
близительно 1-2 мг/мл. Аликвоты раствора 1 мл концентрировали до сухости под азотом. В каждую про-
бирку был добавлен толуол, включая внутренний стандарт, и 1,5 N HCl в метаноле. Пробирки перемеши-
вали на вортексе, закрывали и нагревали до 100°C в течение 2 ч. Прямо в пробирки, содержащие фрак-
цию PL, добавили внутренний стандарт и HCl метанол и нагрели. Пробиркам дали остыть и добавили 
насыщенный раствор NaCl в воде. Пробирки вновь перемешивали на вортексе и центрифугировали, что-
бы дать возможность слоям разделиться. Затем органический слой поместили в GC флакон и исследова-
ли с помощью GC-FID. FAME количественно определяли с помощью 3-точковой калибровочной шкалы, 
полученной с помощью стандартного образца Nu-Check-Prep GLC (NuCheck, Elysian, MN). Присутст-
вующие в экстракте жирные кислоты были выражены как мг/г и как% FAME. 
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Результаты 

РТА-10208 образец № 1. 
Жирнокислотный профиль биомассы и извлеченный сырой липид в РТА-10208 образец № 1 опре-

деляли с помощью GC/FID. Жирные кислоты в биомассе были переэтерифицированы in situ посредством 
взвешивания 28,6 мг биомассы непосредственно в пробирке с FAME, тогда как образец извлеченного 
сырого липида подготавливали путем отвешивания 55,0 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и пере-
носа 1 мл в пробирку для разделения FAME. По оценке содержание сырого липида в биомассе составля-
ло 53,2% (в виде суммы FAME) при использовании GC вместе с FID обнаружением, тогда как 52,0% 
(вес./вес.) липида было извлечено из сухой биомассы, давая восстановление общего липида 97,8%. Было 
определено, что сырой липид составлял 91,9% жирных кислот (в виде суммы FAME) при использовании 
GC/FID. Основными жирными кислотами, содержащимися в сыром липиде были C16:0 (182,5 мг/г), 
C20:5 n-3 (186,8 мг/г), и C22:6 n-3 (423,1 мг/г). 

Профиль классов липидов в экстрагированном сыром липиде был определен путем отвешивания 
55,0 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и переноса аликвоты во флакон для HPLC с целью прове-
дения HPLC/ELSD/MS-анализа. Согласно HPLC/ELSD/MS-анализу, сырой липид содержал 0,2% слож-
ных стероловых эфиров (SE), 95,1% TAG, 0,4% стеролов и 0,5% 1,2-диацилглицерина (DAG). 5% фрак-
ции TAG включали пик, который был элюирован сразу после TAG пика, но не давал узнаваемого масс-
спектра. 

Как определено с помощью флэш-хроматографии, TAG, выделенный из этого образца, составлял 
приблизительно 92,4% сырого масла. PL не был обнаружен по весу или TLC после SPE выделения. Ос-
новными жирными кислотами (>50 мг/г), содержащимися в TAG, были C16:0 (189 мг/г), C20:5 n-3 (197 
мг/г) и C22:6 n-3 (441 мг/г). 

РТА-10208 образец № 2. 
Жирнокислотный профиль биомассы и извлеченный сырой липид в РТА-10208 образец № 2 опре-

деляли с помощью GC/FID. Жирные кислоты в биомассе были переэтерифицированы in situ посредством 
взвешивания 32,0 мг биомассы непосредственно в пробирке с FAME, тогда как образец извлеченного 
сырого липида подготавливали путем отвешивания 60,1 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и пере-
носа 1 мл в пробирку для разделения FAME. По оценке содержание сырого липида в биомассе составля-
ло 52,4% (в виде суммы FAME) при использовании GC вместе с FID обнаружением, тогда как 48,0% 
(вес./вес.) липида было извлечено из сухой биомассы, давая восстановление общего липида 91,7%. Было 
определено, что сырой липид составлял 95,3% жирных кислот (в виде суммы FAME) при использовании 
GC/FID. Основными жирными кислотами, содержащимися в сыром липиде, были C16:0 (217,5 мг/г), 
C20:5 n-3 (169,3 мг/г) и C22:6 n-3 (444,1 мг/г). 

Профиль классов липидов в экстрагированном сыром липиде был определен путем отвешивания 
60,1 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и переноса аликвоты во флакон для HPLC с целью прове-
дения HPLC/ELSD/MS-анализа. Согласно HPLC/ELSD/MS-анализу, сырой липид содержал 0,2% SE, 
95,7% TAG, 0,3% стеролов и 0,7% 1,2-DAG. 5,1% фракции TAG включали пик, который был элюирован 
сразу после TAG пика, но не давал узнаваемого масс-спектра. 

Как определено с помощью флэш-хроматографии, TAG, выделенный из этого образца, составлял 
приблизительно 93,9% сырого масла. PL не был обнаружен по весу или TLC после SPE выделения. Ос-
новными жирными кислотами (>50 мг/г), содержащимися в TAG, были C16:0 (218 мг/г), C20:5 n-3 (167 
мг/г) и C22:6 n-3 (430 мг/г).  

РТА-10208 образец № 3. 
Образец сырого масла, полученного от микроорганизма, депонированного под учетным номером 

АТСС РТА-10208 (образец РТА-10208 № 3), был исследован с использованием HPLC/ELSD/MS. Всего 
98,38% липидов было восстановлено, при этом фракция сложных стероловых эфиров (SE) составляла 
0,32%, фракция TAG составляла 96,13%, фракция 1,3-диацилглицерина (DAG) составляла 0,22%, фрак-
ция 1,2-DAG составляла 0,78%,и стерольная фракция составляла 0,93%. 

РТА-10212 образец № 1. 
Жирнокислотный профиль биомассы и извлеченный сырой липид в РТА-10212 образец № 1 опре-

деляли с помощью GC/FID. Жирные кислоты в биомассе были переэтерифицированы in situ посредством 
взвешивания 27,0 мг биомассы непосредственно в пробирке с FAME, тогда как образец извлеченного 
сырого липида подготавливали путем отвешивания 52,5 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и пере-
носа 1 мл в пробирку для разделения FAME. По оценке содержание сырого липида в биомассе составля-
ло 38,3% (в виде суммы FAME) при использовании GC вместе с FID обнаружением, тогда как 36,3% 
(вес./вес.) липида было извлечено из сухой биомассы, давая восстановление общего липида 94,6%. Было 
определено, что сырой липид составлял 83,2% жирных кислот (в виде суммы FAME) при использовании 
GC/FID. Основными жирными кислотами, содержащимися в сыром липиде были С16:0 (328,5 мг/г), 
C20:5 n-3 (90,08 мг/г) и C22:6 n-3 (289,3 мг/г). 

Профиль классов липидов в экстрагированном сыром липиде был определен путем отвешивания 
52,5 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и переноса аликвоты во флакон для HPLC с целью прове-
дения HPLC/ELSD/MS-анализа. Согласно HPLC/ELSD/MS-анализу сырой липид содержал 0,2% SE, 
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64,2% TAG, 1,9% FFA, 2,8% 1,3-DAG, 1,4% стеролов, 18,8% 1,2-DAG и 0,5% MAG. 5,1% фракции TAG 
включали пик, который был элюирован сразу после TAG пика, но не давал узнаваемого масс-спектра. 

TAG, выделенный из этого образца, составлял приблизительно 49,8% сырого масла. Выделенные 
PL составляли приблизительно 8,1% сырого масла. Основными жирными кислотами (>50 мг/г), содер-
жащимися в TAG фракции, являются C16:0 (400 мг/г), C20:5 n-3 (91 мг/г), и C22:6 n-3 (273 мг/г). Основ-
ными жирными кислотами (>50 мг/г), содержащимися в PL фракции, являются C16:0 (98 мг/г), C20:5 n-3 
(33 мг/г), и C22:6 n-3 (227 мг/г). 

РТА-10212 образец № 2. 
Жирнокислотный профиль биомассы и извлеченный сырой липид в РТА- РТА-10212 образец № 2 

определяли с помощью GC/FID. Жирные кислоты в биомассе были переэтерифицированы in situ посред-
ством взвешивания 29,5 мг биомассы непосредственно в пробирке с FAME, тогда как образец извлечен-
ного сырого липида подготавливали путем отвешивания 56,5 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и 
переноса 1 мл в пробирку для разделения FAME. По оценке содержание сырого липида в биомассе со-
ставляло 40,0% (в виде суммы FAME) при использовании GC вместе с FID обнаружением, тогда как 
41,3% (вес./вес.) липида было извлечено из сухой биомассы, давая восстановление общего липида 
106,1%. Было определено, что сырой липид составлял 82,8% жирных кислот (в виде суммы FAME) при 
использовании GC/FID. Основными жирными кислотами, содержащимися в сыром липиде, были C16:0 
(327,3 мг/г), C20:5 n-3 (92,5 мг/г) и C22:6 n-3 (277,6 мг/г). 

Профиль классов липидов в экстрагированном сыром липиде был определен путем отвешивания 
56,5 мг сырого липида в 50 мл мерную колбу и переноса аликвоты во флакон для HPLC с целью прове-
дения HPLC/ELSD/MS-анализа. HPLC/ELSD/MS-анализу, сырой липид содержал 0,2% SE, 58,2% TAG, 
2,3% FFA, 3,4% 1,3-DAG, 1,7% стеролов, 23,4% 1,2-DAG и 0,6% MAG. 3,3% фракции TAG включали 
пик, который был элюирован сразу после TAG пика, но не давал узнаваемого масс-спектра. 

TAG, выделенный из этого образца, составлял приблизительно 51,9% сырого масла. Выделенные 
PL составляли приблизительно 8,8% сырого масла. Основными жирными кислотами (>50 мг/г), содер-
жащимися в TAG фракции, являются C16:0 (402 мг/г), C20:5 n-3 (92 мг/г) и C22:6 n-3 (245 мг/г). Основ-
ными жирными кислотами (>50 мг/г), содержащимися в PL фракции, являются C16:0 (121 мг/г), C20:5 n-
3 (48 мг/г) и C22:6 n-3 (246 мг/г). 

Таблица 4. Профили жирных кислот биомасс РТА-10208 и РТА-10212 и экстрагированные сырые 
липиды (мг/г) 
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Таблица 5. Профили жирных кислот в биомассах РТА-10208 и РТА-10212 и экстрагированные 

сырые липиды (%) 
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Таблица 6. Профили жирных кислот в изолированных TAG РТА-10208 и РТА-10212 
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Таблица 7. Профили жирных кислот в изолированной фракции PL РТА-10212 

 
РТА-10212 образец № 3. 
Содержание липида в биомассе РТА-10212 образец №3 по оценкам составляло 34% в виде суммы 

FAME, а количество сырого масла, полученного после экстракции растворителем, составляло 37% по 
весу, давая 109% восстановления жира, присутствующего в биомассе. После фракционирования с ис-
пользованием флэш-хроматографии приблизительно 46% сырого масла было выделено в виде TAG, 28% 
было выделено в виде DAG. Сырое масло содержало 309 мг/г DHA и 264 мг/г EPA. Изолированные TAG 
содержали 341 мг/г DHA и 274 мг/г EPA. Изолированная фракция DAG содержала 262 мг/г DHA и 237 
мг/г EPA. Профили общих жирных кислот биомассы, экстрагированное сырое масло и выделенные 
фракции показаны ниже в табл. 8 и 9 и вычислены как мг/г и % FAME соответственно. 
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Таблица 8. Профили жирных кислот биомассы РТА-10212 образец № 3 и экстрагированный  
сырой липид (мг/г) 

 

 



035287 

- 35 - 

Таблица 9. Профили жирных кислот биомассы РТА-10212 образец №3 и экстрагированный  
сырой липид (%) 

 
РТА-10212 образец № 4. 
РТА-10212 образец № 4 содержал приблизительно 23% липида, определенного как сумма FAME, из 

которого 107% было восстановлено с использованием экстракции гексаном. После фракционирования с 
использованием флэш-хроматографии приблизительно 42% сырого масла было выделено как TAG, 18% 
было выделено как DAG. Сырое масло содержало 275 мг/г DHA и 209 мг/г EPA. Изолированные TAG 
содержали 296 мг/г DHA и 205 мг/г EPA. Изолированная фракция DAG содержала 245 мг/г DHA и 219 
мг/г EPA. Профили общих жирных кислот биомассы, экстрагированное сырое масло и выделенные 
фракции показаны ниже в табл. 10 (мг/г) и табл. 11 (% FAME). 
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Таблица 10. Профили жирных кислот биомассы РТА-10212 образец №4 и экстрагированный сырой 
липид (мг/г) 
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Таблица 11. Профили жирных кислот биомассы РТА-10212 образца №4 и экстрагированный сырой 
липид (мг/г) 

 

 
РТА-10212 образец № 5. 
Образец сырого масла был извлечен из биомассы РТА-10212 с использованием FRIOLEX процес-

са (GEA Westfalia Separator UK Ltd., Milton Keynes, Англия) с получением микробного масла РТА-10212 
образец № 5. Отдельные классы липидов были выделены из РТА-10212 образец № 5 с использованием 
флэш-хроматографии низкого давления, и было определено весовое процентное содержание каждого 
класса. Жирнокислотный профиль каждого класса был определен с помощью GC-FID. 

Коротко, образец получали путем растворения 240 мг сырого масла в 600 мкл гексана и помещени-
ем во вход колонки. После фракционирования образца с использованием флэш-хроматографии объеди-
ненный вес всех фракций составлял 240 мг, давая 100% восстановление. Фракция сложных стерольных 
эфиров составляла 0,9%, фракция TAG составляла 42,6%, фракция свободных жирных кислот (FFA) со-
ставляла 1,3%, стерольная фракция составляла 2,2%, DAG фракция составляла 41,6%. Профили общих 
жирных кислот FRIOLEX сырого масла и выделенные фракции показаны ниже в табл. 12 и 13, вычис-
ленные как мг/г и % FAME соответственно. 
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Таблица 12. Профили жирных кислот РТА-10212 образец № 5 сырое масло (мг/г) 

 

 
Таблица 13. Профили жирных кислот РТА-10212 образец № 5 сырое масло (%) 
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Пример 4. 
Относительное количество и состав жирных кислот каждого TAG изомера, присутствующего в экс-

трагированном сыром липиде, определяли для каждого из образцов РТА-10208 образец № 1, РТА-10208 
образец №2, РТА-10212 образец № 1, РТА-10212 образец №2, и РТА-10212 образец №3, РТА-10212 об-
разец №4, и РТА-10212 образец № 5 из примера 3, с использованием безводного обратно-фазового 
HPLC-отделения и APCI-MS обнаружения.  

TAG метод - Прибор Agilent 1100 HPLC; Agilent 1100 MSD  
Колонка(и) Две Phenomenex Luna C18 (2), 150 х 4,6 мм, частицы, размером 3 мкм, соединенные в 

серии  
Подвижная фаза А - ацетонитрил 
В - IPA вес./0,1% ацетат аммония  

Градиент 

 
Температура колонки 20°C 
Скорость потока 0,5 мл/мин 
Объем вводимой пробы 5 мкл 
MSD Диапазон массы 350-1150, 
Фрагментор 225 V 
Температура сушильного газа 350°C 
Температура испарителя 325°C  
Капиллярное напряжение 3500 V  
Ток короны 10 µA  
РТА-10208 образец № 1. 
Сырой липид, изолированный из РТА-10208 образец № 1, был подготовлен для TAG-анализа по-

средством отвешивания 5,5 мг масла в пробирку для HPLC и разбавления 1 мл гексана. 
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Таблица 14. Идентификация видов TAG в РТА-10208 образец № 1 

 
РТА-10208 образец № 2. 
Сырой липид, изолированный из РТА-10208 образец № 2, был подготовлен для TAG-анализа по-

средством отвешивания 5,3 мг масла в пробирку для HPLC и разбавления 1 мл гексана. 
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Таблица 15. Идентификация видов TAG в РТА-10208 образец № 2 

 
РТА-10212 образец № 1. 
Сырой липид, изолированный из РТА-10212 образец № 1, был подготовлен для TAG-анализа по-

средством отвешивания 5,3 мг масла в пробирку для HPLC и разбавления 1 мл гексана. 
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Таблица 16. Идентификация видов TAG в РТА-10212 образец № 1 

 
 

ND= не обнаружено 
  

РТА-10212 образец № 2. 
Сырой липид, изолированный из РТА-10212 образец №2, был подготовлен для TAG-анализа по-

средством отвешивания 3,6 мг масла в пробирку для HPLC и разбавления 1 мл гексана. 



035287 

- 43 - 

Таблица 17. Идентификация видов TAG в РТА-10212 образец № 2 

 
ND= не обнаружено 
 

РТА-10212 образец № 3. 
Образец TAG фракции РТА-10212 образец № 3 приготовлен в гексане и исследован с помощью 

HPLC/APCI/MS для установления идентичности отдельных TAG изомеров. 
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Таблица 18. Идентификация видов TAG в РТА-10212 образец № 3 

 
ND= не обнаружено 
 

РТА-10212 образец № 4. 
Образец TAG фракции РТА-10212 образец № 4 был приготовлен в гексане и исследован с помощью 

HPLC/APCI/MS для установления идентичности отдельных TAG изомеров. 
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Таблица 19. Идентификация видов TAG в РТА-10212 образец № 4 

 

 
ND= не определено  

РТА-10212 образец № 5. 
Образец TAG-фракции РТА-10212 образец №5 был приготовлен в гексане и исследован с помощью 

HPLC/APCI/MS для установления идентичности отдельных TAG изомеров. 
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Таблица 20. Идентификация видов TAG в РТА-10212 образец № 5 

 

 
Пример 5. 
Сырые масла были дополнительно обработаны путем очистки, осветления и дезодорирования для 

получения рафинированных масел. Рафинированные масла были разбавлены подсолнечным маслом с 
высоким содержанием олеиновой кислоты для получения конечных масел с содержанием DHA прибли-
зительно 400 мг/г. Были выделены отдельные классы липидов и определены жирнокислотные профили 
каждого класса с использованием GC-FID в виде FAME. 

Конечные масла РТА-10208 

Жирнокислотные профили конечных масел РТА-10208 № 1-5 суммированы в табл. 21-22, включая 
профили, связанные с выделенной фракцией TAG (табл. 23-24) и выделенной фракцией стеролов/DAG 
(табл. 24-26). 

Отдельные классы липидов в конечных маслах также были определены с использованием флэш-
хроматографии (табл. 27) и нормальной HPLC вместе с ELSD и APCI-MS-подтверждением (табл. 28). 
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Таблица 21. Жирнокислотные профили РТА-10208 конечных масел (мг/г) 
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Таблица 22. Жирнокислотные профили РТА-10208 конечных масел (%) 
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Таблица 23. Профили жирных кислот выделенных TAG: РТА-10208 конечные масла (мг/г) 
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Таблица 24. Профили жирных кислот выделенных TAG: РТА-10208 конечные масла (%) 
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Таблица 25. Жирнокислотные профили выделенных стеролов/DAG: РТА-10208  
конечные масла (мг/г) 
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Таблица 26. Выделенные стеролы /DAG жирнокислотные профили: РТА-10208 конечные масла (%) 

 
Таблица 27. Отделение классов липидов помощью флэш-хроматографии (вес.%) 
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Таблица 28. Разделение классов липидов с помощью HPLC-ELSD (вес.%) 

 
ND= не определено  

РТА-10212 Конечное масло 
DHA присутствовала в РТА-10212 конечном масле в количестве 41,63% и 366,9 мг/г, тогда как EPA 

присутствовала в количестве 16,52%. Были определены индивидуальные профили жирных кислот, кото-
рые представлены в табл. 29. 
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Таблица 29. Профили жирных кислот РТА-10212 конечное масло (% FAME) 

 
ND= не определено 

Пример 6. 
Анализ триацилглицеридов (TAG) РТА-10208 конечных масел, описанных в примере 5, проводили 

с использованием методов, описанных в примере 4. Была проведена идентификация каждой молекулы 
жирной кислоты, что суммировано в табл. 30, ниже. 
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Таблица 30. Идентификация видов TAG в РТА-10208 конечном масле 

 
Пример 7 Был приготовлен флакон с двухдневным инокулумом культур изолированных микроор-

ганизмов, депонированных под учетными номерами АТСС РТА-10208 и 10212, выращенных в средах с 
подкормкой углеродом и азотом в соответствии с табл. 1 и 2. 

Мутагенез проводили в соответствии со следующей процедурой: 
Содержимое T=2-дневного стерильного флакона, приблизительно 50 мл, вылили в стерильный 40 

мл стеклянный гомогенизатор. Культуру гомогенизировали 50 раз, вертикально перемещая поршень го-
могенизатора. Культуру извлекли пипеткой и профильтровали через стерильный фильтр с размером 
ячейки 50 мкм, который был помещен в 50 мл стерильную пробирку (ячейку использовали как средство 
удержания больших скоплений колоний, при этом более мелкие скопления и отдельные клетки проходи-
ли через ячейки 50 мкм). Весь концентрированный мацерат был собран в стерильные пробирки 50 мл. 
Мацерированную культуру перемешали на вортексе и сделали разведения вплоть до уровней 1:100. Раз-
бавленные образцы мацерата перемешали на вортексе до добавления 200 мкл инокулума к среде агаро-
вых чашек, 100 × 15 мм, содержащих 4-5 стеклянных шариков (стеклянные шарики 3 мм). Каждую чаш-
ку осторожно трясли, стремясь, чтобы шарики распространили инокулум равномерно по всей чашке. 
Шарики удалили из чашек, а чашки оставили стоять с крышками в течение приблизительно 5 мин, чтобы 
высохнуть. Свет и в стерильном ламинаре и прилегающих помещениях был выключен, так как процеду-
ру проводили в тусклом свете. Имелось минимальное освещение, чтобы можно было осуществить про-
цедуру, но только непрямое и тусклое. 

Чашки в пяти повторностях были помещены на дно XL-кросслинкера (Spectronics Corporation, Нью-
Йорк), где образцы подвергались облучению. Кросслинкер обеспечивал поставляемую мощность в мик-
роджоулях, при этом добивались уровня, когда 90-95% клеток было убито. Чашки в пяти повторностях 
инокулировали немутировавшими клетками, используя тот же самый протокол. Подсчет этих клеток ис-
пользовали для вычисления процента гибели. Как только облучение завершалось, планшеты извлекали, 
крышки возвращали обратно, а чашки обертывали парафильмом с последующим обертыванием алюми-
ниевой фольгой. Было необходимо, чтобы чашки "росли" в течение первой недели в темноте, для того 
чтобы они не могли репарировать поврежденные гены. 

Чашки помещали в комнату с температурой 22,5°C примерно за 10 дней до подсчета колоний. Ко-
гда были сделаны окончательные подсчеты, отдельные колонии собирали стерильной инокуляционной 
петлей и вновь сеяли штрихом на чашки с новой средой. Каждую колонию помещали в отдельную чаш-
ку. Когда чашки плотно зарастали, при помощи инокуляционной петли был взят образец и инокулирован 
в стерильную 250 мл встряхиваемую колбу, содержащую 50 мл среды. Эту колбу помещали в шейкер 
при 200 об./мин при температуре 22,5°C. На T=7 день культуру из встряхиваемой колбы собирали в 50 
мл стерильную пробирку. Снимали показание pH и образец центрифугировали, чтобы собрать осадок 
биомассы. Каждый образец ополаскивали и ресуспендировали в 50:50 смеси изопропилового спирта и 
дистиллированной воды до начала повторного центрифугирования. Собранный осадок был высушен 
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сублимацией, взвешен, а потом был проведен FAME анализ. Данные в табл. 31 и 32 представляют мутан-
тов, полученных с помощью описанного выше процесса из штаммов РТА-10208 и РТА-10212 соответст-
венно. 

Таблица 31. Мутанты РТА-10208 

 

 



035287 

- 57 - 

Таблица 32. Мутанты РТА-10212 

 

 
Пример 8. 
Масло было приготовлено в соответствии с описанным в примере 5 методом, при этом масло было 

разбавлено подсолнечным маслом с высоким содержанием олеиновой кислоты для достижения совмест-
ного содержания DHA + EPA по меньшей мере около 500 мг/г масла. Типичный анализ и характеристики 
масла, изготовленного в соответствии с этим примером, представлены в табл. 33. 
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Таблица 33 

 
Другие ингредиенты, содержащиеся в масле, включают менее чем 2% лецитина подсолнечного 

масла, экстракта розмарина, токоферолов и аскорбил пальмитата (в качестве антиоксидантов). 
Пример 9. 
Масло было приготовлено в соответствии с описанным в примере 5 методом, при этом масло было 

разбавлено подсолнечным маслом с высоким содержанием олеиновой кислоты для достижения совмест-
ного содержания DHA + EPA по меньшей мере около 400 мг/г масла. Типичный анализ и характеристики 
масла, изготовленного в соответствии с этим примером, представлены в табл. 34. 

Таблица 34 

 
Другие ингредиенты, содержащиеся в масле, включают менее чем 2% лецитина подсолнечного 

масла, экстракта розмарина, токоферолов и аскорбил пальмитата (в качестве антиоксидантов). 
В некоторых вариантах осуществления приведенные выше примеры 8 или 9 предоставляются в ви-

де 20 вегетарианских желатиновых капсул с массой содержимого примерно от 999 до 1105 мг масла, с 
массой-брутто примерно от 1463 до 1789 мг, при этом капсула имеет время разрыва не более чем 15 мин 
и срок хранения около 24 месяцев. 

Все описанные здесь различные аспекты, варианты осуществления и опции могут быть объединены 
в любые возможные разновидности. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Микробное масло, содержащее фракцию триглицеридов (TAG) в количестве по меньшей мере 
около 35% по весу, содержащее омега-3 полиненасыщенные жирные кислоты, включающие докозагек-
саеновую кислоту и эйкозапентаеновую кислоту в количестве около ≥90%, по весу, от общего количест-
ва омега-3 полиненасыщенных жирных кислот, где количество эйкозапентаеновой кислоты, по весу, со-
ставляет примерно от 10 до 25% от общего количества докозагексаеновой кислоты и эйкозапентаеновой 
кислоты, и количество докозагексаеновой кислоты, по весу, составляет примерно от 75 до 90% от общего 
количества докозагексаеновой кислоты и эйкозапентаеновой кислоты. 

2. Масло по п.1, которое содержит примерно от 55 до 150 мг эйкозапентаеновой кислоты на один 
грамм масла и примерно от 410 до 540 мг докозагексаеновой кислоты на один грамм масла и вплоть до 
12 мг докозапентаеновой кислоты на грамм масла. 



035287 

- 59 - 

3. Масло по любому из пп.1, 2, в котором омега-3 полиненасыщенные жирные кислоты включают 
докозапентаеновую кислоту в количестве до 10%, по весу, от общего количества омега-3 полиненасы-
щенных жирных кислот. 

4. Масло по любому из пп.1, 2, которое продуцируется Schizochytrium sp. 
5. Масло по любому из пп.1, 2, которое содержит вплоть до 5% по весу каждой из арахидоновой ки-

слоты, докозапентаеновой кислоты n-6, олеиновой кислоты, линолевой кислоты, линоленовой кислоты, 
эйкозеновой кислоты, эруковой кислоты и стеаридоновой кислоты. 

6. Масло по п.1, в котором общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных кислот составля-
ет по меньшей мере около 400 мг на один грамм масла. 

7. Масло по п.6, в котором общее количество докозагексаеновой кислоты и эйкозапентаеновой ки-
слоты составляет примерно 400 мг на один грамм масла. 

8. Масло по п.1, в котором общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных кислот составля-
ет примерно от 400 до 750 мг на один грамм масла. 

9. Масло по п.1, в котором общее количество омега-3 полиненасыщенных жирных кислот составля-
ет по меньшей мере около 500 мг на один грамм масла. 

10. Масло по п.1, в котором общее количество докозагексаеновой кислоты и эйкозапентаеновой ки-
слоты составляет около 500 мг на один грамм масла. 

11. Масло по п.1, в котором соотношение эйкозапентаеновая кислота:докозагексаеновая кислота 
(EPA:DHA) составляет от 1:4 до 1:7. 

12. Пищевой продукт, содержащий микробное масло по любому из пп.1-11. 
13. Пищевой продукт по п.12, представляющий собой детскую смесь. 
14. Косметическая композиция, содержащая микробное масло по любому из пп.1-11. 
15. Фармацевтическая композиция, содержащая микробное масло по любому из пп.1-11, предна-

значенная для лечения заболеваний, включающих воспаление, ишемическую болезнь сердца, атероскле-
роз, остеопороз, депрессию, судороги, Helicobacter Pylori, нейродегенеративные заболевания, дегенера-
тивные заболевания печени, высокий уровень холестерина и высокий уровень триглицеридов. 

16. Пероральная лекарственная форма, содержащая фармацевтическую композицию по п.15. 
17. Корм для животных, содержащий микробное масло по любому из пп.1-11. 
18. Корм для животных по п.17, представляющий собой корм для домашних животных, корм для 

животных в зоопарке, корм для скота или их комбинации. 
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