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Настоящее изобретение направлено на способ улучшенного получения липидов путем ограничения 

по меньшей мере двух источников лимитирующих питательных веществ во время ферментации клеток, 

продуцирующих липиды. 

Было показано, что некоторые эукариотические микробы (такие как водоросли; грибы, включая 

дрожжи; и простейшие) являются хорошими продуцентами полиненасыщенных жирных кислот в фер-

ментерах. В частности, было показано, что высокие количества PUFA (полиненасыщенных жирных ки-

слот) могут быть получены, когда штаммы сначала культивируют до высокой плотности клеток, а в ка-

честве второй стадии инициируют улучшенное получение липида путем уменьшения количества таких 

источников лимитирующих питательных веществ, как источник азота, или путем уменьшения количест-

ва растворенного кислорода в среде (WO 01/54510). 

Исходя из данного уровня техники, целью настоящего изобретения было обеспечение способа, пре-

дусматривающего еще более повышенные показатели выхода полиненасыщенных жирных кислот. 

Неожиданно было обнаружено, что лучшие показатели выхода PUFA можно получить, если 

уменьшить не только количество одного источника лимитирующих питательных веществ, но и если, в 

дополнение, уменьшить количество дополнительного источника лимитирующих питательных веществ 

во время ферментации клеток, продуцирующих липиды, при этом такие источники лимитирующих пита-

тельных веществ предпочтительно являются источником азота и источником фосфата. 

Таким образом, первой целью настоящего изобретения является способ получения липидов, содер-

жащих полиненасыщенные жирные кислоты, из микроорганизмов, предпочтительно эукариотических 

микроорганизмов, способных продуцировать липиды в количестве по меньшей мере приблизительно  

10 вес.% от их биомассы, который включает фазу увеличения плотности биомассы и фазу продуцирова-

ния липидов, включающий: 

a) добавление во время фазы увеличения плотности биомассы к ферментационной среде, содержа-

щей указанные микроорганизмы, источника углерода и по меньшей мере двух источников лимитирую-

щих питательных веществ со скоростью, достаточной для увеличения плотности биомассы указанной 

ферментационной среды по меньшей мере до 50 г/л; и 

b) прекращение или снижение в значительной степени подачи по меньшей мере двух из указанных 

источников лимитирующих питательных веществ в фазе продуцирования липидов, при поддержании 

подачи источника углерода. 

Применяемый в данном документе термин "источник лимитирующих питательных веществ" отно-

сится к источнику питательного вещества (включая само питательное вещество), необходимому для рос-

та и клеточного деления микроорганизма, когда лимитирующее питательное вещество истощается из 

среды для роста, его отсутствие в дальнейшем существенно ограничивает рост или размножение микро-

организма. Однако, поскольку другие питательные вещества (и источник углерода) все еще присутству-

ют в большом количестве, организм может продолжать производить и накапливать внутриклеточные 

и/или внеклеточные продукты, в частности липиды. 

Такие лимитирующие источники питательных веществ включают источники азота, источники фос-

фата, источники витаминов (такие как источники витамина В2, источники пантотената, источники тиа-

мина), источники микроэлементов-металлов (такие как источники цинка, источники меди, источники 

кобальта, источники никеля, источники железа, источники марганца, источники молибдена) и источники 

макроэлементов-металлов (такие как источники магния, источники кальция, источники натрия, источни-

ки калия), источники диоксида кремния и их смеси. 

Указанные источники микроэлементов-металлов и источники макроэлементов-металлов включают 

сульфатные и хлоридные соли этих металлов (такие как MgSO4⋅7H2O; MnCl2⋅4Н2О; ZnSO4⋅7H2O; 

CoCl2⋅6Н2О; Na2MoO4⋅2H2O; CuSO4⋅5H2O; NiSO4⋅6H2O; FeSO4⋅7H2O; CaCl2; K2SO4; KCI и Na2SO4) и их 

смеси. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения указанные "источники по 

меньшей мере двух лимитирующих питательных веществ" представляют собой источник азота и источ-

ник фосфата. В этом предпочтительном варианте осуществления также в дополнение к источнику(ам) 

азота и источнику(ам) фосфата подача дополнительных источников лимитирующих питательных ве-

ществ может быть прекращена или в значительной степени уменьшена в фазе продуцирования липидов, 

но предпочтительно другие источники лимитирующих питательных веществ присутствуют в большом 

количестве в фазе продуцирования липидов. 

Таким образом, предпочтительным объектом настоящего изобретения является способ получения 

липидов, содержащих полиненасыщенные жирные кислоты, из микроорганизмов, предпочтительно  

эукариотических микроорганизмов, способных продуцировать липиды в количестве по меньшей мере 

приблизительно 10 вес.% от их биомассы, который включает фазу увеличения плотности биомассы и 

фазу продуцирования липидов, включающий: 

a) добавление во время фазы увеличения плотности биомассы к ферментационной среде, содержа-

щей указанные микроорганизмы, источника углерода и по меньшей мере двух источников лимитирую-

щих питательных веществ со скоростью, достаточной для увеличения плотности биомассы указанной 
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ферментационной среды по меньшей мере до 50 г/л; и 

b) прекращение или снижение в значительной степени подачи по меньшей мере двух из указанных 

источников лимитирующих питательных веществ в фазе продуцирования липидов, при поддержании 

подачи источника углерода, при этом указанные по меньшей мере два источника лимитирующих пита-

тельных веществ представляют собой источник азота и источник фосфата. 

При прекращении или снижении в значительной степени подачи указанных по меньшей мере двух 

из указанных источников лимитирующих питательных веществ доступное количество указанных источ-

ников лимитирующих питательных веществ опускается до концентраций, при которых микроорганизмы, 

продуцирующие липиды, испытывают недостаток указанных источников лимитирующих питательных 

веществ. Это означает, что микроорганизмы могут поглощать больше тех источников лимитирующих 

питательных веществ, которые доступны в среде, т.е. подача источников лимитирующих питательных 

веществ является ниже, чем количество источников лимитирующих питательных веществ, которые мик-

роорганизмы могут потреблять. Недостаток первого из таких по меньшей мере двух источников лимити-

рующих питательных веществ обычно инициирует фазу продуцирования липидов в случае, если ини-

циация фазы продуцирования липидов ранее не инициировалась другими способами. 

В соответствии с настоящим изобретением источник азота может быть органическим, неорганиче-

ским или их смесью. Предпочтительными источниками азота в соответствии с настоящим изобретением 

являются аммиак, мочевина, нитрат, нитрит, аминокислоты, в частности глутамат, неорганические соли 

аммония, более предпочтительно аммоний сульфат или гидроксид аммония, и наиболее предпочтительно 

гидроксид аммония и их смеси. Источник азота может также быть обеспечен в форме сложной  

среды, такой как пептон или дрожжевой экстракт, предпочтительно содержащей компоненты, как указа-

но ранее. 

Основной или единственный источник азота более предпочтительно выбран из аммиака и неорга-

нических солей аммония и представляет собой, прежде всего, в основном или только аммиак или в ос-

новном или только гидроксид аммония. 

В соответствии с настоящим изобретением "основной источник азота" означает, что соответствую-

щий источник обеспечивает по меньшей мере 50%, предпочтительно по меньшей мере 70%, более пред-

почтительно по меньшей мере 90% молярных эквивалентов азота. 

Предпочтительными источниками фосфата в соответствии с настоящим изобретением являются 

фосфорная кислота и неорганические фосфатные соли, такие как фосфат аммония, фосфат кальция, фос-

фат натрия или фосфат калия или соответствующие соли гидрофосфата и дигидрофосфата и их смеси. 

Также источник фосфата может быть обеспечен в форме сложной среды, предпочтительно содержащей 

компоненты, как уже было указано ранее. 

Основной или единственный источник фосфата предпочтительно выбран из фосфорной кислоты и 

неорганических фосфатных солей, в частности дигидрофосфата калия, и их смесей. 

Соответственно, "основной источник фосфата" означает, что соответствующий источник фосфата 

обеспечивает по меньшей мере 50%, предпочтительно по меньшей мере 70%, более предпочтительно по 

меньшей мере 90% молярных эквивалентов фосфата. 

Ограничение первого из этих по меньшей мере двух источников лимитирующих питательных ве-

ществ предпочтительно инициирует фазу продуцирования липидов. Таким образом, в соответствии с 

настоящим изобретением инициацию фазы продуцирования липидов в предпочтительном варианте осу-

ществления настоящего изобретения определяют как момент, когда во время ферментации концентрация 

первого из этих по меньшей мере двух источников лимитирующих питательных веществ в среде опуска-

ется ниже 0,01 моль/л. 

В более общем смысле инициация фазы продуцирования липидов соответствует моменту, когда 

дальнейший рост микроорганизмов по сути прекращается и вместо этого микроорганизмы начинают ак-

тивно накапливать липиды в клетках. Как указано ранее, фаза продуцирования липидов необязательно 

должна быть инициирована снижением концентрации источника лимитирующих питательных веществ. 

В качестве альтернативы она может быть инициирована, например, также путем ограничения количества 

растворенного кислорода в ферментационной среде. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения количества обоих указанных 

двух источников лимитирующих питательных веществ опускаются до концентраций во время фермента-

ции, так что микроорганизмы, продуцирующие липиды, в среде испытывают недостаток обоих указан-

ных источников лимитирующих питательных веществ в течение по меньшей мере 30% продолжительно-

сти фазы продуцирования липидов, предпочтительно в течение по меньшей мере 40, 50 или 60% про-

должительности фазы продуцирования липидов, наиболее предпочтительно в течение по меньшей мере 

70, 80 или 90% продолжительности фазы продуцирования липидов. 

В данном документе микроорганизмы в среде предпочтительно испытывают недостаток обоих ука-

занных источников лимитирующих питательных веществ по меньшей мере в течение последних 30% 

продолжительности фазы продуцирования липидов, предпочтительно по меньшей мере в течение по-

следних 40, 50 или 60 % продолжительности фазы продуцирования липидов, более предпочтительно по 

меньшей мере в течение последних 70, 80 или 90% продолжительности фазы продуцирования липидов. 
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В качестве альтернативы или в дополнение, микроорганизмы в среде предпочтительно испытывают 

недостаток обоих указанных источников лимитирующих питательных веществ по меньшей мере в тече-

ние последних 30 ч фазы продуцирования липидов, предпочтительно по меньшей мере в течение послед-

них 40, 50 или 60 ч фазы продуцирования липидов, более предпочтительно по меньшей мере в течение 

последних 70, 80 или 90 ч фазы продуцирования липидов. 

В особенно предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения концентрации 

обоих указанных двух источников лимитирующих питательных веществ опускаются ниже 0,01 моль/л, 

предпочтительно ниже 0,005 моль/л, в частности, ниже 0,003 моль/л и/или ниже предела обнаружения 

этих источников лимитирующих питательных веществ во время ферментации соответственно. 

В данном документе концентрации указанных обоих источников лимитирующих питательных ве-

ществ предпочтительно опускаются ниже 0,01 моль/л, более предпочтительно ниже 0,005 моль/л, наибо-

лее предпочтительно ниже 0,003 моль/л, в частности, до нуля и/или ниже предела обнаружения этих ис-

точников лимитирующих питательных веществ, в течение 40 ч, предпочтительно в течение 30 ч, более 

предпочтительно в течение 20 ч после инициации фазы продуцирования липидов. Поскольку предпочти-

тельна инициация фазы продуцирования липидов инициируется, когда концентрация первого по мень-

шей мере из двух источников лимитирующих питательных веществ опускается ниже 0,01 моль/л, это 

означает, что концентрация второго источника лимитирующих питательных веществ предпочтительно 

опускается ниже 0,01 моль/л, предпочтительно ниже 0,005 моль/л, наиболее предпочтительно ниже  

0,003 моль/л, в частности, до нуля и/или ниже предела обнаружения, на период времени до 40 ч, пред-

почтительно до 30 ч, в частности, до 20 ч позже, чем опускается концентрация первого источника лими-

тирующих питательных веществ. 

В качестве альтернативы или в дополнение, концентрации указанных обоих источников лимити-

рующих питательных веществ находятся ниже 0,01 моль/л, предпочтительно ниже 0,005 моль/л, наибо-

лее предпочтительно ниже 0,003 моль/л, в частности, равняются нулю и/или находятся ниже предела 

обнаружения этих источников лимитирующих питательных веществ по меньшей мере во время заверше-

ния второй половины фазы продуцирования липидов, более предпочтительно по меньшей мере в течение 

всего промежутка, соответствующего заключительным 60, 70 или 80% продолжительности фазы проду-

цирования липидов. 

В качестве альтернативы или в дополнение, концентрации указанных обоих источников лимити-

рующих питательных веществ находятся ниже 0,01 моль/л, предпочтительно ниже 0,005 моль/л, наибо-

лее предпочтительно ниже 0,003 моль/л, в частности, равняются нулю и/или находятся ниже предела 

обнаружения этих источников лимитирующих питательных веществ по меньшей мере в течение послед-

них 20 ч ферментации, более предпочтительно по меньшей мере в течение последних 40 ч ферментации, 

в частности, по меньшей мере в течение последних 60 ч ферментации. 

В одном варианте осуществления настоящего изобретения во время фазы продуцирования липидов 

никакие дополнительные количества по меньшей мере двух источников лимитирующих питательных 

веществ, в частности источника(ов) азота и источника(ов) фосфата, не добавляют вообще. Тем не менее, 

поскольку истощение этих источников лимитирующих питательных веществ необязательно происходит 

в одно то же время, также в этом варианте осуществления настоящего изобретения возможно и вероятно, 

что концентрации обоих по меньшей мере из двух источников лимитирующих питательных веществ 

опускаются ниже 0,01 моль/л в различные моменты времени. Но из-за того, что подача указанных источ-

ников лимитирующих питательных веществ прекращается на фазе продуцирования липидов, концентра-

ции указанных источников лимитирующих питательных веществ предпочтительно опускаются до нуля 

во время ферментации в данном варианте осуществления настоящего изобретения. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения подачу одного по меньшей 

мере из двух источников лимитирующих питательных веществ прекращают до того, как прекращают 

подачу второго по меньшей мере из двух источников лимитирующих питательных веществ. В частности 

подачу второго источника лимитирующих питательных веществ можно остановить в период времени до 

30 ч позже, в частности, в период времени до 20 или до 10 ч позже, чем подача первого источника лими-

тирующих питательных веществ. 

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения подача источников лимити-

рующих питательных веществ продолжалась в фазе продуцирования липидов даже после уменьшения их 

концентраций, более или менее во время завершенной фазы продуцирования липидов. В данном вариан-

те осуществления источники лимитирующих питательных веществ добавляют в таких небольших коли-

чествах, что клетки не переключаются обратно на фазу роста. Это предпочтительно осуществляют путем 

подачи указанных источников лимитирующих питательных веществ в таких количествах, что клетки все 

еще испытывают недостаток этих источников лимитирующих питательных веществ, предпочтительно в 

данном документе источники лимитирующих питательных веществ не превышают концентрацию  

0,01 моль/л, в частности, концентрацию 0,005 моль/л, наиболее предпочтительно концентрацию  

0,003 моль/л, в фазе продуцирования липидов. Преимущество данного варианта осуществления заключа-

ется в том, что продолжительная подача этих компонентов в небольших количествах в фазе продуциро-

вания липидов может помочь избежать метаболического стресса в клетках и с помощью этого можно 
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избежать накопления активных форм кислорода (ROS) внутри клеток, тем самым препятствуя возмож-

ному увеличению окислительного разрушения липидов, содержащихся в клетках. 

Добавление указанных источников лимитирующих питательных веществ и источника углерода мо-

жет быть в форме периодической, периодической подпитываемой, непрерывной, болюсной и/или полу-

непрерывный процедуры. Подача одного или более источников лимитирующих питательных веществ 

может также быть объединена с подачей углеродной подпитки. "Подача" источников лимитирующих 

питательных веществ и источника углерода предусматривает как активную, так и пассивную подачу. Это 

означает, например, что, если источник(и) лимитирующих питательных веществ и/или источник углеро-

да присутствуют в достаточном количестве в порционной среде в начале ферментации, они необязатель-

но должны активно подаваться во время ферментации. Соответственно, "подача прекращена" означает, 

что соответствующее соединение(я) больше не доступно(ы) в среде. 

Но в предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения по меньшей мере добав-

ление источника углерода проводят активно во время ферментации, предпочтительно даже после ини-

циации фазы продуцирования липидов. 

В следующих предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения дополнительно 

раскрыто, где по меньшей мере два источника лимитирующих питательных веществ представляют собой 

источник азота и источник фосфата. 

В одном из таких предпочтительных вариантов осуществления концентрации как источника(ов) 

азота, так и источника(ов) фосфата такие низкие, что микроорганизмы, продуцирующие липиды, в среде 

испытывают недостаток обоих указанных источников лимитирующих питательных веществ в течение по 

меньшей мере 30% продолжительности фазы продуцирования липидов, предпочтительно в течение по 

меньшей мере 40, 50 или 60% продолжительности фазы продуцирования липидов, наиболее предпочти-

тельно в течение по меньшей мере 70, 80 или 90% продолжительности фазы продуцирования липидов. 

В данном документе микроорганизмы в среде предпочтительно испытывают недостаток обоих ука-

занных источников лимитирующих питательных веществ по меньшей мере в течение последних 30% 

продолжительности фазы продуцирования липидов, предпочтительно по меньшей мере в течение по-

следних 40, 50 или 60% продолжительности фазы продуцирования липидов, более предпочтительно по 

меньшей мере в течение последних 70, 80 или 90% продолжительности фазы продуцирования липидов. 

В качестве альтернативы или в дополнение, микроорганизмы в среде предпочтительно испытывают 

недостаток обоих указанных источников лимитирующих питательных веществ по меньшей мере в тече-

ние последних 30 ч фазы продуцирования липидов, предпочтительно по меньшей мере в течение послед-

них 40, 50 или 60 ч фазы продуцирования липидов, более предпочтительно по меньшей мере в течение 

последних 70, 80 или 90 ч фазы продуцирования липидов. 

В еще одном из таких предпочтительных вариантов осуществления количество источника(ов) азота 

уменьшается ниже концентрации 5,6×10
-3

 моль/л (соответствующей в случае аммония в качестве источ-

ника азота 0,1 г/л аммония) и количество источника(ов) фосфата уменьшается ниже концентрации 

5,4×10
-3

 моль/л (соответствующей 0,5 г/л фосфата) во время ферментации, предпочтительно в течение 

временного промежутка не более чем 40 ч, более предпочтительно не более чем 30 ч, в частности, не бо-

лее чем 20 или 10 ч. 

В данном документе количество источника(ов) азота предпочтительно уменьшается ниже концен-

трации 2,8×10
-3

 моль/л (соответствующей в случае аммония в качестве источника азота 0,05 г/л аммония) 

и количество источника(ов) фосфата предпочтительно уменьшается ниже концентрации 5,4×10
-4

 моль/л 

(соответствующей 0,05 г/л фосфата), предпочтительно в течение временного промежутка не более чем  

40 ч, более предпочтительно не более чем 30 ч, в частности, не более чем 20 или 10 ч. 

В данном документе фаза продуцирования липидов предпочтительно инициируется либо первым 

ограничением количества источника(ов) азота, либо первым ограничением количества источника(ов) 

фосфата, либо (более или менее) одновременным ограничением количества источника(ов) азота и источ-

ника(ов) фосфата. 

Молярные концентрации, указанные в описании, относятся к одновалентному источнику(ам) азота 

и фосфата. Очевидно, что в случае применения мультивалентного источника азота или фосфата в качест-

ве альтернативы или в дополнение к одновалентному источнику азота или фосфата, должна применяться 

только соответствующая доля указанной молярной концентрации. Например, в случае двухвалентного 

источника должна применяться только половина молярной концентрации и т.д. Кроме того, также оче-

видно, что в случае, когда сложные среды, содержащие такие источники азота или фосфата, применяют в 

качестве альтернативы или в дополнение к одновалентному источнику азота или фосфата, то тогда коли-

чество источника азота или фосфата, содержащееся в сложной среде, является пригодным для расчета. 

В конкретном варианте осуществления настоящего изобретения количество как источника(ов) азо-

та, так и источника(ов) фосфата уменьшается до нуля и/или ниже предела обнаружения этих соединений 

в течение временного промежутка не более чем 40 ч, предпочтительно не более чем 30 ч, более предпоч-

тительно не более чем 20 или 10 ч. 

Определение количества аммиака/аммония предпочтительно проводят в образце реакционной сре-
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ды посредством УФ-спектроскопии следующим образом. Аммиак/аммоний подвергают реакции в при-

сутствии глутаматдегидрогеназы, 2-оксоглутарата и NADH с L-глутаматом, NAD+ и водой. Поскольку 

количество окисленного NADH является стехиометрическим по отношению к количеству аммиа-

ка/аммония, присутствующего в образце, путем сравнения количества NADH до и после реакции можно 

определить количество аммиака/аммония. Количество NADH может быть определено с помощью свето-

поглощения при 334, 340 или 365 нм. Подходящим коммерчески доступным набором для определения 

количества аммиака/аммония является набор для анализа r-Biopharm Ammonium (Roche Diagnostics, 

Швейцария). 

Определение количества фосфата предпочтительно проводят в образце реакционной среды посред-

ством колориметрии следующим образом. Фосфат вводят в реакцию с молибдатом аммония с образова-

нием фосфомолибдата аммония. Фосфомолибдат аммония затем дополнительно восстанавливают с по-

мощью восстанавливающего средства для получения стабильного восстановленного гетерополимолиб-

датного комплекса со смешанной валентностью РО4[Мо(V)О3)4(Мо(VI)О3)8]
7-

. Скорость изменения по-

глощения полученного голубого гетерополимолибдатого комплекса пропорциональна концентрации 

фосфата, который изначально содержался в образце. Колометрическое определение количества фосфата 

можно проводить с применением BioProfile Chemistry Analyzer 300 (Nova Biomedical, Уолтем, США). 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения концентрация источника(ов) 

азота всегда находится ниже 5,6×10
-3

 моль/л (соответствующая в случае аммония в качестве источника 

азота 0,1 г/л аммония) и концентрация источника(ов) фосфата всегда находится ниже 5,4×10
-3

 моль/л 

(соответствующая 0,5 г/л фосфата) по меньшей мере в течение заключительных 50 или 70%, предпочти-

тельно по меньшей мере в течение заключительных 80%, более предпочтительно по меньшей мере в те-

чение заключительных 90% периода фазы продуцирования липидов. 

В данном документе в особом варианте осуществления настоящего изобретения концентрация ис-

точника(ов) азота всегда находится ниже 5,6×10
-3

 моль/л и концентрация источника(ов) фосфата всегда 

находится ниже 5,4×10
-3

 моль/л во время завершенной фазы продуцирования липидов. 

В более предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения концентрация источ-

ника(ов) азота всегда находится ниже 2,8×10
-3

 моль/л (соответствующая в случае аммония в качестве 

источника азота 0,05 г/л аммония) и концентрация источника(ов) фосфата всегда находится ниже  

5,4×10
-3

 моль/л (соответствующая 0,05 г/л фосфата) по меньшей мере в течение заключительных 50 или 

70%, предпочтительно по меньшей мере в течение заключительных 80%, более предпочтительно по 

меньшей мере в течение заключительных 90% периода фазы продуцирования липидов. 

В данном документе в особом варианте осуществления настоящего изобретения концентрация ис-

точника(ов) азота всегда находится ниже 2,8×10
-3

 моль/л и концентрация источника(ов) фосфата всегда 

находится ниже 5,4×10
-4

 моль/л во время завершенной фазы продуцирования липидов. 

В дополнительном предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения концентра-

ция источника(ов) азота и источника(ов) фосфата равняется нулю и/или всегда находится ниже предела 

обнаружения по меньшей мере в течение заключительных 50 или 70%, предпочтительно по меньшей 

мере в течение заключительных 80%, более предпочтительно по меньшей мере в течение заключитель-

ных 90% периода фазы продуцирования липидов. 

В данном документе в особом варианте осуществления настоящего изобретения концентрация ис-

точника(ов) азота и источника(ов) фосфата всегда равняется нулю и/или находится ниже предела обна-

ружения этих соединений, в частности с применением способов, указанных ранее, во время завершенной 

фазы продуцирования липидов. 

Как в более предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения источник(и) азота 

и источник(и) фосфата не добавляют после того, как источник(и) азота и источник(и) фосфата потребля-

ются микроорганизмами, следует принять во внимание, что концентрация источника(ов) азота и источ-

ника(ов) фосфата действительно равняется нулю или по меньшей мере почти нулю в этом более пред-

почтительном варианте осуществления во время завершенной фазы продуцирования липидов или по 

меньшей мере в течение заключительных 70, 80 или 90% периода времени фазы продуцирования липи-

дов. 

Предпочтительный период времени фазы продуцирования липидов составляет от 50 до 150 ч, более 

предпочтительно от 70 до 130 ч, в частности, от 90 до 110 ч. 

Микроорганизмы, которые продуцируют липиды, содержащие PUFA, широко описаны в предшест-

вующем уровне техники. Предпочтительно они являются эукариотическими микроорганизмами. В дан-

ном контексте применяемые клетки могут, в частности, представлять собой клетки, которые естествен-

ным образом уже продуцируют PUFA; однако они также могут представлять собой клетки, которые в 

результате осуществления подходящих способов генетической инженерии или благодаря случайному 

мутагенезу демонстрируют улучшенное продуцирование PUFA, или их вообще сделали способными к 

продуцированию PUFA. Продуцирование PUFA может быть автотрофным, миксотрофным или гетеро-

трофным. Предпочтительно микроорганизмы способны к продуцированию PUFA благодаря системе, 

подобной поликетидсинтазной системе. Система, подобная поликетидсинтазной системе, может пред-
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ставлять собой эндогенную систему или благодаря генетической инженерии, экзогенную систему. 

Биомасса предпочтительно содержит клетки, которые продуцируют PUFA гетеротрофно. Клетки в 

соответствии с настоящим изобретением предпочтительно выбраны из водорослей, грибов, в частности, 

дрожжей, бактерий или простейших. Подходящие клетки продуцирующих масло дрожжей представляют 

собой, в частности, штаммы Yarrowia, Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon и 

Lipomyces. Более предпочтительно клетки представляют собой клетки микробных водорослей, микрово-

дорослей или грибов. 

Подходящие клетки продуцирующих масло микроводорослей и подобных водорослям микроорга-

низмов представляют собой, в частности, микроорганизмы, выбранные из царства Stramenopiles (также 

называемого Heterokonta). Микроорганизмы царства Stramenopiles, в частности, могут быть выбраны из 

следующих групп микроорганизмов: Hamatores, Proteromonads, Opalines, Developayella, Diplophrys, 

Labrinthulids, Thraustochytrids, Biosecids, Oomycetes, Hypochytridiomycetes, Commation, Reticulosphaera, 

Pelagomonas, Pelagococcus, Ollicola, Aureococcus, Parmales, диатомовые водоросли, Xanthophytes,  

Phaeophytes (бурые водоросли), Eustigmatophytes, Raphidophytes, Synurids, Axodines (включая  

Rhizochromulinales, Pedinellales, Dictyochales), Chrysomeridales, Sarcinochrysidales, Hydrurales, Hibberdiales 

и Chromulinales. Другие предпочтительные группы микроводорослей включают членов группы зеленых 

водорослей и динофлагеллятов, включая членов из рода Crypthecodinium. 

Биомасса в соответствии с настоящим изобретением предпочтительно содержит клетки организмов 

из таксона Labyrinthulomycetes (Labyrinthulea, лабиринтуломицеты грибы, лабиринтулы), в частности 

клетки организмов из семейства Thraustochytriaceae, и предпочтительно по сути состоит из таких клеток. 

Семейство Thraustochytriaceae (также называемое Thraustochytrids) включает роды Althomia,  

Aplanochytrium, Aurantiochytrium, Botryochytrium, Elnia, Japonochytrium, Oblongichytrium, Parietichytrium, 

Schizochytrium, Sicyoidochytrium, Thraustochytrium и Ulkenia. Биомасса, в частности, предпочтительно 

содержит клетки организмов из родов Aurantiochytrium, Oblongichytrium, Schizochytrium или  

Thraustochytrium, главным образом организмы из рода Schizochytrium. 

В соответствии с настоящим изобретением полиненасыщенная жирная кислота (PUFA) предпочти-

тельно представляет собой высоконенасыщенную жирную кислоту (HUFA), в частности высоконенасы-

щенную жирную кислоту с длинной цепью (1cHUFA). 

Клетки, присутствующие в биомассе, предпочтительно характеризуются тем, что они содержат по 

меньшей мере 20% по весу, предпочтительно по меньшей мере 30% по весу, в частности, по меньшей 

мере 35% по весу, более предпочтительно по меньшей мере 40% по весу PUFA, в каждом случае в пере-

счете на сухое вещество клеток. 

В соответствии с настоящим изобретением термин "липид" включает фосфолипиды; свободные 

жирные кислоты; сложные эфиры жирных кислот; триацилглицерины; диацилглицерины; моноацилгли-

церины; стерины и сложные эфиры стеринов; каротиноиды; ксантофилы (например, оксикаротиноиды); 

углеводороды; полученные из изопреноидов соединения и другие липиды, известные специалисту в дан-

ной области техники. Термины "липид" и "масло" применяют взаимозаменяемо в соответствии с настоя-

щим изобретением. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения большинство липидов при-

сутствует в форме триацилглицеринов, предпочтительно по меньшей мере 50% по весу, в частности, по 

меньшей мере 75% по весу, и в особенно предпочтительном варианте осуществления по меньшей мере 

90% по весу присутствующих липидов присутствуют в клетке в форме триглицеридов. 

В соответствии с настоящим изобретением подразумевается, что полиненасыщенные жирные ки-

слоты (PUFA) означают жирные кислоты, имеющие по меньшей мере две, в частности, по меньшей мере 

три двойные С-С-связи. В соответствии с настоящим изобретением высоконенасыщенные жирные ки-

слоты (HUFA) являются предпочтительными среди PUFA. В соответствии с настоящим изобретением 

подразумевается, что HUFA означают жирные кислоты, имеющие по меньшей мере четыре двойные  

С-С-связи. 

PUFA могут присутствовать в клетке в свободной форме или в связанной форме. Примеры наличия 

в связанной форме представляют собой фосфолипиды и сложные эфиры PUFA, в частности моноацил-, 

диацил- и триацилглицерины. В предпочтительном варианте осуществления большинство PUFA присут-

ствует в форме триацилглицеринов, предпочтительно по меньшей мере 50% по весу, в частности по 

меньшей мере 75% по весу, и в особенно предпочтительном варианте осуществления по меньшей мере 

90% по весу присутствующих PUFA присутствуют в клетке в форме триацилглицеринов. 

Предпочтительно липиды, содержащиеся в клетках, содержат PUFA в количестве более 15 вес.%, 

предпочтительно более 20, 25 или 30 вес.%, более предпочтительно более 35 или 40 вес.%, еще более 

предпочтительно более 45 или 50 вес.% и наиболее предпочтительно более 55 вес.%. 

Предпочтительными PUFA являются омега-3 жирные кислоты и омега-6 жирные кислоты, при этом 

омега-3 жирные кислоты являются особенно предпочтительными. В данном документе предпочтитель-

ными омега-3 жирными кислотами являются эйкозапентаеновая кислота (ЕРА, 20:5ω-3), в частности 

(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)-эйкоза-5,8,11,14,17-пентаеновая кислота, и докозагексаеновая кислота (DHA,  
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22:6ω-3), в частности (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)-докоза-4,7,10,13,16,19-гексаеновая кислота. 

В очень предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения применяют клетки, в 

частности штамм Schizochytrium, который продуцирует значительное количество ЕРА и DHA одновре-

менно, при этом DHA предпочтительно продуцируется в количестве по меньшей мере 20 вес.%, пред-

почтительно в количестве по меньшей мере 30 вес.%, в частности в количестве от 30 до 50 вес.%, и ЕРА 

продуцируется в количестве по меньшей мере 5 вес.%, предпочтительно в количестве по меньшей мере 

10 вес.%, в частности в количестве от 10 до 20 вес.% (относительно общего количества липида, содер-

жащегося в клетках, соответственно). Продуцирующие DHA и ЕРА штаммы Schizochytrium могут быть 

получены с помощью последовательного мутагенеза с последующим соответствующим отбором мутант-

ных штаммов, которые демонстрируют преимущественное продуцирование ЕРА и DHA и конкретное 

соотношение EPA:DHA при определенных условиях культивирования. Любое химическое или нехими-

ческое (например, ультрафиолетовое (УФ) излучение) средство, способное к индуцированию генетиче-

ского изменения в отношении микробной клетки, может применяться в качестве мутагена. Такие средст-

ва могут применяться отдельно или в комбинации друг с другом, и химические средства могут приме-

няться в чистом виде или с растворителем. Эти способы хорошо известны специалистам в данной облас-

ти техники. 

Предпочтительные виды микроорганизмов рода Schizochytrium, которые продуцируют одновре-

менно ЕРА и DHA, депонированы под номером доступа АТСС РТА-9695, РТА-9696, РТА-9697,  

РТА-9698, РТА-10208, РТА-10209, РТА-10210 или РТА-10211, РТА-10212, РТА-10213, РТА-10214,  

РТА-10215. 

Способы получения биомассы, в частности биомассы, которая содержит клетки, содержащие липи-

ды, в частности PUFA, в частности с помощью организмов из отряда Thraustochytriales, подробно описа-

ны в уровне техники (см., например, WO 91/07498, WO 94/08467, WO 97/37032, WO 97/36996,  

WO 01/54510). Как правило, продуцирование происходит у клеток, которые культивируют в ферментере 

в присутствии источника углерода и источника азота одновременно с рядом дополнительных веществ, 

таких как минералы, которые обеспечивают рост микроорганизмов и продуцирование PUFA. В данном 

контексте могут быть достигнуты значения плотности биомассы, составляющие более 100 г/л, и значе-

ния скорости продуцирования, составляющие более 0,5 г липида на 1 л/ч. Способ предпочтительно осу-

ществляют с помощью способа, известного как периодический способ с подпиткой, т.е. осуществляется 

постепенная подпитка источниками углерода и дополнительных питательных веществ в ходе фермента-

ции. Когда необходимое количество биомассы получено, продуцирование липидов индуцируется, как 

описано выше. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения клетки выращивают в фазе 

увеличения плотности биомассы, пока они не достигнут плотности биомассы, составляющей по меньшей 

мере 80 или 100 г/л, более предпочтительно по меньшей мере 120 или 140 г/л, в частности, по меньшей 

мере 160 или 180 г/л, наиболее предпочтительно по меньшей мере 200 г/л (в пересчете на содержание 

сухого вещества). Такие способы раскрыты, например, в US 7732170. 

Определение плотности биомассы может быть осуществлено с помощью гравиметрического анали-

за. Для осуществления этого образец ферментационного бульона с определенным объемом взвешивают 

до и после лиофильной сушки. Остаточный вес высушенного образца соответствует биомассе, содержа-

щейся в этом определенном объеме ферментационного бульона. 

Предпочтительно клетки подвергают ферментации в среде с низкой соленостью, в частности, чтобы 

избежать коррозии. Этого можно достичь с применением не содержащих хлора солей натрия в качестве 

источника натрия вместо хлорида натрия, таких как, например, сульфат натрия, карбонат натрия, гидро-

карбонат натрия или кальцинированная сода (смесь карбоната натрия и оксида натрия). Предпочтитель-

но хлорид применяют в ферментационной смеси в количествах менее 3 г/л, в частности, менее 500 мг/л, 

особенно предпочтительно менее 100 мг/л. 

Концентрация натрия составляет (выражается в г/л Na) предпочтительно по меньшей мере прибли-

зительно 1 г/л, более предпочтительно находится в диапазоне от 1 до 50 г/л и более предпочтительно 

находится в диапазоне от 2 до 25 г/л. 

Подходящие источники углерода представляют собой как спиртовые, так и неспиртовые источники 

углерода. Примеры спиртовых источников углерода представляют собой метанол, этанол, изопропанол и 

глицерин. Примеры неспиртовых источников углерода представляют собой фруктозу, глюкозу, сахарозу, 

мелассу, крахмал, в частности кукурузный крахмал, кукурузную патоку, тростниковый сахар и свекло-

вичный сахар. Жирные кислоты в форме жирных оксикислот, триацилглицеридов и ди- и моноацилгли-

церидов могут также служить в качестве источника углерода. Подходящий диапазон количества источ-

ника углерода, необходимого для конкретного микроорганизма во время процесса ферментации, хорошо 

известен специалисту в данной области техники. 

Предпочтительно клетки подвергают ферментации при значении рН от 3 до 11, в частности от 4 до 

10, и предпочтительно при температуре, составляющей по меньшей мере 15°С, в частности от 20 до 

40°С, более предпочтительно по меньшей мере 24°С, в частности по меньшей мере 28°С. Типичный про-
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цесс ферментации длится примерно до 200 ч. Типичная фаза продуцирования липидов в таком процессе 

ферментации занимает приблизительно до 100 ч. 

Способы по настоящему изобретению предпочтительно предусматривают среднюю скорость полу-

чения липидов, составляющую по меньшей мере приблизительно 0,3 г/л/ч, более предпочтительно по 

меньшей мере приблизительно 0,4 г/л/ч, в частности, по меньшей мере приблизительно 0,5 г/л/ч и наибо-

лее предпочтительно по меньшей мере приблизительно 0,6 г/л/ч. 

Предпочтительно способы по настоящему изобретению предусматривают среднюю скорость полу-

чения PUFA, составляющую по меньшей мере приблизительно 0,2 г PUFA/л/ч, в частности, по меньшей 

мере приблизительно 0,3 г PUFA/л/ч, более предпочтительно по меньшей мере приблизительно 0,4 г 

PUFA/л/ч и наиболее предпочтительно по меньшей мере приблизительно 0,5 г PUFA/л/ч, где PUFA отно-

сится предпочтительно к смеси DHA и ЕРА. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения микроорганизмы выращива-

ли периодическим способом с подпиткой. Периодический способ с подпиткой представляет собой спо-

соб ферментации, где один или более субстратов добавляют постепенно. 

Способы по настоящему изобретению для выращивания микроорганизмов включают фазу увеличе-

ния плотности биомассы. В фазе увеличения плотности биомассы основной целью процесса фермента-

ции является увеличение плотности биомассы в ферментационной среде с получением плотностей био-

массы, описанных выше. Скорость подачи источника углерода обычно поддерживается на определенном 

уровне или в диапазоне, который не оказывает значительного вредного эффекта на продуктивность био-

массы микроорганизмов или жизнеспособность микроорганизмов в результате недостаточных возмож-

ностей оборудования для ферментации удалять тепло и переносить газы в и из жидкого бульона. 

Фаза увеличения плотности биомассы происходит во время обычной технической ферментации на 

различных фазах, например, ферментация может включать предпосевную стадию или ряд предпосевных 

стадий и посевную стадию, которая в конечном итоге переходит в производственную стадию  

ферментации. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения все источники лимитирую-

щих питательных веществ, в частности источники лимитирующих азота и фосфата, постоянно присутст-

вуют в большом количестве перед инициацией фазы продуцирования липидов, чтобы обеспечить макси-

мальный рост биомассы. Это означает, в частности, что присутствие источников лимитирующих азота и 

фосфата все еще можно обнаружить в ферментационном бульоне, применяя для измерения способы, ука-

занные ранее, когда предпосевная и посевная стадия завершены и полученный ферментационный бульон 

был дополнительно перенесен на следующую стадию ферментации. Однако концентрации также не 

должны быть слишком высокими для избегания вредных эффектов в отношении микроорганизмов. 

Предпочтительно перед инициацией фазы продуцирования липидов концентрация источника(ов) лими-

тирующего азота всегда значительно выше 5,6×10
-3

 моль/л (соответствует 0,1 г/л аммония), а концентра-

ция источника(ов) лимитирующего фосфата всегда значительно выше 5,4×10
-3

 моль/л (соответствует  

0,5 г/л фосфата). 

Способы по настоящему изобретению для выращивания микроорганизмов также включают фазу 

продуцирования липидов. В этой фазе первичное применение субстрата микроорганизмами заключается 

не в повышении плотности биомассы, а скорее в применении субстрата для получения липидов. Следует 

понимать, что липиды также продуцируются микроорганизмами в меньшем количестве во время фазы 

увеличения плотности биомассы; однако, как указано выше, основной целью в фазе увеличения плотно-

сти биомассы является увеличение плотности биомассы. 

Уровень растворенного кислорода (DO) в ферментационной среде во время фазы увеличения плот-

ности биомассы составляет предпочтительно по меньшей мере приблизительно 8% насыщения и пред-

почтительно от 10 до 20% насыщения, во время фазы получения растворенный кислород в ферментаци-

онной среде обычно поддерживается в том же диапазоне, что и в фазе увеличения плотности биомассы, 

но может также уменьшаться приблизительно до 3% насыщения или меньше. В начале ферментации 

уровень DO может достигать насыщения или быть близок к нему, и по мере роста микробов он может 

снижаться до этих низких установленных значений DO. В одном конкретном варианте осуществления 

настоящего изобретения уровень растворенного кислорода, представленный количественно, в фермента-

ционной среде варьируется во время процесса ферментации. 

Количество растворенного кислорода, присутствующего в ферментационной среде, можно контро-

лировать путем контроля количества кислорода в свободном пространстве ферментера, путем увеличе-

ния или уменьшения скорости аэрации, путем контроля скорости, с которой ферментационную среду 

взбалтывают (или перемешивают), или путем контроля обратного давления в среде, или путем комбина-

ции этих параметров. Например, высокая скорость взбалтывания (или перемешивания) и/или высокая 

скорость аэрации приводят к относительно большему количеству растворенного кислорода в фермента-

ционной среде, чем низкая скорость взбалтывания и/или низкая скорость аэрации. 

После завершения ферментации клетки можно пастеризовать с целью уничтожения клеток и деак-

тивации ферментов, которые могут способствовать разрушению липидов. Пастеризации предпочтитель-
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но достигают путем нагревания биомассы до температуры от 50 до 121°С, предпочтительно от 50 до 

70°С, в течение периода от 5 до 80 мин, в частности, от 20 до 60 мин. 

Аналогично после завершения ферментации могут быть добавлены антиоксиданты с целью защиты 

PUFA, присутствующих в биомассе, против окислительного разрушения. В данном контексте предпоч-

тительные антиоксиданты представляют собой ВНТ, ВНА, ТВНА, галлат, пропилгаллат, этоксикин, бета-

каротин, витамин Е и витамин С. Антиоксидант, при применении, предпочтительно добавляют в количе-

стве от 0,01 до 2% по весу. 

Любые известные в настоящее время способы выделения могут использоваться для выделения мик-

роорганизмов из ферментационной среды, включая центрифугирование, фильтрацию, ультрафильтра-

цию, декантацию и выпаривание растворителя. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящего изобретения после ферментации эука-

риотических микроорганизмов происходит процесс восстановления липидов. Извлечение липидов мо-

жет, например, включать удаление воды из указанной ферментационной среды для получения сухих 

микроорганизмов и последующее выделение указанных липидов из указанных сухих микроорганизмов. 

Стадия удаления воды может включать высушивание ферментационного бульона либо непосредственно, 

либо после концентрации ферментационного бульона в барабанной сушилке или в грануляторе с кипя-

щим слоем без предварительного центрифугирования. 

В качестве альтернативы способ извлечения липидов может также включать обработку фермента-

ционного бульона для пермеабилизации, лизиса или разрушения микробных клеток и последующее из-

влечение липидов из ферментационного бульона путем гравитационного разделения и предпочтительно 

центрифугирования с или без помощи водорастворимого растворителя для помощи в разрушении эмуль-

сии липид/вода. Способы лизиса клеток в ферментационном бульоне, например, описаны в  

WO 2001/053512, WO 2002/010423, WO 2011/153246, WO 2015/095694 и WO 2015/095696. Предпочти-

тельные способы извлечения липидов после того, как клетки пермеабилизировали, разрушали или лизи-

ровали в ферментационном бульоне (что позволяет разрушать липидную эмульсию и извлекать богатую 

липидами фракцию) включают способ обезмасливания, указанный в WO 96/05278. В этом способе водо-

растворимое соединение, например спирт или ацетон, добавляют к эмульсии масло/вода для разрушения 

эмульсии и полученную смесь отделяют путем гравитационного разделения, например центрифугирова-

ния. Этот способ может также быть модифицирован для применения других средств (водо- и/или липи-

дорастворимых) для разрушения эмульсии. 

Микроорганизмы, извлеченные из них липиды, биомасса, оставшаяся после экстракции липидов, 

или их комбинации могут использоваться непосредственно в качестве пищевого ингредиента, такого как 

ингредиент в напитках, соусах, молочных продуктах (таких как молоко, йогурт, сыр и мороженое) и 

мучных изделиях; пищевая добавка (в формах капсулы или таблетки); корм или кормовая добавка для 

любого животного, чье мясо или продукты употребляются людьми; пищевая добавка, включая детское 

питание и детскую смесь; и фармацевтические препараты (применение в прямой или вспомогательной 

терапии). 

Термин "животное" означает любой организм, принадлежащий к царству "Животные", и включает, 

без ограничения, любое животное, из которого получают мясо птицы, морепродукты, говядину, свинину 

или баранину. Морепродукты получают, без ограничения, из рыб, креветок и моллюсков. 

Термин "продукты" включает любой продукт, отличный от мяса, полученного из этих животных, 

включая, без ограничения, яйца, молоко или другие продукты. При кормлении этих животных полинена-

сыщенные липиды могут быть включены в мясо, молоко, яйца или другие продукты этих животных для 

увеличения содержания таких липидов. 

Примеры 

Пример 1. Получение липидосодержащей биомассы Schizochytrium sp ATCC PTA-9695 путем одно-

кратного ограничения количества аммиака при переходе в фазу продуцирования липидов в процессе ос-

новной ферментации. 

Культуры инокулировали 10% (вес./вес.) ATCC PTA-9695 из посевной стадии ферментации и клет-

ки культивировали в течение приблизительно 192 ч в 10 л ферментерах с начальным количеством 7,5 л и 

конечным количеством 10 л. Во время ферментации подавали раствор декстрозы 85% (вес./об.) для под-

держания концентрации глюкозы приблизительно 50 г/л в ферментационном бульоне. В фазе образова-

ния биомассы (приблизительно 60 ч времени ферментации) концентрацию аммиака в бульоне поддержи-

вали в диапазоне от 0,2 до 0,4 г/л. Через определенные промежутки времени раствор KH2PO4 добавляли 

для поддержания концентрации фосфата от 0,5 до 2 г/л в течение всего времени ферментации. Заданное 

значение рН поддерживали путем титрования с аммиачной водой в ферментере. После приблизительно 

60 ч ферментации было решено инициировать переход в фазу получения маслянистых фракций путем 

прекращения титрования аммиачной воды, что привело к полному истощению аммиака из бульона, и 

вместо этого переключались на титрование с NaOH, в то время как титрование KH2PO4 поддерживали. В 

частности, фосфат поддерживали во время фазы получения маслянистых фракций при концентрации 

приблизительно 0,5 г/л во время одного прогона и при концентрации приблизительно 1,5 г/л во время 
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другого прогона. Уровень растворенного кислорода (DO) поддерживали при 20% насыщения или выше в 

бульоне во время всего процесса ферментации. DO контролировали с помощью скоростью мешалки. 

Стартовая среда основного ферментера характеризовалась следующим составом. 
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Условия культивирования были следующими. 

 

 
После общего времени ферментации 192 ч процесс ферментации останавливали путем нагревания 

бульона до 60°С в течение 20 мин, что останавливало метаболизм клеток. Затем определяли общее коли-

чество масла, продуцированного клетками. Оказалось, что прекращение подачи азота с одновременным 

поддержанием подачи фосфата при концентрациях приблизительно 500 или приблизительно 1500 мг/л 

приводит к конечному общему содержанию жиров в клетках, составляющему 47 и 43% соответственно. 

Пример 2. Получение липидосодержащей биомассы Schizochytrium sp ATCC PTA-9695 путем одно-

кратного ограничения количества РО4 при переходе в фазу продуцирования липидов в процессе основ-

ной ферментации. 

Культуры инокулировали 10% (вес./вес.) ATCC PTA-9695 из посевной стадии ферментации и клет-

ки культивировали в течение приблизительно 192 ч в 10 л ферментерах с начальным количеством 7,5 л и 

конечным количеством 10 л. Во время ферментации подавали раствор декстрозы 85% (вес./об.) для под-

держания концентрации глюкозы приблизительно 50 г/л в ферментационном бульоне. В фазе образова-
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ния биомассы (приблизительно 60 ч времени ферментации) концентрацию фосфата в бульоне поддержи-

вали в диапазоне от 500 до 2000 мг/л путем добавления раствора KH2PO4 через определенные интервалы 

времени. Для инициации фазы получения маслянистых фракций, обеспечивали непрерывное снижение 

концентрации РО4 до тех пор, пока он не был полностью истощен из бульона. Концентрацию аммиака 

поддерживали во время всего процесса ферментации и, в частности, во время фазы получения масляни-

стых фракций в диапазоне от 0,2 до 0,4 г/л. Заданное значение рН поддерживали путем титрования с ам-

миачной водой в ферментере или путем титрования комбинации аммиачной воды и NaOH. Уровень рас-

творенного кислорода (DO) поддерживали при 20% насыщения или выше в бульоне во время всего про-

цесса ферментации. DO контролировали с помощью скоростью мешалки. 

Стартовая среда основного ферментера характеризовалась следующим составом. 
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Условия культивирования были следующими. 

 
После общего времени ферментации 192 ч процесс ферментации останавливали путем нагревания 

бульона до 60°С в течение 20 мин, что останавливало метаболизм клеток. Затем определяли общее коли-

чество масла, продуцированного клетками. Оказалось, что прекращение подачи фосфата с одновремен-

ным поддержанием подачи аммиака при концентрациях от 0,2 до 0,4 г/л приводит к конечному общему 

содержанию жиров в клетках, составляющему от 50 до 60%. 

Пример 3. Получение липидосодержащей биомассы Schizochytrium sp. ATCC PTA-9695 путем од-

новременного ограничения количества аммиака и фосфата при переходе в фазу продуцирования липидов 

в процессе основной ферментации. 

Эту ферментацию проводили практически при тех же условиях, которые описаны в примере 1, с 

раствором KH2PO4, который добавляли только в фазе образования биомассы в процессе ферментации, 

для поддержания концентрации фосфата в диапазоне от 500 до 2000 мг/л. После фазы образования био-

массы обеспечивали непрерывное снижение концентрации фосфата без дополнительного добавления 

раствора KH2PO4. При прекращении добавления раствора KH2PO4 культуру подвергали одновременному 

ограничению количества аммиака и фосфата. Оказалось, что прекращение как подачи фосфата, так и по-
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дачи аммиака обеспечивало лучший выход конечного общего содержания жиров в клетках, а именно 

общего количества жиров, составляющего приблизительно 70%. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ получения липидов, содержащих полиненасыщенные жирные кислоты, из микроорга-

низмов, способных продуцировать липиды в количестве по меньшей мере приблизительно 10 вес.% от 

их биомассы, который включает фазу увеличения плотности биомассы и фазу продуцирования липидов, 

включающий: 

a) добавление во время фазы увеличения плотности биомассы к ферментационной среде, содержа-

щей указанные микроорганизмы, источника углерода и по меньшей мере двух источников лимитирую-

щих питательных веществ со скоростью, достаточной для увеличения плотности биомассы указанной 

ферментационной среды по меньшей мере до 50 г/л; и 

b) прекращение или снижение в значительной степени подачи по меньшей мере двух из указанных 

источников лимитирующих питательных веществ в фазе продуцирования липидов, при поддержании 

подачи источника углерода, где микроорганизмы выбраны из родов Schizochytrium и Aurantiochytrium, 

указанные по меньшей мере два источника лимитирующих питательных веществ представляют собой 

источник азота и источник фосфата, и концентрация обоих указанных по меньшей мере двух источников 

лимитирующих питательных веществ опускается ниже 0,01 моль/л во время ферментации. 

2. Способ по п.1, где концентрация указанных по меньшей мере двух источников лимитирующих 

питательных веществ находится ниже 0,01 моль/л в течение по меньшей мере 30% продолжительности 

фазы продуцирования липидов, предпочтительно в течение по меньшей мере 40, 50 или 60% продолжи-

тельности фазы продуцирования липидов, наиболее предпочтительно в течение по меньшей мере 70, 80 

или 90% продолжительности фазы продуцирования липидов. 

3. Способ по п.1 или 2, где концентрация обоих указанных по меньшей мере двух источников ли-

митирующих питательных веществ опускается ниже 0,005 моль/л, наиболее предпочтительно ниже  

0,003 моль/л, в частности, до нуля и/или ниже предела обнаружения этих источников лимитирующих 

питательных веществ во время ферментации. 

4. Способ по любому из пп.1-3, где концентрации указанных по меньшей мере двух источников ли-

митирующих питательных веществ опускаются ниже 0,01 моль/л, более предпочтительно ниже  

0,005 моль/л, наиболее предпочтительно ниже 0,003 моль/л, в частности, до нуля и/или ниже предела 

обнаружения этих источников лимитирующих питательных веществ в течение 40 ч, предпочтительно в 

течение 30 ч, более предпочтительно в течение 20 ч после инициации фазы продуцирования липидов. 

5. Способ по любому из предыдущих пунктов, где концентрации указанных по меньшей мере двух 

источников лимитирующих питательных веществ находятся ниже 0,01 моль/л, более предпочтительно 

ниже 0,005 моль/л, наиболее предпочтительно ниже 0,003 моль/л, в частности, равняются нулю и/или 

находятся ниже предела обнаружения этих источников лимитирующих питательных веществ по мень-

шей мере в течение всего промежутка, соответствующего заключительным 40%, более предпочтительно 

по меньшей мере в течение всего промежутка, соответствующего заключительным 50%, более предпоч-

тительно по меньшей мере в течение всего промежутка, соответствующего заключительным 60, 70 или 

80% продолжительности фазы продуцирования липидов. 

6. Способ по любому из предыдущих пунктов, где концентрации указанных по меньшей мере двух 

источников лимитирующих питательных веществ находятся ниже 0,01 моль/л, более предпочтительно 

ниже 0,005 моль/л, наиболее предпочтительно ниже 0,003 моль/л, в частности, равняются нулю и/или 

находятся ниже предела обнаружения этих источников лимитирующих питательных веществ по мень-

шей мере в течение последних 20 ч ферментации, более предпочтительно по меньшей мере в течение 

последних 40 ч ферментации, в частности, по меньшей мере в течение последних 60 ч ферментации. 

7. Способ по любому из пп.1-6, где указанный источник азота включает неорганическую соль ам-

мония, в частности гидроксид аммония, или аммиак, или их смеси. 

8. Способ по любому из пп.1-7, где источник фосфата включает фосфорную кислоту или неоргани-

ческие фосфатные соли, в частности дигидрофосфат калия, или их смеси. 

9. Способ по любому из пп.1-8, где в фазе продуцирования липидов количество источника(ов) азота 

уменьшается ниже концентрации 5,6×10
-3

 моль/л и количество источника(ов) фосфата уменьшается ниже 

концентрации 5,4×10
-3

 моль/л в течение временного промежутка не более чем 40 ч, предпочтительно не 

более чем 30 или 20 ч. 

10. Способ по любому из пп.1-9, где в фазе продуцирования липидов количество источника(ов) азо-

та и источника(ов) фосфата уменьшается до нуля и/или ниже предела обнаружения этих соединений в 

течение временного промежутка не более чем 40 ч, предпочтительно не более чем 30 ч, более предпочти-

тельно не более чем 20 или 10 ч. 

11. Способ по любому из пп.1-10, где концентрация источника(ов) азота всегда находится ниже 

5,6×10
-3

 моль/л, а концентрация источника(ов) фосфата всегда находится ниже 5,4×10
-3

 моль/л по мень-

шей мере в течение заключительных 75%, предпочтительно по меньшей мере в течение заключительных 
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80%, более предпочтительно по меньшей мере в течение заключительных 90% продолжительности фазы 

продуцирования липидов. 

12. Способ по любому из предыдущих пунктов, где во время фазы продуцирования липидов подачу 

по меньшей мере двух источников лимитирующих питательных веществ прекращают. 

13. Способ по любому из пп.1-11, где во время фазы продуцирования липидов подачу по меньшей 

мере одного, предпочтительно всех, по меньшей мере из двух источников лимитирующих питательных 

веществ поддерживают. 

14. Способ по любому из предыдущих пунктов, где фазу увеличения плотности биомассы проводят 

до тех пор, пока плотность биомассы не достигнет по меньшей мере 80 г/л, предпочтительно по меньшей 

мере 100 г/л, более предпочтительно по меньшей мере 120 г/л, в частности, по меньшей мере 150 г/л. 

15. Способ по любому из предыдущих пунктов, где микроорганизмы способны к продуцированию 

липидов в количестве по меньшей мере приблизительно 20 вес.%, предпочтительно по меньшей мере 

приблизительно 30 вес.%, более предпочтительно по меньшей мере приблизительно 40 вес.% от их био-

массы. 

16. Способ по любому из предыдущих пунктов, где по меньшей мере приблизительно 15 вес.% по-

лученных липидов являются полиненасыщенными липидами. 
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