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(57) Sammendrag:

Garcelle, fortrinsvis en mutant af Phaffia rhodozyma, der, nar dén
dyrkes under betingelser, der omfatter en oxygenoverferselshastighed
pa mindst 30 mmol pr. 1 pr. time pd Difco YM-medium ved 20-22°C i 5
dage i 500 ml rystekolber med to prelleplader, der indeholder 50 ml
af mediet, og underkastes»omryscning ved cirkelbevagelse ved 150
omdr. pr. minut, idet inokulum er 100 ul af en 4 dage gammel YM-
kultur, fremstiller det rede pigment, astaxanthin, i en mangde pad
mindst 300 ug pr. g garterstof, typisk mindst 800 upg pr. g garter-
stof, som bestemt ved HPLC-analyse under anvendelse af rem astaxan-
thin som standard af en methanolekstrakt af garen, der er fremstillet
ved at underkaste en suspension af 0,2 g garterstof i 20 ml methanol
5 x 1 minuts disintegration med intervaller pi et halvt minut, idet
disintegrationen udferes ved en temperatur pd hejst 20°C i en glas-
kuglemelle, der indeholder 15 g glaskugler med en diameter pi 0,4 mm,
idet glaskuglemellen er forsynet med en kelekappe med isvand.

fortsaettes
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Astaxanthinmzngden, der produceres af gzrcellen, dvs. mindst 300 og
typisk mindst 800 ug pr. g gzrterstof, ber sammenlignes med de mang-
der astaxanthin, der opnds af kendte Phaffia rhodozyma stammer, som
er hejst 250 ug pr. g garterstof. Phaffia rhodozyma mutanterne kan
opnas ved konventionelle mutageniseringsmetoder. Garcellerne dyrkes
fortrinsvis ved fed-batch fermentering, som udferes under tilstrakke-
lig beluftning, idet fed-batch fermenteringen fortrinsvis omfatter en
vazkstfase og en efterfelgende vakstbegrazmset fase. Efter dyrkningen
kan gercellerne for eksempel edelzgges og homogeniseres, og astaxan-
thinet kan eventuelt ekstraheres fra garcellerne. Garcellerne eller
det ekstraherede astaxanthin kan anvendes i dyrefoder, isar foder til

anadrome fisk sasom laks eller erred, der, nar de fodres med det

astaxanthinholige foder, opnar en attraktiv, red farve.
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Den foreliggende opfindelse angar astaxanthinproducerende Phaffia rhodozyma-
gaerstammer, en fremgangsmade til fremstilling af astaxanthinproducerende
Phaffia rhodozyma-celler eller celledele eller astaxanthin. Derudover angﬁr
opfindelsen et dyrefoder, som indeholder astaxanthinholdige geaerceller eller
gaercelledele indeholdende astaxanthin, der er isoleret derfra_, savel som en

fremgangsmade til fodring af dyr med foderet.

Det er kendt, at den rede farve af kpdet af anadrome fisk s3som laks eller
haverred skyldes rede pigmenter s3som astaxanthin, som er til stede i den fode,
der indtages af fisken. I naturlige omgivelser opnar fiskene deres rede farve fra
skaldyr eller andre astaxanthinholdige o~rganismer, men nar de dyrkes i fiske-
opdreet har fiskene ikke adgang til disse naturlige pigmentkilder og opndr derfor
ikke den attraktive rade farve, medmindre rgde pigmenter tilfares med

foderet.

Astaxanthin, der er isoleret fra skaldyrsaffald eller fremstillet syntetisk, sdvel som
andre syntetiske rode pigmenter sdsom cantaxanthin er s3ledes blevet anvendt
som bestanddele i fiskefoder. Anvendelsen af cantaxanthin i animalsk foder er
imidlertid forbudt i visse lande, og den syntetiske astaxanthinproduktion sdvel som
fremgangsmaden til isolering af naturligt astaxanthin er ganske dyr og ofte ogsa

genstand for saeesonmaessige variationer.

Der kendes andre naturlige astaxanthinkilder, herunder gzeren Phaffia rhodozyma
og visse mikroalger sdsom den encellede gruppe af grenne aiger Chlamydomonas
nivalis [Gert Knutson et al., "Pigmentering af laks med astaxanthin fra mikroalger”,
Norsk Fiskeopdrzet nr. 3, pp. 4-6, 55 (1989)]. Det astaxanthin, der fremstilles af
disse organismer, har vist sig at videregive den pnskede rede farve til anadrome
fisk [Eric A. Johnson et al., "Phaffia rhodozyma as an astaxanthin source in
salmonid diets”, Aquaculture, 20, pp. 123-134 (1980) og JP-A 57-206342].
Anvendelsen af geerceller i store maengder som neering for fiskene er imidlertid ikke
onskveerdig, idet dette foder ikke er tilstraekkeligt varieret. P3 den anden side er
den maengde astaxanthin, der fremstilles af organismerne, og som er til stede i en
ernaringsmaessig acceptabel maengde garceller, ikke tilstraekkelig til at opnd den
enskede farvning, og isoleringen af astaxanthin fra gaer ved kendte metoder er

ganske dyr.
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1 Journal of General Microbiology, vol. 115 (1979}, s. 173-183 (Johnson et al.) er
det ganske vist angivet, at Phaffia rhodozyma kan producere 652 ng astaxanthin
pr. g geer. Denne vzerdi er imidiertid baseret pa totalt indhold af carotenoid og pa
en analysemetode, der i forhold tit metoden anvendt i det felgende resulterer i for
hoje vaerdier. Anvendes analysemetoden som beskrevet nedenfor, svarer 652 pug
reelt til ca. 432 pg/g gzer. 1 Journal of Bacteriology, vol. 59 (1985), s. 243-255
henvises til, at der i ovennavnte artikel er omtalt Phaffia rhodozyma med et
astaxanthinindhold p8 800-900 pg/g geer. Det naevnte indhold angdr imidlertid
carotenoidindhold og korrigeret som ovenfor, er det hpjeste angivne astaxanthin-

indhold 540 ng/g geer.

Hvis det imidlertid vil vaere muligt at opna en hejere astaxanthinproduktion fra
disse organismer, ville det vaere muligt at oan en Ipnsom astaxanthinproduktion,

der ikke er underkastet sasonmaessige betingelser.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer hidtil ukendte Phaffia rhodozyma-
geerceller, som indeholder astaxanthin i tilstraekkeligt heje koncentrationer til at
muliggere anvendelsen af gzaercellerne som eller i foder til anadrome fisk og

andre dyr, i hvilke en farvning af dyrets ked eller et produkt fra dyret er
onskvaerdigt. Opfindelsen tilvejebringer ogsd en attraktiv fremgangsmade til
opnaelse af astaxanthin fra astaxanthinholdige gaerceller, seerligt de ovennavnte
geerceller, der har et hpjt astaxanthinindhold. Vigtige aspekter af opfindelsen er
baseret pa en saerlig metode til dyrkning af astaxanthinproducerende celler og/eller
tilvejebringelse af muterede stammer, der har en forbedret nedarvet evne til at

fremstille astaxanthin.

Et aspekt af den foreliggende opfindelse angar saledes en Phaffia rhodozyma-
geercelle, som er den garstamme, der er deponeret under deponeringsnr. 225-87
CBS, eller den gaerstamme, der er deponeret under deponeringsnr. 215-88 CBS,
eller en mutant eller et derivat deraf, eller en mutant elier et derivat af den
gaerstamme, der er deponeret under deponeringsnr. 225-87 CBS, hvilken gaercelle
har bibeholdt den astaxanthinproducerende evne, og som, nar den dyrkes under

betingelser, der omfatter en oxygenoverferselshastighed p& mindst 30 mmol pr.

liter pr. time p3 Difco YM medium ved 20-22°C i S dage i 500 mi rystekolber med 2
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prelieplader, hvilke kolber indeholder 50 ml af mediet og er underkastet orbital
omrystning ved 150 rpm, idet inokulum er 100 ul af en 4 dage gammel kultur i YM-
medium, producerer astaxanthin i en maengde pa mindst 600 ug pr. g gaerterstof
bestemt ved HPLC-analyse under anvendelse af rent astaxanthin som standard pa
en methanolekstrakt af gaeren, der fremstilles ved at underkaste en suspension af
0,29 gaartrarsfofi 20 ml methanol 5 x 1 minuts disintegration i intervaller pa et
halvt minut, idet disintegrationen udferes ved en temperatur, der er hojst 20°C, i
en glaskuglemalle, der indeholder 15 g glaskugler med en diameter p3 0,4 mm,

hvor glaskuglemellen er udstyret med en kelekappe med isvand.

De dyrknings- og bestemmelsesbetingelser, der er naevnt ovenfdr, er anfort for at
standardisere dyrknings- og testmetoderne, saledes at det opnaede resultat vil
afspejle den iboende astaxanthinproducerende evne af den pagaeldende gzer.
Denne metode har ved adskillige forseg udfert af ansegeren vist sig at veere en
egnet og reproducerbar metode, som er nem at udfpre i praksis. Det skal bemaer-
kes, at bestemmelsesmetoden ikke er den samme som den, der er anvendt hidtil i
litteraturen. De i litteraturen hidtil anvendte metoder, jfr. for eksempel Eric A.
Johnson et al., "Astaxanthin formation by the yeast Phaffia rhodozyma"”, Journal of
general microbiology 115, 1979, pp. 173-83, er baseret pa absorbansen af en 1%
(veegt/volumen) oplgsning i acetone i en 1 cm cuvette pa 1600, hvorimod den
veaerdi, som opnas ved at male astaxanthinstandarden fra Hoffmann-La Roche, er
2100. Denne veerdi er baseret pd anspgerens egne malinger savel som pa informa-

tion fra Hoffmann-La Roche.

Den kendte bestemmelsesmetode maler endvidere geerens totale farveindhold,
hvorimod den ovennaevinte standardmetode, der anvendes i naervaerende
anspgning, udelukkende maler astaxanthinindholdet. Nar man sammenligner de
veerdier, der er opndet ved den ovennaevnte standardiserede metode, med de
vaerdier, der er anfert i litteraturen, ber man vaere opmaerksom pa, at de veerdier,
der er anvendt i litteraturen, vil vaere betragteligt hejere end de sande vaerdier, der
opnas ved den ovenneaevnte standardiserede metode. S3ledes bar der korrigeres for
forskellen mellem ekstinktionskoefficienterne ved at multiplicere det totale
pigmentindhold, der er anfert i litteraturen, med 1600/2100 hver gang

nervarende totale pigmentindhold sammenlignes med litteraturangivelserne.
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De ovenfor anforte dyrkningsbetingelser er de, som ansegeren har fundet at vaere
reproducerbare og signifikante til bestemmelsen af den iboende astaxanthinprodu-
cerende evne. En mere detaljeret forklaring af dyrknings- og bestemmelses-
betingelserne, der anvendes til bestemmelse af gerstammers iboende astaxanthin-

producerende evne, er anfert i forbindelse med eksemplerne.

Gercellen ifglge opfindelsen tilhorer arten Phaffia rhodozyma, idet denne er den

eneste Phaffia-art, der er kendt pd nuvaerende tidspunkt.

Phaffia rhodozyma er pa nuvaerende tidspunkt den eneste kendte gar, der
producerer astaxanthin. Vildtype P. rhodozyma er isoleret fra exudater fra
lpvfzeldende traeer, og et eksempe! pd en sadan vildtypestamme er deponeret hos

the American Type Culture Collection under deponeringsnr. ATCC 24261.

Vegetative P. rhodozyma-celler danner knopper, som hetergbasidiomycete geer.
Clamydosporer udvikles ved knopskydning, men promycelium og egentlig
sporedannelse forekommer ikke. Clamydosporene er relativt store sfariske celler
med et storre fedtindhold end vegetative celler. Forsag pa at krydse forskellige
stammer i hab om at observere dikaryotisk mycelium- og teliosporedannelse er
ikke lykkedes. P. rhodozyma blev derfor kiassificeret i slaegten Deuteromycotina af
ordenen Blastomycetes (jfr. M.W. Miller et al., "Phaffia, a new yeast genus in the
deuteromycotina (Blastomycetes)”, i International Journal of Systematic
Bacteriology 26:2, 1976, pp. 286-291).

Vegetative celler er ellipsoide (3,6-7,5) x (5,5-10,5) ym og er i flydende medium til
stede enkeltvis, i par og i nogle tilfaelde i korte kaeder eller sma grupper. Der
vdvikles ikke et egentligt mycelium, men der kan vaere et rudimentaert
pseudomycelium til stede. Knopdannelse finder sted adskillige gange ud fra samme
punkt p3 cellen. P. rhodozyma har en steerk cellemembran, der er sammensat af
mange lag, og et kapseimateriale, der giver overfladen et granulaert udseende og

forSrsager den ovennaevnte gruppedannelse.

Der er ikke blevet observeret nogen seksuel livscyklus. I lobet af clamydosporernes

udvikling dannes vegetative celler ved knopskydning. Disse celier kan ikke

betragtes som vzerende promycelia med sporer som beskrevet for Aessosporon
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(jfr. J.P. van der Walt, "The perfect and imperfect states of Sporobolomyces
salminicolor, J. Microbiol.Serol. 36, 1970, pp. 49-55). Clamydosporerne kan ikke
betragtes som veerende gonotoconter (seksuelt segregerede sporer), og deres
knopper kan ikke betragtes som veaerende den haploide generation. Det har ikke
vaeret muligt ved kernefarvning at demonstrere diploidisering pa noget vaekst-
stadium. Transmissionelektronmikrografer har kun vist en enkelt kerne under alle
veekstfaser (jfr. M.W. Miller et al., op.cit.). P. rhodozyma er saledes sandsynligvis

haploid, men dette er ikke bevist.

Efter 2-4 ugers vaekst pd YM agar (Difco Laboratories Incorporated, Difco manual:
Dehydrated culture media and reagents for microbiology, 10th Edition, Detroit
1984) er stregkulturer orange til lakse-lyserade, alt afhaengig af stammen.

P. rhodozyma har den serlige egenskab, at den ikke gror ved temperaturer over .
27°C. Den fermenterer D-glucose, maltose, saccharose og raffinose, hvorimod D-

galactose og melibiose ikke fermenteres. De mest almindelige carbonkilder

" assimileres; D-galactose, L-sorbose, melibiose, lactose, glycerol og citrat

assimileres imidlertid ikke. Geaeren kan ikke gro i vitaminfrit medium uden

_tilsaetning af biotin (M.W. Miller et al., op.cit.). De mest almindelige nitrogenkilder

assimileres, herunder urinstof. Kaliumnitrat og ethylamin assimileres ikke. Gaeren
kan ikke gro pa 50 vaegt% glucose garekstrakt agar og heller ikke pa 10 vaegt%
natriumchlorid gaerekstrakt agar. Gaerens syredannelse p3 kridtagar er svag, og
dette gaeider ogsa gelatinesmeltning. Caseinhydrolyse, depolytisk aktivitet og
vaekst i naerveerelse af 0,1 pg cycloheximid pr. mt finder ikke sted, hvorimod
gaeren er i stand til syntetisere stivelseslignende forbindelser uafhaengigt af pH.
G+C-molprocenten er malt til 48,3+0,18 (jfr. Miller et al., op.cit.)

Under vaekst under kuthydrat- og/eller nitrogenbegraensede betingelser, og nar den
er underkastet fed-batch-fermenteringer, fremstilter P. rhodozyma trehalose som
kulhydratlager. Dette er en helt ny observation, som er gjort af ansegeren, og som

ikke fgr er blevet rapporteret.

P. rhodozyma fremstiller et antal carotenoider, af hvilke astaxanthin udger 83-
87%, p-caroten 2-2,5%, echinenon 2-4% og phoenico-xanthin 5-7% ifplge

litteraturen. 1 praksis har forholdet mellem astaxanthin og totalpigment fremstillet
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af P. rhodozyma imidlertid vist sig at variere betragteligt, alt efter dyrkningsbe-
tingelserne for gaercellerne savel som pigmentbestemmelsesmetoden, og har

generelt vist sig at vaere i omradet 50-80%.

5
\ N\ \
|
B-CAROTEN
10
15 ASTAXANTHIN

Alle hydroksylerede pigmenter, herunder astaxanthin, er blevet beskrevet som
ubundne, ikke som estere eller andre derivater {Arthur G. Andrewes et al.

20 "Carotenoids of Phaffia rhodozyma, a red-pigmented fermenting yeast”,
Phytochemistry 15, 1976, pp. 1003-1007). Der eksisterer tre optisk isomere
astaxanthinformer: (3S,3'S), (3R,3'R) og (3S,3R), der hver findes i forskellige
trans- og cis-konfigurationer. Det er blevet beskrevet, at P. rhodozyma kun
fremstiller (3R,3'R)-astaxanthin (Arthur G. Andrewes et al., "(3R,3'R)-astaxanthin

25 from the yeast Phaffia rhodozyma", op.cit., pp. 1009-1011). I naervarende
sammenhang anvendes "astaxanthin” om trans- savel som cis-konfigurationer af

astaxanthin.
Pigmentet i de enkelte P. rhodozyma-celler er ikke synligt, nar cellerne undersgges
30 i mikroskop, hvilket antyder, at pigmentet kan vare dispergeret i hele cellen. Det

er imidlertid ogsa muligt, at pigmentet er koncentreret i visse dele af cellerne.

Astaxanthin er et oxideret carotenoid og tilhgrer derfor xanthophylgruppen. I

lighed med andre carotenoider er astaxanthin sammensat af 8 isoprenenheder. Ved
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astaxanthinbiosyntesen, som er catabolitrepresseret, dannes isopentenylpyro-

phosphat fra acetyl-CoA som vist nedenfor:
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/ \ 7 N/ " /
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15
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PYROPHOSPHAT S5-PYROPHOSPHAT. 5—-PHOSPHAT"

Isopentenylpyrophosphat danner ved tre prenyitransferasereaktioner geranyl-

20 geranylpyrophosphat via geranylpyrophosphat og farnesylpyrophosphat som vist

nedenfor:
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25
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Kondensation af to-molekyler geranylgeranylpyrophosphat danner phytoen som,
via dehydrogeneringstrin og ringdannelse, danner astaxanthin ud fra p-caroten.
Den sidste del af biosyntesen er utvetydigt blevet bestemt, men Andrewes et al.

S (op.cit.) har foreslaet den nedenfor viste metaboliske vej pa basis af pigment-

ompositionen i P. rhodozyma:
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Det enzymsystem, som omdanner geranylgeranylpyrophosphat tit astaxanthin,
kendes ikke, og man ved derfor ikke, hvorfor P. rhodozyma fremstiller (3R,3'R)-
astaxanthin, og om der er nogle regulerende trin'under denne del af biosyntesen.
P3 den anden side er omdannelsen af acetyl-CoA til isopentenylpyrophosphat i
isoprenproducerende organismer, der er forskellige fra P. rhodozyma og de
enzymer, der tager del deri, blevet beskrevet relativt detaljeret. Der vides

mindre om enzymerne, som omdanner isopentenylpyrophosphat til geranylgeranyl-
pyrophosphat (isopentanyl pyrophosphatisomerase og prenylitransferase (J.W.
Porter, S.L. Spurgeon (eds.), "Biosynthesis of isoprenoid compounds". New York,
1981-1983).

Proteinindholdet i P. rhodozyma varierer fra 25 til 50% af gaertarstof ait afhangig
af dyrkningsbetingelserne. Dette er et relativt lavt proteinindhold. I modsaetning
hertil er fedtindholdet ekstraordinzert hejt (14-27%). Det formodes, at
nukleinsyren udger 8% i lighed med andre gaer, 0g at aminosyresammensaetningen
ligner sammenszaetningen i andre kendte gaer, s3som Saccharomyces cerevisiae og
saledes har et meget lavt indhold af visse aminosyrer, for eksempel methionin og
cystein (jfr. Gerald Reed og Henry J. Peppler, Yeast Technology, 1973, p. 329,
udgivet af The AVI Publishing Company, Inc.). Dette og den totale gaersammen-
seetning, som omfatter en hej maengde nukleinsyre, gor gaeren uegnet som
dyreernzering, nar gzeren er den eneste naringskilde, saledes som det er antydet
ovenfor. Gaeren vil saledes ikke veare en egnet hovednaringskomponent til fisk

eller andre dyr uden tilsztning af visse aminosyrer og andre naeringskilder.

Den totale maengde astaxanthin, som fremstilles af vildtype P. rhodozyma, nar
denne dyrkes under de normale kendte betingelser, er tilstrakkelig til at bibringe
gaercelien en red farve, men er ikke tilstreekkelig til at ggre isolering af astaxanthin

fra geercellerne gkonomisk rentabel.

Ingen af de Phaffia rhodozyma-arter, der er beskrevet i litteraturen, har en iboende
astaxanthinproducerende evne pa mere end 600 pg pr. g gaerterstof, nar det ana-
lyseres i overensstemmelse med de ovenfor anfarte standardmetoder, se Tabel 2

og Tabel 6 i eksemplerne. lfplge den foreliggende opfindelse har det imidlertid vist

sig at vaere muligt at opnd gaerceller, som iboende er i stand til at producere
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astaxanthin i en mangde pa mindst 600 pg pr. g gaertarstof, fortrinsvis mindst
700 pg pr. g geerterstof, saerligt mindst 1000 pg pr. geerterstof, isser mindst 1500
ng pr. gaerterstof, og i saerdeleshed mindst 2000 pg pr. g gaertorstof, idet
dyrkningen og evalueringen er udfart ved de ovennaevnte standardmetoder. Disse
gaerceller kan fremstilles ud fra naturligt forekommende Phaffia rhodozyma ved
mutagense. Fremstilling af de omhandiede Phaffia rhodozyma-gaerceller, der
udviser den hgje iboende astaxanthinproducerende evne, der er forklaret ovenfor,
omfatter, at en Phaffia rhodozyma-gaercelle behandles med et mutagen, og der
selekteres en resulterende mutant, der, nadr den dyrkes under de ovennavnte
betingelser, er i stand tif at fremstille astaxanthin i en mangde pa mindst 600 pg

pr. g garterstof bestemt ved den ovenfor anforte fremgangsmade.

Mutagenesen kan udfgres som en enkelt mutagenese, men det har vist sig at veere
fordelagtigt at udfare to eller flere konsekutive mutageneser, idet det har vist sig,
at den iboende evne til at fremstille astaxanthin kan forbedres ved hvert mutage-
nesetrin. Den udgangsgzercelle, der underkastes mutagenese, er normalt en
geercelle, der, nar deh dyrkes under de ovennzevnte betingelser, producerer
astaxanthin i en maengde pa mindre end 300 ug pr. g geertarstof bestemt ved den
ovennavnte metode, men det er klart, at en normal kandidat til mutagenesebe-
handlingen vil veere en naturligt forekommende gaercelle, der har en s3 hgj
iboende astaxanthinproduktion som muligt. S8danne gaerceiler er normalt
geerceller, som titherer slaegten Phaffia, saerligt gaerceller, der tilhgrer arten Phaffia

rhodozyma, saledes som det er naevnt ovenfor.

Mutagenesebehandlingen kan udferes under anvendelse af et hvilket som helst
egnet mutagen (i naervaerende sammenhaeng skal udtrykket "mutagen” forstas i
sin bredeste betydning som omfattende, for eksempel, ikke kun midler, som har en
mutagenisk effekt, men ogs3 behandiing, som har en mutagenisk effekt, sasom
UV-bestraling). Eksempler pd egnede mutagener er ethylmethansulphonat, UV-
bestraling, N-methyi-N'-nitro-N-nitrosoguanidin, nucleotidbaseanaloger s8som
bromouracil og acridiner, men det forventes, at et hvilket som helst andet effektivt

mutagen vil vaere egnet til behandlingen.

I overensstemmelse med konventionelle mutageniseringsteknikker efterfplges

mutageniseringen af en hensigtsmaessig selektion af de celler, som har den hgjeste
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astaxanthinproduktion. Idet astaxanthin er et pigment, kan denne selektion ud-
fores relativt nemt ved hjzelp af normale visuelle midler sdsom simpel observation
af enkeltkolonier. En alternativ metode er at analysere kulturer, der er fremstillet
fra enkeltkolonier, for eksempel under anvendelse af de standardiserede dyrk-

ningsbetingelser og bestemmelsesbetingelser, der er forklaret ovenfor.

En stamme, der blev fremstillet ved mutageniseringsmetoden ifplge opfindelsen, og
som viser en sarlig hgj astaxanthinproduktivitet, blev deponeret den 6. april 1987
hos Centraalbureau voor Schimmelcultures, Oosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740
AG Baarn, Holland (CBS) under 225-87, og en stamme, der er et reisolat af CBS
225-87 (se eksempel 1) blev deponeret den 23. marts 1988 hos CBS under
deponeringsnr. 215-88, og et aspekt af den foreliggende opfindelse angdr disse
gaerstammer savel som mutanter deraf, som i det vaesentlige har bevaret eller

forbedret disse stammers astaxanthinproducerende evne.

Opfindelsen angdr ogsa en fremgangsmade til fremstilling af astaxanthinholdige
Phaffia rhodoxyma-geerceller eller celledele eller astaxanthin afledt fra disse
gaerceller eller celledele. Denne fremgangsmade er ejendommelig ved, at
astaxanthinproducerende Phaffia rhodoxyma-gaerceller dyrkes under aerobe
betingelser i et medium, der indeholder kulhydratkilder, assimilerbare nitrogen- og
phosphorkilder, mikronaeringsstoffer og biotin eller desthiobiotin ved en temperatur
i omradet 15-26°C, sdledes at der opnds en biomasse, der indeholder astaxanthin i
en masngde pa mindst 600 1g pr. g geertprstof bestemt ved den ovenfor anferte
fremgangsmade, og eventuelt at ét eller flere af de falgende trin udfares i arbitraer

reekkefglge:

- Cellerne hostes fra kuituren, saledes at der opnas en gaerflede,

- cellerne abnes, for eksempel ved at gdelaegge cellevaeggene ved
hjzelp af mekanisk, kemisk og/eller enzymatisk behandling og/eller at
cellerne underkastes sonikering, autolyse, osmolyse og/eller plasmolyse,
eventuelt med tilsztning af egnede midler sdsom detergenter, syrer, baser,
enzymer, autolyse-foregende stoffer, osmolyserende midler, sdsom salte,

og/eller plasmolyserende midier,

- cellerne homogeniseres til opnaelse af et homogenat,
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- cellerne, cellefragmenterne eller homogenatet torres, fortrinsvis ved et
vandindhold p3 hejst 12 vaegt%, fortrinsvis hejst 10%,
- astaxanthin ekstraheres fra cellerne, cellefragmenterne eller

homogenatet.

Den ovenfor anfarte astaxanthinmaengde, 600 ug pr. g geerterstof, er hojere end
nogen astaxanthinkoncentration, der er beskrevet i litteraturen. Selv om Johnson
et al. op. cit. beskriver et astaxanthinindho! p3 295 ug pr. g gzerterstof, omfatter
denne veerdi ikke atene astaxanthinindholdet men faktisk gaercellens totale pig-
mentindhold. Dette pigmentindhold blev ydermere malt under anvendelse af en
absorbansvaerdi af 1% (vaegt/volumen) oplesning i acetone i 1 cm cuvette p3
1600, hvilket er lavere end den, der er malt af nzervaerende ansggere (2100),
saledes at den veerdi, der er beskrevgt af Johnson et al., svarer til allerhgjst 295 x
1600/2100 = 225 pg totalpigment (ikke kun astaxanthin) pr. g gaerterstof. Dette
pigmentindhold fra litteraturen ber sammenlignes med det totale pigmentindhold
af geerstammerne ifglge den foreliggende opfindelse, hvilket pigmentindhold er ‘
1176 pg/g gaerterstof fra stammen CBS 225-87 og ca. 1340 pg/g gaertarstof fra
stammen CBS 215-88 eller endog hgjere, for eksempel mindst 2000 pg/g gaer-

torstof.

Den hgje astaxanthinkoncentration i gaercellerne ifglge opfindelsen kan opnas dels
Ved at anvende szerlige dyrkningsbetingelse, som vil blive beskrevet nedenfor, og
dels ved at selektere en gzerstamme med en hgj iboende astaxanthinproduktivitet,
fortrinsvis en gaerstamme som beskrevet ovenfor, og det foretrackkes iszer at |

kombinere de szerlige dyrkningsbetingelser og anvendelsen af saerlige astaxanthin-

producerende geerstammer.

30

35

Dyrkningen udferes fortrinsvis som fed-batch-fermentering under betingelser, hvor
der sa godt som ikke dannes alkohol. Som naevnt ovenfor er dyrkningstempera-
turen i omradet 15-26°C. Under 15°C har vaeksten tendens til at blive for langsom
til at veere acceptabel til industriel produktion, og over 26°C er kulturens levedyg-

tighed alvorligt sveekket. Det foretrukne temperaturomrade er 20-22°C.

Fermenteringen eller i det mindste en del deraf udferes normalt i et medium, der

omfatter egnede makro- og mikronzeringsstoffer for cellerne, s3som melasse eller
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saccharose som kulhydratkilde og nitrogenkilder sasom majsstobevaeske, diammo-
niumsulphat, ammoniumphosphat, ammoniumhydroxid eller urinstof, phosphat-

kilder, sdsom ammoniumphosphat og phosphorsyre, og tilsatte mikronaeringsstof-

fer eller mineralsalte sdsom magnesiumsulphat, zinksulphat og biotin eller

desthiobiotin. Melasse eller saccharose tilsaettes fortrinsvis til mediet adskilt fra

de andre komponenter i overensstemmeltse med konventionelle fremgangsmader
ved gaerproduktion. Nar mediet omfatter melasse, har det vist sig, at gaercellens
vaekst pavirkes af sukkerkoncentrationen eller andre vaekstfremmende dele deri i
fermentoren. Denne virkning er ikke observeret, nar mediet omfatter majsstabe-
vaeske elier fast stof. Det kan derfor veere fordelagtigt at regulere fermenteringen,
sdledes at sukkerkoncentrationen (udtrykt som den totale koncentration af glucose
og saccharose) i fermentoren er hejst 8 g/i, fortrinsvis hejst 5 g/l, og isaer hgjst

1 g/l ‘

Kulturen beluftes under hele fermenteringen, dvs. den dyrkes under aerobe
betingelser. Med udtrykket "aerobe betingelser” menes, at oxygentilfersien ber
vaere tilstraekkelig til, at der i det vaesentlige ikke vil vaere nogen oxygenbegraens-

ning under fermenteringen.

Ifplge et saerligt aspekt af den foreliggende opfindelse, sdledes som det er antydet
ovenfor, forages astaxanthinkoncentrationen i den opnaede biomasse ved at udfgre
dyrkningen under udvalgte betingelser. Disse betingelser omfatter en dyrkning,
som omfatter en vaekstfase under betingelser, som i det vasentlige er tilstraekke-
lige under i det vaesentlige alle vaekstbetingelser, og en efterfelgende vaekstbe-
graenset fase. Den veekstbegraensede fase etableres fortrinsvis ved at tilvejebringe
betingelser, hvor dyrkningsmediet under fortsat beluftning mangler mindst en
vaekstfaktor, saledes at produktionen af astaxanthin forgges under den efterfgl-

gende fase.

Den vaekstbegransede fase skal generelt forstds sdledes, at det er en fase, i
hvilken hovedparten af Phaffia rhodoxyma-cellerne er ophert med at gro. Denne
fase findes naturligvis, ndr mediet mangler i det mindste en vakstfaktor, men
observes ogs under den sidste del af kulhydrattilsaetningsperioden, nar mangden

af celler, der er til stede i fermentoren, er langt starre end fermentorens beluft-

ningskapacitet.
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Det vides ikke, hvorfor den efterfolgende vaekstbegransede fase har den
overraskende virkning, at den eger astaxanthinproduktionen betragteligt, men det
formodes, at astaxanthinprecursorer produceres under veekstfasen, og at den
efterfgigende veekstbegrensede fase tilvejebringer betingelser, som fremmer
slutproduktionen af astaxanthin, muligvis oxiderende betingelser med overskud af
oxygen, som bliver tilgaengeligt, nar vaeksten termineres. Det synes i hvert fald at
vaere essentielt, at beluftningen fortsaettes under den efterfelgende vaekstbegran-
sede fase. Varigheden af den efterfglgende vaekstbegransede fase er fortrinsvis
mindst 16 timer, s3som 16-24 timer, idet kortere varigheder kan tendere til at
reducere den ekstraopn3elige virkning, hvorimod der ikke synes at kunne opnas
nogen vaesentlig virkning ved at forleenge den vaekstbegraensede fase til mere end

24 timer.

Udtrykt pd en funktionel made ber betingelseme i den veekstbegraensede fase
tilpasses saledes, at den forpger astaxanthinproduktionen mindst 1,2 gange den
produktion, der opnds uden den efterfalgende fase, sasom mindst 1,3 gange den
produktion, der opnas uden den efterfalgende fase, fortrinsvis 1,4 gange den pro-
duktion, der opnds uden den efterfplgende fase, og mest foretrukket mindst 1,5

gange den produktion, der opnas uden den efterfglgende fase.

Gaercellen, der underkastes den szerlige dyrkning med den efterfglgende
vaekstfase, er en Phaffia rhodoxyma-gaercelle ifglge opfindelsen, hvitken gaercelle
har en iboende og forbedret evne til at producere astaxanthin, typisk en gaercelle,
der er opnaet ved mutagenisering som forklaret ovenfor. Med disse gaerceller med
en iboende forgget astaxanthinproduk-tion kan astaxanthinkoncentrationen i
biomassen, der opnas, nar den szrlige dyrkningsmetode, der omfatter en
vaekstbegraenset fase, anvendes, vaere mindst 600, fortrinsvis mindst 800, isaer
mindst 1000 pg pr. g geerterstof, isaer mindst 1500 ng pr. g geertgrstof, for
eksempel mindst 2000 ug pr. g geerterstof, og mest foretrukket mindst 3000 ng pr.

g gaerterstof bestemt som anfert ovenfor.

Normalt, og saledes som det anvendes ovenfor, angives det totale pigmentindhoid
og astaxanthinindhold i gaercelierne eller geercelledelene som pg/g gaerterstof. Det

kan imidlertid vise sig, at andre mader at anfpre det totale pigment- og astaxan-
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thinindhold kan veere hensigtsmzessig. Det kan for eksempel vaere anvendeligt at
anfore det totale pigmentindhold og astaxanthinindhold som ng/mi af den sus-
pension, i hvilkken det er til stede, for eksempel i dyrkningsmediet. Derved vil det
ikke vaere nedvendigt at bestemme gaerterstofvaegten af de geerceller, fra hvilke
astaxanthinet eller det totale pigment isoleres. Saledes kan astaxanthin- og/eller
det totale pigmentindhold af gzercellerne let bestemmes under fermenteringen eller

dyrkningen af geercellerne.

Efter den ovenfor beskrevne dyrkning til opn3else af gaerceller, der har et hpjt
astaxanthinindhold, kan kulturen underkastes de ovenfor naevnte efterfelgende
behandiinger til at isolere geercellerne og/eller forberede dem til deres efter-

folgende anvendelse sdsom ved at odelaegge cellerne, og/eller astaxanthin kan

ekstraheres fra cellerne.
De folgende vigtige eksempler p3 disse behandlinger beskrives i narmere detaljer:

Cellerne kan pdelaegges ved at underkaste dem et forpget tryk og derefter frigive
trykket.

Cellerne kan underkastes det forpgede tryk og frigivelse af trykket ved at blive
transporteret gennem et system, der omfatter en ventilhomogenisator, hvor det
foregede tryk bygges op foran ventilhomogenisatoren. Ventithormogenisatoren
omfatter typisk en aerojet, gennem hvilken cellesuspensionen passeres under hgit
tryk, og et obstruktionselement, som jet'en rammer i det vasentlige efter passage
gennem ventilen. Eksempler pa cellepdelaeggelsesventiler er beskrevet i APV
Gaulin Technical Bulletin No. 74, marts 1985 (APV Gaulin International SA, P.O.
Box 58, 1200 AB Hilversum, Holland), hvortil der henvises. Som et eksempel pa en
egnet cellepdelaeggelseshomogenisator kan der navnes en APV Gaulin MC4-homo-
genisator med en cellepdelaeggelsesventil af typen CR, der er beskrevet i oven-
nzevnte publikation. Homogenisatoren er forbundet med en varmeveksier, gennem
hvilken suspensionen omfattende odelagte celler passerer fra cellepdeleeggelses-
ventilen. Cellesuspensionens tryk foran ventilen kan for eksempel veere ca. 400-

1200 bar, s3som for eksempel ca. 700 bar. Denne behandling kan for eksempel

gentages 3 gange med mellemliggende afkeling af homogenatet i varmeveksieren.
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Som forklaret ovenfor er det nedvendigt, at cellerne sdelaegges eller behandles p3
anden vis, nar de skal anvendes i foder, idet udnyttelsen af astaxanthinindholdet i
hpj grad afhaenger af det celleindhold, der er tilgaengeligt for det pagaeldende dyrs
fordojelsessystem. Der opnds saledes hovedsageligt ikke nogen farvningseffekt,
nar fisk fodres med foder indeholdende ikke-edelagte astaxanthinholdige celler.
De adelagte gzerceller kan underkastes ultrafiltrering eller fordampning til at
koncentrere de gdelagte celler. Ultrafiltreringen kan for eksempel udfpres i et
laboratorieenhedssystem, der er tilgeengeligt fra De Danske Sukkerfabrikker, for
eksempel et system 37, der omfatter tre filtreringsenheder med et totalt filterareal
pa 0,88 m? af en ultrafiltreringmembran af typen RC70. En anden metode til kon-
centrering af de odelagte celler er at udfere vakuumafdamning af vand fra celle-

suspensionen.

De gdelagte celler kan terres ved spraytorring eller tromleterring. Fer terring
tilsaettes fortrinsvis baerere sdsom natriumcaseinat, antioxidanter og/eller
emulgatorer. Sprayterring kan for eksempel udferes ved at underkaste en
homogent blandet opslaemning af de odelagte celler og eventuelt en baerer som
natriumcaseinat, fortrinsvis i form af en vandig oplesning, til sprayterring. Spray-
torring kan hensigtsmaessigt udferes ved at blande den vandige natriumcaseinat-
oplesning med gaeropslaemningen, saledes at der opnas en natriumcaseinatkoncen-
tration pa ca. 2-10% (vaegt/volumen). Den resulterende blanding far derefter lov
til at st3 under omrgring i en nitrogen atmosfaére, fer den pumpes ind i et spray-
terringstarn, i hvilket den underkastes tarring ved en temperatur pa for eksempel
150-230°C, sasom ca. 180°C til reduktion af gaeréellematerialets vandindhold, for
eksempel til hgjst 10 vaegt%. Gaercellematerialet atomiseres derefter efterfglgende
ved hjeelp af et sprayhjul. Det pulverformede gaermateriale, der resulterer fra
sprayterringsbehandlingen, isoleres hensigtsmaessigt ved hjzelp af en cyclon og
sies og pakkes eventuelt derefter. Et eksempel pd et egnet sprayterringsudstyr er
et spraytarn af typen EAK-1 fra Anhydro. De pdelagte gaerceller kan alternativt
underkastes tromletprring, for eksempel i et lukket tromletarringsudstyr ved en
temperatur pd 150-200°C.

Idet -astaxanthinet meget nemt dekomponeres ved heje temperaturer, er
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det vigtigt, at de odelagte gaerceller underkastes hgje temperaturer i sa kort tid
som muligt. Idet astaxanthin endvidere er oxygensensitivt, ber terringen fortrinsvis
udferes under ikke-oxyderende betingelser, for eksempel i en inert atmosfaere
sasom vanddamp (som kan vaere det vanddamp, der afdampes fra geersuspen-

sionen), nitrogen og/eller carbondioxid.

Fer terringen blandes de edelagte celler eventuelt med egnede emulgatorer, sasom
sorbitan monostearat eller antioxidanter, butylhydroxytoluen (BHT), butylhydroxy-
anisol (BHA), vitamin E, ascorbinsyre, (1) sulphat- eller (11) phosphatestere af

ascorbinsyre eller ascorbylpalmitat.

Torrede, oadelagte celler kan umiddelbart anvendes som bestanddele i dyrefoder,

som det vil blive forklaret nedenfor.

Astaxanthinindholdet af gaercellerne kan ekstraheres fra disse under anvendelse af
forskellige ekstraktionsmidler og ekstraktionsprocedurer - for sdledes at sikre, at
der opnas en i det vaesentlige total ekstraktion af astaxanthin fra geercellerne. 1 de
fleste tilfaelde skal ekstraktionen udfgres i edelagt cellemateriale. Det gdelagte
cellemateriale, der kan vaere tort eller vadt, kan sdledes ekstraheres med et
organisk oplgsningsmiddel, sdsom petroleumsether, der hensigtsmeessigt kan
anvendes i tilfeelde af vadt cellemateriale, idet petroleumsetheren danner en fase,
der er adskilt fra vandfasen. Andre egnede organiske oplgsningsmidler er acetone
eller alkoholer s3som methanol eller ethanol, ethere, ketoner og chlorerede hydro-
carboner. Ved ekstraktionen oplgses astaxanthin i det organiske oplgsningsmiddel.
Astaxanthinet kan opnds ved at fjerne oplgsningsmidiet fra oplgsningen, s3som ved
afdampning i et faldende filmafdampningssystem far tgrring. Et koncentrat af
astaxanthin i det organiske oplgsningsmiddel kan imidlertid ogsa veere hensigts-
maessig til visse formal. Et koncentrat kan anvendes i sig selv til fremstillingen af
foder eller naeringsmiddel, eller koncentratet kan fortyndes og anvendes i den
fortyndede tilstand ved fremstillingen af foder eller levnedsmidler, for eksempel
ved at impraegnere foder- eller neeringsmiddelbestanddele med oplgsningen eller

ved at anvende oplgsningen (eller koncentratet) til at farve naeringsmiddelbestand-

dele sdsom olier eller fedtstoffer.
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Astaxanthinet kan ogsa ekstraheres fra gaerceller under anvendelse af carbon-
dioxider under superkritiske betingelser. Carbondioxidet kan eventuelt anvendes
sammen med egnede iblandere, sasom organiske oplgsningsmidler, iszer oplps-
ningsmidler af den ovenfor nzevnte type, eller oplesningsmidler, sdsom chloroform
eller acetonitril, eller iseddikesyre. De geerceller, der er underkastet superkritisk
ekstraktion, kan veere vade eller tgrre hele geerceller eller sdelagte, for eksempel

homogeniserede geerceller.

En foretrukken metode til isolering af hele astaxanthinholdige celler fra kulturen er
at filtrere geerfladen, for eksempel pa en filterpresse eller et roterende tromiefilter,
for saledes at opna en filterkage, for eksempe! med et torstofindhold p3 ca. 25-
35%. Filterkagen kan hensigtsmaessigt ekstruderes i strenge, for eksempel i
strenge med en diameter pa ca. 0,5-2,0 mm i en ekstruder, der er udstyret med en
perforeret plade, for sdledes at opna strenge, der bestar af gaerpartikler. Strengene
ekstruderes fortrinsvis direkte ud i varm iuft i en fluid bed, hvor de torres. Ind-
dampningen i fluid bed'en reguleres fortrinsvis saledes, at gaerpartiklernes tempe-
ratur holdes under 50°C sdsom ved 30-40°C, og processen afsluttes, ndr vandind-
holdet er bragt ned til under 10 vaeqt%, fortrinsvis under 8% bestemt ved gaer-
terstofindholdet (proceduren er beskrevet i eksemplerne). Tarringen kan alterna-
tivt udferes i en bakketerrer under de samme betingelser som i fluid bed’en. Det
terrede, hele cellemateriale kan derefter findeles i en kuglergrermolle, sasom en

Coball®-malle, hvorefter den underkastes ekstraktion.

Ifglge en seerlig fremgangsmade kan torret helcellemateriale, for eksempel opnaet
som beskrevet ovenfor, blandes med en olieagtig fase, sasom en spiselig olie eller
et spiseligt fedtstof, s3som soyabenneolie eller fiskeolie eller et andet organisk
oplgsningsmiddel sdsom et oplasningsmiddel af den ovenfor omtalte type. Tem-
peraturen er fortrinsvis i omradet 20-30°C. Den blanding, der er opnaet fra celle-
materialet, 6g den olieagtige fase eller det organiske oplgsningsmiddel kan males i
en mplle, s3som en kuglemslle, for eksempel en kuglerarerrﬁalle, sdsom en
Cbballe-malle, for at sdelaegge cellerne og frigive astaxanthin fra cellerne. Den
resulterende suspension kan i sig selv anvendes i foder, eller den olieagtige fase,
der indeholder astaxanthinet, kan skilles fra cellerester for anvendelse. Adskillelsen
udferes hensigtsmaessigt ved centrifugering i en hurtigtkerende centrifuge; det

samme princip som anvendes ved separation af bakterier fra plurt. En anden
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mulighed er naturligvis at blande pdelagt, torret cellemateriale, der er opnaet ved
de ovenfor omtalte metoder, med en olieagtig fase p3 en lignende made for at
ekstrahere astaxanthinen i den olieagtige fase og udfgre separationen som
beskrevet ovenfor. Den olieagtige fase kan anvendes til farvning af foder pa
samme made som beskrevet ovenfor. )
I modsaetning til de fleste traditionelle ekstraktionsprocedurer, der som anfert
ovenfor er udfort pa sdelagt cellemateriale, har det vist sig, at iseddikesyre med
succes kan anvendes til at ekstrahere astaxanthin fra hele, ikke-pdelagte gaer-
celler. Astaxanthin kan saledes ekstraheres fra hele gaerceller med et oplgsnings-
middel, der omfatter iseddikesyre, idet ekstraktionen fortrinsvis udfares ved en
temperatur over oplgsningsmidlets frysepunkt, for eksempel i omrddet 20-100°C,
fortrinsvis i omradet 20-80°C, og iszer i omradet 20-60°C. Det formodes, at det er
muligt at opna en mere selektiv astaxanthinekstraktion, nar ekstraktionen udferes
ved de lavere temperaturer, idet medfglgende ekstraktion af fedt eller andre
ekstarherbare komponenter vil veere begreenset ved disse lave temperaturer.
Iseddikesyrekoncentrationen i oplgsningsmidlet er fortrinsvis i omradet 5-100, 10-
70. Ekstraktionen med iseddikesyre resulterer i en ekstraktion af cellernes pigment
pa ca. 70-90%, dvs. i det vaesentlige hele geercellernes pigment- og astaxanthin-
indhold findes i iseddikesyreekstrakten. Derudover indeholder ekstrakten normailt
30-35% geertgrstof. Gaeren, der underkastes ekstraktion med iseddikesyre, er
hensigtsmaessigt i form af terret gaer, for eksempel gaer, som er bilevet filtreret og
efterfglgende ekstruderet ud i en fluid bed, hvori den er tgrret, idet sdledes be-
handlede geerceller ikke vil blive gdelagt under ekstraktionsbehandlingen
(medmindre ekstraktionsbehandlingen omfatter kraftig mekanisk behandling af
gaercellerne). Dette vil lette den efterfplgende separation af ekstrakten, der
indeholder pigmentet fra gaercellerne, i sammenligning med ekstraktion af gdelagte
eller homogeniserede celler, som pa grund af deres relativt ringe storrelse i
sammenligning med ikke gdelagte celler i stor udstraekning har tendens til at
blokere porerne i det anvendte filter. Iseddikesyreekstraktionen er illustreret i
eksempel 8. Ekstraktion af vade garceller med iseddikesyre kan ogsg vaere

anvendelig.

Det ekstraherede astraxanthin savel som det terrede hele cellemateriale holdes

fortrinsvis under oxygenmangel for saledes at beskytte astaxanthinet fra
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dekomponering. De astaxanthinholdige gzerceller eller den ekstraherede
astaxanthin er saledes fortrinsvis beskyttet ved hjzelp af antioxidanter s3asom
butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen (BHT), vitamin E eller ascorbinsyre,
(11) sulphat- eller (11) phosphatestre af ascorbinsyre eller ascorbylplamitat
og/eller emulgatorer sdsom monoglycerider eller sorbitanestre og holdes

hensigtsmaessigt under hermetiske betingelser.

Opfindelsen angar ogsa et dyrefoder, som er ejendommeligt ved, at det omfatter
Phaffia rhodozyma-gzerceller ifelge krav 1 eller geercelledele, der indeholder
astaxanthin i en mangde pa mindst 600 ug pr. g geertgrstof bestemt som
beskrevet i krav 1, fx gaerceller ifalge krav 1-2 eller dele deraf eller gaerceller eller
garcelledele fremstillet ved fremgangsmaden ifglge et hvilket som helst af kravene
3-8, sammen med andre foderbestanddele, hvor de astaxanthinholdige gaerceller
eller gaercelledele udger hgjst 10 vaegt% af det totale tgrstof af dyrefodersammen-
seetningen, fortrinsvis hejst 5% og iszer hejst 3%, idet de andre komponenter er
valgt fra protein- og kulhydratkilder s3som fiskemel, valle, blodmel, vegetabilsk
mel, fedtstoffer sdsom fiskeolie og vegetabilske olier, vitaminer og mineraler. Disse
vaerdier er beregnet p3 basis af slutfoderet, med hvilket dyrene skal fodres. Det er
ogsa muligt at fremstille foderforblandinger, der har en hejere koncentration af
gaerceller. Geaercellerne eller gaercelledelene eller astaxanthinet blandes eventuelt
med emulgatorer, som er i stand til at gere astaxanthinet dispergerbart i vand.
Herudover kan de astaxanthinholdige gaerceller eller gaercelledele beskyttes mod
oxidation ved hjzelp af de ovennzevnte anti-oxidanter og/eller emulgatorer, og/eller

det animalske foder kan pakkes i lufttaette og eventuelt evakuerede beholdere.

De astaxanthinholdige, terrede geerceller kan ogsa pakkes per se til anvendelse
som en foderbestanddel, hvor slutfoderblandingen fremstilies p& anvendelses-
stedet, eller gaercellerne administreres per se til dyrene, som pa anden vis fodres

med normale eller tilpassede foderblandinger.

Geercellerne eller gaercelledelene blandes hensigtsmaessigt og normalt med andre
naeringskomponenter, som fortrinsvis er valgt blandt protein og kulhydratkilder,
fedtstoffer eller olier og mikronzeringsstoffer, sasom vitaminer og mineraler.
Casein, albumin, hvedegluten, fiskemel, koncentrerede fiskeaffaldsprodukter

(fiskelimmel og -blodmel) kan naevnes som eksempler pa proteinkilder. Som
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eksempler pd kulhydratkilder kan naevnes gelatiniseret stivelse, ekstruderet
hvedemelasse, vegetabilsk mel og majsstivelse. Fedtbestanddelene i foderet kan
for eksempel veere fiskeolie og torskeleverolie og/eller vegetabilske olier sdsom
majsolier. Mineralerne kan vaiges, for eksempel blandt uorganiske eller simple
organiske forbindelser af kalcium, phosphor, natrium, kalium, chlor, magnesium,
kobber, mangan, zink, cobalt og selen. Som eksempler pa vitaminer kan navnes
vitamin B;;, prolin, vitamin A, vitamin D, vitamin E, vitamin K, thiamin, ascorbin-

syre, riboflavin, pyrodbxin, panthotensyre, niacin, biotin, cholin og inositol.

Astaxanthin, som er blevet ekstraheret fra geerceller, for eksempel ved hjzelp af en
hvilken som helst af de ovennaevnte metoder, fortrinsvis fra gaerceller ifgige op-
findelsen eller geerceller, der er fremstillet ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen,
kan anvendes sammen med de ovenfor beskrevne foderbestanddele og ogsa sam-
men med andre naringsmiddel- eller naeringsstofkomponenter og iblandet andre
pigmenter. Astaxanthin ekstraheret fra gaerceller er sdledes velegnet alene eller
sammen med andre pigmenter til anvendelse i spiselige olier, smer, margarine,
shortening, mayonnaise, patéer, suppe, snacks, surimibaserede produkter,
desserter, is, konfekture, bagte produkter og drikkevarer. N3r astaxanthinet
anvendes i foder, som i hovedparten bestar af vand eller vandfaser, blandes
astaxanthinet fortrinsvis med en emulgator som beskrevet ovenfor, hvilket ger
astaxanthinet dispergerbart i vandfasen uden at tendere til krystallisering og uden

nedvendigheden af at tilszette en olieagtig fase for at oplese astaxanthinet.

Opfindelsen angdr ydermere en fremgangsmade til fordring af dyr til opn3else af en
rodlig pigmentering af deres ked og/eller produkter, der produceres af dyrene,
hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved, at der til dyrene administreres et
foder, der indeholder Phaffia rhodozyma-gaerceller ifglge krav 1 eller celledele
indeholdende astaxanthin, i en maengde pa mindst 600 pg pr. g gaerterstof bestemt
ved den i krav 1 anfarte metode, idet dyrene fortrinsvis er fisk, iseer laks eller
havorred, keer til farvning af deres smor eller fjerkreae til farvning af deres

&ggebloommer.

Den maengde foder, der indeholder astaxanthinet eller astaxanthinholdige

geerceller, der administreres til dyrene, vil afhaenge af den pageeldende dyreart og

af den pigmenteringsvirkning, som det er gnsket at opna ved hjalp af
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astaxanthinet. Det er klart, at det princip, der skal felges, er, at dyret ber have en
normal anbefalet daglig mangde makro- og mikronaeringsstoffer og derudover
astaxanthin i en form og en mangde, som vil resultere i den snskede pigmentering
af dyrets kod eller det pagaldende animalske produkt. I visse tilfelde vil den
maengde astaxanthin, der ‘skal administreres, vaere saesonafhangig; det

vil s3ledes for eksempel ikke normalt foretrackkes at administrere astaxanthin eller
andre carotenoider til koer for at opna en pigmentering af smgrret om sommeren,
idet smarpigmenteringen normalt betragtes som passende, nar keerne graesser.
Den mangde, i hvilken det foder, der indeholder astaxanthinet eller de
astaxanthinholdige gzerceller eller celiedele, administreres til dyrene, kan ogs§ i
visse tilfaelde vaere sasonafhaengig. 1 tilfzelde af fisk, sasom laks eller haverred,
kan den mangde foder, der indtages af fisken om vinteren, saledes for eksempel
vaere relativt lav, hvilket er i modsaetning til den maengde, der indtages af fisken
om sommeren. En egnet maengde foder, der administreres til fisken, kan imidlertid
vaere ca. 1,5% af fiskelegemsvagten pr. dag, hvilket svarer til de anbefalinger, der

gives af the California State Department of Fish and Game.

" Nar fjerkree fodres ved den ovenfor fremferte fremgangsmade for at pigmentere

20

25

30

35

eggeblommerne, der produceres af fjerkraeet og/eller fjerkreeets kgd eller skind,
kan foderet besta af konventionelle fjerkraefoderkomponenter, hvor et eksempel er
et foder, der fortrinsvis bestar af protein- og kulhydratkilder sasom soyabennemel,
soyabsnneprotein, cellulose, stivelse og fedtkilder, sasom soyabgnneolie, vita-
miner, sasom et generelt vitaminmix og mineraler, sdsom en blanding af de
almindelige mineratkomponenter for fjerkrae savel som kalciumkilder til zegge-
skallerne, hvor calciumkilderne fortrinsvis er kalciumcarbonat og kalciumhydrogen-
phosphat. En lille maengde natriumchlorid kan ogsa vaere til stede. Foderet kan

administreres i en traditionel dosis.

Opfindelsen illustreres yderligere i de felgende eksempler:
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MATERIALER OG METODER
Opretholdelse af kulturer
Phaffia rhodozyma-kulturer opretholdes pa to mader:
1) P& skrdagar (YM-agar). Skr3agarkulturerne inkuberes i en uge ved
20°C og holdes ved 4°C i en maned, gendyrkes i YM-medium, for

nye skraagarkulturer fremstilles.

2) Cryoopbevarelse ved -80°C. Stammer fra cryohzetteglas eller

skrdagar inokuleres i 50 m! YM-medium i 250 ml rystekolber.

Rystekolben inkuberes p3 en orbitshaker (150 omdr. pr. minut)
ved 20°C i 4-5 dage. Geercelierne lades sedimentere, og vaesken
dekanteres fra. Bundfaldet blandes med glycerol til en koncentration pa

20%, heeldes i crychaetteglas og opbevares i dybfryser ved -80°C.
Bestemmelse af gaerterstofindhold
5 mi gaercellekultur centrifugeres i et udvejet Sarstedt-rer (som er blevet torret til
konstant veegt ved 110°C) ved 10.000 x g i 5 minutter og vaskes to gange i
demineraliseret vand. Vaesken fjernes ved dekantering, og vaegten af rgret med
cellerne males efter torring til konstant vaegt ved 110°C, hvilket giver gaer-
cellevaegten (Y g). Geertarstofindholdet (YOMC) beregnes derefter som:

YDMC (g/l) = Y/5,00 x 1.000

Det anforte indhold er middelvaerdi af to bestemmelser.

Spektrofotometrisk bestemmelse af totalt pigmentindhold

Det totale pigmentinhold i en methanolekstrakt bestemmes fotometrisk ved hjeelp

af Amax 09 Beer's law som beskrevet af B.H. Davies, “Carotenoids”, i T.W. Goodwin

(ed.), Chemistry and Biochemistry of plant pigments, New York, 1976, 2. udg., p.
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149. Det anvendte spektrofotometer er et Shimadzu UV visible recording-spektro-
fotometer UV 260. Pigmentindhold beregnes under anvendelse af formlerne 1, 1a,

2, 2a nedenfor og ekstinktionskoefficienterne fra tabel 1 nedenfor.

TABEL 1

Ekstinktionskoefficienter for astaxanthinstandarden i forskellige oplesningsmidler

fremstillet som beskrevet for stardardoplesningen ovenfor

Absorptions- gl¥%

Oplesningsmiddel maksimum 1 cm

Acetone . 475 2105

Methanol 472 2100

Ethanol 476 2100

Iseddikesyre 482 1856
e1% = adsorbans af 1% (vaegt/volumen) oplesning i en 1 cm cuvette
lem

Pigmentekstraktionsanalyse - metode 1

Ca. 30 ml af geaerkulturen blev overfert tit Sarstedt-ror og centrifugeret i 5 minutter
ved 10.000 x g. Geercellerne blev vasket i demineraliseret vand og suspenderet i
ca. 20 m! methanol. Til en glaskuglemaslle af typen Bead Beater {Biospec Products
Inc., U.S.A.), i hvilken rotoren var daekket med glaskugler med en diameter p3

0,4 mm (ca. 15 g glaskugler), blev methanolsuspensionen tilsat til opfyldning af
det resterende frie kuglemegllevolumen. Disintegrationsbehandling blev udfert ved
at kere mellen S gange i 1 minut ved intervaller pd 30 sekunder, idet isvand blev
holdt i kelekappen for at sikre, at disintegrationsbehandlingens temperatur blev
holdt under 20°C. Umiddelbart efter disintegrationsbehandlingen blev en del af
homogenatet overfort til Sarstedt-ror, og gaerterstoffét blev bestemt som be-
skrevet ovenfor, men uden centrifugering. En kendt maengde (b g) af homogenatet
blev overfert til en 10 ml malekolbe, og oplgsningsmiddel blev sat til op til 10 mi.

Absorbans blev m3lt i denne oplgsning.
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Det totale pigmentindhold i pg pr. g geerterstof bestemmes ved:

E x 10 ml .
X = x 1.000.000 {1)
1%
Ey

cm X b xD

E = absorption ved Ay, i det anvendte oplesningsmiddel i en 1

cm cuvette

"

Absorbans af 1% (vagt/volumen) oplesning i en 1 cm cuvette

b = g ekstrakt

D = mg gerterstof/g ekstrakt

Pigmentekstraktion og analyse - metode 2

En forudbestemt maengde af geerkulturen (a ml) blev overfert til Sarstedt-ror og
centrifugeret i 5 minutter ved 10.000 x g. Geaercellerne blev vasket i demine-
raliseret vand og suspenderet i ca. 20 ml methanol. Til en glaskuglemglle af typen
Bead Beater (Biospec Products Inc., U.S.A.), i hvilken rotoren var daekket med
glaskugler med en diameter pd 0,4 mm (ca. 15 g glaskugler), blev methanolsus-
pensionen tilsat til opfytdning af de resterende frie kuglemsllevolumen. Disintegra-
tionsbehandling blev udfert ved at kere mglien 5 gange i 1 minut med intervaller
pa 30 sekunder, idet isvand blev hoidt i kolekappen for at sikre, at disintegra-
tionsbehandlingens temperatur blev holdt under 20°C. Umiddelbart efter disinte-
grationsbehandlingen blev vaesken overfort til en 50 ml maiekolbe. Glaskuglerne
vaskes i mgllen med 4 x 8 ml methanol. Fraktionerne opsamles og blandes, og

methanol saettes til op til 50 mi. Methanolekstrakten filtreres fgr pigmentanalyse.

Geaertarstoffet i kulturen bestemmes som beskrevet ovenfor.
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Det totale pigmentindhold pr. ml prove bestemmes ved:

X’ =

1%

Ejem =

E x 50 ml
x 10.000 (2)
1%

Eiem x @
#g pigment/ml preve
volume prove i ml

absorbtion af Ap., i det anvendte oplesningsmiddel i en 1
cm cuvette

absorbans af 1% (vagt/volumen) oplesning i en 1 cm cuvette

Det totale pigmentindhold pr. g geerterstof besterhmes ved

YDMC

"

X’ ]
x 1.000 i (2a)
YDMC

#g pigment/g gzrterstof

g garterstof/l1 dyrkningsvaske

HPLC-analyse til astaxanthinbestemmeise - metode 1

HPLC-data:

Udstyr:

Sojler:

LKB Ultropac Precolumn, Lichrosorb RP 18 7 pm
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4x30 mm,

LKB Ultropac Column, Lichrosorb RP 18 S pm 4x250 mm

Detektor: LKB 2151 variable wavelength monitor (variabel
5 belgelaengdemonitor)
Integrator: Waters 740 Data Module
Controller: LKB 2152 HPLC Controlier
10
Pumper: LKB 2150 HPLC-pumper
Autosampler: LKB 2157 autosampler med variabel loop

15 Manuel injektion:  Rheodyn 20 pl loop

Oplesningsmidier:

A: 860 ml acetonitril + 100 m! vand + 40 ml

20 myresyre

B: 960 m! ethylacetat + 40 ml myresyre

Alle oplpsningsmidler er af HPLC-kvalitet

25
Flow: 1,0 mi/min.
Gradienter: 0-100% B 20 minutter, linezer gradient
100-0% B 10 minutter, lineaer gradient
30
Detektor: 471 nm

Temperatur: Omagivelsestemperatur
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Standardoplesning: 5 mg rent astaxanthin (smeltepunkt 220-222°C, absorbans af

1% volumen/vaegt acetoneoplesning i 1 cm cuvette 2100) fra Hoffmann-La Roche

(i det folgende betegnet astaxanthinstandarden) udvejes og opleses i SO0 mi

acetone.

Til HPLC-analyse injiceres 20 pul af den p3gaeldende prave i HPLC-kromatografen.

HPLC-analyse til astaxanthinbestemmelse - metode 2

HPLC-data:

Udstyr:

Sgijler:

Detektor:

Integrator:

Controller:

Pumper:

Autosampler:

Manuel injektion:

Oplasningsmidler:

Supelco presejle
Supelco LC 18 - DB, partikelsterrelse 5 p

Sojledimensioner 4,6 x 250 cm

LKB 2151 variable wavelength monitor (variabel

bolgelaengdemonitor)
Waters 740 Data Module
LKB 2152 HPLC Controller
LKB 2150 HPLC-pumper
LKB 2157 autosampler med variabel loop
Rheodyn 20 pul loop
A: 400 ml tetrahydrofuran
400 ml methanol

200 ml 0,02 M glycinbuffer pH = 2,6
B: 1000 ml tetrahydrofuran
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Alle oplesningsmidler undtagen bufferen er af
HPLC-kvalitet. Bufferen sterilfiltreres gennem et
0,22 pm filter for anvendelse
Detektor: 480 nm

Temperatur: Stuetemperatur

Gradienter og flow

Oplesnings- % Tid Flow
middel min. ml/min.
B 1] 0-11 1.0
B 0-90 11-21 1.0
B 90 21-29 1.5
B 50-50 29-31 1.5
B 50 31-32 1.0
8 50-0 32-35 1.0
B 0 35-39 1.0

Standardoplgsning: 5 mg astaxanthinstandard udvejes og oplgses i 500 ml
tetrahydrofuran.

Til HPLC-analysen injiceres 20 pl af den pagaeldende prove i HPLC-kromatografen.
Sarstedt-ror

Polypropylencentrifugeror udstyret med en polypropylenprop af typen 55533 fra
Hounisens Laboratorium, Arhus, Danmark.

Kemnikalier

Kemikalier anvendt i laboratorieskala var af analytisk kvalitet.
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Kemikalier anvendt i fermenteringer var af nzringsmiddelkvalitet.

Glucose- og saccharosekoncentrationerne blev analyseret under anvendelse af kits

(Best.nr. 139041) fra Boehringer Mannheim.
Medium til rystekolbedyrkning og agarplader

YM (Yeast Morphology) medium fra Difco Laboratories Incorporated (Difco Manual:
Dehydrated culture media and reagents for microbiology, 10th edition, Detroit,
1984).

Cryoheetteglas

Polypropylenrgr med et volumen p3 2,0 mi af typen 363401 fra Tecnunc,

Roskilde, Danmark.
EKSEMPEL 1
Mutagenisering

I hvert tilfeelde blev mutageniseringsbehandlingen udfert til opnielse af en
overlevelsesgrad pa 1-5% i den behandlede kuitur. Egnede mutanter blev
selekteret ved visuelt at sammenligne intensiteten af den rode farve fra

mutanterne, ndr de var udpladet som enkeltkolonier pa agarplader.
UV-bestréling

En netop uklar 4 dage gammel kultur af ATCC 24261, der var dyrket i

YM-medium ved 20-22°C blev fortyndet i en 0.9% NaCl-oplpsning til koncen-
trationer pa henholdsvis 10™, 10-'%, 10, 10-2° 0g 102, og 0,3 ml af hver af disse
fortyndinger blev udpladet p3 agarplader, s3ledes at der blev opn3et agarplader

‘med 100-300 kolonier. Pladerne blev derefter underkastet ultraviolet bestraling ved

254 nm i 30 sekunder i en afstand pa 20 cm fra bestralingskilden (Vilbert Lourmat
VL 30 LC) og derefter dyrket ved 20-22°C i 10 dage, hvorefter de resulterende

koloniers farve blev sammenlignet.
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EMS (Ethyi-Methan-Sulphonat) behandling

2x15 mi af en 4 dage gammel kultur af ATCC 24261, der var dyrket i YM-medium
pa et rystebord ved en temperatur p8 20-22°C, blev centrifugeret i 15 minutter ved
1250 x g i en MSE Major-centrifuge, og pelleten blev suspenderet i 2x15 ml steril
0,9% NaCl-oplesning i 200 m! centrifugeringsror. En af cellesuspensionerne blev
anvendt som kontrol. Der blev sat 1 g EMS (Serva 28755) til de andre celiesus-
pensioner. Efter behandling i 30 minutter ved 20°C blev 150 mi kold, steril 0,9%
NaCl-oplasning sat til. Gaercelierne blev vasket to gange i sterilt 0,9% NaCl og
suspenderet i 0,9% NaCl. Garcellesuspensionen blev derefter fortyndet og
udpladet pa agarplader pd samme made som beskrevet ovenfor i forbindelse med
UV-behandling. En af de isolerede mutanter biev deponeret hos CBS (Centraaal-
bureau voor Schimmelcultures) den 6. april 1987 under deponeringsnr. 224-87.

(Stammen er ikke omfattet af krav 1)
Behandling med N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin

Ca. 25 mg N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (Aldrich Chemie BDR) blev sat til et
10 ml tareret maleglas, der var forsynet med glasprop. Vand blev tilsat op til et
samlet volumen p3 10 ml, og N-methylhyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidinen blev oplgst
deri ved omrystning. Der blev opnaet 10 x 1 ml stamoplgsning fra denne oplas-

ning.

2x20 ml af en 4 dage gammel kultur af CBS 224-87 (den mutant, der biev opnaet
ved den ovennaevnte EMS-behandling), der var dyrket i YM-medium pa et ryste-
bord ved 20-22°C, blev overfart til Sarstedt-rer og underkastet 2 gange centrifu-
gering. Pelleten blev suspenderet i 1,5 ml 0,9% steril NaCl-oplesning, og 1 mi af
den ovenfor fremstillede stamoplgsning blev tilsat. Efter'inkubering i 1time ved
20-22°C blev geercellerne vasket 5 gange i 10 ml kold, steril 0,9% NaCl-oplgsning,
hvorved N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidinen blev fjernet. Gaercelierne blev
derefter fortyndet og udpladet pa agarplader pd samme made som beskrevet
ovenfor for UV-behandling. En af de isolerede mutanter blev deponeret hos CBS

den 6. april 1987 under deponeringsnr. 225-87.
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Reisolering

CBS 225-87 er blevet isoleret som folger. Fra et fryseterret glas suspenderes
geerceller i YM-medium og inkuberes i 5 dage ved 20-22°C. Kulturen udplades p3
YM-plader og inkuberes i 10 dage ved 20-22°C, og nye kolonier isoleres. En af
kolonierne blev deponeret hos CBS den 23. marts 1988 under deponeringsnr. 215-
88.

EKSEMPEL 2

Bestemmelse af astaxanthinindholdet i vildtype Phaffia rhodozyma-stammer og i

mutanter fremstillet i eksempel 1

Den gaercelledyrkning og den astaxanthiﬁbestemmelse, der er beskrevet i dette
eksempel, udger pa den ene side de betingelser, hvorunder geercellerne dyrkes, og
pad den anden side de betingelser, hvorunder astaxanthin bestemmes i ansggerens
ovennzevnte standardmetode til bestemmelse af en gaerstammes iboende
astaxanthinproducerende evne. Disse er de samme standardbetingelser som de,

der er neevnt i kravene.

Rystekolbedyrkning

100 gl af en 4 dage gammel kultur af ATCC 24_261, der var dyrket i YM-medium p8
et rystebord pa 20-22°C, blev inokuleret i 50 ml YM-medium indeholdt i en 500 ml
rystekolbe med 2 prelleplader. Kulturen blev dyrket pa et rystebord med omryst-
ning i cirkelbevaegelse med 150 omdr. pr. minut i 5 dage ved 20-22°C og en
oxygenoverfarselshastighed p3 30 mmol/I/time, hvorved gzercellekulturen ndede

en densitet pa 0,6%.
Pigmentanalyse

Astaxanthinindholdet i ekstrakten blev identificeret ved de fglgende tre metoder.
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1. En acetone-, methanol- og ethanolekstrakt, som alle var blevet fremstillet som
beskrevet for methanolekstraktfremstillingen ovenfor, blev underkastet spektro-

fotometrisk scanning, og de Amax-vaerdier, der er anfert i Tabel 1, blev opnaet.

2. Til en halvdel af en 10 ml ethanolekstrakt, der var fremstillet p3 samme m3de
som ovenfor, blev sat ca. 50 mg kaliumborhydrid for at reducere astaxanthinet, og
blandingen blev omrart i 30 minutter. Absorptionerne af ekstrakten og af den
kaliumborhydridbehandlede preve blev mait ved varierende bglgelzengder p3
spektrofotometeret. Det fri astaxanthin viste en bred top ved 480 nm, og det
reducerede astaxanthin viste to toppe ved 450 0g 476 nm, hvilket svarer til de

veerdier, der er anfert i litteraturen.

3. Retentionstiden for de astaxanthinholdige ekstrakter ved HPLC under standard-
betingelser som defineret ovenfor blev sammenlignet med retentionstiden for den
ovenfor definerede standardoplesning, dvs. toppene af den astaxanthinholdige

prove ifalge opfindelsen, der var opndet ved HPLC under standardbetingelser, blev
sammenlignet med toppene af standardoplesningen opndet ved HPLC. Retentions-

tiderne viste sig at vaere identiske.

Mutantstammen ifplge opfindelsen (CBS 225-87) s3vel som de kendte deponerede
astaxanthinproducerende P. rhodozyma-stammer blev dyrket og analyseret pd
samme made som beskrevet ovenfor. Stammernes totale pigmentindhoid og

astaxanthinindhold er anfert i Tabel 2 nedenfor.

Totalpigmentanalyse blev udfert ifslge metoden: Pigmentekstraktion og analyse -
metode 1. Astaxanthin blev analyseret ved HPLC-analyse til astaxanthinbestem-

melse - metode 1.
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TABEL 2
Stamme pg af total pg af astaxan-
. pigment/g thin/g

af gartoer- af garter-

stof stof
CBS 5905 = ATCC 24202 = UCD 67-210 332 254
CBS 5908 = ATCC 24203 = UCD 67-383 318 252
CBS 6938 303 204
CBS 6954 < so ‘ <100
ATCC 24201 = UCD 67-203 229 143
ATCC 24203 = UCD 67-383 338 164
ATCC 24228 = UCD 68-653C 254 107
ATCC 24229 = UCD 67-202 287 142
ATCC 24230 = UCD 67-385 247 "132
ATCC 24261 = UCD 67-484 449 286
CBS 224-87 885 570
CBS 225-87 (stamme ifelge opfindelsen) 1176 706

De anfgrte vardier er middelvaerdi af 4 uafhaengige malinger. Det skal bemarkes,
at mutantstammerne ifgige opfindelsen udviser et betragteligt forpget astaxanthin-

indhold.
EKSEMPEL 3 (REFERENCE)
Fermentering

Fermenteringerne blev udfprt som fed-batch-fermenteringer under kulhydratbe-
graensning i omhyggeligt vaskede og steriliserede 4 m? fermentorer af typen Bubble
Column med et stationzert beluftningssystem, der bestar af perforerede luftrar.
Fermentorerne blev udstyret med pH-elektroder, indlgb for pH-regulerende midler
og skumdampende midler, og alkoholdetektorer til maling af alkohot i udgangs-

luften. Fermentorernes kapper var termostaterede.

tUdgangsurten havde falgende sammenseetning: 20 g/l melasse, 0,6 g/! diammo-

niumsulphat, 0,8 g/l diammoniumhydrogenphosphat og 0,125 g/l magnesium-
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sulphat, som alt sammen blev kogt op i en fermentor i 30 minutter sammen med
en passende maengde vand (30 | i propageringsfermentoren pa 100 | 09 2000 1t
produktionsfermentoren pa 4 m?), far den p3gze!dende fermentor blev inokuleret.
Det medium, som blev fart til fermentoren i fed-batch-fermenteringen, kom fra to
forskellige beholdninger, dvs. en kemikaliebeholdning, der indeholdt 10 kg
diammoniumsulphat, 5,6 kg diammoniumhydrogenphosphat og 80 | vand; 0og en
melassebehoidning, der indeholdt 450 kg melasse og 1000 | vand, som var blevet
autoklaveret. 0,1 mg desthiobiotin og 1,6 kg magnesiumsulphat blev fort direkte til
fermentoren, for resten af mediet blev tilsat. Alle kemikalierne var af levnedsmid-

delkvalitet. Melassen var sukkerroemelasse fra De Danske Sukkerfabrikker.

Beluftningen under fermenteringen var 8,4 m® pr. minut. Contraspum 210
(Zschimmer & Schwartz) blev anvendt som skumdampende middel, og som pH-

regulerende middel blev der anvendt svovisyre.

Geerceller af stammen ATCC 24261 blev propageret ved at blive overfort fra en
skraagar til et reagensglas med en diameter pd 2 cm og indeholdende 5 mi YM-
medium, i hvilket cellerne blev dyrket i 4 dage pa et rystebord under tilstraekkelig
beluftning ved en temperatur pa 20-22°C, hvorefter kulturen blev overfart til 2 |-
Erlenmeyerkolber indeholdende 1 | YM-medium. Efter inkubering i 3 dage pa et
rystebord og under tilstraekkelig beluftning ved en temperatur pd 20-22°C blev

11 of kulturen overfort til en 100 I-fermentor indeholdende 30 I starturt. Kulturen
blev underkastet batch-dyrkning ved 20-22°C, indtil der var opndet et geaerter-
stofindhold pa 1 g/l. Derefter blev naeringsstoftilsaetningen igangsat, og fed-batch-
fermenteringen blev udfert ved 20-22°C. Efter 2 dages vaekst blev 30 | af kulturen
overfert under sterile betingelser ved hjelp af en peristaltisk pumpe til 4 m>-
fermentoren, som indeholdt 200 | starturt. Kulturen blev underkastet batchdyrk-
ning ved 20-22°C, indtil der var opndet et garterstof p3 1 g/l i kulturen. Derefter
blev melassetilszetningen igangsat og fortsat i 38 timer, hvorefter melassebehold-
ningen var udtemt. Kemikalierne blev tilsat proportionalt med melassen i lsbet af
de ferste 24 timer. Fed-batch-fermenteringen blev udfert ved en temperatur p3 20-

22°C. Melassemaengden i melassebeholdningen blev tilpasset, saledes at der ikke

kunne opnas et geerterstofindhold p8 mere end ca. 4% i den fermenterede urt.
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Melassetilsatningen til fermentoren under fed-batch-fermenteringen blev tilpasset
med det mal at nd en specifik vaeksthastighed for gaercellerne pd p = 0,15 time™'
og blev yderligere reguleret efter ethanolkoncentrationen i urten, som ber vaere
mindre end 0,1 volumen%. Ethanolkoncentrationen blev s3ledes ofte malt, og nar
det viste sig, at den var for hgj, blev melassetils@tningshastigheden nedsat, indtil

der igen var opnaet et acceptabelt ethanolindhold.

Beluftningen af den fermenterede urt blev fortsat i 16 timer ved 20-22°C uden
nogen nzeringsstoftilsaetning. ,
Geaercellernes sammensatning sdvel som deres totale pigmentindhold og
astaxanthinindhold blev malt til tiden 0, dvs. lige for nzeringsstoftilsatningen til

4 m>-fermentoren blev igangsat, efter 38 tifner, hvor fermenteringen og vaeksten
var afsluttet, og efter 16 timers beluftning af den fermenterede urt. Det totale pig-

mentindhold og astaxanthinindholdet blev bestemt som beskrevet i eksempel 2, og

~ sammensatningen af gaercellerne blev bestemt ved konventionelle teknikker. Det
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totale indhold af nitrogen blev saledes bestemt ved Kjeldahi—analyée, trehalose-
indholdet blev bestemt som b’eskrevet i Joqm. Am. Chem. Soc. 72, 1950, p. 2059,
og phosphorsyreindholdet blev bestemt som beskrevet | Water and Wastewater,
American Public Health Association, Inc. p. 199 (1960). Ethanolanalyse blev udfert
ved Boidins metode til bestemmelse af sm3 maengder alkoho! (jfr. Annal. de la
brasserie et de la distillerie, 1924-25, p. 177). Resultaterne er anfart i Tabel 3

nedenfor.

Totalpigmentanalyse blev udfert efter metode 1. Astaxanthinanalyse ved HPLC blev

udfert efter metode 1.
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TABEL 3

Fed-batch-fermentering af ATCC 24261

5
Timer V] 18 24 31 38 45 S4
pg total pigment/g
gaerterstofindhold - 181 218 284 415 471 579
ug astaxanthin/g .
gertorstofindhold - 110 - - 230 300 3s
10
% w/w garterstofindhold 0,08 0,48 0,95 2,75 3,06 3,1 3,29
% v/v ethanol - 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00
pH 4,7 4,4 4,0 4,0 4,5 7,8 8,5
% w/w N i garterstof- ‘> . . -
15 indhold e - = - . ’ .
P P,0Oc i garterstof-
;n‘g!/l:ldz 5+ - - - - 2,7 2,6 2,4
% w/w trehalose 1 garter-
- - 4 11,4
stofindhold - - 2,6 .4
20

EKSEMPEL 4 (REFERENCE)

P3 en lignende made, som det der er beskrevet i eksempel 3, blev fed-batch-
fermenteringer med stamme ATCC 24261 udfert, idet den eneste forskel var, at

25 starturtvolumenet var 1000 I, inokulum i 4 m*-fermentoren var 6 x 1 | ATCC
24261, som var blevet propageret som anfert ovenfor, og kemikaliebeholdningen
bestod af 0,5 kg diammoniumsulphat, 2,8 kg diammoniumhydrogenphosphat og 80
I vand, og melassebeholdningen bestod af 250 kg melasse og 1000 | vand. Under
fed-batch-fermenteringen blev naeringsstofferne fort til fermentoren i de farste

30 65 timer, hvorefter naeringsstoftilsaetningen blev standset, og kulturen blev
underkastet beluftning i 72 timer.

Resultaterne er anfert i Tabel 4 nedenfor.
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TABEL 4

Fed-batch-fermentering af ATCC 24261

Timer 0 65 137

pg total pigment/g

gertoerstofindhold 149 379 561

ug astaxanthin/g

garterstofindhold 89 231 369

% w/w gertoerstofindhold 0,05 3,5 3,75

% v/v ethanol - 0,0 -

pH \ 4,5 7,8 9.1

% w/w N i garterstofindhold - 4,1 4,5

¥ w/w P,0g i garterstofindhold - 1,9 2.2

¥ w/w trehalose i garterx-

stofindhold 2,6 13,2 12,8
EKSEMPEL S

Forseg med mutantstammen CBS 225-87 ifelge' opfindelsen blev udfart pa
samme made som beskrevet i eksempel 4 med et starturtvolumen pa 1000 |,
hvor inokulum var 6 x 1 | CBS 225-87, som var blevet propageret ved den frem-
gangsmade, der er beskrevet i eksembel 3, og med en kemikaliebeholdning
bestaende af 5 kg diammoniumsuiphat, 2,8 kg diammoniumhydrogenphosphat og
80 | vand. Der blev ikke dannet nogen alkohol under fed-batch-fermenteringen, og
neeringsstofferne blev tilsat mellem time 0 og 57, hvorefter kulturen blev under-
kastet beluftning uden naeringsstoftilseetning. Gaercellesammensaetningen ved
time 80 var 6,5% nitrogen i gaertorstof, 2,5% phosphorpentoxid i gaertgrstof og
6,6% trehalose i geertarstof. Det totale pigment, astaxanthinet og geerterstofind-
holdet blev bestemt under fed-batch-fermenteringen, hvilket gav de vardier, der

er anfprt i Tabel 5 nedenfor:
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TABEL 5

Fed-batch-fermentering af CBS 225-87

Gartorstof - Total pigment Astaxanthin
indhold 1 i i 1
prove gar prove gar
Timer g/l pg/ml ug/g pg/ml ng/g
0 1,4 0,9 640
22 11,2 8,1 720
33 18,4 12,5 680
37 20,0 15,6 780 11,0 550
40 20,8 16,5 790 8,8 420
s7 23,8 24,0 1010 16,2 680
61 24,7 24,1 980 17,0 €90
64 24,3 25,5 1050 17,3 710
80 24,6 36,6 1490 23,6 960

Det totale pigment- og astaxanthinindhold i ng/ml er blevet beregnet ud fra det

analyserede gaerterstofindhold og ng/g-vaerdier af totalpigment og astaxanthin.

EKSEMPEL 6

Pigment- og astaxanthinindholdet af CBS 215-88 og P. rhodozyma-mutantstammer
DBT 406 og DBT 403, vildtypestammerne CBS 5905 0g ATCC 24261 blev bestemt.
Mutantstammerne DBT 406 og DBT 403 er afledt af vildtypestammen ATCC 24230.

Rystekolbedyrkning

Fra en skrdagar blev geercellerne inokuleret i YM-medium og inkuberet i 2 dage ved

20-22°C. 1 ml kultur blev inokuleret i 50 m! YM-medium, der var indeholdt i 250 mi

rystekolber med 4 prelleplader. Kulturen blev dyrket pa et rystebord med cirkelom-
rystning ved 150 omdr. pr. minut i 5 dage ved 20-22°C.
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Kvantitative bestemmelser af totalpigment blev-udfart efter metode 2.

Astaxanthinbestemmelse blev udfert efter metode 2.

Eksempler pa beregninger (for CBS 215-88):

Det totale pigmentindhold i methanolekstrakten blev bestemt ved spektrofotome-
trisk analyse. Absorptionen af 50 mi ekstrakten minus absorptionen af methanol

blev malt til E = 1,189. Prevevolumenet var 29 ml. Det totale pigmentindhold i

geerekstrakten blev beregnet efter formlen (2) som falger:
X'=1,160 x 50 / 2100 / 29 x 10.000 pg/m} = 9,52 pg/mil

Gaertoerstofindholdet blev bestemt til 6,7 g/l. Det totale pigmentindhold pr. g

geerterstof bestemmes ved formel (23) som fplger:
Y =9,52/ 7,1 x 1.000 ug/g = 1340 pg/g

Astaxanthinkoncentrationen i methanoien blev bestemt ved HPLC-analyse

til 6,4 png/ml svarende til: '
6,2 pg/mi/ 7,1 g/l = 880 ng astaxanthin / g geerterstof

Alle stammer blev dyrket og analyseret pa samme made som beskrevet ovenfor.

Stammernes totale pigment- og astaxanthinindhold er anfert i Tabel 6.
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TABEL 6

> Stamme Garterstofindhold Total pigment  Astaxanthin
g/1 pg/ml  ug/g pg/ml  pg/g
CBS 5905 5.3 1,38 260 0,84 160
ATCC 24261 5,5 2,10 380 1,38 250
DBT 406 2,2 5,84 2650 3,4 1540
DBT 403 1,6 5,04 3150 3,3 2050
7.1 9,52 1340 6,2 880

10 CBS 215-88

Det bemazerkes, at DBT 406 og DBT 403 har et hgjt indhold af astaxanthin pr. g
15 gaer, men at disse stammer vokser darligt, hvilket fremg8r af geerterstof-
indholdet/I.

EKSEMPEL 7

20 Fed-batch-fermentering af mutantstammen CBS 215-88 ifglge opfindelsen
blev udfgrt under anvendelse af majsstebeveesketarstof og saccharose som
kulhydratkilder i den samme 4 m3-fermentor som beskrevet i eksempel 3.
Starturten bestod af:

25 10 kg majsstebevaesketgrstof
12 kg saccharose
10 kg diammoniumsulphat

3 kg kaliumdihydrogenphosphat

1 kg magnesiumsulphat
30 0,05 g bioctin
300 ml  antiskum Contraspum 210
1000 | vand

blev steriliseret ved pH 4,6 ved dampinjektion ved 95°C i en time, og efter afkpling

35 til 22°C blev 6x1 | CBS 215-88, der var propageret som anfert ovenfor, tilsat som
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inokulum. Efter 35 timers beluftning (4,2 m>3/minut) blev tilsaetning af saccha-

roseoplgsning (0,30 g/l) igangsat. Tilsetningshastigheden var 2,3 |/time. Beluft-

ningen blev pget til 8,4 m3 pr. minut, og pH-regulatoren igangsat (setpunkt 4,0).

N3r saccharosekoncentrationen i mediet blev reduceret til ca. 1 g/l efter 28 timer,

blev saccharosetilszetningen pget til 7,3 | pr. time og holdt ved denne hastighed i

24 timer. Herefter blev saccharosetilsaetningen Standset, og beluftningshastigheden

blev reduceret til 4,2 m> pr. minut og fortsat i 72 timer. Det totale pigment og

astaxanthin blev bestemt under fed-batch-fermenteringen, hvilket gav de veerdier,

der er anfert i Tabel 7.

TABEL 7

Fed-batch-fermentering af CBS 215-88

Timer med sucrosetilfersel

Timer med beluftning efter

afslutning af sucrosetilforsel

pg total pigment/ml

kulturmedium

pg astaxanthin/ml

kulturmedium

‘pu
% w/w N i garterstofindhold

% w/w P05 1 gmrtafstofindhold
% w/w trehalose i gzrterstof -

indhold

28

14,1

52
6
37,7 43,4
23,4 29,9
4,0 4,0
- 7,69
- 3,72
- 4,4
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Gaercellerne blev adskilt fra mediet ved hjzelp af centrifugering i en De Laval
OASM-centrifuge og vasket med vand 2 gange. Gzercellerne blev separeret fra
gaerfleden ved hjzlp af filtrering i et FILTROX-filter, type VARIOX 40/40 c¢m, og
filterkagen med 26,3% torstof blev ekstruderet gennem en 1 mm si i en laboratorie
fluid bed-terrer (GLATT, Haltingen-Binzen Bd.) og tarret ved 30°C i 90 minutter.
Den torrede gaer (91,6% terstof) indeholdt

1360 ug total pigment/g gaerterstofindhold
1080 pg astaxanthin/ gzaertgrstofindhold
EKSEMPEL 8

Downstream processing

Geerceller, der var opnaet ved metoden ifglge eksempel 3, blev isoleret fra den
fermenterede urt ved centrifugering i en De Laval OASM-centrifuge. Cellerne blev
vasket to gange med vand, og der blev opnaet en gerflade med 13% geertarstof.
pH-vaerdien af gaerfladen blev indstillet til 4,0 ved tilsatning af svovisyre, og
natriumbenzoat blev tilsat til en koncentration pa 0,2% (vagt/volumen) i gaer-
fleden. Under behandlingen blev de isolerede gzerceller holdt i en nitrogen
atmosfzere for saledes at undg3 vaesentlig oxidation af astaxanthinet i gaer-

cellerne, og temperaturen blev holdt p3 ca. 10°C.

Gerfladen blev sendt tre gange gennem et system best3ende af en APV-Gaulin
MC4-homogenisator udstyret med en cellegdelaeggelsesventil og en varmeveksler,
hvor gaerfladen blev underkastet disintegration ved et tryk pa 700 bar, hvorved
temperaturen ggedes med 10-15°C, og efterfglgende afkgling i varmeveksleren til
opnaelse af en temperatur pa 15°C. Gaerflgden blev cirkuleret i systemet med en

hastighed pa 250 | pr. time.

De disintegrerede cellers astaxanthinindhold blev bestemt som foiger:
0,5 ml homogeniseret geerflade blev udvejet og overfart til et Sarstedt-ror og

rystet med S ml acetone. Prgven blev centrifugeret, overfert til en 10 ml malekolbe

og vasket tre gange med acetone med mellemliggende centrifugeringer og
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kvantitative overfarsler. Det totale pigmentindhold blev bestemt ved metode 1, og
astaxanthinindholdet blev bestemt ved HPLC-metode 1, og indhoidet blev relateret
til det totale torstofindhold i preven, som var bestemt ved den metode, der er
forklaret i afsnittet om materialer og metoder ovenfor. Ved at sammenligne det
ekstrakterbare astaxanthinindhold i geerfladen homogeniseret som beskrevet i
dette eksempel med indholdet i geerfladen bestemt ved metode 1, hvor cellerne
blev fuldstaendigt disintegreret, blev disintegrationsgraden ved naervaerende

eksempel! bestemt til at udgare mere end 90% af de totale celler.

Til de sdledes disintegrerede celler, hvilke celler blev holdt i nitrogen atmosfzere,
blev 7% natriumcaseinat tilsat ved en temperatur pa ca. 45°C under omrgring.
Gearcellehomogenatet i blanding med natriumcaseinat blev derefter underkastet
sprayterring i et spraytdrn af typen Anhydro, hvori indgangstemperaturen. var
180°C. Gaercellemassen blev atomiseret under anvendelse af et sprayhjul, og

temperaturen af den udgdende luft fra spraytarnet havde en temperatur pa ca.

'90°C. Det resulterende gaerpulver blev opsamlet under anvendelse af en cyklon.

Vandindholdet i gaerpulveret var mindre end 10 vaegt%.
EKSEMPEL 9
Ekstraktion af totalpigment med iseddikesyre

20 g ikke-gdelagte Phaffia rhodozyma-gaerceller (som var blevet filtreret og
efterfelgende ekstruderet i en fluid bed, hvor de var blevet torret) med et
terstofindhold pa 95% og indeholdende 523 pg astaxanthin pr. g gaerterstof blev
introduceret i en spjle med en laengde pa 12 cm og en indre diameter pa 2,4 cm.
Swejlen blev udstyret med en kappe, hvori vand med en temperatur pa 75°C blev
cirkuleret. Ved sgjlens bund var dér anbragt en lille meengde syrevasket sand (et
sandfilter) pa et bomuldslag. Gzercellerne blev ekstraheret med 5 x 100 ml ised-
dikesyre ved en temperatur pa 75°C, og astaxanthinmaengden i hver af eks-
trakterne sdvel som i det ekstraherede garcellemateriale (omfattende ca. 100 ml
iseddikesyre, der var tilbage i sgjlen), blev bestemt. Det ekstraherede gaercelle-
materiale var blevet inddampet til terhed (resulterende i 16,16 g materiale) fgr

astaxanthinbestemmelsen blev udfprt. Resultaterne er anfert i Tabel 8 nedenfor.
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TABEL 8
Total astaxanthin-
indhold i garceller
) for ekstraktion 20 g x 523 ug/g 10460 pg
Astaxanthinindhold i
10 1. ekstrakt 2100 ml x 55,7 pg/ml 5570 ug
2. ekstrakt 100 ml x 14,6 ug/ml 1460 pg
3. ekstrakt 100 ml x 4,4 pg/ml 440 pg
4. ekstrakt 100 ml x 3,1 pg/ml 310 pg
Total astaxanthin-
15 indhold i ekstrakter 7780 ug
Astaxanthinindhold i
ekstraheret teor-
gerstofmateriale 16,16 g x 22,5 ug/g 363,6 ug
20
Total astaxanthin-
indhold frigivet fra
garceller ved ekstraktionen 8143,6 ug
25

77,9% (8143,6/10460 x 100%) af gaercellernes astaxanthinindhold blev s3ledes

frigivet ved ekstraktionen.

30 EKSEMPEL 10

@delaggelse af gaerceller ved homogenisering i en kuglemalle

Phaffia rhodozyma-gaerceller, som var blevet torret i en fluid bed, og som indeholdt

35 336 pg astaxanthin/g gaerterstof, blev suspenderet i soyabgnneolie i en koncentra-
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tion p3 40 vaegt%. Suspensionen blev pumpet til en kuglemeglle (CoBali®-mglle type
MSZ-12) indeholdende zirkonium-kugler (0,1-1,5 mm) og med et kugleindhold pa
70-75%. Rotorens slag var 13 m pr. sekund. Der er blevet taget prever efter hver
korsel, og astaxanthinindholdet af proverne blev analyseret pa HPLC. Tempera-
turen i kuglemplien blev holdt p8 40-50°C.

P3 lignende m3de blev en suspension af de ovenfor terrede geerceller i 75% vand
terret i en kuglemglle. Ved denne behandlinghvar rotorens hastighed 15 m pr.

sekund.

Resultaterne er anfert i Tabel 9, hvor astaxanthinindholdet er anfgrt som ug/9 geer-

tarstof -
TABEL 9
60% soyabenneolie 75% vand
Forste kersel 221 179
Anden korsel 308 192
Tredie kersel 313 276

Til sammenligning blev der kun opndet 23 ng astaxanthin pr. g geerterstof, nar den

torrede gaer blev behandlet med soyabenneolie eller vand uden samtidig homoge-

nisering.

Ved forsgget er det vist, at ca. 3 karsler i kuglemellen er tilstraekkelige til opnaelse

af en i det vaesentlige total edelzeggelse af gzercellen.
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EKSEMPEL 11

Fodring af fisk

Fiskefoder med varierende astaxanthinindhold blev fremstillet. Fiskefoderet biev
fremstillet ud fra kommercieit fiskefoder Ecoline 16 fra Dansk @rredfoder, Brande,
Danmark, hvilket er en blanding af fiskemel, sojamel, fiskeolie, ekstruderet hvede,
lecitin og vitaminer i form af en premix. Forskellige maengder astaxanthin blev
tilsat dette foder. Astaxanthinet var opnaet fra P. rhodozyma-geerceller, som var
blevet dyrket pd samme made som beskrevet i eksempel 3, og som var blevet
spraytarret. De spraytgrrede gaerceller blev fremstillet fra 28 kg homogeniseret
geerflede, som var blevet blandet med 0,475 kg natriumcaseinat oplgst i 2,7 kg
vand ved ca. 50°C. 0,068 kg GRINDTEK MOR 50 indeholdende 2 g ascorbylpalmitat
0g 1 g tocopheroler fra soyabsnner blev emulgeret i natriumcaseinatoplgsningen.
Natriumcaseinatoplesningen (indeholdende antioxidanter) blev blandet med den
homogeniserede geerflede, og blandingen blev sprayterret som beskrevet i
eksempel 8. Det sprayterrede produkt (92,6% torstof) indeholdt ca. 674 rg
astaxanthin pr. g gzerterstof. Det sprayterrede produkt blev sat til det kommer-
cielle fiskefoder, saledes at der blev opniet de varierende astaxanthinkoncentra-

tioner i fiskefoderet (foder A-D), som ses i Tabel 10 nedenfor.

Et fiskefoder indeholdende syntetisk astaxanthin (foder E) blev anvendt som

kontrol. Foderet E indeholdt astaxanthin i en maengde svarende til 40 ppm.

Foder A-E har folgende sammenszatning:
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TABEL 10
Fiskefoder
A B c D E

Astaxanthin pg/g foder 4,4 -12,8 20,4 39,2
Syntetisk astaxanthin - - - - 40
Tert indhold % 91,94 91,49 91,56 91,88 88,81
Aske % 9,12 9,00 8,79 8,45 7,03
Cellulose ¥ 1,46 1,45 1,60 2,05 1,71
Protein % 43,62 43,20 43,86 43,81 43,15
Fedt % 17,59 17,21 18,62 20,00 21,19
Phosphor g/kg 11,58 10,89 11,25 10,80 9,96
Nitrogenfrit ekstrakt % 20,15 20,53 18,69 17,57 15,73

Ca. 60 regnbueorreder, der hver vejede-ca. 400 g, blev anvendt i disse forsgg med
hver af fiskefodertyperne A-E. Fisken blev holdt i bure og fodret ad libitum. Vandet
havde en temperatur i omradet 2,5-14°C, hvor de lavere temperaturer var i sidste

del af fiskefodringseksperimentet.
Ekstraktion af astaxanthin fra fisk
Det anvendte udstyr er det udstyr, der normalt anvendes i laboratorieforseg.

En regnbueprred uden skind blev skaret i stykker, og 15 g ked blev udvejet i et
centrifugerer (100 ml). 15 ml tetrahydrofuran blev sat til som ekstraktionsmiddel.
Kedet blev yderligere findelt i en ULTRATURAX-mixer og efterfglgende centrifu-
geret. Tetrahydrofuranektrakten blev overfart til en 50 ml malekolbe. Remanensen
blev vasket med 10 ml tetrahydrofuran i 2-3 minutter pa et sonikeringsbad og
centrifugeret, og tetrahydrofuranfasen blev overfort til malekolben, til hvilken
yderligere tetrahydrofuran blev sat til op til 50 ml. 10 m! ud af de S0 mi blev

inddampet under nitrogenatmosfaere ved en temperatur pa 40°C. Afdampnings-
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resten blev genoplast i 1 ml mobil fase og filtreret gennem et 0,45 pm-filter for

yderligere analyse.

HPLC-analyse

Sejle LiChrosorb RP-18, 5 pm, 250 x 4,6 mm
Mobilfase: 40 ml myresyre
60 ml vand
384 ml ethylacetat
516 mi acetonitril
Flow: 10 ml pr. min.
Injektion: 20 pl loop, Rheodyne 7120
Pumpe: Waters 510
Detektor: Waters 481, UV-spectrophotometer, 471 nm
Integrator: Waters 740

Bestemmelse af fiskens farve

Farven af fiskekadet blev bestemt ved L*a*b*-farvebestemmelsesmetoden under
anvendelse af et Minoita Chroma Meter II. L*-vardien betegner lyskomponenten,
a*-vaerdien (der antager vaerdier fra -60 til +60) betegner den gren/rede kompo-
nent (de negative veerdier betegner den grenne komponent, og de positive vaerdier
betegner den rode komponent), og b*-veerdien {(der antager veerdier fra -60 til
+60) betegner farvens bla/gule komponent. Kun a*-vaerdien er anfart i Tabel 11.

Regnbuegrredkad uden skind blev homogeniseret i en blender til opn3else af en
homogen masse, som blev anbragt i sma petriskale (med en hgjde pa 1 ¢cm 0og en
diameter pa 3,5 cm), sdledes at det udfyldte heie dette volumen. Overfladen af
massen i petriskalen blev udglatte og dxkket med en glasplade og var derefter

klar til analyse.

De opndede data for fiskefodringsforspget er anfart i Tabel 11 nedenfor:
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TABEL 11

Analyse af fiskefoderet i 16 dage

#g asta-

xanthin/ fiskens farve af
fiske-
g fisk vegt (g) ked (a*)
Foder A 0,S0 380 1,45
0,60 434 1,12
0,65 252 0,08
0,60 580 0,48
0,65 392 -0,02
Foder B 1,45 ' 343 1,53
0,15 385 0,05
0,20 298 -0,52
1,00 388 0,52
0,60 317 -0,33
Foder C 0,75 471 0,00
0,85 290 1,20
0,45 328 0,23
0,30 300 -0,38
0,75 359 -0,38
Foder D . 0,70 258 -0,20
0,45 643 0,72
1,00 369 2,058
0,70 450 0,50
0,30 382 -0,10
Foder E 0,2S 374 -0,80
0,60 339 0,12
0,80 405 0,98
0,65 579 0,36

1,20 534 1,18
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TABEL 11 (fortsat)

Analyse af fiskefoderet i 23 dage

DK 168542 B3

ug asta-
xanthin/
g fisk

fiskens
vagt (g)

farve af
fiske-
kod (a*)
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Analyse af fiskefoderet i 30 dage

DK 168542 B3

pg asta- farve af
xanthin/ fiskens fiske-
g fisk vagt (g) ked (a*)
Foder 0,80 410 1,12
0,60 448 0,78
0,50 409 1,50
0,55 483 1,40
0,65 352 0,40
Foder 0,75 344 0,35
0,35 410 1,17
0,45 547 0,40
0,35 493 2,20
0,95 228 2,14
Foder 1,10 517 3,30
0,95 40S 1,48
1,5S 381 2,26
0,75 330 1,48
0,95 413 1,80
Foder 2,15 635 6,10
0,85 384 1,68
2,10 363 0,56
1,70 423 3,70
1,00 348 1,92
Foder 1,15 390 1,84
2,10 427 4,00
3,00 433 4,14
0,40 337 0,02
0,55 342 0,85
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Analyse af fiskefoderet i 43 dage
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Hg asta-
xanthin/
g fisk

fiskens
vagt (g)

farve af
fiske-
ked (a*)
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TABEL 11 (fortsat)
Analyse af fiskefoderet i 72 dage
ug asta- farve af
xanthin/ fiskens fiske-
g fisk vagt (g) ked (a*)
Foder A 0,55 409 1,08
0,70 ’ 628 4,02
1,958 1177 3,84
0,70 663 1,42
1,65 401 1,34
Foder B 1,05 386 . 2,24
0,90 666 2,46
0,30 ’ 507 2,46
2,05 585 4,90
1,20 518 1,52
Foder C 1,15 701 ‘ 2,40
1,80 415 4,42
4,80 739 9,36
5,00 451 7,26
4,00 594 5,48
Foder D 1,15 444 2,32
2,05 . 514 6,98
4,25 493 8,40
4,80 612 8,24
4,25 633 6,66
Foder E 3,05 627 6,32
3,75 618 6,26
4,65 507 9,78
5,95 654 . 8,56

.Resultateme viser, at astaxanthinet i hver af fiskefoderblandingerne A-E er blevet
absorberet af fiskene, og at fiskekedet opnar en stigende rod pigmentering med
stigende maengder astaxanthin i foderet (foder A-D) og med forpget fodringstid

(som observeret ved a*-vaerdien (betegnende farvens rede komponent)).
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Derudover antyder resultaterne, at narvaerelsen af astaxanthin i foderet ikke

pavirker fiskenes vaekst.

Fiskene blev 0gsa bedpmt visuelt og viste sig generelt at have en attraktiv red
farve. Efter 43 dages fodring kunne der ikke ses nogen vaesentlig forskel i pigmen-
teringen af fisk fodret med foder D og E (indeholdende henholdsvis ca. 40 ppm
astaxanthin produceret ifslge opfindelsen og 40 ppm syntetisk astaxanthin). Efter
72 dages fodring kunne der ikke observeres nogen vaesentlig forskel i pigmen-
teringen af fisk fodret med foder C, D og E (indeholdende henholdsvis ca. 20 ppm
astaxanthin produceret ifalge opfindelsen, 40 ppm astaxanthin produceret ifalge

opfindelsen og 40 ppm syntetisk astaxanthin).

PATENTKRAV

1. Phaffia rhodozyma-gaercelle,

som er den gaerstamme, der er deponeret under deponeringsnr. 225-87 CBS, eller
den gaerstamme, der er deponeret under deponeringsnr. 215-88 CBS, eller en mu-
tant eller et derivat deraf, eller en mutant eller et derivat af den geaerstamme, der
er deponeret under deponeringsnr. 225-87-CBS, som har bibeholdt den
astaxanthinproducerende evne, og som, ndr den dyrkes under betingelser, der
omfatter en oxygenoverfarselshastighed pd mindst 30 mmol pr. 1 pr. time p3 Difco
YM-medium ved 20-22°C i 5 dage i 500 ml rystekolber med to prelleplader
indeholdende 50 m! af mediet og underkastet omrystning ved cirkelbevaegelse ved
150 omdr. pr. minut, idet inokulum er 100 pl af en 4 dage gammel YM-kultur,
producerer astaxanthin i en maengde p3 mindst 600 1g pr. g geertorstof bestemt
ved HPLC-analyse under anvendelse af ren astaxanthin som en standard af en
methanolekstrakt af gaeren, der er fremstillet ved at underkaste en suspension af
0,2 g gaerterstof i 20 mi methanol 5 x 1 minuts disintegration i intervaller pa et
halvt minut, idet disintegrationen udfgres ved en temperatur pa hejst 20°C i en
glaskuglemalle indeholdende 1S g glaskugler med en diameter pd 0,4 mm, idet

glaskuglemsllen er udstyret med en kalekappe med isvand.

2. Geercelle ifgige krav 1,
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kendetegnet ved, at den, ndr den dyrkes under de betingelser, der er
anfert i krav 1, producerer astaxanthin i en mangde pa mindst 700 ng pr.g
gartoerstof, fortrinsvis mindst 1000 ng pr. g geerterstof, isaer mindst 1500 ug pr. g
geertorstof og i seerdeleshed mindst 2000 ug pr. g gaerterstof, som bestemt ved

den metode, der er anfert i krav 1.

3. Fremgangsmade til fremstilling af astaxanthinholdige Phaffia rhodozyma-celier

eller celledele eller astaxanthin,

kendetegnet ved, at astaxanthinproducerende Phaffia rhodozyma-

geerceller, som defineret i krav 1, dyrkes under aerobe betingelser i et medium,

der indeholder kulhydratkilder, assimilerbare nitrogen- og phosphorkilder, mikro-
naeringsstoffer og biotin eller desthiobiotin ved en temperatur i omradet 15-26°C
for saledes at opna en biomasse, der indeholder astaxanthin i en maengde p3
mindst 600 pg pr. g gaerterstof som bestemt ved den metode, der er anfert i krav

1, dg eventuelt at der udferes ét eller flere af de felgende trin i arbitraer raekke-

felge:

- Cellerne hgstes fra kulturen, sdledes at der opnas en gaerflade,

- cellerne abnes, for eksempe! ved at gdelaegge celleveeggene ved hjeelp af
mekanisk, kemisk og/eller enzymatisk behandling og/eller at cellerne
underkastes sonikering, autolyse, osmolyse og/eller plasmolyse, eventuelt
med tilsaetning af egnede midler sdsom detergenter, syrer, baser, enzymer,
autolyse-forpgende stoffer, osmolyserende midler, sdsom salte, og/eller
plasmolyserende midier,

- cellerne homogeniseres til opnaelse af et homogenat,

- cellerne, cellefragmenterne eller homogenatet tarres, fortrinsvis til et

vandindhold pa hejst 12 vaegt%, fortrinsvis hgjst 10%

- astaxanthin ekstraheres fra cellerne, cellefragmenterne eller homogenatet.

4. Fremgangsmade ifpige krav 3,

kendetegnet ved, at dyrkningen udferes som en fed-batch-fermentering
under betingelser, hvor der i det vaesentlige ikke dannes alkohol, bg eventuelt hvor
den totale glukose- og saccharosekoncentration hejst er 8 g/, fortrinsvis 5 g/I, og
iseer 1 g/l, fortrinsvis ved en temperatur pa 20-22°C, hvor fermenteringen eller en

del deraf udferes i et medium, der omfatter melasse og/eller saccharose og
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nitrogenkilder, sdsom diammoniumsulphat, ammoniumphosphat, ammonium-
hydroxid eller urinstof, phosphorkilder sasom ammoniumphosphat og phosphor-
syre og tilsatte mikronaeringsstoffer eiler mineralsalte s3som magnesiumsulphat,
zinksulphat og biotin eller desthiobiotin, idet melassen eventuelt tilfgres mediet

adskilt fra de andre bestanddele.

5. Fremgangsmade ifplge krav 3 eller 4,

kendetegnet ved, at dyrkningen omfatter en vaekstfase under betingelser,
som i det vaesentlige er tilstraekkelige med hensyn til vaesentligt alle vaekstbe-
tingelser, og en efterfalgende vaekstbegraenset fase under betingelser, hvor dyrk-
ningsmediet under fortsat beluftning udtemmes for mindst en vaekstfaktor for
saledes at pge produktionen af astaxanthin under den efterfglgende fase, idet den
efterfelgende vaekstbegreensede fase fortrinsvis har en varighed p8 mindst ca. 16
timer, sdsom 16-24 timer, idet den efterfglgende vaekstbegraensede fase fortrinsvis
er justeret saledes, at astaxanthinproduktionen pges mindst 1,2 gange den
produk-tion, der opné')s uden den efterfplgende fase, fortrinsvis mindst 1,3, sdsom
1,4 ogiseer 1,5 gange den produktion, der opnas uden den efterfglgende fase, idet
den efterfplgende vaekstbegraensede fase fortrinsvis udfgres i det vasentlige uden

nogen tilsetning af noget naeringsstof eller mikronaeringsstof til mediet.

6. Fremgangsmade ifpige krav 5,
kendetegnet ved, at astaxanthinkoncentrationen i den opndede biomasse er
mindst 700 ug pr. g gaerterstof, som bestemt ved den fremgangsmade, der er

anfert i krav 1.

7. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 3-6,

kendetegnet ved, at den garcelle, der dyrkes, er en geercelle ifglge krav 1
eller 2, hvor astaxanthinkoncentrationen i den opnaede biomasse er mindst 800,
iseer mindst 1000 pg pr. g geerterstof, i saerdeleshed mindst 1500 ug pr. g geertor-
stof, for eksempel mindst 2000 pg pr. g geerterstof, og mest foretrukket mindst

3000 ug pr. g gaerterstof som bestemt ved den metode, der er anfert i krav 1.

8. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 3-7,

kendetegnet ved, at gaercelien efter dyrkningen og eventuelt efter den

vaekstbegraensede fase, underkastes én eller flere af fplgende behandlinger:
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- @delzeggelse af cellerne ved at udszette cellerne for et forpget
tryk og derefter frigive trykket og efterfglgende at underkaste
de pdelagte celler ultrafiltrering eller inddampning for sdledes at koncentrere
de edelagte geerceller,
- pdelaeggelse af cellerne ved at udszette cellerne for et foraget
tryk og derefter frigive trykket og efterfelgende sprayterre
eller tromletarre de gdelagte celler,
- filtrering til opnaelse af en filterkage, som derefter ekstruderes, hvorefter

ekstrudatet torres, for eksempel i en fluid bed eller ved bakketgrring,

- blanding af terret helcellemateriale, som er blevet terret i en-

fluid bed eller ved bakketgrring, med en olieagtig fase sasom
en spiselig olie eller spiseligt fedtstof, og maling af blandingen i en molle
sasom en kuglergrermolle til pdelaggelse af cellerne og frigivelse af
astaxanthin til den olieagtige fase,

- ekstraktion af gdelagte celler, der fortrinsvis er homogeniseret med
organiske oplgsningsmidler sdsom petroleumether,
acetone eller en alkohol s3som methanol, ethanol eller isopropanol, til
opnaelse af astaxanthin oplest i det organiske oplgsningsmiddet og derefter

eventuel fjernelse af oplesningsmidlet for eksempel ved afdampning,

- ekstraktion af helceller med et oplesningsmiddel, der omfatter

iseddikesyre, til opnaelse af astaxanthin indeholdt i det
iseddikesyreholdige oplgsningsmiddel,

- superkritisk ekstraktion af sdelagte eller hele, vade eller
torre celler med carbondioxid, eventuelt sammen med organiske

oplasningsmidler, for eksempel af den ovennaevnte type,

idet behandlingerne fortrinsvis udfgres under oxygenbegraensede betingelser
sasom i en inert atmosfzere, hvor den inerte atmosfzere for eksempel tilvejebringes
ved hjzlp af vanddamp og/eller ved hjeelp af nitrogen og/eller carbondioxid, idet
ekstraktionen af de hele gaerceller med det iseddikesyreholdige oplesningsmiddel
fortrinsvis udferes ved en temperatur over oplesningsmidlets frysepunkt, for
eksempel i omradet 20-100°C, fortrinsvis i omradet 20-80°C, og iszer i omr3det 20-
60°C.
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9. Dyrefoder,

kendetegnet ved, at det omfatter Phaffia rhodozyma-geerceller ifplge krav 1
eller gzercelledele indeholdende astaxanthin i en mangde pa mindst 600 ug pr. g
geertorstof som bestemt ved den metode, der er anfart i krav 1, fx gaerceller ifsige
krav 1 eller 2 eller dele deraf eller gaerceller eller gaercelledele fremstillet ved
fremgangsmaden ifaige et hvilket som helst af kravene 3-8, sammen med andre
foderbestanddele, hvor de astaxanthinholdige gaerceller eller gaercelledele udger
hgjst 10 vaegt% af det totale terstof af dyrefodersammensaetningen, fortrinsvis
hejst 5% og iszer hojst 3%, idet de andre komponenter fortrinsvis er valgt fra
protein- og kulhydratkilder sdsom fiskemel, valle, blodmel, vegetabilsk mel,
fedtstoffer sdsom fiskeolie og vegetabilske olier, vitaminer og mineraler.

10. Fremgangsmade til fodring af dyr til opndelse af en radlig pigmentering af
deres koad og/eller af produkter fremstillet af dyrene,

kendetegnet ved, at der til dyrene administreres et foder, der indehoider
Phaffia rhodozyma-geerceller ifslge krav 1 eller celledele, der indeholder
astaxanthin, i en mangde p& mindst 600 pg pr. g geertgrstof, som bestemmes ved
den metode, der er anfert i krav 1, idet dyrene fortrinsvis er fisk, iszer laks eller

haverred, kper til farvning af deres smor eller fjerkrze til farvning af deres

2ggeblommer.
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