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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】微生物（または単細胞）由来の油、好ましくは１種以上のポリ不飽和脂肪酸（Ｐ
ＵＦＡ）を含有する油を、単細胞生物（または微生物の細胞）から抽出（およびその後、
単離）する方法、及び装置を提供する。
【解決手段】発酵後、微生物細胞を低温殺菌し、洗浄して、細胞壁を機械的（均質化など
）、物理的（沸騰または乾燥）、化学的（溶媒）または酵素的（細胞壁分解酵素）な技術
により溶解または破壊する工程。遠心分離によって達成されて、前記油を含む油状の相（
上層）が得られる。この油状の相を（細胞質細片を含む）水相から分離する（ＰＵＦＡを
含む）前記油を、得られた細胞壁細片から分離する工程。更に、前記油を抽出し、必要に
応じて、前記油からＰＵＦＡを精製または単離する工程が含まれる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）微生物の細胞の細胞壁を破壊して油を放出させる工程、および
（ｂ）前記工程（ａ）で形成された細胞壁細片の少なくとも一部から油を分離する工程を
含む
微生物の細胞から油を生成する方法。
【請求項２】
細胞が、物理的、酵素的または機械的に破壊される請求項１記載の方法。
【請求項３】
破壊が、均質化を含む請求項２記載の方法。
【請求項４】
（ｃ）前記微生物由来の油または１種以上のＰＵＦＡを抽出、精製または単離する工程
を更に含む請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
工程（ｂ）における分離が遠心分離によるものである請求項１～４のいずれかに記載の方
法。
【請求項６】
分離が、油状の層と水層の形成をもたらす請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
油状の層が、水層よりも上層である請求項６記載の方法。
【請求項８】
前記油が、１種以上のポリ不飽和脂肪酸（ＰＵＦＡ）を含有する請求項１～７のいずれか
に記載の方法。
【請求項９】
前記油が、Ｃ１８、Ｃ２０またはＣ２２ω－３系またはω－６系ＰＵＦＡ（任意にＡＲＡ
、ＥＰＡ、ＤＨＡおよび／またはＧＬＡ）であるＰＵＦＡを含有する請求項１～８のいず
れかに記載の方法。
【請求項１０】
微生物の細胞が、酵母、バクテリア、真菌類または藻類の細胞である請求項１～９のいず
れかに記載の方法。
【請求項１１】
段階（ａ）および／または（ｂ）が、有機溶媒を含まない請求項１～１０のいずれかに記
載の方法。
【請求項１２】
前記段階（ａ）および（ｂ）、そして任意に（ｃ）においても、（前記油またはＰＵＦＡ
等のための）溶媒を用いない請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
段階（ａ）の前に、微生物の細胞を、前記油が生産され得る条件で培養または発酵し、お
よび必要に応じて前記細胞を低温殺菌および加熱することを含む請求項１～１２のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
細胞壁の破壊が、１種以上の細胞壁分解酵素または界面活性剤によって促進される請求項
１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
分離誘導因子が前記（ｂ）中に存在する請求項１～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
請求項１～１５のいずれかに記載の方法で生成されるＰＵＦＡを含有する微生物もしくは
単細胞由来の油、またはＰＵＦＡ。
【請求項１７】
（ａ）微生物の細胞を培養するための手段、
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（ｂ）微生物の細胞の細胞壁を破壊して、該細胞から油を放出させるための手段、および
（ｃ）前記油を、前記破壊によって得られた細胞片の少なくとも一部から分離するための
手段
を包含する、微生物の細胞から油を生成するための装置。
【請求項１８】
（ａ）が発酵槽を包含し、（ｂ）がホモジナイザーを包含し、および／または（ｃ）が遠
心分離機を包含する請求項１７記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、微生物（または単細胞）由来の油、好ましくは１種以上のポリ不飽和脂肪酸
（ＰＵＦＡ）を含有する油を、単細胞生物（または微生物の細胞）から抽出（およびその
後、単離）することに関する。本発明の方法は、微生物の細胞壁を破壊または溶解して、
その後、得られた細胞片から前記油を分離することを伴う。本発明は、前記方法によって
回収される微生物由来の油、好ましくはＰＵＦＡを含むものにも関する。
【０００２】
ポリ不飽和脂肪酸、すなわちＰＵＦＡは、天然起源であり、しかも広く様々な異なるＰＵ
ＦＡが異なる単細胞生物（藻類、真菌類など）によって産生される。ＰＵＦＡは、食品（
幼児用調製粉乳など）、栄養補給食品および医薬への包含など、多くの用途を有している
。
【０００３】
　大抵の微生物由来のＰＵＦＡ産生プロセスにおいて、微生物は、最初に発酵槽内におい
て好適な培地で培養される。次いで、微生物由来のバイオマスを回収し、処理すると、そ
の後、好適な溶媒を用いてバイオマスから脂質を抽出できる。脂質は、通常、精製工程に
数回付される。脂質は、（酸素存在下での）加熱および／またはリパーゼもしくはリポキ
シゲナーゼに起因するものなどの脂肪分解または酸化条件に付されると、分解することが
あるためである。前記プロセス中は注意しなければならない。先行技術には、酸化を回避
する（ことによって、例えば、細胞の開放を阻止して、その内容物の酸素への曝露を阻止
することなどの）ために、ＰＵＦＡを、全体的に無処置の細胞から溶媒を用いて抽出する
ことが開示されている（国際公開第９７／３６９９６号パンフレットおよび同第９７／３
７０３２号パンフレット参照）。溶媒の使用は、微生物由来のバイオマスから脂質を取り
出すのに通常知られた方法である（国際公開第９８／５０５７４号パンフレット）。
【０００４】
　前記抽出法は、数年間用いられているが、溶媒を除去する必要があり、そしてそのこと
が余分なコストをもたらす。加えて、得られる脂質を食品に使用するのであれば、ヘキサ
ンなどの特定の溶媒は、完全に除去するか、あるいはほんの少量のみを残すことが重要で
ある。ヘキサンを蒸留によって除去する場合は、加熱を伴う。加熱は、コストを増やすば
かりか、脂質分解をも引き起こすことがある。更に、環境のことを考慮するにつれて、脂
質の抽出のための溶媒の使用は段々と高価でかつ不人気となっている。
【０００５】
　すなわち、本発明は、前記問題を解決するか、または少なくとも軽減しようと努めるも
のである。本出願人は、ＰＵＦＡを包含するもののような脂質が、微生物細胞から溶媒を
必要とせずに効率良く抽出できることを見出した。
【０００６】
　したがって、本発明の第１の態様によれば、油（または脂肪もしくは脂質であって、こ
れらの用語は、互換的に使用される）を微生物細胞から生成する方法を提供する。本発明
の方法は、（ａ）（微生物細胞の）細胞壁を破壊（または溶解）して、前記細胞から油を
放出（または遊離）することを含む。次に、（微生物または単細胞由来の）油を、（ｂ）
得られた細胞壁細片の少なくとも一部から分離してよい。その後、（微生物由来の）油（
または１種以上のＰＵＦＡ）を、（ｃ）回収し、精製および／または単離してよい。本発
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明の方法を用いると、溶媒を必要とせずに、前記油の良好な収率が達成される。好ましく
は、前記油は、ＰＵＦＡ、すなわち１種以上のＰＵＦＡを包含する。好ましくは、（段階
（ａ）および（ｂ）を包含する）本発明の方法は溶媒を用いない。
【０００７】
　最近のＰＵＦＡ調製法は、微生物を無処置にしておくことを主張している（国際公開第
９７／３６９９６号パンフレット）。この公報には、微生物由来のバイオマスが微生物を
発酵させることによって発生し、発酵後、細胞を加熱するＰＵＦＡ産生法が記載されてい
る。バイオマスから水を除去して、得られる物質を押出成形して多孔性の顆粒を形成する
。次に、ＰＵＦＡを、顆粒内の無処理の細胞から、溶媒（通常、ヘキサン）と接触させる
ことによって抽出する。その後、ヘキサンを留去して、未精製の油を製造する。望ましく
ない酸化を生じさせると考えられることから、この方法では全体を通して、細胞を無処置
にしておき、大気中の酸素がＰＵＦＡに接触させないようにしている。しかし、良好な品
質のＰＵＦＡ油は、細胞が事実上溶解すれば達成され得るということが分かった。すなわ
ち、大気による潜在的な酸化を、溶媒の必要を避けるという利点によって、更に埋め合わ
せることができる。
【０００８】
ＰＵＦＡおよび微生物
　ＰＵＦＡは、単一のＰＵＦＡであっても、２種以上の異なるＰＵＦＡであってもよい。
ＰＵＦＡは、ｎ－３系であっても、ｎ－６系であってもよい。好ましくは、Ｃ１８、Ｃ２
０またはＣ２２ＰＵＦＡ、あるいは少なくとも１８個の炭素原子と３個の二重結合を有す
るＰＵＦＡである。
【０００９】
　ＰＵＦＡは、遊離脂肪酸、塩、脂肪酸エステル（例えば、メチルもしくはエチルエステ
ル）の形、リン脂質として、および／またはモノ－、ジ－もしくはトリ－グリセリドの形
で提供されてもよい。
好適な（ｎ－３系およびｎ－６系）ＰＵＦＡは、以下のものを包含する。
ドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ、２２：６ω３系）、好適には（渦鞭毛藻類（ｄｉｎｏｆｌ
ａｇｅｌｌａｔｅ））Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍまたは（真菌類）Ｔｈｒａｕｓｔ
ｏｃｈｙｔｒｉｕｍなどの藻類また真菌類由来のもの、
γ－リノレン酸（ＧＬＡ、１８：３　ω６系）、
α－リノレン酸（ＡＬＡ、１８：３　ω３系）、
共役リノレン酸（オクラデカジエン酸、ＣＬＡ）、
ジホモ－γ－リノレン酸（ＤＧＬＡ、２０：３　ω６系）、
アラキドン酸（ＡＲＡ、２０：４　ω６系）、および
エイコサペンタエン酸（ＥＰＡ、２０：５　ω３系）。
【００１０】
　好ましくは、ＰＵＦＡは、アラキドン酸（ＡＲＡ）、ドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ）、
エイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）および／またはγ－リノレン酸（ＧＬＡ）を包含する。
特にＡＲＡが好ましい。
【００１１】
　ＰＵＦＡは、天然（例えば、植物または海洋）起源であっても、あるいは単細胞または
微生物から派生したものであってもよい。すなわち、ＰＵＦＡは、微生物、藻類または植
物起源（または資源）であって（またはこれらを由来とするものであっても）よい。特に
ＰＵＦＡは、バクテリア、真菌または酵母によって産生され得る。真菌が好ましく、特に
Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ、Ｐｈｙｃｏｍｙｃｅｓ、Ｂｌａｋｅｓｌｅａ、Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ、Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉｕｍ、ＰｙｔｈｉｕｍまたはＥｎｔｏｍｏｐｈ
ｔｏｒａなどのＭｕｃｏｒａｌｅｓ目の真菌である。好ましいＡＲＡ源は、Ｍｏｒｔｉｅ
ｒｅｌｌａ ａｌｐｉｎａ、Ｂｌａｋｅｓｌｅａ ｔｒｉｓｐｏｒａ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌ
ｕｓ ｔｅｒｒｅｕｓまたはＰｙｔｈｉｕｍ ｉｎｓｉｄｉｏｓｕｍ由来のものである。藻
類は、渦鞭毛藻類であるか、および／またはチノリモ（Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ）、Ｎ
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ｉｔｓｚｃｈｉａまたはＣｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍ（例えば、Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏ
ｄｉｎｉｕｍ ｃｏｈｎｉｉ）を包含する。酵母は、Ｐｉｃｈｉａ属または酵母菌属（Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）のもの、例えば、Ｐｉｃｈｉａ ｃｉｆｅｒｉｉを包含する
。バクテリアは、Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ属のものであってよい。
【００１２】
　本発明の方法において、微生物細胞（または微生物）は、最初に、（例えば、水性の）
培養培地を含む発酵槽などにおいて好適に培養または発酵され得る。発行条件は、得られ
るバイオマス中での高い油および／またはＰＵＦＡ含量のために最適化されてよい。所望
により、発酵が終了した後などに、微生物を死滅および／または低温殺菌してよい。これ
は、望ましくない酵素、例えば、前記油を分解したり、あるいはＰＵＦＡの収率を低下さ
せるかもしれない酵素を不活性化することであってよい。
【００１３】
　次に、発酵ブロス（バイオマスおよび培養培地）を、発酵槽から取り出して（例えば、
流出させて）、細胞壁破壊装置（例えば、ホモジナイザー）に通してもよい。必要に応じ
て、液体（通常は水）を（最初に）ここから取り除く。好適な固－液分離技術を使用して
よい。この工程（脱水）は、遠心分離および／または濾過によって行われてよい。前記細
胞を、例えば水溶液（水など）を用いて洗浄して、細胞外の水溶性または水分散性化合物
を除去してもよい。その後、前記細胞は、破壊または溶解の準備に付されてよい。
【００１４】
細胞溶解（段階（ａ））
　次に、微生物細胞の細胞壁を破壊（または溶解）する。この工程は、酵素的、物理的ま
たは機械的な方法または技術のうち１以上を用いて、例えば、高いせん断条件で達成され
てよい。物理的な技術は、前記細胞を、十分な温度に加熱および／または乾燥することに
よって、細胞壁を破壊することを包含する。これには沸騰も包含される。
【００１５】
　酵素的な方法は、１種以上の酵素、例えば、細胞壁分解酵素による溶解を包含する。細
胞壁分解酵素は、溶解性酵素であってよい。他の酵素としては、（例えば、アルカリ性）
プロテアーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ、キチナーゼおよび／またはペクチナーゼが
挙げられる。塩、アルカリおよび／または１種以上の界面活性剤または洗剤などの前記以
外の細胞壁分解物質を、代わりに使用しても、または１種以上の酵素と組み合わせて使用
してもよい。物理的、機械的および／または酵素的な方法の組み合わせも考えられる。
【００１６】
　機械的な技術を用いる場合、これは、例えばホモジナイザーを用いた均質化を包含し得
る。これは、ボールミル、または細胞壁を破壊し得るその他の装置であってよい。好適な
ホモジナイザーは、ポライトン・ホモジナイザー（ｐｏｌｙｔｏｎ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚ
ｅｒ）のような、高圧ホモジナイザー（例えば、３００～５００ｋｇ／ｃｍ２もしくはｂ
ａｒの圧力）を包含する。これ以外の均質化技術は、粒子、例えば、砂および／またはガ
ラスビーズとの混合を伴ってよい（ビーズミルの使用、等）。代替の機械技術は、粉砕装
置、例えば、ホモブレンダー（ｈｏｍｏｂｌｅｎｄｅｒｓ）の使用を包含する。細胞壁を
破壊する前記以外の方法としては、超音波、噴霧乾燥および／または加圧または高圧の適
用が挙げられる。この最後の技術は、コールド－プレス（ｃｏｌｄ－ｐｒｅｓｓｉｎｇ）
と呼ばれ、１００～６００または７００ｂａｒ（気圧またはｋｇ／ｃｍ２）、例えば、１
５０～５００ｂａｒ、最適には２００～４００ｂａｒの圧力で行われてよい。
【００１７】
　均質化は、細胞壁を破壊する好ましい方法である。ホモジナイザーには、高いおよび／
または低い破壊（例えば、均質化）圧力で、１～３回パスしてよい。例えば、Ｇａｕｌｉ
ｎ（登録商標）ホモジナイザーを使用してよい。破壊（例えば、均質化）中の圧力は、３
００～９００ｂａｒ（気圧またはｋｇ／ｃｍ２）、例えば、４００～８００ｂａｒ、任意
に５００～６００または７００ｂａｒであってよい。必要に応じて、１５０～３００ｂａ
ｒまでのような、より低い圧力を用いてもよい。そのため、作業圧は、ホモジナイザーの
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種類やパス回数などに依存して、１５０～９００ｂａｒまで変えることができる。
【００１８】
　細胞溶解は化学的に行われてもよいが、本発明の方法（におけるこの段階）では望まし
くは溶媒を用いないため、好ましくは化学的な方法を使用しない。
【００１９】
　細胞壁の破壊は、発酵から得られたブロスについて行われてもよく、例えば、細胞が培
養培地に未だ含まれていても、あるいはそのような培地が存在していてもよい。１種以上
の添加物は、破壊中に添加されてもまたは含まれていてもよく（ＮａＣｌなどのアルカリ
金属塩など）、あるいは破壊後に（例えば、均質化されたブロスに）添加されてもよい。
破壊中には、有機溶媒（メタノールやクロロホルムなど）が好ましくは存在しない。破壊
は、（場合により洗浄および／または濃縮された）バイオマスについて行われ（た後、固
－液分離に付されて）てもよい。すなわち、破壊は、細胞と水を含むが溶媒を含まない（
水性の）組成物について行われる。
【００２０】
　細胞壁破壊を改良するために、破壊を、乾燥物質含量約１０～２００ｇ／Ｌで行っても
よい。これは、発酵後などの発酵ブロスについてであっても、あるいは例えば、ブロスを
脱水および／または固－液分離に付した後でブロスから派生されてもよい。
【００２１】
　必要に応じて、細片からの油の分離を促進するために、分離誘導因子（ｓｅｐａｒａｔ
ｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｒ）をこの段階で、例えば均質化された材料に、添加してよい。
【００２２】
細胞片からの油の分離（段階（ｂ））
　次に、微生物由来の油を、形成された細胞壁細片の少なくとも一部から分離する。この
段階では、油状または脂質の相もしくは層の中であってよい（そしてこれはＰＵＦＡを含
み得る）。これらは上層または一番上の層であり得る。この層は、（より下層の）細胞壁
細片などを含む水層の上にある。次いで、（ＰＵＦＡを含む）油状の層を水層（または相
）から分離させる。１種以上の界面活性剤または洗剤が、このプロセスを援助するために
存在していても、または添加されてよい。
【００２３】
　少なくとも幾つかの細胞壁細片からの油の分離は、機械的な方法を用いることにより、
特に遠心分離によって好ましく達成または援助される。好適な遠心分離機は、Ｗｅｓｔｆ
ａｌｉａ（登録商標）（半ば工業化された規模および工業化規模のもの）またはＢｅｃｋ
ｍａｎｎ（登録商標）（例えば、実験室用遠心分離機）から入手され得る。（例えば、実
験室規模の遠心分離機での）遠心分離は、２または４分～８または１５分間、３または５
～７または１２分間、最適には４または５～６または１０分間続けてよい（滞留時間）。
【００２４】
　遠心力（ｇ）は、１，０００または２，０００～１０，０００または２５，０００ｇま
で、例えば、３，０００または５，０００～８，０００または２０，０００ｇ、最適には
４，０００～６，０００ｇあるいは７，０００～９，０００ｇであってよいが、遠心分離
は、１２，０００ｇ、１５，０００ｇ、２０，０００ｇまたは２５，０００までのｇ－遠
心力で使用され得る。遠心分離は、４，０００～１４，０００ｒｐｍまで、例えば、６，
０００～１２，０００ｒｐｍ、最適には８，０００～１０，０００ｒｐｍであってよい。
１回以上の遠心分離が必要であり得る。最大ｇ遠心力は、特定の遠心分離機を使用すれば
、もっと小さくでき、例えば、Ｗｅｓｔｆａｌｉａ（登録商標）遠心分離機（モデルＮＡ
－７など）を用いれば６，０００ｇであってよい。流速は、毎時１００～５００リットル
まで、例えば、毎時１５０～４５０リットル、最適には毎時２００～４００リットルであ
ってよい。遠心分離により、２相系（脂肪性または油状の上層と下層の水層）または３相
系（脂肪性または油状の上層、中間の水層、および通常、細胞片を含む下層）となり得る
。
【００２５】
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　分離誘導因子、または分離を助ける試薬を添加してもよい。これらは、前記段階（ａ）
中、（ａ）の後であって（ｂ）の前、あるいは（ｂ）中に含まれていても、または補われ
てもよい。これは、別個の油相および水相の形成を助け得る。前記誘導因子は、水相の比
重を高めるので、水相の比重は油状の相よりも大きな比重となり得る。好適な誘導因子は
、アルカリ金属塩、例えば、ＮａＣｌを包含する。前記誘導因子は１０～１５０ｇ／Ｌの
濃度、例えば、３０～１３０ｇ／Ｌ、最適には５０～１００ｇ／Ｌで添加されてよい。
【００２６】
　前記油は、カロテノイド、例えば、β－カロテンを含んでいなくてもよい。破壊および
分離の後で、本発明の方法は、前記油または１種以上のＰＵＦＡを抽出、精製または単離
する工程を更に含んでいてよい。
【００２７】
溶媒回避
　本発明の方法の一つの利点は、溶媒の必要を回避できることである。（この点に関し、
溶媒は水を排除する。というのも、培養培地は通常、水性であり、そして細胞は水で洗浄
され得るためである。）すなわち、前記段階（ａ）における細胞壁の破壊中、または段階
（ｂ）における細胞壁細片の少なくとも一部からのＰＵＦＡの分離中には、溶媒（例えば
、有機溶媒）を使用しなくてよい。好ましくは、前記油または１種以上のＰＵＦＡの抽出
、精製または単離中には溶媒（例えば、有機溶媒）を使用しない。そのため、本発明の方
法は溶媒を本質的に含まなくてよい。したがって、段階（ａ）、（ｂ）および任意に（ｃ
）も、前記油（またはＰＵＦＡ）のための溶媒を必要とせずに、ヘキサンなどのアルカン
、アルコール（例えば、メタノール）またはハロアルカン（例えば、クロロホルム）のよ
うな溶媒（有機溶媒など）を用いずに行うことができる。
【００２８】
　好ましくは、界面活性剤の使用も回避し、破壊および分離段階（ａ）および（ｂ）のい
ずれか一方または両者も、界面活性剤を必要とせず、例えば洗剤の不存在下で行われてよ
い。
【００２９】
　本発明の第２の態様は、前記第１態様の方法で調製され得る（調製された）油に関する
。
【００３０】
　前記油がＰＵＦＡを包含すれば、ＰＵＦＡは好ましくは専ら（例えば、５０％以上、７
０％または９０％、あるいは９５％が）トリグリセリドの形態である。
【００３１】
　前記油は、以下の特徴（または成分）を１つ以上有する。
（ａ）ステロール、例えば、デスモステロール、または細胞片を、例えば、０．０１～１
．０％、例えば、０．０５～０．５％、好ましくは０．１～０．２％、
（ｂ）リン脂質またはトリグリセリド、例えば、０．１～２．０％、例えば、０．３～１
．５％、好ましくは０．５～１．０％、および／または
（ｃ） ０．１％以下、０．０５％以下または０．００１％以下のジグリセリド。
前記油は、必要に応じて、酸および／またはアルカリで精製および／または処理されてよ
い。
【００３２】
　ＰＵＦＡ（またはＰＵＦＡ含有油）は、下流での加工、例えば、デガミング（ｄｅｇｕ
ｍｍｉｎｇ）、中和、漂白、脱臭またはウィンタリゼーション（ｅｉｎｔｅｒｉｚａｔｉ
ｏｎ）に更に付されてよい。
【００３３】
全般的なプロトコル
　そのため、好ましい本発明の方法は、以下の工程を含む。
（ａ）微生物細胞を、例えば、微生物由来の油または少なくとも１種のＰＵＦＡを産生す
る条件下で培養する工程、
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（ｂ）場合により、前記細胞を加熱または低温殺菌して、細胞を死滅させるおよび／また
は望ましくない酵素を不活性化する工程、
（ｃ）場合により、遠心分離、濾過または好適な固－液分離技術などによって（水性の）
液体を除去する工程（例えば、脱水）、
（ｄ）場合により、微生物細胞を、例えば水で洗浄して、好ましくは細胞外の水溶性また
は水分散性化合物を除去する工程、
（ｅ）前記微生物細胞の細胞壁を、例えば物理的、酵素的または機械的な技術（ホモジナ
イザーまたはボールミルを用いた均質化など）により、破壊または溶解する工程；この工
程は、微生物細胞中に含まれるある種の油および／またはＰＵＦＡを放出し得る。（機械
的な）破壊は、化学的および／または酵素的な破壊で補われるかまたは置き換えられても
よい。分離誘導因子（例えば、後続の段階において、２層の形成を助けるもの、を添加し
てもよい）、
（ｆ）微生物由来の油（またはＰＵＦＡ）を細胞壁細片から分離して、例えば、油相を形
成した後、それを得られた細胞壁細片および／または水相から分離する工程；この工程は
、遠心分離を包含し、場合により１種以上の塩を添加して（アルカリ側へ）ｐＨシフトし
てよく、そして１種以上の細胞分解酵素、界面活性剤または乳化剤の存在を伴ってもよい
。（例えば、上層の）油相と（例えば、下層の）水相を分離することができる。前記油相
は、ＰＵＦＡを含み得る。水相は、細胞片を含み得る、
（ｇ）前記油（またはＰＵＦＡを油相から）抽出、精製または単離して、例えば、ＰＵＦ
Ａ含有油を得る工程、および
（ｈ）任意の酸処理（またはデガミング）、アルカリ処理（または中和）、漂白、脱臭、
冷却（またはウィンタリゼーション）。この工程は、遊離脂肪酸（ＦＦＡ）、タンパク質
、リン脂質、微量の金属、顔料、炭化水素、石鹸、酸化生成物、硫黄、顔料分解生成物、
ステロール、飽和トリグリセリドおよび／またはモノ－またはジ－グリセリドのような望
ましくない物質を除去し得る。
【００３４】
　熱処理または低温殺菌は、好ましくは１種以上の油（またはＰＵＦＡ）分解酵素を不活
性化または変性する。加熱温度は、７０～９０℃まで、例えば、約８０℃であってよい。
これは、リパーゼおよび／またはリポキシゲナーゼなどの酵素を不活性化または変性し得
る。
【００３５】
　（例えば、水溶性および／または油溶性の）酸化防止剤、例えばビタミンＣ、パルミチ
ン酸アスコルビルおよび／またはトコフェロールを１種以上添加してよい。これは、段階
（ｂ）の後で行われても、あるいはもっと後続の段階、例えば抽出後であって、精製前も
しくは精製後（前記工程（ｈ））などに行われてもよい。
【００３６】
　加熱工程は１回以上であってよく、それによって例えば、他の望ましくない化合物また
は物質を除去する。例えば、加熱は酸性ｐＨで行ってよく、それによって例えば、リン脂
質、微量金属、顔料、炭化水素および／またはタンパク質などの成分を除去する。ここで
、加熱温度は、５０～８０℃まで、例えば、５５～７５℃、最適には６０～７０℃であっ
てよい。ｐＨは、１～６まで、例えば２～５、最適にはｐＨ３～４であってよい。これは
、デガミング、および／またはタンパク質および／または水溶性もしくは水分散性化合物
の除去をもたらす。
【００３７】
　代替的にまたは前記工程に加えて、更なる加熱を、この時点ではアルカリ性のｐＨで用
いてもよい。ｐＨは、８～１３まで、好ましくは９～１２、最適にはｐＨ１０～１１であ
ってよい。前記温度は、前述の記載と同じであり得る。
【００３８】
装置（工業的なプロセスプラント）
　本発明の第３態様は、第１態様の方法を行うための装置に関する。すなわち、この第３
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の態様は、以下の手段を包含する。
（ａ）微生物細胞を培養（または発酵）するための手段（例えば、発酵槽）であって、任
意に以下の手段と（例えば直接）連結しているもの、
（ｂ）微生物細胞の細胞壁を破壊（または溶解）するための手段（例えば、ホモジナイザ
ー）であって、任意に以下の手段と連結しているもの、
（ｃ）（得られた）油を（得られた）細胞片から分離するための手段。
【００３９】
　前記細胞および培養培地（例えば、ブロス）は、前記（ｂ）の手段に直接通してよい。
各手段は、前記第１の態様の方法の段階の順に追従するように、記載した順に配置する。
前述の破壊および分離工程のうちのいずれかまたは全てを行うための手段を提供してもよ
く、例えば、分離誘導因子を（均質化した材料に）添加する手段や、あるいは前記全般的
なプロトコルに記載した工程を行うための手段（例えば、加熱／低温殺菌手段、固－液分
離手段、等）が挙げられる。
【００４０】
　本発明の一態様の特徴は、必要な変更を加えて（ｍｕｔａｔｉｓ ｍｕｔａｎｄｉｓ）
、別の態様に適用可能である。
【００４１】
　本発明を実施例を用いて更に説明するが、以降の実施例は、単に例示目的で提供するも
のである。
【００４２】
実施例１：Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ ａｌｐｉｎａの発酵ブロスからの未精製のＰＵＦＡ
（ＡＲＡ）油の調製
　アラキドン酸（ＡＲＡ）を含有するＭｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ ａｌｐｉｎａの発酵ブロ
ス（予め、６５℃で１時間低温殺菌したもの）を、ＭＣ－４ ＡＰＶ Ｇａｕｌｉｎ（登録

商標）ホモジナイザーを用い、６００ｂａｒ（６００気圧）で１回均質化して、細胞壁を
破壊した。ＮａＣｌを均質化したブロスに添加して、最終濃度１００ｇ／Ｌとした。その
後、均質化したブロスをＳｏｒｖａｌ ＲＣ ５Ｂ遠心分離機を用い、９，０００ｒｐｍ（
約２０，０００ｇ（遠心力）に相当）で１０分間遠心分離すると、アラキドン酸が豊富な
上層の油層と、細胞片を含む下層の水層が得られた。未精製のＰＵＦＡ油を回収した。
【００４３】
油の収率は９％であった（前記細胞中の油を基準とする）。（油）層は、およそ以下の組
成を有していた：デスモステロール０．１％、リン脂質０．７％、トリグリセリド６．７
％、ジグリセリド０．１％、水７０％、並びに培地成分および細胞片２０％。
【００４４】
実施例２：Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ ａｌｐｉｎａの発酵ブロスからの未精製のＰＵＦＡ
（ＡＲＡ）油の調製
　アラキドン酸（ＡＲＡ）を含有するＭｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ ａｌｐｉｎａの発酵ブロ
ス（予め、６５℃で１時間低温殺菌したもの）を、ＭＣ－４ ＡＰＶ Ｇａｕｌｉｎ（登録

商標）ホモジナイザーを用い、６００ｂａｒ（６００気圧）で１回均質化して、細胞壁を
破壊した。次いで、均質化したブロスを、Ｗｅｓｔｆａｌｉａ（登録商標）ＮＡ－７分離
板形遠心沈降機（ｄｉｓｃ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ）を用い、最大速度（約８，０００ｒ
ｐｍ、円盤スタックにおける約８，０００ｇ（遠心力）に相当）で遠心分離すると、アラ
キドン酸が豊富な上層の油層（遠心分離で回収されたもの）と、細胞片を含む下層の水層
が得られた。未精製のＰＵＦＡ油を回収した：油の収率は９５％であった（細胞中の油を
基準として）。未精製の油は、およそ以下の組成を有していた：ステロールおよび細胞片
１～２％、リン脂質３～４％％、モノグリセリド４％、ジグリセリド６％、そして残りは
トリグリセリドであった。
【００４５】
実施例３：Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍ ｃｏｈｎｉｉの発酵ブロスからの未精製の
ＰＵＦＡ（ＤＨＡ）油の調製
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　藻類Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍ ｃｏｈｎｉｉの発酵ブロス（予め、６５℃で１
時間低温殺菌したもの）２０リットルを、発酵させた後、ＡＰＶ Ｇａｕｌｉｎ（登録商

標）ホモジナイザー（型：Ｌａｂ ６０／６０－１０ＴＢ ＳＸ）を用い、それぞれ６００
ｂａｒ（６００気圧）で３回均質化して、藻類の細胞壁を溶解させた。その後、均質化し
たブロスにＮａＣｌを添加して、最終濃度を５０ｇ／Ｌとした。ラボスケールの遠心分離
機（Ｂｅｃｋｍａｎ（登録商標）ＪＭ／６Ｅ）を用いて、ブロスを８００ｍＬずつに分け
て５，０００ｇ（遠心力）でそれぞれ５分間遠心分離することにより、油を回収した。こ
れにより、ＤＨＡの豊富な脂肪性の上層（未精製の油）および下層の水層を得た。未精製
の油を脂肪性の上層から回収した。
【００４６】
実施例４：Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍ ｃｏｈｎｉｉの発酵ブロスからの未精製の
ＰＵＦＡ（ＤＨＡ）油の調製
　藻類Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍ ｃｏｈｎｉｉの発酵ブロス（予め、６５℃で１
時間低温殺菌したもの）２０リットルを、発酵させた後、ＡＰＶ Ｇａｕｌｉｎ（登録商

標）ホモジナイザー（型：Ｌａｂ ６０／６０－１０ＴＢ ＳＸ）を用い、それぞれ６００
ｂａｒ（６００気圧）で３回均質化して、藻類の細胞壁を溶解させた。その後、ラボスケ
ールの遠心分離機（Ｂｅｃｋｍａｎ（登録商標）ＪＭ／６Ｅ）を用いて、ブロスを８００
ｍＬずつに分けて５，０００ｇ（遠心力）でそれぞれ５分間遠心分離することにより、未
精製の油を回収した。これにより、ＤＨＡの豊富な脂肪性の上層（未精製の油）および下
層の水層を得た。未精製のＰＵＦＡ油を脂肪性の上層から回収した。
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