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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir lipidos que contie-
nen 4cidos grasos polienoicos a partir de microorga-
nismos eucariotas capaces de producir por lo menos
aproximadamente el 20% de su biomasa en forma de
lipidos, que comprende afiadir a un medio de fermen-
taciéon que comprende dichos microorganismos una
fuente de carbono no alcohdlica y una fuente de nu-
trientes limitadora en una proporcién suficiente para
incrementar la densidad de biomasa de dicho medio
de fermentacién hasta por lo menos aproximadamen-
te 100 g/l.

2. Procedimiento para cultivar microorganismos
eucariotas capaces de producir por lo menos apro-
ximadamente el 20% de su biomasa en forma de li-
pidos, comprendiendo dicho procedimiento afiadir a
un medio de fermentacién que comprende dichos mi-
croorganismos una fuente de carbono y una fuente de
nutrientes limitadora en una relacién suficiente para
incrementar la densidad de biomasa de dicho medio
de fermentacién hasta por lo menos aproximadamen-
te 100 g/l, en el que dicho procedimiento produce
por lo menos una proporcién de aproximadamente 0,5
g/l/hora de lipidos, y en el que por lo menos aproxi-
madamente el 15% de los lipidos totales producidos
por dichos microorganismos son lipidos poliinsatura-
dos.

3. Procedimiento para cultivar microorganismos
eucariotas que comprende afadir a un medio de fer-
mentacién que comprende dichos microorganismos
una fuente de carbono y una fuente de nutrientes limi-
tadora en una proporcion suficiente para incrementar
la densidad de biomasa de dicho medio de fermenta-
cion hasta por lo menos aproximadamente 100 g/1, en
el que se seleccionan dichos microorganismos de en-
tre el grupo que comprende algas, hongos (incluyendo
la levadura), protistas, bacterias y mezclas de los mis-
mos, y en el que dichos microorganismos son capaces
de producir por lo menos aproximadamente el 20% de
su biomasa en forma de lipidos que comprenden unos
dcidos grasos polienoicos.

4. Procedimiento para producir lipidos microbia-
nos eucariotas, que comprende:

(a) cultivar microorganismos eucariotas en un me-
dio de fermentacién para incrementar la densi-
dad de biomasa de dicho medio de fermenta-
cion hasta por lo menos aproximadamente 100
g/l

(b) proporcionar condiciones de fermentacion sufi-
cientes para permitir que dichos microorganis-
mos produzcan dichos lipidos; y

(c) recuperar dichos lipidos, en el que mds de apro-
ximadamente el 15% de dichos lipidos son lipi-
dos poliinsaturados.

5. Procedimiento para producir lipidos microbia-
nos eucariotas, que comprende:

(a) afiadir una fuente de carbono no alcohdlica y
una fuente de nutrientes limitadora a un medio
de fermentacion que comprende dichos micro-
organismos;

(b) proporcionar condiciones suficientes para que
dichos microorganismos produzcan dichos lipi-
dos microbianos; y
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(c) recuperar dichos lipidos microbianos,

en el que por lo menos aproximadamente el 15%
de dichos lipidos microbianos son lipidos poliinsatu-
rados.

6. Procedimiento para producir lipidos microbia-
nos eucariotas, que comprende:

(a) afadir una fuente de carbono y una fuente de
nutrientes limitadora a un medio de fermenta-
cién que comprende microorganismos eucario-
tas y proporcionar condiciones suficientes para
mantener un nivel de oxigeno disuelto de por lo
menos aproximadamente el 4% en dicho medio
de fermentacién para producir una densidad de
biomasa de por lo menos aproximadamente 100
g/l;

(b) proporcionar condiciones suficientes para man-
tener un nivel de oxigeno disuelto de aproxi-
madamente el 1% o menos en dicho medio de
fermentacién y proporcionar condiciones sufi-
cientes para permitir que dichos microorganis-
mos produzcan dichos lipidos; y

(c) recuperar dichos lipidos microbianos,

en el que por lo menos aproximadamente el 15%
de dichos lipidos microbianos son lipidos poliinsatu-
rados.

7. Procedimiento para enriquecer el contenido en
acidos grasos polienoicos de un microorganismo, que
comprende fermentar dicho microorganismo en un
medio de cultivo que presenta un nivel de oxigeno di-
suelto menor del 10%.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en
el que dicho procedimiento comprende una fase de
aumento de la densidad de biomasa y una fase de pro-
duccion, en el que dicha fase de aumento de la densi-
dad de biomasa comprende afiadir dicha fuente de car-
bono y dicha fuente de nutrientes limitadora y dicha
fase de produccién comprende afadir dicha fuente de
carbono sin adicién o con adicién reducida de dicha
fuente de nutrientes limitadora, para inducir condicio-
nes de nutrientes limitadoras que induzcan la produc-
cion de lipidos.

9. Procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 4, 5 6 8, en el que la cantidad de oxigeno
disuelto presente en dicho medio de fermentacién du-
rante dicha fase de produccién o dicha etapa de pro-
duccién de lipidos es menor que la cantidad de oxige-
no disuelto presente en dicho medio de fermentacién
durante dicha fase de aumento de la densidad de bio-
masa o dicha etapa de cultivo de microorganismos.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 4, 5 6 8, en el que la cantidad de oxigeno
disuelto en dicho medio de fermentacion durante di-
cha etapa de aumento de la densidad de biomasa o
dicha etapa de cultivo de microorganismos es por lo
menos aproximadamente el 4%.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 4, 5 6 8, en el que la cantidad de oxigeno
disuelto en dicho medio de fermentacién durante di-
cha fase de produccién o dicha etapa de produccién
de lipidos es menor de aproximadamente el 1%.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 6 5, en el que dicha fuente de carbono no
alcohdlica comprende un carbohidrato.

13. Procedimiento segiin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1, 2, 3, 5 6 36, en el que dicha fuente de
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nutrientes limitadora se selecciona de entre el grupo
que comprende fuentes de nitrogeno, fuentes de car-
bono, fuentes de fosfato, fuentes de vitaminas (tales
como fuentes de vitamina B12, fuentes de pantotena-
to, fuentes de tiamina), fuentes de oligometales (tales
como fuentes de zinc, fuentes de cobre, fuentes de co-
balto, fuentes de niquel, fuentes de hierro, fuentes de
manganeso, fuentes de molibdeno), y fuentes de me-
tales mayores (tales como fuentes de magnesio, fuen-
tes de calcio, fuentes de sodio, fuentes de potasio),
fuentes de silice y mezclas de las mismas.

14. Procedimiento segtin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1, 2, 3, 5 6 36, en el que dicha fuen-
te de nutrientes limitadora es una fuente de oli-
gometales o una fuente de metales mayores se-
leccionada de entre el grupo que consiste en sa-
les de sulfato y de cloruro de tales metales (tales
como MgSO,-7H,0; MnCl,-4H,0; ZnSO,-7H,0;
COC126H20, N32M0042H20, CuSO45H20,
Na,S0,) y mezclas de los mismos.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1, 2, 3, 5 6 36, en el que dicha fuente de
nutrientes limitadora comprende una fuente de nitré-
geno.

16. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1, 2, 3, 5 6 36, en el que dicha fuente de
nutrientes limitadora comprende una sal aménica in-
orgdnica.

17. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1, 2, 3, 5 6 36, en el que dicha fuente de
nutrientes limitadora comprende hidréxido de amo-
nio.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1, 2, 3, 5 6 36, en el que se controla el pH
del medio de fermentacién por medio de dicha fuente
de nutrientes limitadora.

19. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dicho medio de fermenta-
ci6én o dicho medio de cultivo presenta una tempera-
tura de por lo menos aproximadamente 20°C.

20. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dicho procedimiento pro-
duce lipidos en una proporcién media de por lo menos
aproximadamente 0,5 g/l/hora.

21. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dicho procedimiento pro-
duce lipidos en una proporcién media de por lo menos
aproximadamente 0,5 g/l/hora y en el que por lo me-
nos aproximadamente el 15% de dichos lipidos son
lipidos poliinsaturados.

22. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dicho procedimiento pro-
duce lipidos en una proporcién media de por lo menos
aproximadamente 0,5 g/l/hora, y en el que la cantidad
total de dcidos grasos omega-3 y omega-6 es por lo
menos aproximadamente el 20% de dichos lipidos.

23. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dicho procedimiento pro-
duce lipidos en una proporcién media de por lo menos
aproximadamente 0,5 g/l/hora y en el que por lo me-
nos aproximadamente el 25% de dichos lipidos es el
dcido docosahexaenoico.

24. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que se seleccionan dichos mi-
croorganismos de entre el grupo que comprende al-
gas, hongos (incluyendo la levadura), protistas, bac-
terias y mezclas de los mismos, en el que dichos mi-
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croorganismos son capaces de producir acidos grasos
polienoicos u otros lipidos que anteriormente se creia
que requerian oxigeno para su sintesis.

25. Procedimiento segiin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que se seleccionan dichos mi-
croorganismos de entre el grupo que comprende al-
gas, hongos (incluyendo la levadura), protistas, bac-
terias y mezclas de los mismos, en el que dichos mi-
croorganismos son capaces de producir dcidos grasos
polienoicos u otros lipidos que anteriormente se creia
que requerian oxigeno para su sintesis y en el que di-
chos microorganismos se cultivan en un procedimien-
to de lote alimentado.

26. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos
se seleccionan de entre el grupo que comprende algas,
hongos (incluyendo la levadura), protistas, bacterias y
mezclas de los mismos, en el que dichos microorga-
nismos son capaces de producir dcidos grasos polie-
noicos u otros lipidos que anteriormente se creia que
requerian oxigeno para su sintesis y en el que se culti-
van dichos microorganismos en un procedimiento de
lote alimentado y que comprende ademds mantener
un nivel de oxigeno menor que aproximadamente el
3% de saturacion en dicho medio de fermentacién du-
rante la fase de produccién de dicho procedimiento de
fermentacion.

27. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos
son microalgas y microorganismos a modo de algas.

28. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos
son Stramenopiles.

29. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos
son del orden de Traustoquitriales.

30. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos se
seleccionan de entre el grupo que comprende Thraus-
tochytrium, Schizochytrium, y mezclas de los mismos.

31. Procedimiento segin la reivindicacién 2, en el
que dicho procedimiento ademds comprende:

(a) una fase de aumento de la densidad de biomasa,
en la que el nivel de oxigeno disuelto en el me-
dio de fermentacién es por lo menos de aproxi-
madamente el 4%; y

(b) una fase de produccién elevada de lipidos, en la
que el nivel de oxigeno disuelto en el medio de
fermentacién es menor de aproximadamente el
1%.

32. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 2, 3, 6 6 36, en el que dicha fuente de car-
bono es una fuente de carbono no alcohdlica.

33. Procedimiento segiin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el que dicho procedimiento pro-
duce de promedio por lo menos aproximadamente 0,2
g/l/hora de 4cido docosahexaenoico.

34. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el
que dicha etapa de recuperacion de lipidos compren-
de:

(d) eliminar el agua de dicho medio de fermenta-

cién para proporcionar microorganismos secos;
y

(e) aislar dichos lipidos de dichos microorganis-
mos Secos.
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35. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el
que dicha etapa de recuperacién de lipidos compren-
de:

(d) tratar el caldo de fermentacién para permeabi-
lizar, lisar o romper las células microbianas; y

(e) recuperar los lipidos del caldo de fermentacion
a través de separacion por gravedad, con o sin la
ayuda de un agente para coadyuvar en romper
la emulsién lipido/agua.

36. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el
que dicha etapa de cultivo de microorganismos com-
prende afiadir una fuente de carbono y una fuente de
nutrientes limitadora.

37. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 5 6 6, en el que dicha etapa de recupera-
cién de lipidos comprende:

(d) eliminar el agua de dicho medio de fermenta-
cién para proporcionar microorganismos secos;

y

(e) aislar dichos lipidos de dichos microorganis-
mos Secos.

38. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 5 6 6, en el que dicha etapa de recupera-
ci6n de lipidos comprende:

(d) evaporar el agua de dicho medio de fermenta-
cion sin centrifugacién previa para proporcio-
nar microorganismos secos; y

(e) aislar dichos lipidos de dichos microorganis-
mos Secos.

39. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 5 6 6, en el que dicha etapa de recupera-
cién de lipidos comprende:

(d) tratar el caldo de fermentacién para permeabi-
lizar, lisar o romper las células microbianas; y
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(e) recuperar los lipidos del caldo de fermentacién
a través de separacion por gravedad, con o sin la
ayuda de un agente para coadyuvar en romper
la emulsion lipido/agua.

40. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 7 6 44, en el que dicho nivel de oxigeno
disuelto es menor del 5%.

41. Procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 7 6 44, en el que dicho nivel de oxigeno
disuelto es menor del 1%.

42. Procedimiento segin la reivindicacion 7, en el
que durante una fase de cultivo inicial, el nivel de oxi-
geno disuelto es mayor de aproximadamente el 10%
y durante una fase de produccion posterior el nivel de
oxigeno disuelto es menor del 10%.

43. Procedimiento segin la reivindicacion 7, en el
que dicho microorganismo contiene genes de police-
turo sintetasa.

44. Procedimiento heterétrofo para producir pro-
ductos y microorganismos que comprende:

(a) cultivar dichos microorganismos en un medio
de cultivo en el que dichos microorganismos
contienen genes de policeturo sintetasa; y

(b) mantener el nivel de oxigeno disuelto a un nivel
inferior a aproximadamente el 10%.

45. Procedimiento segun la reivindicacién 44, en
el que dichos genes de policeturo sintetasa se encuen-
tran naturalmente en dichos microorganismos.

46. Procedimiento segun la reivindicacién 44, en
el que dichos genes de policeturo sintetasa se introdu-
cen genéticamente en dichos microorganismos.

47. Procedimiento segun la reivindicacién 44, en
el que durante una fase de cultivo inicial, el nivel
de oxigeno disuelto es mayor de aproximadamente el
10% y durante una fase de produccién posterior el ni-
vel de oxigeno disuelto es menor de aproximadamen-
te el 10%.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del
art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) y a
la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de
octubre, relativo a la aplicacién del Convenio de Patente
Europea, las patentes europeas que designen a Espaiia
y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningtin
efecto en Espaiia en la medida en que confieran protec-
cién a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no
incluida en la mencionada reserva.
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