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DESCRIPCION
Proceso Para Obtener Luteina a Partir de Algas Verdes
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con el area de la biotecnologia y se refiere a un nuevo proceso para obtener
luteina de ciertos mutantes de las algas verdes y el uso de dichos mutantes para obtener luteina.

Antecedentes de la invenciéon

Los carotenoides se sintetizan mediante todos los organismos fotosintéticos asi como también mediante algunas
bacterias u hongos no fotosintéticos. Existen dos clases principales de carotenoides que se presentan en la
naturaleza: carotenos, que son hidrocarburos que son lineales o ciclizados en uno o ambos extremos de la molécula
y xantofilos, que son derivados oxigenados de carotenos. En las microalgas se puede hacer una distincion entre los
carotenoides primarios y secundarios. Los carotenoides primarios, como luteina, funcionan como pigmentos
accesorios en los fotosistemas, como componentes estructurales de complejos que recolectan luz en los
cloroplastos, asi como también agentes fotoprotectores y por lo tanto son esenciales para la supervivencia celular.
Los carotenoides secundarios, como astaxantina, se acumulan en grandes cantidades en cuerpos de lipidos fuera
de los cloroplastos, después de someter las células a condiciones de tension. El papel de los carotenoides
secundarios en células de algas no se entiende completamente. Estos pueden funcionar como filtros fotoprotectores
y como antioxidantes que evitan la acumulacién de los radicales de oxigeno.

La luteina se utiliza como tinte de alimentos y especialmente como aditivos de alimento en acuicultura y avicultura;
también se utiliza para la coloracion de farmacos y cosméticos. Durante los Ultimos afios, se han encontrado
aplicaciones adicionales para luteina, especialmente en el campo de la salud humana. La luteina se utiliza como un
nutracéutico contra degeneracién macular. Se sabe que la luteina y zeaxatina cumplen una funcioén critica en
mantener una funcién visual normal. Ademas del desarrollo de cataratas, también la progresiéon de aterosclerosis
temprana parece estar impedida por la luteina. En los caninos y felinos, se ha probado que la luteina mejora la
respuesta inmune tumoral y mediada por célula (Kim et al. 2000). La luteina también puede servir para proteger la
piel del dafio inducido por UV. El mercado global de luteina se ha incrementado marcadamente en los Gltimos afios y
se espera que alcance USD $ 187 millones en el 2009. Actualmente la fuente comercial de luteina es Marigold
(Tagetes erecta y Tagetes patula). Sin embargo, el contenido de luteina de flores Marigold es bajo (0.3 mg g 1 DW),
y por lo tanto hay un aumento interesante en las microalgas como fuente alternativa de este carotenoide. Por
ejemplo, las micro-algas Muriellopsis sp., Chlorella zofingiensis, Scenedesmus almeriensis y Chlorella
protothecoides ya se han propuesto como fuentes potenciales de luteina. No obstante, las productividades de luteina
descritas no son suficientemente altas para ser econémicamente factibles en una escala industrial.

La EP-A-1 808 483 describe un proceso para obtener luteina a partir de algas, utilizando Chlorella sorokiniana (SAG
211-32).

Por lo tanto el problema de fondo de la presente invencion ha sido satisfacer la necesidad de mejorar la acumulacion
y productividad de luteina, al seleccionar una cepa adecuada, optimizando las condiciones de cultivo y obteniendo
superproduccién de mutantes de luteina.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencién se relaciona con un proceso para obtener luteina a partir de algas que se caracteriza por

(@) las algas verdes seleccionadas de un grupo de cepas mutantes de Chlorella sorokiniana (SAG 211-32)
identificadas por las referencias de depdsito CCAP

(i) CCAP 211-93

(i) CCAP 211-94
(iii) CCAP 211-95
(iv) CCAP 211-96

se cultivan para producir luteina hasta que se logra un contenido deseado del antioxidante,
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(b) las algas se cosechan y se utilizan como un producto y/o
(c) el contenido de luteina se separa del resto de la biomasa.

Con el fin de evitar cualquier ambigiedad se establece que las cepas mutantes (i) a (iv) se han depositado antes del
dia de la presente solicitud ante la Coleccién de Cultivo de Algas y Protozoarios (CCAP) bajo los nimeros de acceso
dados, todos bajo los términos del Tratado de Budapest. Las cepas de algas se describen aqui completamente y
estan abiertas al publico.

De forma sorprendente se ha observado que los mutantes de Chlorella sorokiniana exhiben una productividad de
luteina aumentada comparado con la forma natural. En particular, los mutantes muestran un mayor contenido en
luteina, que mantiene el mismo indice de crecimiento como en la cepa natural.

Mutagenia

En el caso de mutagenia artificial existen diversas opciones conocidas en la técnica. Se pueden inducir mutaciones
sobre la base de mutagenos quimicos o fisicos asi como también sobre la base de sustancias activas biolégicas.
Entre los mutagenos quimicos, fisicos y biolégicos se conocen en la técnica diversos compuestos Utiles de los
cuales son particularmente Utiles los siguientes.

Por ejemplo tales mutagenos o noxa son de interés particular los cuales se seleccionan del grupo que consiste de
agentes de intercalacion, agentes alquilatantes, agentes desaminantes, analogos base, radiacion electromagnética
que comprende radiacion radioactiva, y rayos X, radiacidon ionizante, temperatura elevada o de luz ultravioleta,
sustancias biol6gicas activas que comprenden transposones que incluyen las tecnologias conocidas conectadas que
comprende tecnologias recombinantes de gen, mutagenia de transposon y similares. Sin embargo, las mutaciones
con base en una mutaciéon espontanea también se incluyen en este contexto. En particular, entre los agentes de
intercalacion son bien conocidos los derivados acridina o los derivados fenantridina tal como bromuro de etidio
también conocidos como bromuro de 2,7-diamino-10-etil-6-fenilfenantridio o bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfen-
antridinio. Como los compuestos de agentes alquilatantes también son Utiles tales como derivados nitrosoguanidina
o etil metanosulfonato; etil etanosulfonato, acido nitroso, o0 HNO,. Sin embargo, con respecto a los derivados de
nitrosoguanidina el compuesto N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina es de interés particular con el fin de llevar a cabo la
presente invencion. Con relacion a los analogos base se pueden utilizar el compuesto 5-bromo-uracilo, que también
se conoce como 5-bromodesoxiuridina desoxinucleosida, o 2-aminopurina.

Entre los transposones existen una cantidad de métodos publicados en la literatura que describen la mutagenia de
transposon. Por ejemplo, retrotransposones o transposones DNS, por ejemplo transposén de fago Mu, o transposén
marcado, son bien conocidos y estan disponibles para la induccién de mutaciones. Adicionalmente, también se
puede lograr mutagenia dirigida a sitio al utilizar tecnologias conocidas tales como mutagenia de insercion de
ligador, generacién de mutantes de eliminacion o mutagenia dirigida a oligonucleétidos. En general, se incluyen
todos los métodos bioldgicos conocidos con base en recombinacién de gen dentro del contexto de los métodos
anteriores. Debido a que la persona experta es consciente de la gran variedad de literatura adecuada no hay
necesidad de citar otra literatura especifica.

Los micro-organismos que se van a mutagenizar se pueden exponer al mutdgeno o los agentes que inducen
mutacion o noxa de acuerdo con cualesquier métodos conocidos. Sin embargo, de acuerdo con la presente
invencion, se prefiere que la mutagenia artificial se realice con por lo menos un mutageno quimico, en particular con
un compuesto alquilatante, mas particular con un compuesto nitroso, especialmente con un derivado
nitrosoguanidina. Entre los derivados nitrosoguanidina se prefiere el compuesto N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina. En
general la mutagenia se puede llevar a cabo al exponer una cantidad adecuada de células de las algas
fotoautotroficas que se van a mutagenizar a un mutageno o agente que induce mutageno dentro de un tiempo y
condiciones apropiadas.

En particular, se puede realizar mutagenia al suspender las células que se van a mutagenizar en un regulador
esterilizado o en agua esterilizada en una cantidad entre 10" a 10° células, por ejemplo exhibe una densidad de
aproximadamente 10° células, o al rociarlas sobre una placa agar y exponerlas al mutageno. En el caso de un medio
liquido en el que se suspenden las células se ha encontrado que es un agente alquilatante, en particular un derivado
nitrosoguanidina, preferiblemente N-metil-N’-nitronitrosoguanidina (NG) es efectivo para producir mutantes, que son
de valor particular para el propésito de la presente invencion. Se puede realizar mutagenia en un medio liquido como
se mencion6 anteriormente en matraces adecuados de un volumen entre 5000 ml y 1 ml o entre 1000 ml y 2 mi
entre 0° C y 40° C, en particular entre 5°C y 30°C, preferiblemente en una temperatura entre 20°y 25° C, que
significa a temperatura ambiente. En el caso de un mutageno fisico tal como cultivo de rayos x o luz UV se prefiere
una placa agar.
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El tiempo de exposicion de las células al mutageno depende de la naturaleza del mutdgeno que se va a utilizar. En
particular, si se utiliza un mutageno quimico, tal como un derivado nitrosoguanidina, por ejemplo N-metil-N'-nitro-
nitrosoguanidina (NG), el momento de poner en contacto las células con el mutageno esta entre 1 minuto y 24 horas,
preferiblemente entre 30 minutos y 6 horas, mas preferiblemente entre 1.0 y 3.0 horas, por ejemplo una hora. La
concentracion del mutageno quimico se puede seleccionar facilmente sobre la base de la viabilidad de las células al
mutageno. En el caso de un mutageno quimico tal como un agente alquilatante como se mencioné anteriormente,
por ejemplo N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina, puede ser aconsejable conducir una serie de pruebas simples con el
fin de determinar el indice de viabilidad de las células que se van a mutagenizar.

Se ha encontrado particularmente util obtener los mutantes que producen super luteina de mutagenia clasica
utilizando N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina y una estrategia de seleccion consecutiva con base en la resistencia a los
herbicidas (norflurazén y nicotina), asi como también sobre la base de un alto indice de crecimiento. Mas
particularmente, se han obtenido mutantes de la cepa Chlorella sorokiniana SAG 211/32, utilizando N-metil-N’-nitro-
nitrosoguanidina (NG) y seleccionados sobre la base de la resistencia de células mutadas a los herbicidas
norflurazén o nicotina.

Con base en los resultados de cuatro mutantes resistentes a norflurazon o nicotina se seleccionan con respecto al
crecimiento y el contenido de luteina. El mejor mutante MR-16, resistente a la nicotina exhibe un aumento en la
produccién volumétrica de luteina de 106 % y en el contenido de luteina de peso seco de 42 % al final de la fase de
desaceleracion cuando se compara con la cepa tipo natural. Estos cuatro mutantes muestran crecimiento aliin mejor
o similar que la cepa tipo natural, que indica que pueden obtener mayores productividades de luteina.

Condiciones de cultivo

Se conocen muchas condiciones de cultivo y medios de cultivo para cultivos de solucion madre a pequefia escala y
cultivos a gran escala de células de algas. Sin embargo, para los propésitos de la presente invencién, se encuentra
gue las condiciones 6éptimas de cultivo y medio son actualmente las condiciones de cultivo y medio relativamente
simples descritas aqui adelante, estas por lo tanto se prefieren de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, la
temperatura es siempre un factor critico para el crecimiento de algas. Se ha encontrado que se logran condiciones
muy favorables entre 20 y 40 T con un 6ptimo a apr oximadamente 30 C.

En una realizacion preferida adicional de la invencidn, las algas se hacen crecer mixotréficamente (sin nutrientes
adicionales para mejorar el crecimiento celular), mas particularmente, entre el medio se ha encontrado soporte del
crecimiento en una forma optima, preferiblemente si se combina con nitratos en cantidades de 10 a 60 mM,
preferiblemente aproximadamente 40 mM. El indice de crecimiento también se puede aumentar mediante la adicion
de sales de acido acético, en particular acetato de sodio, en cantidades de 20 a 60 mM, preferiblemente
aproximadamente 40 mM.

Finalmente, la irradiacién también es un parametro critico. En cuanto a se refiere a las pruebas de planta piloto y
deteccién, se utilizan lamparas de haluro de mercurio y el cultivo se lleva a cabo bajo una irradiacion de luz de 200 a
1,500, y preferiblemente de aproximadamente 700 pEm’zs'l. Para la produccién, por supuesto, se prefieren
condiciones de luz natural.

En una realizaciéon preferida adicional de la presente invencion, las células se cultivan en un fotobiorreactor,
preferiblemente un fotobiorreactor tubular o de panel, que tiene la ventaja de un area de superficie muy grande con
respecto a su volumen para produccion Optima a gran escala de las células de algas en su fase de crecimiento.
Usualmente, tales médulos de biorreactor tienen un volumen en el rango de 100 a 35,000 litros; dependiendo de la
escala de produccién que se desea, y que como componentes integrales contienen tubos comercialmente
disponibles hechos de PVC, acrilico (plexiglass), policarbonato o vidrio, que tienen un didmetro interno de
aproximadamente 3 a 5 cm. En operacion, las células de cultivos se hacen circular a través del dispositivo en agua
de grifo al que se agrega aire con COg, utilizando una bomba. Los cultivos verdes provenientes de los cultivos madre
liquidos (o in6culos) se inoculan en dicho fotobiorreactor, en el que las algas se purgan con un gas que contiene CO
similar a una mezcla de CO; en aire o CO, como el componente de gas principal. La purga y el bombeo también
sirven para evitar el agrupamiento de las células. Para produccion a escala en un fotobiorreactor tubular, se puede
aplicar 90 a 100% de CO- puro, también se prefiere CO, econémico de plantas industriales (por ejemplo de un
proceso cal viva).

La concentracion celular inicial en el fotobiorreactor durante el proceso del cultivo se ajusta preferiblemente de
aproximadamente 0.1 a 0.3 * 10° células/ml en concentraciones celulares (masa seca) entre 0,1 - 0.4 g de biomasa
seca /1, mediante diluciéon con medio de cultivo modificado fresco. La intensidad de la luz se mantiene en el rango
de entre 200 y 1,500 uE*m'zs'1 cuando se proporciona mediante lamparas de haluro de mercurio o como luz natural.
Se ha encontrado ventajoso mantener la temperatura en el fotobiorreactor en el rango entre 25y 28 °C. Al utilizar un
invernadero en una sala de cultivo en interior es facil mantener las temperaturas por debajo de 32 T en Europa
central y norte en tiempo de verano. Adicionalmente, el fotobiorreactor tubular y la ubicacion interna tienen la ventaja
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de operacién controlada, a largo plazo y limpia, y si el fotobiorreactor se hace en tubos de vidrio en lugar de plastico
no requiere mantenimiento extensivo o remodelamiento con el fin de operar durante un largo tiempo.
Adicionalmente, las condiciones de cultivo son extremadamente econémicas en las células que se hacen crecer en
un medio de mineral econémico de agua de grifo con la adicion de diéxido de carbono como, esencialmente, la
fuente de nutrientes principales.

Cabe entender que el establecimiento de las producciones de luteina se puede mejorar adicionalmente en el caso
del cultivo de las cepas que se conduce bajo factores de tensién, como por ejemplo radiacion aumentada, reduccion
en la cantidad de nutrientes o adiciéon de quimicos como por ejemplo peroxidos.

Cosecha y recuperacion de luteina

Con el fin de obtener luteina o un producto enriquecido con luteina de las células de algas cultivadas, se han
descrito muchos procedimientos, por ejemplo, los procedimientos en la WO89/006910. Aunque se pueden emplear
estos procedimientos de acuerdo con la presente invencion, el procedimiento preferido es aquel de centrifugacion, o
sedimentacion o filtracién bajo vacio para concentrar las células, y secar las células concentradas. La masa celular
seca luego se almacena preferiblemente a temperaturas bajas (por ejemplo, - 20° C o aun menores) bajo
condiciones libres de oxigeno, por ejemplo, mediante empaque por vacio o, preferiblemente, mediante introduccién
en bolsas de plastico junto con nitrdgeno (N2) para eliminar el oxigeno.

En otra realizacion preferida de la invencion, el proceso comprende las siguientes etapas adicionales:

(i) Cosechar las células cultivadas en la etapa (b) al recolectar dichas células para formar una suspension
concentrada,

(i) opcionalmente agregar antioxidantes y emulsificantes a dicha suspension, y opcionalmente
(iii) interrumpir las células recolectadas y secarlas para obtener una luteina o un producto enriquecido con luteina.

De manera general, la recoleccion y concentracion de dichas célula se lleva a cabo mediante centrifugacion, o
sedimentacion o filtracién bajo vacio, y el secado de dichas células se hace mediante liofilizacion, secado combinado
y molido (molido con vértice de aire), o secado por rociado.

Mas particularmente, aunque cada ciclo de cultivo dura 6ptimamente aproximadamente cuatro a seis dias, se realiza
el siguiente procedimiento de cosecha con base en el hecho de que las células de algas se sedimentan facilmente
una vez se recolectan del fotobiorreactor. Asi, la biomasa celular del fotobiorreactor se recolecta en un embudo de
volumen grande estandar, por ejemplo un embudo Imhoff, y se deja reposar durante unas pocas horas
(aproximadamente 3-5 horas) para facilitar la sedimentacion de las células. Se encuentra que aproximadamente 30
% b.w. del volumen total de biomasa del biorreactor representa el sedimento celular mientras que el resto
aproximadamente. 70 % b.w. del volumen total recolectado representa el agua de grifo utilizada en el cultivo. Esta
agua de grifo asi se puede recolectar facilmente y se utiliza para una nueva inoculacién del biorreactor y el
procedimiento de cultivo (es decir, el agua de grifo utilizada originalmente es casi completamente reciclable). El
cultivo celular concentrado y precipitado anteriormente luego se recolecta del embudo y se somete a centrifugacion
o filtracién por vacio para concentrar adicionalmente las células. De forma rutinaria, se obtiene una produccion de
biomasa de aproximadamente 40% b.w. de soélidos siguiendo la etapa de centrifugacion, o aproximadamente 30%
b.w. de soélidos siguiendo filtracion por vacio. Aqui, también, aproximadamente 60 % b.w. del volumen total se
somete a centrifugacion, o aproximadamente 70 % b.w. del volumen total se somete a filtracién por vacio, que es el
volumen de sobrenadante, también se puede recolectar y se utiliza para otra ronda del procedimiento de cultivo, este
sobrenadante es el agua de grifo original principalmente utilizada en el procedimiento.

La suspension celular concentrada obtenida de la etapa de centrifugacion anterior luego se homogeniza y estabiliza
al agregar anti-oxidantes y luego se seca, preferiblemente mediante liofilizacion, aunque el secado por rociado
también prueba ser efectivo. Tales antioxidantes se seleccionan del grupo que consiste de etoxiquina, hidroxianisol
butilado, hidroxitolueno butilado (BHT), tocoferoles, di-tert-butil-paracresol y propil galato. El antioxidante preferido,
sin embargo, es un producto de tocoferol natural que contiene 30 % b.w. del alfa tocoferol que tiene por lo menos un
producto natural real. Usualmente, la cantidad de antioxidante agregado en el procedimiento de molido variara de
aproximadamente 0.05 a 5 % (p/p) de la cantidad de polvo seco. Los polvos se empacan en una bolsa plastica
precargada con gas de nitrégeno para eliminar el oxigeno (que origina oxidacion de pigmento, es decir degradacion
del activo) y luego se almacenan a -20 T antes, por ejemplo, mediante procesamiento al preparar el aditivo
alimenticio.

La etapa final para producir una luteina o un producto enriquecido con luteina en la forma de particulas pequefas
que se digiere facilmente por los humanos o animales también se puede llevar a cabo en un nimero de formas
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como se describi6 previamente en la técnica. Asi, la luteina y otros componentes de algas se procesan para
asegurar una alta biodisponibilidad. El procedimiento preferido involucra el uso de un molino de bolas estandar en el
gue la suspension de biomasa se desintegra como una suspensién en agua en la presencia de cualquier anti-
oxidante adecuado para evitar la oxidacion de la luteina. Después de secado, esto produce un producto similar a
polvo de tamafio de particula pequefio.

El polvo asi obtenido luego se puede utilizar directamente o en una mezcla con otros ingredientes como un aditivo
para comida de peces por motivos de coloracidon o en aplicaciones alimenticias como complementos dietéticos. En
otro proceso, se puede concentrar la luteina mediante un proceso de extraccion que incluye extraccion con
solventes supercriticos para utilizarlos para la formulacién de complemento alimenticio o productos farmacéuticos.

Aplicacion industrial

De acuerdo con la ensefianza de la presente invencion, se ha encontrado que ciertas cepas de algas mutantes
exhiben una productividad sorprendentemente alta para la produccion de luteina, especialmente si se cultiva bajo
condiciones optimizadas. Por lo tanto, otro objeto de la presente invencion se dirige al uso de las algas verdes
seleccionadas de un grupo de cepas mutantes de Chlorella sorokiniana (SAG 211-32) identificadas por las
referencias de depdsito CCAP

(i) CCAP 211-93,

(ii) CCAP 211-94,

(iii) CCAP 211-95, y

(iv) CCAP 211-96

para la produccion de luteina o producto enriquecido con luteina.
EJEMPLOS

1. Organismo y condiciones de cultivo

Se obtiene Chlorella sorokiniana SAG 211-32 de la Coleccién de Cultivo de la Universidad Gottingen (Alemania). Se
hacen crecer células fotoautotréficamente al burbujear a través de la suspension celular aire complementado con 1
% (v/iv) de CO2 como la Unica fuente de carbono, excepto en los experimentos para estudiar el crecimiento
mixotréfico, en el que el medio se complementa con acetato de sodio 20-60 mM y/o glucosa 100 mM. Se utiliza
medio de cultivo de Arnon et al. (1974) modificado para contener 4 mM K;HPO, y 20 mM NaNOs, excepto cuando se
indica. Las células se hacen crecer en cultivo en lotes a 28° C (excepto en los experimentos dirigidos a estudiar el
efecto de la temperatura), en matraces Roux de 1 L de capacidad, lateralmente y continuamente iluminado con
lamparas de haluro de mercurio a 460 pmol fotones m?s*t (excepto cuando se indica) medido en las superficies de
los matraces utilizando un sensor LI-COR quantum (modelo L1-1905B, Lic-Cor, Inc. Lincoln, NE, USA) conectado en
un fotdmetro quantum.

2. Mutagenia y seleccion de mutantes que producen super luteina

Las células en la fase de crecimiento logaritmica (106 células mL'l) se cosechan mediante centrifugacién (2,700 x g,
10 min), se lavan con agua estéril y se tratan con 0.1 mg mL™ de N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NNG) (5-10 %
de supervivencia) durante 1 h. Las células tratadas se lavan con agua estéril, se resuspenden en medio modificado
Amon y se incuban bajo luz tenue durante 24 h. Las células se rocian en medio modificado Arnon soélido que
contiene, 4 uM norflurazén o 400 uM nicotina y se incuban a 25 € y 60 pmol de fotones m? s durante 3-4
semanas. Las colonias de resistencia a herbicida se subcultivan varias veces, descargando aquellas que muestran
crecimiento lento. Los mutantes preseleccionados se hacen crecer en erlenmeyers de 100 ml de capacidad bajo
condiciones fotoautotréficas sin acetato y glucosa, se agitan a 100 rpm y se iluminan desde la parte superior de 50
umol fotones m?s?t para analizar el contenido de carotenoides y el crecimiento.

3. Andlisis

Para andlisis de carotenoides, se extraen pigmentos con metanol a 70 C, se centrifugan, el sobrenadante se
evapora bajo N2 y el glébulo se re-suspende en metanol (Del Campo et al. 2001), se centrifuga y se analiza
mediante HPLC utilizando una columna de cartucho Waters Spherisorb S5 ODS1 (4.6 x 250 mm). Se utiliza el
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método cromatografico descrito por Baroli et al. (2003). Los pigmentos se eluyen en un indice de flujo de 1.2 ml/min
con un gradiente lineal de 100 % de solvente A (acetonitrilo: metanol: 0.1 mM Tris-HCI, pH 8.0 [84:2:14]) a 100 % de
solvente B (metanol: acetato de etilo [68:32]) durante 15 min, seguido por 3 min de solvente B. Se detectan
carotenoides a 440 nm utilizando un detector de disposicion de fotodiodo Waters 2996. Para la determinacion de
peso seco (DW) se filtran 5 ml de alicuotas del cultivo celular a través de papel Whatman GF/C, se lavan tres veces,
y los filtros que contienen las algas se secan a 80 °C durante 24 h. Se llevan a cabo andlisis en triplicado
independientes para cada muestra, los resultados representan los valores medios.

4. Determinacion del indice de crecimiento especifico maximo y produccién maxima de luteina

Se calcula el indice de crecimiento especifico maximo (Umax) del peso seco medido, durante la fase logaritmica de
crecimiento, utilizando la ecuacion:

Mmax= (In X2 — In X1)/ (t2 - t1)

en donde x; y xi1 representan valores de peso seco en términos de g L™ en los tiempos t; y t1, respectivamente. Se

calcula la productividad maxima de luteina al multiplicar pmax y €l contenido maximo de luteina en la fase exponencial
-1

(mgL").

Solo se analizan colonias resistentes al crecimiento en contenido de luteina. Para la evaluacion de la produccion de
luteina mediante los mutantes obtenidos hacemos crecer los mutantes y la cepa natural correspondiente en cultivos
liquidos con agitacion (90 rpm), partiendo de la misma densidad celular (5x104 células/ml). Las células se iluminan
en una irradiacion de 60 UE m? s™. Se muestra en la Tabla 1 la produccién volumétrica de luteina, el contenido de
luteina por peso seco de los cultivos de los mejores mutantes, asi como también el crecimiento en términos de peso
seco de las cepas naturales y los mejores mutantes:

Tabla 1

Analisis comparativo de crecimiento y contenidos en peso seco y volumétrico de luteina de mutantes y cepas
tipo natural (WT) de Chlorella sorokiniana SAG 211-32 en cultivos liquidos

Cepa Fase de desaceleracion media Fase de desaceleracion final
Peso seco (g | luteina (mg | luteina (mg | Peso seco (g | luteina (mg | luteina (mg
LY LY g’ DW) LY LY g’ DW)
Ejemplo 1
WT 0.96+0.02 1.76x0.12 1.85+0.24 1.09+0.08 4.00+0.58 3.65+0.30
B7 (NIC) 0.82+0.09 2.17+0.21 2.68+0.33 0.95+0.05 4.09+0.25 4.30+0.06
B8 (NIC) 0.88+0.18 2.21+0.27 2.55+0.25 1.12+0.16 4.68+0.76 4.19+0.07
Ejemplo 2
WT 0.53+0.02 2.10+0.10 3.96+0.21 1.25+0.09 4.63+0.15 3.70+0.23
K-35 (NF) 0.52+0.10 2.4510.06 4.79+0.76 1.21+0.03 5.82+0.25 4.82+0.37
Ejemplo 3
WT 0.69+0.02 2.61+0.21 3.76+0.24 0.88+0.07 4.27+0.45 4.84+0.23

K-54 (NF) 0.76+0.01 3.53+0.11 4.64+0.23 1.01+0.05 6.00+0.57 5.94+0.15

Ejemplo 4

WT 0.51+0.10 1.75+0.06 3.57+0.57 0.94+0.06 3.57+0.58 3.79+0.33
MR-3 (NF) 0.58+0.04 1.81+0.22 3.18+0.80 1.23+0.08 5.40+0.01 4.43+0.28
MR-14 (NIC) | 0.52+0.07 1.63+0.21 3.14+0.02 1.19+0.01 5.80+£0.56 4.89+0.50
MR-15 (NIC) | 0.64+0.00 2.03+0.16 3.17+0.25 1.08+0.09 5.1610.46 4.77+0.03
MR-16 (NIC) | 0.73+0.06 2.2740.11 3.16+0.54 1.3340.03 7.18+1.02 5.38+0.91
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(continuacion)

Analisis comparativo de crecimiento y contenidos en peso seco y volumétrico de luteina de mutantes y cepas
tipo natural (WT) de Chlorella sorokiniana SAG 211-32 en cultivos liquidos
Cepa Fase de desaceleracion media Fase de desaceleracion final
Peso seco (g | luteina (mg | luteina (mg | Peso seco (g | luteina (mg | luteina (mg
L") L") g’ DW) LY LY g’ DW)
Ejemplo 5
WT 0.48+0.06 1.54+0.11 3.21+0.22 0.88+0.03 3.76x0.57 4.24+0.48
DMR-1 (NIC) | 0.38+0.01 1.53+0.03 4.01+0.07 0.90+0.02 5.334£0.08 5.92+0.02
DMR-4 (NIC) | 0.49+0.05 2.0940.14 4.25+0.13 1.04+0.01 6.10£0.40 5.87+0.44
DMR-11 0.4040.01 1.73+0.03 4.3940.07 0.89+0.01 5.6040.10 6.32+0.20
(NIC)
Ejemplo 6
WT 0.54+0.04 1.75+0.10 3.28+0.21 0.88+0.05 3.99+0.42 4.51+0.26
DMR-5 (NF) | 0.50+0.06 2.08+0.23 4.16+0.01 0.7610.11 5.1340.23 6.97+1.31
DMR-8 (NF) | 0.50+0.01 1.93+0.08 3.90+0.10 0.74+0.03 5.134£0.08 6.92+0.22
DMR-11 0.47+0.02 2.08+0.03 4.46+0.13 0.97+0.00 5.38+0.03 5.57+0.03
(NF)
Ejemplo 7
WT 0.54+0.04 1.89+0.12 4.43+0.43 0.93+0.04 4.38+0.22 4.72+0.17
DMR-17(NF) | 0.55+0.03 2.40%£0.10 4.43+0.43 0.91+0.06 5.2340.13 5.79+0.25
DMR-22 0.61+0.01 2.4040.15 3.93+0.30 0.94+0.04 5.30+0.15 5.63+0.08
(NF)
Ejemplo 8
WT 0.56+0.08 2.33+0.13 4.24+0.35 0.86+0.01 4.15+0.10 4.88+0.06
DMR-37 0.68+0.03 2.95+0.15 4.34+0.03 0.96+0.07 5.53+0.38 5.76+0.03
(NF)
E)MI):Z-SQ 0.62+0.02 2.95+0.00 4.65+0.03 0.92+0.04 5.15+0.00 5.64+0.22
NF

Se hacen crecer células a 60 pE*m'Z*s'l. Todos los datos representan valores medios de + DE de por lo menos 3
mediciones independientes.

Se prueban diversos mutantes resistentes a norflurazén (NF) o nicotina (NIC) y cuatro especies seleccionadas sobre
la base de crecimiento y contenido de luteina.

oEl mutante resistente a norflurazén K-54 (CCAP 211/93) exhibe 41% de produccién volumétrica aumentada de
luteina al final de la fase de desaceleracion;

oEl mutante resistente a la nicotina B-7 (CCAP 211/94) aumenta el peso seco del contenido de luteina mediante
45% en la mitad de la fase de desaceleracién en comparacion con la cepa natural;

oEl mutante resistente a la nicotina DMR-4 (CCAP 211/95) exhibe un aumento en la producciéon volumétrica de
luteina de 36% y en peso seco del contenido de luteina de 32% en la mitad de la fase de desaceleracion y de 62% y
38%, respectivamente al final de la fase de desaceleracion, cuando se compara con la cepa tipo natural;

oEl mejor mutante MR-16 (CCAP 211/96), resistente a la nicotina, exhibe un aumento en la produccion volumétrica
de luteina de 106% (dos veces cuando se compara con el tipo natural) y en contenido en peso seco de luteina de
42% al final de la fase de desaceleracion cuando se compara con la cepa tipo natural.

Los cuatro mutantes se han depositado en CCAP. Los nimeros de registro se dan anteriormente en paréntesis. Es
importante bosquejar que el contenido de luteina por peso seco obtiene valores de 5.4 mg g de peso seco™ (MR-16)
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y 5.9 mg g de peso seco™ (DMR-4), que son muy altos. Se presenta en la Tabla 2 el aumento de la produccién de
luteina comparado con los tipos naturales.

Tabla 2

Aumento (%) en contenidos volumétricos de luteina y peso seco con relacién al tipo natural en cultivos
liquidos.
Cepa Fase de desaceleracion media Fase de desaceleracion final

Contenido de luteina Contenido de luteina

Volumétrico (mg L | Peso seco (mg g™ | Volumétrico (mg L™ | Peso seco (mg g™

9 DW) p) DW)
B7 (NIC) 23 45 2 18
B8 (NIC) 26 38 17 15
K-35 (NF) 17 21 26 30
K-54 (NF) 35 23 41 23
MR-3 (NF) 3 -11 52 17
MR-14 (NIC) -7 -12 63 29
MR-15 (NIC) 16 -12 45 26
MR-16 (NIC) 29 -11 106 42
DMR-1 (NIC) -1 25 42 40
DMR-4 (NIC) 36 32 62 38
DMR-11 (NIC) 12 37 49 49
DMR-5 (NF) 19 27 29 55
DMR-8 (NF) 10 19 29 53
DMR-11 (NF) 19 36 35 23
DMR-17 (NF) 27 0 19 23
DMR-22 (NF) 27 -11 21 19
DMR-37 (NF) 27 2 33 18
DMR-39 (NF) 27 10 24 16

Es evidente que hemos obtenido los mejores mutantes que vienen de la seleccién con base en resistencia a la
nicotina. Analizando los datos de todos los mutantes hemos observado una correlacion muy significativa entre el
indice de crecimiento de las algas y la produccion volumétrica de luteina o ain frecuentemente el contenido de peso
seco de luteina. Es importante destacar que estos mutantes exhiben mejor crecimiento o crecimiento similar (peso
seco) que la cepa natural, que es importante para usos practicos (productividad). Esta correlacién se puede utilizar
como un criterio para la preseleccion de mutantes de superproduccion de luteina.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para obtener luteina a partir de algas, caracterizado porque

(a) se cultivan algas verdes seleccionadas de un grupo de cepas mutantes de Chlorella sorokiniana (SAG 211-32)
identificadas por las referencias de depoésito CCAP

(i) CCAP 211-93,

(i) CCAP 211-94,

(iii) CCAP 211-95, y

(iv) CCAP 211-96

para producir luteina hasta que se logra un contenido deseado del antioxidante,
(b) las algas se cosechan y se utilizan como un producto y/o

(c) el contenido de luteina se separa del resto de la biomasa.

2. Proceso de acuerdo con la Reivindicacion 1, caracterizado porque se utilizan cepas mutantes obtenidas de
Chlorella sorokiniana después de tratamiento con N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina (NG).

3. Proceso de acuerdo con las Reivindicaciones 1 y/o 2, caracterizado porque el cultivo de las algas se realiza a una
temperatura de 20 a 40 C.

4. Proceso de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes 1 a 3, caracterizado porque el cultivo se
realiza utilizando un medio de cultivo mixotroéfico.

5. Proceso de acuerdo con la Reivindicacion 4, caracterizado porque se utiliza un medio de cultivo, que comprende
nitratos 10 a 60 mM y sales de acido acético 20 a 60 mM.

6. Proceso de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes 1 a 5, caracterizado porque el cultivo se
realiza bajo una irradiacion de luz de 500-1,000 pE m?s™.

7. Proceso de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes 1 a 6, caracterizado porque el cultivo se
realiza bajo tension.

8. Proceso de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes 1 a 7 caracterizado porque el cultivo se
realiza en un fotobiorreactor.

9. Proceso de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones precedentes 1 a 8 caracterizado porque las células
cultivadas en la etapa (b) se recolectan para formar una suspensién concentrada, se agregan opcionalmente anti-
oxidantes y emulsificantes a dicha suspension, y las células recolectadas se interrumpen opcionalmente y se secan
para obtener una luteina o un producto enriquecido con luteina.

10. Uso de las algas verdes seleccionadas de un grupo de cepas mutantes de Chlorella sorokiniana (SAG 211-32)
identificadas por las referencias de depoésito CCAP

(i) CCAP 211-93,
(i) CCAP 211-94,
(iiiy CCAP 211-95, y
(iv) CCAP 211-96

para la produccion de luteina o producto enriquecido con luteina.
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