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DESCRIPCION
Método de cultivo de hongos.
Antecedentes de lainvencion
1. Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a un método de cultivo de un hongo que produce al menos uno cualquiera de un
acido graso altamente insaturado y un compuesto que contiene un acido graso altamente insaturado como acido
graso constituyente en un medio que contiene al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno, usando un
dispositivo de cultivo de aireacion-agitacion que puede ajustar y controlar la potencia de agitaciéon y la cantidad de
aireacion tal como se define en las reivindicaciones.

2. Descripcién de la técnica relacionada

En cultivo aerobio, un resultado de cultivo (por ejemplo, la productividad de acido graso altamente insaturado (a
continuacién en el presente documento denominado “PUFA (acido graso poliinsaturado)”), etc.) varia a menudo
dependiendo del suministro de oxigeno. Por tanto, en el caso de ampliacion a escala, se considera que el KLa
(coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno) es un indice importante ademés de factores, tales como la
cantidad de aireacion, velocidad de agitacion y potencia requerida para la aireacion-agitacion.

El uso de KLa como indice en cultivos ampliados a escala se basa en la idea de que se obtiene el mismo resultado
de cultivo independientemente del tipo y la escala de un recipiente de cultivo si la tasa de transferencia de oxigeno
es la misma (véanse, por ejemplo, las publicaciones no patentes 1y 2).

Se han propuesto diversas técnicas para medir el KLa, sin embargo, su operacion es complicada. Cooper et al. han
propuesto un método de estimacién de KLa de manera sencilla, en el que se usa una expresion aproximada
KLa=K(P/V)*%*(Vs)*®" (K: constante de proporcionalidad, P: potencia requerida para la agitacion (W), V: cantidad de
liquido (m3), Vs: velocidad de flujo de aire (m/s)) (véase la publicacion no patente 3).

(Publicacion no patente 1) Satoshi Murakami et al., Kagaku Kogaku Ronbunshu (Papers of Chemical Engineering),
26(4): 557-562 (2000).

(Publicacién no patente 2) A. E. Humphery, Hakko Kogaku Kaishi (Journal of Fermentation Technology), 42: 334-345
(1964).

(Publicacién no patente 3) C. M. Cooper et al., Ind. Chem. Eng., 36: 504-509 (1944).
Problema que va a resolverse por lainvencion

El KLa puede predecirse usando la expresion aproximada anteriormente descrita propuesta por Cooper et al. Sin
embargo, Cooper et al. obtuvieron una correlacion entre el KLa y las condiciones operacionales usando un agitador
de disco con 12 paletas. En sentido estricto, esta correlacién no puede aplicarse a un recipiente de cultivo de un tipo
diferente de dicho tipo.

Cooper et al. realizaron experimentos en agua. Por tanto, aunque la expresion aproximada es Util para el cultivo de
bacterias, levadura o similares, que tienen un nivel bajo de reologia, se considera que la expresion aproximada se
aparta significativamente de la disoluciéon de cultivo real que contiene hongos filamentosos, actinomicetos o
similares, que tienen un alto nivel de reologia.

La presente invencion se proporciona para resolver los problemas descritos anteriormente. Un objeto de la presente
invencion es proporcionar un método de cultivo que pueda ampliarse a escala mientras se asegura la productividad
satisfactoria de PUFA o un compuesto que contiene PUFA como componente sin calcular en realidad el KLa
(coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno).

Compendio de lainvencién

Segun la primera caracteristica de la presente invencién, se proporciona un método de cultivo de un hongo que
cultiva un hongo, que produce al menos uno cualquiera de un &cido graso altamente insaturado o un compuesto que
contiene un acido graso altamente insaturado como acido graso constituyente en un medio de cultivo que contiene al
menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno, usando un dispositivo de cultivo de aireacion-agitacién que
puede ajustar y controlar una potencia de agitacion y una cantidad de aireaciéon tal como se define en las
reivindicaciones. El método comprende las etapas de realizar agitacion mecanica durante un tiempo predeterminado
tras el inicio del cultivo, en el que la potencia de agitacion por cantidad de liquido unitaria es de 269 (W/m3) 0 menos,
y después de pasar el tiempo predeterminado, ajustar y controlar al menos una cualquiera de la cantidad de
aireacion maxima y una potencia maxima requeridas para la agitacibn a un intervalo que satisfaga que KLA
(=(PIV)**Vs®®) es de 59 0 mas, que un parametro de velocidad de flujo de aire Vs®®’ es de 0,075 o mas, y que un
parametro de potencia de agitacién requerida (P/V)O’95 es de 203 o mas, en el que P representa la potencia
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requerida para la agitacion (W), V representa una cantidad de liquido (m3) y Vs representa una velocidad de flujo de
aire (m/s).

(Efecto operacional)

Segun la primera caracteristica de la presente invencion, el cultivo puede realizarse usando un medio de cultivo que
contiene al menos una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno, y el medio de cultivo puede prepararse de
manera sistematica para que sea uniforme debido a la agitaciébn mecénica. Como resultado, también es posible
garantizar el crecimiento de células flingicas y la reproducibilidad de la productividad de células fungicas.

Puesto que el cultivo se realiza en un recipiente de cultivo de aireacién-agitacion, es posible cultivar eficazmente un
microorganismo aerobio que produce al menos uno cualquiera de PUFA o un compuesto que contiene PUFA como
componente (a continuacion en el presente documento denominado “PUFA”).

Puesto que el recipiente de cultivo de aireacién-agitacion puede ajustar y controlar la potencia de agitacion y la
cantidad de aireacion, la concentraciéon de oxigeno disuelto de disolucién de cultivo puede ajustarse siempre que
sea necesario en un intervalo que es adecuado para la produccién de PUFA, por ejemplo.

Puesto que la agitaciéon mecéanica se realiza durante un tiempo predeterminado tras el inicio del cultivo en el que la
potencia de agitacion por cantidad de liquido unitaria es de 269 (W/m3) 0 menos (es decir, esfuerzo cortante de
agitacion pequefia), es posible suprimir el dafio fisico en las hifas y células fungicas con forma de granulo de
actinomicetos y hongos filamentosos. Como resultado, es posible cultivar estas células fungicas de una forma que
es adecuada para la produccién de PUFA.

Una vez que ha pasado el tiempo predeterminado, se ajusta y controla al menos una cualquiera de la cantidad de
aireacion maxima o la potencia maxima requeridas para la agitacion a un intervalo que satisfaga que KLA
(=(PIV)**Vs®®") es de 59 0 mas, que el parametro de velocidad de flujo de aire Vs®®' [(m/s)*®"] es de 0,075 0 mas y
el parametro de potencia de agitacion requerida (P/V)*%° [(W/m®)*’] es de 203 o0 mas (P: potencia requerida para la
agitacion (W), V: cantidad de liquido (m3), Vs: velocidad de flujo de aire (m/s)). De este modo, es posible cultivar mas
eficazmente un hongo que produce PUFA. Por tanto, puede potenciarse la productividad de PUFA. En otras
palabras, cuando KLA (=(P/V)**Vs®®") es mas pequefio que 59, o cuando el parametro de velocidad de flujo de aire
Vs®®7 [(m/s)*®"] es mas pequefio que 0,075, la cantidad de PUFA producidos (en este caso, acido araquidonico) es
pequefia tal como se muestra en las figuras 1 y 2. Ademas, una razon para ajustar el parametro de potencia de
agitacion requerida (P/V)*% [(W/m®)°%] a 203 0 mas es que se pretende que la agitacion se realice a una fuerza
constante o mas fuertemente que cuando se inicia el cultivo, preferiblemente mas fuertemente que cuando se inicia
el cultivo (tal como se muestra en los ejemplos 4-2 en la tabla 4, la potencia de agitacion por cantidad de liquido
unitaria es de 269 (W/m°), es decir, el parametro de potencia de agitacion requerida (P/V)* [(W/m?)°%] es de 203,
al inicio del cultivo).

En el caso de la ampliacion a escala, ajustando la cantidad de aireacion maxima y la potencia maxima requeridas
para la agitacion basandose en los valores numéricos descritos anteriormente, puede obtenerse un cultivo de alta
productividad con una cantidad de aireacion minima y una potencia de agitacion minima. De este modo, puede
reducirse el coste de funcionamiento, dando como resultado la ampliacion a escala con un nivel considerablemente
alto de eficacia de produccion.

Segun la segunda caracteristica de la presente invencion, el acido graso altamente insaturado es acido
araquiddnico.

(Efecto operacional)

El &cido araquiddnico representa aproximadamente el 10% de los &cidos grasos contenidos en un drgano
importante, tal como sangre, higado o similares (por ejemplo, en la sangre humana, la razén de acidos grasos en
fosfolipidos es tal como sigue: acido araquidénico 11%, EPA 1% y DHA 3%). El acido araquidénico es un
componente principal de la membrana celular y esta implicado en el ajuste de la fluidez de la membrana para
mostrar diversas funciones en el metabolismo del cuerpo, y también desempefia un papel importante como
precursor directo de prostaglandinas.

Particularmente de manera reciente, el 4cido araquidonico ha atraido la atencion debido a un papel de nutricién para
lactantes y como acido graso constituyente de canabinoides endégenos (2-araquidonoil monoglicerol, anandamida),
gque muestra capacidad para activar los nervios.

El &cido linoleico procedente de alimentos ricos en acido linoleico se convierte habitualmente en 4cido araquiddnico.
Sin embargo, en pacientes adultos con enfermedad o pacientes potenciales, lactantes y ancianos, disminuye la
funcién de una/unas enzima(s) implicada(s) en la biosintesis, lo que conduce probablemente a una falta de acido
araquidonico. Por tanto, es deseable que el acido araquidonico se tome directamente como grasa o aceite (un acido
graso constituyente de triglicéridos).

Segun la segunda caracteristica de la presente invencion, es posible producir de manera eficaz y estable al menos
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uno cualquiera de &cido araquidénico, que desempefia un papel importante para la nutricion de lactantes, o un
compuesto (por ejemplo, grasas, aceites, etc.) que contienen acido araquidénico como acido graso constituyente.
Por tanto, la presente invencién puede contribuir al mantenimiento o estimulacion de la salud publica mediante
bebidas, alimentos con nutrientes terapéuticos, alimentacion, productos farmacéuticos y similares que contienen
estos materiales.

Segun la tercera caracteristica de la presente invencién, el hongo que produce PUFA es del género Mortierella,
subgénero Mortierella.

(Efecto operacional)

Segun la tercera caracteristica de la presente invencidon, usando un hongo que produce PUFA del género
Mortierella, subgénero Mortierella, es posible producir PUFA mas eficazmente, y ademas, los hongos pueden
obtenerse facilmente, tal como se describe a continuacion y en otro lugar en el presente documento.

Segun el cuarto aspecto de la presente invencién, el tiempo predeterminado tras el inicio del cultivo es
preferiblemente de 12 a 24 horas.

(Efecto operacional)

Segun la cuarta caracteristica de la presente invencion, la agitacion mecanica que tiene un nivel bajo de esfuerzo
cortante de agitacion (especificamente, la potencia de agitaciéon por cantidad de liquido unitaria es de 269 (W/m3) o]
menos) se realiza durante de 12 a 24 horas tras el inicio del cultivo. Durante este periodo, puede hacerse que se
realice eficazmente la transformacion de un hongo que se transforma desde una hifa con forma de pulpa hasta una
célula con forma de granulo, suprimiendo de este modo un aumento significativo en la viscosidad de disolucion de
cultivo posterior. Por tanto, es posible producir mas eficazmente PUFA.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una representacion grafica que indica una relacion entre la cantidad de acido araquidénico producido y
un valor de KLA que se obtuvo en los cultivos.

La figura 2 es una representacion grafica que indica una correlaciéon entre dos parametros que constituyen el valor
de KLA, es decir, valor de (P/V)>*® y valor de Vs*®’.

Descripcion de las realizaciones preferidas

Los ejemplos de un hongo que tiene capacidad para producir al menos uno cualquiera de PUFA o un compuesto
que contiene PUFA como &cido graso constituyente (por ejemplo, grasa o aceite (triglicérido) y/o fosfolipido) incluyen
el género Mortierella, el género Conidiobolus, el género Pythium, el género Phytophthora, el género Penicillium, el
género Cladosporium, el género Mucor, el género Fusarium, el género Aspergillus, el género Rhodotorula, el género
Entomophthora, el género Echinosporangium y el género Saprolegnia.

Particularmente, los ejemplos del hongo que pertenece al género Mortierella, subgénero Mortierella incluyen
Mortierella elongata, Mortierella exigua, Mortierella hygrophila, Mortierella alpina y similares. Especificamente,
pueden ilustrarse cepas fangicas de Mortierella elongate IFO8570, Mortierella exigua IFO8571, Mortierella
hygrophila IFO5941, Mortierella alpina IFO8568, ATCC16266, ATCC32221, ATCC42430, CBS219.35, CBS224.37,
CBS250.53, CBS343.66, CBS527.72, CBS529.72, CBS608.70, CBS754.68 y similares.

Cualquiera de estas cepas fungicas estd disponible sin limitacién del Institute of Fermentation, Osaka (IFO),
American Type Culture Collection (ATCC) o Centrralbureau voor Schimmelcultures (CBS). Ademas, pueden usarse
Mortierella elongate SAM0219 (FERM P-8703) (FERM BP-1239) y Mortierella alpina 1S-4, que se aislaron del suelo
por el grupo de investigacion de la presente invencién. Mortierella elongata SAM 0219 esta depositado
internacionalmente segun el Tratado de Budapest con niumero de registro FERM BP-1239 en el International Patent
Organism Depositary (IPOD), Japén.

Una cepa fldngica para su uso en la presente invencion se cultiva (cultivo principal) inoculando una espora o una hifa
de la cepa fungica, o una disolucion de cultivo de siembra obtenida mediante cultivo preliminar, o una célula fngica
recuperada del cultivo de siembra en el medio de cultivo liquido. En el caso del medio de cultivo liquido, como fuente
de carbono puede usarse cualquiera de las que se usan comunmente, tal como glucosa, fructosa, xilosa, sacarosa,
maltosa, almidén soluble, melaza, glicerol, manitol, almidén sacarificado y similares. La presente invenciéon no se
limita a los mismos. Como fuente de nitrégeno pueden usarse fuentes de nitrégeno que se producen de manera
natural (por ejemplo, peptona, extracto de levadura, extracto de malta, extracto de carne, casaminoacidos, licor de
maceracioén de maiz, proteina de soja, soja desgrasada, harina de semilla de algodon, etc.), fuentes de nitrégeno
organico (por ejemplo, urea, etc.), y fuentes de nitrégeno inorgéanico (por ejemplo, nitrato de sodio, nitrato de amonio,
sulfato de amonio, etc.). Particularmente, los ejemplos especificos de una fuente de nitrégeno obtenida de soja
incluyen soja, soja desgrasada, copo de soja, proteina de soja comestible, harina de soja, tofu, harina de soja y
similares. Particularmente, puede usarse soja desgrasada que se desnaturaliza por calor, mas preferiblemente soja
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desgrasada que se trata mediante calentamiento a aproximadamente de 70 a 90°C, seguido por la eliminacion de
componentes solubles en etanol, de manera individual o mdltiple, o en combinacién con las fuentes de nitrégeno
descritas anteriormente.

Ademas, pueden usarse opcionalmente iones metélicos (por ejemplo, hierro, cobre, zinc, manganeso, niquel,
cobalto, etc.), vitaminas y similares como una cantidad pequefia de fuente de nutrientes ademas del i6n fosfato, i6n
potasio, i6n sodio, ibn magnesio e i6n calcio. Estos componentes de medio de cultivo no estan limitados
particularmente si tienen una concentracion que no inhibe el crecimiento de un microorganismo. En el uso practico,
la cantidad total de fuente(s) de carbono afiadida(s) es generalmente del 0,1 al 40% en peso, preferiblemente del 1
al 25% en peso y la cantidad total de fuente(s) de nitrdgeno afiadida(s) es del 2 al 15% en peso, preferiblemente del
2 al 10% en peso. Mas preferiblemente, la cantidad de partida de fuente(s) de carbono afiadida(s) es del 1 al 5% en
peso, y la concentracion de fuente de nitrégeno de partida es del 3 al 8% en peso, y se afiaden una/unas fuente(s)
de carbono y una/unas fuente(s) de nitrégeno en algun/algunos punto(s) durante el cultivo (méas preferiblemente, se
afiade sélo una fuente de carbono).

Obsérvese que, con el fin de aumentar la produccion de &cido graso insaturado, pueden usarse compuestos
hidrocarbonados, tales como hexadecano u octadecano; acidos grasos, tales como acido oleico o acido linoleico, o
una sal o un éster de acido graso de los mismos (por ejemplo, éster etilico, éster de acido graso de glicerina, éster
de &cido graso de sorbitano); o grasas y aceites, tales como aceite de oliva, aceite de soja, aceite de colza, aceite de
semilla de algodén o aceite de coco, como precursores del acido graso insaturado, individualmente o en
combinacién. La cantidad afiadida de estos sustratos es del 0,001 al 10% con respecto al medio de cultivo,
preferiblemente del 0,5 al 10%. Estos sustratos pueden servir como la Unica fuente de carbono para el cultivo.

En la presente invencion, la temperatura de cultivo varia dependiendo de los microorganismos usados. Por ejemplo,
la temperatura de cultivo es de 5 a 40°C, preferiblemente de 20 a 30°C. Alternativamente, los microorganismos
pueden cultivarse y crecer a de 20 a 30°C, seguido por un cultivo a de 5 a 20°C para producir acido graso
insaturado. Mediante un control de temperatura de este tipo, puede aumentar la proporcion de acido graso altamente
insaturado en el acido graso producido.

El cultivo de aireacion-agitacién, cultivo de agitacion, cultivo sélido, o cultivo todavia liquido se realiza en cultivo de
siembra, mientras que el cultivo de aireacidn-agitacion se realiza en el cultivo principal. Al inicio del cultivo principal
(en el momento de inocular la disolucién de cultivo de siembra), el pH de medio de cultivo se ajusta a de 5 a 7,
preferiblemente de 5,5 a 6,5. El periodo del cultivo principal es habitualmente de 2 a 30 dias, preferiblemente de 5 a
20 dias, y mas preferiblemente de 5 a 15 dias.

Tal como se define también en las reivindicaciones, el método de cultivo de la presente invencién se realiza usando
un dispositivo de cultivo de aireacidn-agitacién que puede ajustar y controlar la potencia de agitacion y la cantidad de
aireacion, y esta equipado con un recipiente de cultivo y un agitador, en el que la razén (d/D) del diametro de la
paleta de agitacion (=d)) con respecto al didmetro del recipiente de cultivo (=D) es de 0,30 a 0,6, preferiblemente de
0,34 a 0,55, mas preferiblemente de 0,37 a 0,55, y lo mas preferiblemente de 0,42 a 0,55.

Se conoce que los microorganismos que pertenecen al género Mortierella, subgénero Mortierella pueden producir
una grasa o un aceite (triglicérido) que tiene acido araquidénico como acido graso constituyente principal. Los
presentes inventores han obtenido un microorganismo que puede producir grasa o aceite (triglicérido) que tiene
acido dihomo'y-linoleico como &cido graso constituyente principal (documento JP H05-91887 A) y un microorganismo
que puede producir una grasa o un aceite (triglicérido) que tiene acido graso w9 altamente insaturado como acido
graso constituyente principal (documento JP H05-91888 A) introduciendo la mutacion en la cepa fungica descrita
anteriormente. Los presentes inventores también han obtenido un microorganismo resistente a una fuente de
carbono de concentracién alta (documento W098/39468). Estos microorganismos pertenecen al género Mortierella,
subgénero Mortierella y la productividad de los mismos puede mejorarse mediante cultivo usando el método de
cultivo de la presente invencion.

Se describira un resumen de un procedimiento de cultivo del cultivo principal que emplea el microorganismo, medio
de cultivo y dispositivo de cultivo descritos anteriormente.

Al inicio del cultivo, el cultivo se lleva a cabo mientras se realiza agitacion mecanica relativamente débil (potencia de
agitacion por cantidad de liquido unitaria: 269 (W/m>) 0 menos), y aireacion.

En este caso, la cantidad de aireacion no esta limitada particularmente. Cuando se cultivan actinomicetos u hongos
filamentosos en liquido en condiciones aerobias, los microorganismos pueden cambiar sus formas desde una hifa
con forma de pulpa hasta una célula fangica con forma de granulo (denominada también hifa esférica) cuando
avanza desde la fase vegetativa hasta la fase productiva.

Tal como se usa en el presente documento, la célula fangica con forma de granulo se refiere a una forma fangica de
actinomicetos y hongos filamentosos cuando se cultivan en medio de cultivo liquido, indicando especificamente una
agregacion de hifas con forma fusiforme o esférica que tienen un didmetro promedio de 0,2 a varios milimetros.

Tal como se usa en el presente documento, la hifa con forma de pulpa se refiere a una forma fungica tipica de
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actinomicetos y hongos filamentosos cuando se cultivan en medio de cultivo liquido, indicando especificamente que
la hifas alargadas se distribuyen de manera lineal o radial. La transformacion desde la hifa con forma de pulpa hasta
la célula fingica con forma de granulo esta estrechamente relacionada con la productividad de PUFA.

Si la agitacion mecanica que tiene esfuerzo cortante de agitacion alta destruye la forma fungica con forma de
granulo o interfiere con la transformacion hasta la forma de granulo, la viscosidad de la disolucién de cultivo aumenta
con el crecimiento de las células flingicas, lo que conduce a una reduccion en la eficacia de mezclado. Como
resultado, se considera que no es probable que se suministre suficientemente oxigeno o similar a las células
fungicas, lo que conduce a una reduccion en la productividad de PUFA.

De manera convencional, con el fin de promover la transformacion a la forma de granulo, se estudia una
composicion de medio de cultivo éptima o se ajusta la presién parcial de oxigeno en el gas de aireacién. En la
presente invencién, se realiza agitacion que tiene esfuerzo cortante de agitacién baja durante un tiempo
predeterminado desde el inicio del cultivo, promoviendo de este modo la transformacion de las células fungicas a la
forma de granulo.

El dispositivo de aireacion-agitacion esta equipado con un sensor de deteccion de concentracion de oxigeno disuelto
para monitorizar la concentracién de oxigeno disuelto de la disolucién de cultivo.

La concentracion de oxigeno disuelto (OD) del medio de cultivo empieza a disminuir con el crecimiento de las
células fungicas. Sin embargo, la potencia de agitacion y la cantidad de aireacién aumentan inmediatamente antes
de que el valor de OD alcance el limite mas bajo (aproximadamente el 50%) por encima del cual no se influye en la
productividad de PUFA, ajustando y manteniendo de este modo el valor de OD.

Una cantidad de tiempo requerido para alcanzar el limite méas bajo del valor de OD es aproximadamente de 12 a 24
horas tras el inicio del cultivo. Después, el cultivo se realiza mientras se ajusta y se controla al menos una de la
cantidad de aireacion maxima o la potencia maxima requeridas para la agitacion a un intervalo que satisfaga que
KLA (=(P/V)*%Vs%®") es de 59 o mas, que el parametro de velocidad de flujo de aire vs®®’ [unidad: (m/s)*°] es de
0,075 o mas, y que el parametro de potencia de agitacion requerida (P/V)**° [unidad: (W/m®)®*°] es de 203 0 maés.
Como ejemplo especifico del ajuste y control, se considera que aumenta(n) cualquiera o ambas de la cantidad de
aireacion maxima y la potencia maxima requeridas para la agitacion.

Tal como se usa en el presente documento, el valor de KLA se refiere a un parametro que se ha introducido
recientemente por los presentes inventores basandose en la expresion aproximada de Cooper et al., KLa
(coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno) = K(P/V)>**(Vs)>®’. Los presentes inventores encontraron por
primera vez que existe una correlacion satisfactoriamente positiva entre el valor de KLA y la cantidad de PUFA
producidos.

Aproximadamente de 40 a 48 horas tras el inicio del cultivo, se agota(n) el/los nutriente(s) (particularmente, una
fuente de nitrégeno) en el medio de cultivo y la concentracién de células fungicas alcanza el valor mas alto, y las
células fungicas se transforman desde la fase vegetativa hasta la fase de produccion de PUFA, en la que se
promueve la acumulacién de PUFA en las células fungicas.

A continuacion, el cultivo se realiza durante de 5 a 15 dias mientras se afiade medio de cultivo de glucosa siempre
gue sea necesario durante el cultivo. Tras el final del cultivo, las células fungicas se recuperan y secan, seguido por
extraccion con hexano de las células fungicas secas para obtener al menos uno cualquiera de PUFA y un
compuesto (por ejemplo, triglicérido, fosfolipido, etc.) que contiene PUFA como acido graso constituyente.

(Ejemplos)
Ejemplo 1 (Medicién de la potencia requerida para la agitacion)

Se ech6 agua del grifo (6 kl (=V)) en un recipiente de cultivo de aireacion-agitacion de 10 kl de capacidad. Se midié
el consumo de potencia de agitacion (=A) con aireacién de 1 vvm cuando se realiza la agitacién a diversas
velocidades rotacionales de agitacion. A continuacion, se realizé la operacion sin carga con las mismas velocidades
rotacionales en el mismo recipiente, y se midié el consumo de la potencia de agitacion (=B). Durante la operacion sin
carga, con el fin de impedir que el arbol de agitacion se recalentara, se eché agua hasta un nivel tal que la superficie
de agua era mas baja que el agitador, y se sumergio la parte del cojinete inferior del arbol de agitacion en el agua.

Se midi6 la potencia efectiva usando un medidor de potencia (medidor de potencia de abrazadera fabricado por
Hioki E. E. Corporation) que se proporcioné en un lado de primer orden (lado de fuente de potencia) de un inversor.

Se supone que un valor obtenido mediante la resta del valor B del valor A es la potencia requerida para la agitacion
(=P). El valor P se divide por una cantidad de liquido para obtener la potencia requerida para la agitacion por
cantidad de liquido (=P/V). Los valores medidos realmente asi calculados se muestran en una tabla a continuacion.
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Tabla 1
velocidad consumo de consumo de potencia requerida | potencia requerida

rotacional de potencia cuando se | potencia durante la para la agitacion para la agitacion
agitacion eché agua (kW) operacion sin carga (kW) (P=A-B) por cantidad de
(rpm)(=N) (=A) (kW) (=B) liquido (kw/m®)

(P/V)

35 1,660 0,630 1,030 0,172

65 6,804 1,050 5,754 0,959

95 17,528 1,498 16,030 2,672

Se representaron graficamente los valores medidos realmente en un gréafico en el que el eje horizontal indica la
velocidad rotacional de agitacion (=N), mientras que el eje vertical indica la potencia requerida para la agitaciéon por
cantidad de liquido (=P/V), y se obtuvieron los parametros X e Y de una expresiéon aproximada P/V=XN" mediante el
método de minimos cuadrados. Los valores X e Y y la expresion aproximada asi obtenida se usaron para calcular la
potencia requerida para la agitacion por cantidad de liquido unitaria con respecto a una velocidad rotacional de
agitacion arbitraria.

Cuando se detuvo la aireacion al recipiente de cultivo, se observd un aumento en la potencia requerida para la
agitacién. Usando un método similar al descrito anteriormente, se obtuvieron los valores X e Y en ausencia de
aireacion, y se calculé la potencia requerida para la agitacion por cantidad de liquido con respecto a una velocidad
rotacional de agitacion arbitraria.

Ejemplo 2 (Potencia requerida para la agitacion de una disolucién de cultivo)

Se cultivé un hongo que produce acido araquidoénico, cepa de Mortierella alpina 1S-4, en un recipiente de cultivo de
10 kl. Se midié el consumo de potencia de agitacion en 6 kl de disolucion de cultivo y con aireacion de 1 vvm cuando
se realizd la agitacion con diversas velocidades rotacionales de agitacion. Los resultados se muestran en una tabla a
continuacion.

Tabla 2

velocidad rotacional
de agitacion (rpm)
(=N)

consumo de potencia cuando
se eché agua (kW) (=A)

35 1,720
65 6,700
95 17,612

Comparando la potencia de agitacion obtenida en los ejemplos 1 y 2, se confirmd que la potencia de agitacién no es
significativamente diferente entre cuando se realiz6 la operacién en la que se ech6 agua (ejemplo 1) y cuando se
realizo la operacion en la que se eché la disolucion de cultivo (ejemplo 2). Por tanto, se consideré que la potencia
requerida para la agitacion durante el cultivo puede aproximarse con la potencia requerida para la agitacion obtenida
cuando se realiz6 la operacién en el mismo recipiente de cultivo en el que se echo agua.

(Ejemplo 3)

Se inocul6 una suspension de esporas de la cepa de M. alpina 1S-4 a una concentracion del 0,1% en volumen (%
en vol.) en un medio de cultivo que contiene 1,0% de extracto de levadura y 2,0% de glucosa y que tiene un pH de
6,3. Se inicié un cultivo de siembra con agitacion reciproca a 100 rpm a una temperatura de 28°C (primera fase), y
se realiz6 durante 3 dias.

A continuacion, se prepararon 30 | de un medio de cultivo que contiene 1% de extracto de levadura, 2% de glucosa,
0,1% de aceite de soja, y que tiene un pH de 6,3 en un recipiente de cultivo de aireacion-agitacion de 50 | de
capacidad. Se inocul6 el medio de cultivo con la disolucién de cultivo de siembra (primera fase), y se inici6 el cultivo
de siembra (segundo estado) cuando la velocidad rotacional de agitacion fue de 200 rpm, la temperatura fue de 28°C
y la presion del recipiente fue de 150 kPa, y se realiz6 durante 2 dias.

A continuacion, se preparé un medio de cultivo para el cultivo principal en un recipiente de agitacion-aireacion de 10
kl de capacidad (el diametro interno del recipiente de cultivo es de 1,8 m). Se preparé el medio de cultivo de la
siguiente manera. Inicialmente, se prepararon 4500 | de un medio de cultivo (medio de cultivo A: harina de soja 336
kg; KH2PO4 16,8 kg; MgCl,-6H.0 2,8 kg; CaCl,-2H,0 2,8 kg; aceite de soja 5,6 kg) a pH 4,5, y se esterilizé en el
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recipiente del cultivo principal a 121°C durante 20 minutos. Se esterilizaron 1000 | de otro medio de cultivo (medio de
cultivo B: agua que contiene glucosa 112 kg) en otro recipiente de cultivo a 121°C durante 20 minutos, y se transfirié
entonces de manera estéril al recipiente del cultivo principal para afiadirse al medio de cultivo A (el medio de cultivo
tras la adicion se denomina medio de cultivo C). Se afiadi6 de manera estéril disolucion de hidroxido de sodio
acuosa esterilizada al medio de cultivo C y se ajusté a pH 6,1, y después, se inoculé la disolucion de cultivo de
siembra (segunda fase) que tiene una capacidad volumétrica de 28 | al medio de cultivo C mediante manipulacion
estéril, dando como resultado un total de 5600 | (cantidad de liquido de cultivo de partida) (el recipiente de cultivo
tiene una capacidad volumétrica de 10 kl). Se inicio eI cultivo cuando la temperatura fue de 26°C, la presion interna
fue de 200 kPa, la cantidad de aireacion fue de 49 m/h (la velocidad de flujo de alre (=Vs) fue de 0,00535 m/s), la
potencia requerida para la agitacion por cantidad de liquido (=P/V) fue de 112 w/m?®. Los valores de los parametros
en el momento del inicio del cultivo se calcularon tal como sigue.

(Expresién 1)

(PIV)*: 89 [(W/m*)*]

vs®®’: 0,03 [(m/s)*°"]

KLA (=(P/V)%°vs®®"): 2,67 [(W/m3)*%° (m/s)®]

Se cambid la potencia de agitacion (=P/V) a 880 W/m? en la hora 15 de cultivo, y la cantidad de aireacion y la
velocidad rotacional de agitacion aumentaron gradualmente hasta que la cantidad de alreacmn fue de 437 m%h
(velocidad de flujo de aire (=Vs): 0,0477 m/s) y la potencia de agitacion (=P/V) fue de 3250 W/m?, hacia la hora 40
del cultivo. Los valores de los parametros en el nivel de aireacion-agitacién alto se calcularon tal como sigue.

(Expresion 2)

(PIV)*%: 2169 [(W/m*)*]

Vvs®: 0,130 [(m/s)**']

KLA (=(PIV)**vs®®7): 282 [(W/m®)>*® (m/s)>*"]

Se realizd el cultivo principal durante 306 horas mientras se afiadia medio de cultivo en algin/algunos punto(s)
durante el cultivo tal como se describe a continuacion. Al final del cultivo, la cantidad de liquido de cultivo fue de
7750 | debido a la adicion (aumento) y la evaporacion (disminucién) de medio de cultivo.

Tabla 3

tiempo del cultivo principal medio de cultivo afiadido

tras 19 horas agua que contiene glucosa 280 kg/460 |
tras 43 horas agua que contiene glucosa 280 kg/450 |
tras 67 horas agua que contiene glucosa 252 kg/390 |
tras 91 horas agua que contiene glucosa 252 kg/410 |
tras 120 horas agua que contiene glucosa 224 kg/370 |
tras 140 horas agua que contiene glucosa 168 kg/280 |
tras 163 horas agua que contiene glucosa 168 kg/270 |

Tras el cultivo, se realiz6 la esterilizacién a 120°C durante 20 minutos, y después, se recuperaron las células
fungicas humedas usando un hidroextractor continuo, seguido por secado con aire caliente (temperatura del aire
caliente: 120°C) usando un secador de lecho fluidizado con agitacion hasta un contenido en agua del 2% en peso (%
en peso). Se enfri6 la célula fungica seca hasta 40°C en un lecho fluidizado mediante suministro de aire ambiental, y
Iuego se transporté a un lugar de carga usando un transportador neumatico. La célula fingica seca resultante se
cargo0 junto con gas nltrogeno en una bolsa de depdsito de aluminio (bolsa) que tiene una capaudad volumeétrica de
aproximadamente 1 m?, y la abertura de la bolsa se sell6 mediante calor. La bolsa se conservé a 10°C o menos en
un refrigerador.

La célula fungica seca eliminada de la bolsa de depdsito se someti6é a extraccién con hexano. Se filtro la disolucién
de hexano para eliminar los componentes sélidos de la misma. Después, se calentd la disolucidn resultante a
presion reducida para eliminar el hexano, obteniendo de este modo aceite bruto que tiene acido araquidénico como
acido graso constituyente.
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Ejemplo 4 (Influencia de la potencia requerida para la agitacion al inicio del cultivo)

Se realizo el cultivo de siembra y se prepard un medio de cultivo para el cultivo principal usando un método similar al
del ejemplo 3. Se realizé el cultivo principal en las mismas condiciones que las del ejemplo 3, excepto que las
condiciones para la agitacion al inicio del cultivo se fijaron para que fueran diversos valores tal como se muestra en
una tabla a continuacion.

Segun el resultado del cultivo, se encontré que el valor de P/V al inicio del cultivo tiene un nivel significativo de
influencia en la produccién de acido araquidénico.

Tabla 4

experimento n.° galrt\idvlglones alinicio del resultado del cultivo
potencia de agitacién parametro (P/V)* cantidad de &cido
requerida por cantidad de [(W/m3)°%9] araquidénico producido por
liquido al inicio del cultivo cantidad de disolucion de
P/V (W/m®) cultivo (*) (g/l)

Ej. 4-1 41 34 22,4

Ej. 4-2 269 203 22,40

Ej. 4-3 810 579 17,0

Ej. 4-4 3250 2169 14,1

Ej. 3 (ejemplo 3) | 112 89 22,8

(*) los valores estan corregidos mediante la siguiente expresién puesto que la cantidad de disolucién de cultivo varia
de un cultivo a otro, dependiendo de la evaporacion y la adicion de glucosa.

(Expresion 3)

Cantidad de acido araquidonico producido (valor corregido) = cantidad de acido araquidonico producido por
disolucidn de cultivo al final del cultivo x cantidad de liquido al final del cultivo / cantidad de liquido al inicio del cultivo

Ejemplo 5 (Influencia de la cantidad de aireacion al inicio del cultivo)

Se realizo el cultivo de siembra y se preparé un medio de cultivo para el cultivo principal usando un método similar al
del ejemplo 3. Se realizd el cultivo principal en las mismas condiciones que las del ejemplo 3, excepto que las
condiciones para la aireacién al inicio del cultivo se fijaron para que fueran diversos valores tal como se muestra en
una tabla a continuaciéon. En ambos experimentos, los ejemplos 5-1 y 5-2, puesto que la cantidad de aireacién se fijo
para que fuera alta desde el inicio del cultivo, se observé un nivel considerablemente alto de tendencia a producir
burbujas en comparacion con el ejemplo 3 hasta la hora 20 del cultivo tras el inicio. Por tanto, se adoptdé un método
de suspension de la aireacion de manera intermitente con el fin de suprimir el burbujeo.

Cuando se realiz6 la aireacion, se produjo burbujeo y la altura de las burbujas empez6 a aumentar. Se detuvo la
aireacion en la disoluciéon inmediatamente después de que la altura de las burbujas ascendié cerca de la parte
superior del recipiente (cerca de una tuberia de escape). Cuando se detuvo la aireacion, la altura de las burbujas
empezé a caer, y al mismo tiempo, la concentracion de oxigeno disuelto (OD) de la disolucién de cultivo también
empez6 a disminuir. Se inicié de nuevo la aireacion inmediatamente antes de que el valor de OD alcanzara el limite
mas bajo por encima del cual no se influye en la productividad de acido araquidénico. Se repitieron operaciones
similares hasta que la tendencia a burbujear desaparecio sustancialmente. Una velocidad de flujo de aire Vs en el
ejemplo 5 es una velocidad de flujo de aire cuando se realiza la aireaciéon, pero no una cantidad acumulada
promedio de aireacion obtenida teniendo en cuenta la aireacion intermitente. El limite mas bajo del valor de OD por
encima del cual no se influye en la productividad de acido araquidénico es una concentraciéon de OD (concentracion
de OD critica) por debajo de la cual se pierde una relacion lineal entre una disminucion del OD debido a la
suspensién de la aireacién y un tiempo transcurrido. Se obtuvo previamente la concentracién de OD critica usando
un método de medicién dinamico (“Hakkokogaku no Kiso (Principles of Fermentation Technology)”, 1988, Gakkai
Shuppan Senta, traducido por Ayaaki Ishizaki), en el que el cultivo se realizé en las mismas condiciones.

Segun el resultado del cultivo, se confirmé que el valor de Vs al inicio del cultivo no influye sustancialmente en la
produccién de acido araquidénico.
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Tabla 5

experimento n.°

condiciones al inicio del
cultivo

resultado del cultivo

velocidad de flujo de aire al
inicio del cultivo Vs (m/s)

parametro Vs*®" [(m/s)*®"]

cantidad de &cido
araquidoénico producido por
cantidad de disolucion de
cultivo (*) (g/l)

Ej. 5-1 0,0196 0,0719 22,3
Ej. 5-2 0,0477 0,130 22,6
Ej. 3 (ejemplo 3) | 0,00535 0,0301 22,8

(*) los valores estan corregidos mediante la siguiente expresion puesto que la cantidad de disolucion de cultivo varia
de un cultivo a otro, dependiendo de la evaporacion y la adicion de glucosa.

(Expresion 4)

Cantidad de acido araquidonico producido (valor corregido) = cantidad de acido araquidonico producido por
disolucidn de cultivo al final del cultivo x cantidad de liquido al final del cultivo / cantidad de liquido al inicio del cultivo

Ejemplo 6 (Influencia del valor de KLA mas alto)

Se realizo el cultivo de siembra y se preparé un medio de cultivo para el cultivo principal usando un método similar al
del ejemplo 3. Se inici6 el cultivo cuando la temperatura fue de 26°C, la presion interna fue de 200 kPa, la cantidad
de aireacion fue de 49 m*h (la velocidad de flujo de aire (=Vs) fue de 0,00535 m/s), y la potencia requerida para la
agitacién por cantidad de liquido de cultivo (=P/V) fue de 112 w/m® como en el ejemplo 3. Los valores de los
parametros en el momento del inicio del cultivo se calcularon tal como sigue.

(Expresién 5)

(PIV)?%: 89 [(W/m®)°*®]

vs®®”: 0,03 [(m/s)**]

KLA (=(P/V)>**Vs®®"): 2,67 [(W/m*)>*® (m/s)>®"]

Se cambio la potencia requerida para la agitacion (=P/V) a 380 W/m? en la hora 18 de cultivo, y después, la cantidad
de aireacion y la velocidad rotacional de agitacion aumentaron gradualmente hacia la hora 48 del cultivo. El cultivo
se realizé en diversas condiciones de la mas alta potencia de agitacion y cantidad de aireaciéon maxima. La figura 1
es una representacion grafica que indica una relacion entre la cantidad de acido araquidénico producido en cada
cultivo y el valor de KLA (=(P/V)**Vs®®") mas alto. Seglin esta representacion grafica, se encontré que existe una
correlacion satisfactoriamente positiva entre el valor de KLA y la cantidad de acido araquidonico producido. En la
figura 1, también se encontré que hubo algunos casos en los que la cantidad de acido araquiddnico producido fue de
tan solo aproximadamente de 15 a 16 g/l aunque el valor de KLA aumentara hasta 100 o mas (por ejemplo, puntos
dentro de un intervalo indicado con A en la figura 1), y también existieron algunos casos que se apartaban de la
correlacion entre el KLA y la cantidad de &cido araquidénico producido. Para examinar la razén, se produjo una
representacion grafica de los dos parametros, el valor de (P/V)°*® y el valor de Vs*®’, que constituye el valor de KLA
(figura 2). En este caso, los puntos dentro de un intervalo indicados con A’ en la figura 2 corresponden a los puntos
dentro del intervalo indicado con A en la figura 1. Como resultado, se encontré que si el valor de KLA es alto, pero el
valor de Vs®® no es de 0,075 o mas, el aumento del valor de KLA no conduce al efecto de aumentar la cantidad de
acido araquiddnico producido.

Ejemplo 7

Se realizo el cultivo de siembra de manera similar al del ejemplo 3. Se prepararon 1300 | de un medio de cultivo para
el cultivo principal que tiene las mismas concentraciones de componentes que las del ejemplo 3 en un recipiente de
cultivo de 2 kl de capacidad. Se inici6 el cultivo cuando la temperatura fue de 26°C, la presion interna fue de 200
kPa, la velocidad de flujo de aire fue de 0,0087 (m/s) y la potencia requerida para la agitacion por cantidad de liquido
de cultivo (=P/V) fue de 264 w/m?®. Los valores de los parametros en el momento del inicio del cultivo se calcularon
tal como sigue.

(Expresién 6)
(PIV)%: 199 [(W/m®)°%?]
vs®®7: 0,042 [(m/s)*°]
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KLA (=(P/V)®%vs%%7): 8,28 [(W/m®)°% (m/s)**"]

Se cambio la potencia requerida para la agitacion (=P/V) a 890 W/m? en la hora 24 de cultivo, y después, la cantidad
de aireacion y la velocidad rotacional de agitacion aumentaron gradualmente hasta que la velocidad de flujo de aire
Vs fue de 0,084 (m/s) y la potencia de agitacion P/V fue de 1493 W/m?®, hacia la hora 48 del cultivo. Los valores de
los pardmetros en el nivel de aireacién-agitacion alto se calcularon tal como sigue.

(Expresién 7)

(PIV)*: 1036 [(W/m*)*]

vs®®7: 0,191 [(m/s)*®]

KLA (=(PIV)**vs®®"): 198 [(W/m®)*° (m/s)*®"]

Se realiz6 el cultivo principal durante 306 horas mientras se afiadia glucosa que tiene la misma concentracion que la
del ejemplo 3 en algun/algunos punto(s) durante el cultivo. Como resultado, se obtuvieron 20,0 g/l de acido
araquidonico producido (valor corregido).

Ejemplo 8

Se uso la cepa de Mortierella alpina CBS754.68 como hongo que produce &cido araquidénico. La cepa fangica
conservada se us6 para realizar el cultivo de siembra y se preparé un medio de cultivo para el cultivo principal
usando un método similar al del ejemplo 3. Se inici6 el cultivo cuando la temperatura fue de 26°C, la presion interna
fue de 200 kPa, la cantidad de aireacion fue de 49 m/h (la velocidad de flujo de aire (=Vs) fue de 0,00535 m/s) y la
potencia requerida para la agitacion por cantidad de liquido de cultivo (=P/V) fue de 112 W/m?®. Los valores de los
parametros en el momento del inicio del cultivo se calcularon tal como sigue.

(Expresion 8)

(PIV)>%®: 89 [(W/m*)**]

Vvs®®: 0,03 [(m/s)”®]

KLA (=(P/V)>**Vs®®"): 2,67 [(W/m*)>*® (m/s)>®"]

Se inicié el cultivo en estas condiciones y se cambié la velocidad rotacional de agitacion de partida en diferentes
momentos, de modo que el cultivo se realiz6 una pluralidad de veces (experimentos n.°°. Ej. 6-1 a 6-4). Cuando la
velocidad rotacional de agitacion de partida se cambi6 por primera vez, se cambié la potencia de agitaciéon (=P/V) a
380 W/m®, y después, la cantidad de aireacion y la velocidad rotacional de agitacion aumentaron gradualmente hasta
que la cantidad de aireacion maxima fue de 437 m%h (la velocidad de flujo de aire (=Vs): 0,0477 m/s) y la potencia
de agitacion maxima (=P/V) fue de 3250 W/m?®, hacia la hora 48 del cultivo. Los valores de los parametros en el nivel
de aireacién-agitacion alto se calcularon tal como sigue.

(Expresién 9)

(PIV)*: 2169 [(W/m3)*]

vs®®7: 0,130 [(m/s)*]

KLA (=(PIV)**vs®®"): 282 [(W/m®)*° (m/s)*®"]

Se realiz6 el cultivo principal durante 288 horas mientras se afiadia glucosa en algun/algunos punto(s) durante el
cultivo como en el ejemplo 3.

Como resultado del cultivo, se encontré que el momento en que la potencia de agitacion se cambio por primera vez
tras el inicio del cultivo tiene una influencia significativa en la produccion de acido araquidénico.
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Tabla 6

primer momento de cambio de la potencia de | resultado del cultivo (*)
experimento n.° | agitacién (tiempo transcurrido desde el inicio cantidad de acido araquidonico producido por
del cultivo (inoculacion de cultivo de siembra)) | cantidad de disolucién de cultivo (g/L)

Ej. 6-1 6h 10,1
Ej. 6-2 12 h 18,5
Ej. 6-3 24 h 18,7
Ej. 6-4 30 h 9,5

(*) los valores estan corregidos mediante la siguiente expresion puesto que la cantidad de disolucién de cultivo varia
de un cultivo a otro, dependiendo de la evaporacioén y la adicién de glucosa.

(Expresién 10)

Cantidad de &cido araquidénico producido (valor corregido) = cantidad de &cido araquiddnico producido por
disolucion de cultivo al final del cultivo x cantidad de liquido al final del cultivo / cantidad de liquido al inicio del cultivo

Ejemplo 9 (Produccion de DGLA)

Se uso la cepa de Mortierella alpina SAM1860 como hongo que produce acido dihomo-y-linoleico. Se inoculé la cepa
fungica conservada en un medio de cultivo que contiene 1% de extracto de levadura y 2% de glucosa y que tiene un
pH de 6,3, que se prepard en un matraz, seguida por el cultivo de siembra (primera fase) a 100 rpm a 28°C durante
3 dias. A continuacion, se prepararon 30 | de un medio de cultivo que contiene 1% de extracto de levadura, 2% de
glucosa y 0,1% de aceite de soja y que tiene un pH de 6,3 en un recipiente de cultivo de aireacién-agitacion de 50 |
de capacidad, y se inoculé con la disolucién de cultivo obtenida previamente por el cultivo de siembra (primera fase),
seguido por el cultivo de siembra (segunda fase) durante 2 dias en el que la velocidad rotacional de agitacion fue de
200 rpm, la temperatura fue de 28°C y la presién interna del recipiente fue de 150 kPa.

A continuacion, se inoculd un medio de cultivo que contiene 4% de harina de soja desgrasada, 1,8% de glucosa,
0,3% de KHzPO4, 0,1% de Na,SO4, 0,05% de MgCl,-6H,0, 0,05% de CaCl,-2H,0 y 0,1% de aceite de soja y que
tiene un pH de 6,1 con un 0,5% de la disolucién de cultivo de siembra (segunda fase). Se inici6 el cultivo principal
con 4000 | (cantidad de liquido) del medio de cultivo.

Se inicio el cultivo cuando la temperatura fue de 26°C, la presion interna fue de 200 kPa, la cantidad de aireacion fue
de 52 m*h (la velocidad de flujo de aire (=Vs) fue de 0,0057 m/s) y la potencia requerida para la agitacion por
cantidad de liquido de cultivo (=P/V) fue de 30 W/m?®. Los valores de los parametros en el momento del inicio del
cultivo se calcularon tal como sigue.

(Expresion 11)

(PIV)*: 25 [(W/m3)°%)

vs®®7: 0,0313 [(m/s)*®"]

KLA (=(P/V)°*°vs®®"): 0,782 [(W/m*)* (m/s)*®]

Se inicid el cultivo en estas condiciones. La potencia de agitacion se cambid en la hora 19 de cultivo tras el inicio del
cultivo, y la cantidad de aireacion y la velocidad rotacional de agitacion aumentaron gradualmente hasta que la
cantidad de aireacién maxima fue de 240 mh (la velocidad de flujo de aire (=Vs): 0,0262 m/s) y la potencia de
agitacion maxima (=P/V) fue de 1251 W/m°, hacia la hora 48 del cultivo. Los valores de los parametros en el nivel de
aireacion-agitacion alto se calcularon tal como sigue.

(Expresién 12)

(PIV)*: 875,9 [(W/m3)*%)

vs®®’: 0,0871 [(m/s)*®"]

KLA (=(P/V)**°vs®®"): 76,3 [(W/m*)**® (m/s)*®"]

Se realiz6 el cultivo principal durante 160 horas mientras se afiadia glucosa en algun/algunos punto(s) durante el
cultivo. Como resultado, la concentracion de acido dihomo-y-linoleico producido fue de 7,0 g/l al final del cultivo.

12



10

15

20

25

30

35

ES 2 387 680 T3

Ejemplo 10 (Produccion de acido eicosatrienoico)

Se uso la cepa de Mortierella alpina SAM2086 como hongo que produce acido eicosatrienoico. Se inoculd la cepa
fungica conservada en un medio de cultivo que contiene 1% de extracto de levadura y 2% de glucosa y que tiene un
pH de 6,3, que se prepar6 en un matraz, seguida por el cultivo de siembra (primera fase) a 100 rpm a 28°C durante
3 dias. A continuacion, se prepararon 30 | de un medio de cultivo que contiene 1% de extracto de levadura, 2% de
glucosa y 0,1% de aceite de oliva y que tiene un pH de 6,3 en un recipiente de cultivo de aireacién-agitacion de 50 |
de capacidad, y se inoculé con la disolucién de cultivo obtenida previamente por el cultivo de siembra (primera fase),
seguido por el cultivo de siembra (segunda fase) durante 2 dias en el que la velocidad rotacional de agitacion fue de
200 rpm, la temperatura fue de 28°C y la presién interna del recipiente fue de 150 kPa.

A continuacion, se inoculd un medio de cultivo que contiene 4% de harina de soja desgrasada, 1,8% de glucosa,
0,3% de KH2POy4, 0,1% de Na;SO4, 0,05% de MgCl,-6H,0, 0,05% de CaCl,-2H,0 y 0,1% de aceite de oliva, y que
tiene un pH de 6,1 con 0,5% de la disolucion de cultivo de siembra (segunda fase). Se inici6 el cultivo principal con
4000 | (cantidad de liquido) del medio de cultivo.

Se inici6 el cultivo cuando la temperatura fue de 24°C, la presion interna fue de 200 kPa, la cantidad de aireacion fue
de 52 m*h (la velocidad de flujo de aire (=Vs) fue de 0,0057 m/s) y la potencia requerida para la agitacion por
cantidad de liquido de cultivo (=P/V) fue de 30 W/m?®. Los valores de los parametros en el momento del inicio del
cultivo se calcularon tal como sigue.

(Expresion 13)

(PIV)*: 25 [(W/m®)*%]

vs®®7: 0,0313 [(m/s)*®"]

KLA (=(P/V)?*°vs®®"): 0,782 [(W/m*)* (m/s)*®]

Se inici6 el cultivo en estas condiciones. La potencia de agitacion se cambid en la hora 22 de cultivo tras el inicio del
cultivo, y la cantidad de aireacion y la velocidad rotacional de agitacion aumentaron gradualmente hasta que la
cantidad de aireacién maxima fue de 240 mh (la velocidad de flujo de aire (=Vs): 0,0262 m/s) y la potencia de
agitacion maxima (=P/V) fue de 1098 W/m°, hacia la hora 48 del cultivo. Los valores de los parametros en el nivel de
aireacion-agitacion alto se calcularon tal como sigue.

(Expresién 14)

(PIV)*: 773,8 [(W/m*)*%)

vs®®’: 0,0871 [(m/s)*®"]

KLA (=(P/V)**°vs®®"): 67,4 [(W/m*)**® (m/s)*®"]

Se realiz6 el cultivo principal durante 376 horas mientras se afiadia glucosa en algun/algunos punto(s) durante el
cultivo. Como resultado, la concentracion de acido eicosatrienoico producido fue de 6,0 g/l al final del cultivo.

Uso industrial

Puede producirse de manera eficaz y estable al menos uno cualquiera de &cido araquidénico, que desempefa
particularmente un papel importante como nutriente para lactantes o un compuesto (por ejemplo, grasas, aceites,
etc.) que contiene acido araquidénico como acido graso constituyente. Por tanto, la presente invencion es util para la
produccién de bebidas, alimentos con nutrientes terapéuticos, alimentacion, productos farmacéuticos y similares que
contienen estos materiales.
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REIVINDICACIONES

Método de cultivo de un hongo, que produce al menos uno cualquiera de un acido graso altamente
insaturado o un compuesto que contiene un acido graso altamente insaturado como acido graso
constituyente en un medio de cultivo que contiene al menos una fuente de carbono y una fuente de
nitrégeno, usando un dispositivo de cultivo de aireacién-agitacion que incluye un recipiente de cultivo que
tiene una paleta de agitacion, en el que la razon (d/D) del diametro de la paleta de agitacion (=d) con
respecto al diametro del recipiente de cultivo (=D) es de 0,3 a 0,6, pudiendo el dispositivo de cultivo ajustar
y controlar una potencia de agitacion y una cantidad de aireacioén, comprendiendo el método las etapas de:

realizar agitacién mecéanica durante un tiempo predeterminado tras el inicio del cultivo, en el que la potencia
de agitacion por unidad de cantidad de liquido es de 269 (W/m3) 0 Menos; y

después de pasar el tiempo predeterminado, ajustar y controlar al menos una cualquiera de la cantidad de
aireacion maxima_ y una potencia maxima requeridas para la agitacion a un intervalo tal que
KLA(=(P/V)*?°Vs®") es de 59 0 més, siempre que el parametro de velocidad de flujo de aire Vs*®’ sea de
0,075 0 mas, y siempre que el parametro de potencia de agitacion (P/V)*® sea de 203 o mas, en el que P
representa la potencia requerida para la agitacion (W), V representa la cantidad de liquido (m3) y Vs
representa la velocidad de flujo de aire (m/s).

Método segun la reivindicacion 1, en el que el acido graso altamente insaturado es &cido araquidénico.
Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el hongo es del género Mortierella, subgénero Mortierella.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tiempo predeterminado es
preferiblemente de 12 a 24 horas.

Método de preparacion de un &cido graso altamente insaturado que comprende la etapa de extraer/separar
el acido graso altamente insaturado a partir de un hongo cultivado mediante el método de cultivo de hongos
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

Método de preparacién de un compuesto que contiene un acido graso altamente insaturado como acido
graso constituyente, que comprende la etapa de extraer/separar el compuesto que contiene un acido graso
altamente insaturado a partir de un hongo cultivado mediante el método de cultivo de hongos segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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