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ES 2482592 T3

DESCRIPCION

Microalga perteneciente al género Navicula, proceso para la produccion de aceite mediante el cultivo de la microalga
y aceite recogido a partir de la microalga

CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion se refiere a: la microalga depositada con el nimero de registro FERM BP-11201
perteneciente al género Navicula y a un proceso para la produccion de aceite, que comprende una etapa de cultivo
de dicha microalga. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a: la microalga depositada con el namero
de registro FERM BP-11201 perteneciente al género Navicula, que es capaz de producir hidrocarburos alifaticos de
entre 16 y 26 atomos de carbono; a un proceso para la produccion de aceite, que comprende una etapa de cultivo
de dicha microalga; a una biomasa de algas seca producida mediante el secado de dicha microalga; y a un
procedimiento para la fijacién de diéxido de carbono, que comprende una etapa de cultivo de dicha microalga.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

[0002] Se ha informado de varios procedimientos para la producciéon de hidrocarburos pesados basados en
aceite o ligeros basados en aceite, los denominados biocombustibles, a través del cultivo de microalgas.

[0003] Con respecto a las algas capaces de producir hidrocarburos pesados basados en aceite se ha
conocido: una microalga, Botryococcus braunii, que es capaz de producir un hidrocarburo de 36 atomos de carbono
(cotéjese el Documento no Patente 1); y una microalga, Botryococcus braunii de raza A, que es capaz de producir
un hidrocarburo de 33 4&tomos de carbono (cotéjese el Documento Patente 1).

[0004] Ademas, con respecto a las algas capaces de producir hidrocarburos ligeros basados en aceite, se han
conocido: microalgas, Nostoc muscorum, Trichodesmium erythaeum, Plectonema terebrans, y similares, que son
capaces de producir un hidrocarburo de 17 atomos de carbono (cotéjese el Documento no Patente 1); una
microalga, Coccocloris elabens, y similares, que son capaces de producir un hidrocarburo de 19 atomos de carbono
(cotéjese el Documento no Patente 1); una microalga, Pseudochoricystis ellipsoidea cepa MBIC11204, que es capaz
de producir hidrocarburos de 17, 18, 19 y 20 atomos de carbono (cotéjese el Documento Patente 2); y una
microalga, Choricystis minor cepa SAG17.98, que es capaz de producir hidrocarburos de 17, 19, 21 y 23 atomos de
carbono (cotéjese el Documento Patente 2).

[0005] Los hidrocarburos ligeros basados en aceite que pueden ser producidos por las microalgas son
industrialmente Utiles como combustible diésel, y también se muestran prometedores como un combustible de
carbono neutro destinado a la prevencion del calentamiento global.

[0006] Sin embargo, el contenido porcentual en hidrocarburos ligeros basados en aceite en la biomasa de
algas seca producida mediante el secado de las microalgas es habitualmente de aproximadamente entre el 0,025 y
el 0,12 % en masa (cotéjese el Documento no Patente 1), lo que significa que la productividad del hidrocarburo de
las mismas no siempre es suficiente.

Referencias

[Documento Patente]

[0007]

Documento Patente 1: Solicitud de Patente Japonesa no Examinada, Primera Publicacion N° H09-234055
Documento Patente 2: Publicacion Internacional PCT N° WO 2006/109588, Folleto

[Documento no Patente]

[0008] Documento no Patente 1: R. Raja, S. Hemaiswarya, N. Ashok Kumar, S. Sridhar y R. Rengasamy
(2008), A Perspective on the Biotechnological Potential of Microalgae. Critical Reviews in Microbiology, 34: 77 - 88.

DESVELACION DE LA INVENCION

[0009] La presente invencion se complet6 teniendo en consideracion la situacién mencionada anteriormente.
Es un objeto proporcionar: una microalga altamente capaz de producir hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26
atomos de carbono; un proceso para la produccion de aceite, que comprende una etapa de cultivo de la microalga;
el aceite recogido partir de la microalga; una biomasa de algas seca producida mediante el secado de la microalga;
un combustible producido a partir de la microalga; y un procedimiento para la fijacién de diéxido de carbono, que
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comprende una etapa de cultivo de la microalga.

[0010] Con el fin de conseguir el objeto mencionado anteriormente, la presente invencién adopta las
siguientes constituciones.

(1) Una microalga, la cepa FERM BP-11201 (JPCC DA0580) de Navicula oiliticus.

(2) Un proceso para la produccion de aceite, que comprende: una etapa de cultivo de la microalga de acuerdo
con (1).

(3) Un proceso para la produccién de aceite de acuerdo con (2) mencionado anteriormente, que comprende
adicionalmente, después de la etapa de cultivo: una etapa de cultivo adicional de la microalga con un medio
diferente con una(s) menor(es) concentracion(es) de sale(s) nutriente(s) en comparacion con el medio que se ha
usado para el cultivo anterior.

(4) Un proceso para la produccién de aceite de acuerdo con alguno de (2) y (3) mencionados anteriormente, en
el que el aceite incluye un lipido neutro.

(5) Un proceso para la produccion de aceite de acuerdo con uno cualquiera de (2) a (4) mencionados
anteriormente, el que el aceite incluye escualeno.

(6) Un proceso para la produccion de aceite de acuerdo con uno cualquiera de (2) a (5) mencionados
anteriormente, que comprende adicionalmente, después de la etapa de cultivo: una etapa de extraccion del
aceite a partir del producto del cultivo mediante el uso de un disolvente organico, siendo el disolvente organico
uno cualquiera de los disolventes elegidos de entre un disolvente que comprende n-hexano, un disolvente que
comprende n-hexano y metanol, y un disolvente que comprende n-hexano y etanol.

(7) Una biomasa de algas seca producida mediante el secado de la microalga de acuerdo con (1) mencionado
anteriormente.

(12) Un procedimiento para la fijacion de diéxido de carbono, que comprende: una etapa de cultivo de la
microalga de acuerdo con (1) mencionado anteriormente.

[0011] Notese que, en la descripcion de esta solicitud, la frase "capaz de producir hidrocarburos alifaticos de
entre 16 y 26 4&tomos de carbono" significa que tiene la capacidad de producir hidrocarburos alifaticos principalmente
de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 atomos de carbono. Ademas, el término "aceite" se refiere a un componente liquido que
consiste principalmente en compuestos organicos hidréfobos. Los compuestos organicos hidréfobos pueden ser
ejemplificados mediante los hidrocarburos alifaticos, los lipidos neutros, y similares.

[0012] La presente invencion es capaz de proporcionar; la microalga depositada con el nimero de registro
FERM-BP-11201 altamente capaz de producir hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono; un
proceso para la produccién de aceite, que comprende una etapa de cultivo de dicha microalga; el aceite recogido a
partir de dicha microalga; una biomasa de algas seca producida mediante el secado de dicha microalga; un
combustible producido a partir de dicha microalga; y un procedimiento para la fijacion de diéxido de carbono, que
comprende una etapa de cultivo de dicha microalga.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0013]

La FIG. 1 muestra un arbol filogenético molecular elaborado mediante el uso de la secuencia de nucleétidos del
ADNr 18S de la cepa JPCC DA0580.

La FIG. 2 muestra las curvas de crecimiento de la cepa JPCC DA0580.

La FIG. 3 muestra las curvas de crecimiento de la cepa JPCC DA0580 cuando se cultiva con variaciones en la
concentracién de los componentes del agua marina.

La FIG. 4 muestra imagenes de microscopia electronica de la cepa JPCC DA0580 de Navicula oiliticus (FERM
BP-11201) (a la izquierda: aumento de 310.000, a la derecha: aumento de 315.000).

La FIG. 5 muestra una imagen de microscopia de fluorescencia de la cepa JPCC DA0580 de Navicula oiliticus
(FERM BP-11201) tefiida con rojo del Nilo (areas brillantes con emision fluorescente: el aceite de la biomasa de
algas y suavizado con rojo del Nilo, areas tenues: pigmentos fotosintéticos y similares visualizados mediante
autofluorescencia).

MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

[0014] En lo sucesivo hay una explicacion detallada de la presente invencion.

< Microalgas pertenecientes al género Navicula >

[0015] Las microalgas pertenecientes al género Navicula de la presente invencién son capaces de producir

hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono. Aqui, el término "hidrocarburos alifaticos de entre 16 y
26 atomos de carbono” se refiere a hidrocarburos alifaticos principalmente de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 atomos de
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carbono.

[0016] Como la microalga mencionada anteriormente, se prefiere particularmente una microalga, Navicula
oiliticus, debido a que tiene un elevado contenido porcentual en hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de
carbono en la biomasa de algas, y también puede ser facilmente cultivada. En la invencién se usa la cepa JPCC
DA0580 de Navicula oiliticus (FERM BP-11201) (en lo sucesivo, abreviada como "cepa JPCC DA0580") debido a su
elevada capacidad de produccién de lipidos neutros y de escualeno, asi como por ser capaz de producir
hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono como se ha mencionado anteriormente. Los lipidos
neutros se explicaran posteriormente.

[0017] La cepa JPCC DA0580 es una nueva cepa de una nueva especie de microalga marina perteneciente a
la divisi6n Chromophyta, clase Bacillariophyceae, orden Pennales, suborden Raphidineae, familia Naviculaceae,
aislada a partir de agua marina en un area de aguas salobres por el inventor de la presente invencion.

[0018] En lo sucesivo hay una explicacion del procedimiento para el aislamiento de la microalga y la situacion
concerniente a como se determin6é que la cepa de microalga JPCC DA0580 era una nueva cepa de una nueva
especie.

(Método de preparacion del medio)

[0019] Se preparé un medio liquido en el que se habian disuelto a las concentraciones predeterminadas en
agua destilada 75,0 mg/l de nitrato de sodio, 5,0 mg/l de hidrogenofosfato disddico, 30,0 mg/l metasilicato de sodio
nonahidratado, 1,0 ml de una disolucion f/2 de metales traza, 0,5 ml de una disolucién /2 de vitaminas y 37 g/l de
agua marina artificial (nombre del producto: Marine Art SF-1, elaborado por Senju Pharmaceutical Co., Ltd.) como un
medio f/2.

[0020] La disolucion f/2 de metales traza se prepar6 como una disolucion acuosa con la siguiente
composicion: 4,36 g/l de Na, EDTA dihidratado, 3,15 g/l de cloruro férrico hexahidratado, 180 mg/l de cloruro de
manganeso (ll) tetrahidratado, 22,0 mg/l de sulfato de cinc heptahidratado, 10,0 mg/l de cloruro de cobalto (Il)
hexahidratado, 6,3 mg/l de molibdato de sodio (VI) dihidratado y 9,8 mg/l de sulfato de cobre (II) pentahidratado.

[0021] La disolucion f/2 de vitaminas se prepardé como una disolucidon acuosa con la siguiente composicion:
200,0 mg/l de tiamina, 0,1 mg/l de biotina 'y 1,0 mg/l de vitamina B..

[0022] Ademas se prepar6é medio agar f/2 mediante la adicién de agar a la composicion del medio f/2 a una
concentracion del 1,2 % (p/v).

[0023] El agua marina artificial es una mezcla de sales que simula las sales contenidas en el agua marina
natural. Puede producirse una disolucion acuosa con un componente de agua marina que simule el agua marina
natural mediante la disolucion de una cantidad predeterminada (37 g/l) del agua marina artificial en agua destilada.

(Método de aislamiento)

[0024] En una placa de microtitulacién de 24 pocillos que contiene 2 ml del medio f/2 se afiadié una cantidad
apropiada de una muestra de cieno recogida en un manglar en la unién del rio Sumiyo con el rio Yakugachi, Amami-
shi, Kagoshima Prefecture, Japén, en julio de 2005. Después la placa se sometié a un cultivo estatico bajo una
iluminacion de 1.000 lux (Ix), y se recogié una parte de la disolucion de cultivo del pocillo en la que se observé el
crecimiento de una microalga. La disolucidn del cultivo asi recogida fue inoculada en el medio de agar f/2, y se
incubé con las mismas condiciones de iluminacién. Al hacerlo se obtuvo la cepa del alga unicelular JPCC DA0580
en forma de colonias pardas unialgales (aisladas).

(Caracteristicas morfologicas)

[0025] Como resultado de los siete dias de cultivo a 25 °C en el medio de agar, se obtuvieron colonias pardas
de la cepa JPCC DA0580 con unos diametros de desde aproximadamente 2,0 hasta 5,0 mm. Estas colonias eran
puntiformes y semilenticulares sin elevacién. La periferia era completa, y la superficie era lisa. Ademas, no se
encontré ninguna alteracién morfologica de la colonia debida a mutaciones, ni ninguna alteracion morfolégica de la
colonia debida a las condiciones de cultivo o a las condiciones fisioldgicas.

[0026] La microalga marina era unicelular en las colonias, con un tamafio medio de entre aproximadamente
10 y 20 um, y a veces formaba grupos de colonias. La célula vegetativa tenia forma de célula romboide sin
instilaciones ni vacuo las contractiles. No se encontraron propiedades plancténicas. La Idrica era vitrea con un rafe, y
la superficie celular era lisa. La célula vegetativa no era flagelada ni tenia motilidad.
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[0027] Se muestran imagenes de microscopia electronica de la cepa JPCC DA0580 en la FIG. 4.
(Comportamiento reproductor)

[0028] La cepa JPCC DA0580 se reproduce tanto sexualmente como asexualmente. En la reproduccién
asexual, la proliferacién tiene lugar asexualmente a través de una divisién binaria. La division celular se produce
dentro de la lérica. Dos células hijas forman respectivamente nuevas semi-léricas dentro de la cubierta externa y de
la cubierta interna de la célula parental. Las semi-léricas de la célula parental son ubicadas respectivamente en las
células hija una por una. Como resultado, una de las células hija tiene el mismo tamafio (de la lérica) que el de la
célula parental, mientras que la otra usa la cubierta interna de la célula parental como su cubierta externa. Como
resultado, la otra célula hija es de un tamafio menor que la célula parental. Cuando su tamafio se hace pequefio
hasta un cierto punto, tiene lugar la reproduccion sexual. Esta célula experimenta una division meiética para crear
homogametos. Los cigotos resultantes se aproximan entre si a través de sus loricas y se unen alterando sus
protoplastos en formas de ameba. Al hacerlo se produce una auxospora. Esta crece hasta expandir su volumen de
nuevo hasta un tamafio razonable como una célula normal. Dicho comportamiento reproductivo es adoptado.

(Propiedades fisiol6gicas / bioquimicas)

[0029]
e Disolucion de cultivo: crece en una disolucion de cultivo basada en agua marina. No puede crecer en agua
dulce.
¢ Fotosintesis: es capaz de crecer fotoautotréficamente a través de la fotosintesis. No se observa crecimiento
heterétrofo.

e Pigmentos contenidos: clorofilas a, cl y ¢2, y pigmentos carotenoides que consisten principalmente en
fucoxantina y derivados de la fucoxantina

e Sustancia de reserva: almidén

e Temperatura de crecimiento: desde 20 °C hasta 35 °C (temperatura 6ptima: 25 °C)

¢ pH de crecimiento: entre pH 7,0 y 9,0 (pH 6ptimo: 8,0)

e Acumulacion intracelular de abundante aceite que incluye hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de
carbono, lipidos neutros y escualeno, que pueden ser tefiidos con rojo del Nilo.

¢ Periodo de crecimiento: una semana (el periodo de crecimiento significa un periodo de tiempo necesario para
que la turbidez (DO750) alcance entre 0,05y 1,2)

[0030] Como se muestra en la FIG. 5, la observacion de la cepa JPCC DA0580 tefiida con rojo del Nilo bajo el
microscopio de fluorescencia confirma la presencia de aceite visualizado mediante rojo del Nilo, segin indican las
areas con una brillante de emision fluorescente dentro de la biomasa de algas en el campo visual de fluorescencia.
El aceite puede estar acumulado intracelularmente en forma de gotitas de aceite en la biomasa de algas. Ademas, el
aceite incluye hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, lipidos neutros y escualeno.

[0031] A partir de los puntos mencionados anteriormente sobre las caracteristicas morfologicas, el
comportamiento reproductor y las propiedades fisiologicas / bioquimicas, se sugirié que la cepa JPCC DAO0580 era
una alga perteneciente a la division Chromophyta, clase Bacillariophyceae, orden Pennales, suborden Raphidineae,
familia Naviculaceae. Ademas, se determind la secuencia de nucleétidos de la region 18S del ADNr mediante la
realizacién de una extraccion del ADN a partir de la cepa JPCC DA0580, una amplificacion mediante PCR de la
region 18S del ADNr de la misma y el subsiguiente analisis de la secuencia con el uso de un kit de extraccion de
ADN (nombre del producto: QlAamp ADN Blood Mini Kit 50, elaborado por QIAGEN) de acuerdo con un
procedimiento conocido convencionalmente. La secuencia de nucleétidos del ADNr 18S asi obtenida se muestra en
la ID. SEC. N° 1 de la lista de secuencias. La secuencia de nuclettidos del ADNr 18S obtenida se sometié después
a una bisqueda de homologias (busqueda Blast) mediante comprobaciones cruzadas con las bases de datos
publicas, el DNA Data Bank de Jap6n (DDBJ) y un analisis filogenético mediante el uso del programa informatico de
alineacion Clustal W y el programa informatico Treeview display. El diagrama filogenético resultante se muestra en la
FIG. 1.

[0032] La cepa aislada JPCC DA0580 se clasifico en la familia Naviculaceae en el arbol filogenético
mencionado anteriormente, y formaba un racimo con diatomeas pertenecientes al género Navicula. Sin embargo,
dado que se confirm6 una rama que se separaba de las especies conocidas identificadas genéticamente del género
Navicula, se determiné que la cepa JPCC DAO0580 aislada por el inventor de la presente invencién era una nueva
especie de alga del género Navicula. Por lo tanto, a la cepa se le dio el nombre de cepa JPCC DA0580 de Navicula
oiliticus.

[0033] La cepa JPCC DAO0580 fue depositada en el International Patent Organism Depositary, National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken
#305-8566, Japon) el 16 de marzo de 2009 con el numero de registro FERM BP-11201 (transferida desde el nimero
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de registro nacional FERM P-21788 depositado el 16 de marzo de 2009).

[0034] La cepa JPCC DAO0580 es capaz de acumular un aceite que incluye hidrocarburos alifaticos de entre 16
y 26 atomos de carbono, lipidos neutros y escualeno, en la biomasa de algas. Adicionalmente, el contenido
porcentual de los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono en la biomasa de algas seca de la
cepa JPCC DAO0580 puede alcanzar el 0,2 % en masa o0 mas. Ademas, el contenido porcentual de los lipidos neutros
en la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DAO0580 puede alcanzar el 36 % en masa 0 mas. Ademas, el
contenido porcentual de escualeno en la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580 puede alcanzar el 0,3 %
en masa 0 mas.

[0035] Ademas, el aceite no soélo incluye los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, los
lipidos neutros y el escualeno, sino que también puede contener hidrocarburos alifaticos de 27 o mas atomos de
carbono, fosfolipidos, &cidos grasos libres, compuestos esteroides, pigmentos fotosintéticos tales como carotenoides
incluyendo fucoxantina y derivados de la fucoxantina, y similares.

[0036] El término "hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono” se refiere a hidrocarburos
alifaticos principalmente de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 atomos de carbono, y con mas detalle, hidrocarburos alifaticos
lineales saturados principalmente de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 atomos de carbono.

[0037] Como se explicara posteriormente, el término "lipidos neutros" se refiere a lipidos neutros que tienen
principalmente un grupo tetradecanoilo (grupo miristoilo), un grupo hexadecanoilo (grupo palmitoilo), un grupo
hexadecenoilo (grupo palmitoleoilo), un grupo octadecenoilo (grupo oleoilo) y un grupo eicosapentaenoilo, como
grupos acilo, la mayoria de los cuales son triglicéridos con estos grupos acilo.

[0038] El término "escualeno" se refiere al 2,6,10,15,19,23-hexametiltetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaeno.

[0039] El término "hidrocarburos alifaticos de 27 o mas atomos de carbono" se refiere a hidrocarburos
alifaticos distintos al escualeno.

[0040] Si se usa n-hexano como disolvente para extraer el aceite de la cepa JPCC DA0580, habitualmente los
tipos de lipidos neutros mencionados anteriormente, tales como los triglicéridos, suponen aproximadamente el 80 %
en masa del aceite extraido, lo que significa que estos lipidos neutros pueden alcanzar el 36 % en masa o mas de la
biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Nétese que estos valores estan calculados basandose en la
asuncion de que los anteriormente mencionados tipos de triglicéridos son triglicéridos del acido oleico.

[0041] Ademas, las cantidades de los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, y de
escualeno, contenidas en el aceite extraido, pueden alcanzar respectivamente el 0,2 % en masa o mas, y el 0,3 %
en masa 0 mas, de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580.

[0042] Notese que la composicion del aceite extraido muestra los valores habituales obtenidos mediante el
cultivo de la cepa JPCC DA0580 con el medio f/2 de acuerdo con el procedimiento de cultivo en aireacion que se
explicard posteriormente. Si se modifica el procedimiento de cultivo de la microalga, la composicion del aceite
extraido puede ser diferente.

[0043] La mayoria de los acidos grasos que constituyen los anteriormente mencionados tipos de lipidos
neutros, tales como los triglicéridos, son acido tetradecanoico (acido miristico con 14 atomos de carbono sin ningan
doble enlace), acido hexadecanoico (acido palmitico con 16 atomos de carbono sin ningin doble enlace), acido
hexadecenoico (4cido palmitoleico con 16 &tomos de carbono con un doble enlace), &cido octadecenoico (acido
oleico con 18 atomos de carbono con un doble enlace) y acido eicosapentaenoico (EPA con 20 atomos de carbono
con cinco dobles enlaces). Los contenidos de éstos acidos grasos que constituyen los anteriormente mencionados
tipos de lipidos neutros, tales como los triglicéridos, en la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580 son, en
el orden de los acidos grasos segun se indica, de aproximadamente el 1,0 % en masa, de aproximadamente el 12,7
% en masa, de aproximadamente el 17,0 % en masa, de aproximadamente el 0,8 % en masa, y de
aproximadamente el 1,4 % en masa. En otras palabras, los acidos grasos que constituyen los anteriormente
mencionados tipos de lipidos neutros, tales como los triglicéridos, suponen aproximadamente el 32,9 % en masa de
la biomasa de algas seca. Nétese que los contenidos porcentuales de los acidos grasos que constituyen los
anteriormente mencionados tipos de lipidos neutros, tales como los triglicéridos, en la biomasa de algas seca
significan las proporciones en masa de los ésteres de metilo de los acidos grasos, que son los productos de la metil
esterificacion de estos acidos grasos, en la biomasa de algas seca.

< Proceso para la produccion de aceite >

[0044] El proceso para la produccion de aceite de la presente invencién comprende una etapa de cultivo de la
anteriormente mencionada microalga depositada con el nUmero de registro FERM BP-11201 perteneciente al género
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Navicula de acuerdo con la presente invencion. El aceite puede ser producido mediante el cultivo de la microalga de
acuerdo con la presente invencion, la recuperacion de la microalga crecida mediante la etapa de cultivo a partir del
medio y la recoleccién del aceite contenido en la microalga asi obtenida.

[0045] Como la microalga perteneciente al género Navicula se usa la cepa JPCC DA0580 de Navicula
oiliticus, porque tiene un elevado contenido porcentual en hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de
carbono en la biomasa de algas, y también puede ser cultivada con facilidad.

[0046] La cepa JPCC DA0580 usada como la microalga de la presente invencion es altamente capaz de
producir lipidos neutros y escualeno, asi como también es capaz de producir hidrocarburos alifaticos de entre 16 y
26 atomos de carbono.

[0047] Con respecto a la etapa de cultivo de la microalga, es posible aplicar un procedimiento conocido capaz
de cultivar microalgas pertenecientes al género Navicula. Por ejemplo, esta etapa puede conseguirse mediante la
inoculacion de la microalga en un medio liquido en un recipiente de cultivo tal como un matraz plano, y someterlo a
un cultivo en aireacion bajo iluminacion con agitacion suave hasta un grado suficiente para evitar la sedimentacién
de la biomasa de algas.

[0048] El medio liquido no esté especificamente limitado siempre que el medio liquido sea capaz de cultivar la
microalga, y es posible usar un medio conocido. Un ejemplo preferido del mismo puede ser proporcionado por el
anteriormente mencionado medio f/2 que habia sido usado para el aislamiento de la cepa JPCC DA0580, debido a
que la microalga puede crecer bien en el mismo.

[0049] La concentracién del agua marina artificial (nombre del producto: Marine Art SF-1, elaborado por Senju
Pharmaceutical Co., Ltd.) en el medio liquido es preferiblemente de entre el 30 y el 100 % (p/v), mas preferiblemente
de entre el 50 y el 100 % (p/v), aun mas preferiblemente de entre el 70 y el 100 % (p/v), particularmente
preferiblemente de entre el 90 y el 100 (p/v), y lo méas preferiblemente de entre el 95 y el 100 % (p/v), con la
condicion de que la dosis de 37 g/l se defina como el 100 % (p/v). Aqui, se considera que una disolucion acuosa del
agua marina artificial, producida mediante la disolucién de la cantidad predeterminada (37 g/l) en agua destilada,
tiene una concentracion de sal sustancialmente equivalente a la del agua marina natural.

[0050] La condicion de iluminacion puede ajustarse apropiadamente dependiendo de la concentracion de la
biomasa de algas en la disolucion de cultivo. Por ejemplo, preferiblemente es de 500 Ix o mayor, mas
preferiblemente es de entre 1.000 y 30.000 Ix, ain mas preferiblemente es de entre 1.000 y 10.000 Ix,
particularmente es de entre 1.000 y 6.000 Ix, y lo mas preferiblemente es de entre 1.000 y 3.000 Ix.

[0051] Con respecto al gas de aireacién en el cultivo en aireacion, es posible usar un gas de aireacion
conocido adecuado para el crecimiento de la microalga. Por ejemplo, es posible usar aire normal, aire con CO-
afiadido, y similares. De entre estos se prefiere aire con CO, afiadido porque la microalga puede crecer mejor y
puede acortarse el periodo de crecimiento.

[0052] La concentracién de CO; en el aire con CO, afiadido es preferiblemente de entre el 0,05 y el 10 %
(v/v), mas preferiblemente de entre el 0,05y el 5,0 % (v/v), y lo mas preferiblemente de entre el 1,0 y el 3,0 % (v/v).

[0053] Con respecto a la tasa de aireacién en el cultivo en aireacién, es posible aplicar una tasa de aireacién
conocida adecuada para el crecimiento de la microalga. Por ejemplo, preferiblemente es de entre 0,5 y 5 vwm, mas
preferiblemente es de entre 0,5y 3,0 vwm, y ain mas preferiblemente es de entre 0,5y 2,0 vwm.

[0054] La temperatura de incubacién en el cultivo en aireacién puede ser una temperatura de incubacion
conocida adecuada para el crecimiento de la microalga. Habitualmente es preferible llevarlo a cabo a entre 20 y 35
°C, y mas preferiblemente a entre 25y 30 °C.

[0055] Con respecto al periodo del cultivo en aireacién, es posible continuar el cultivo siempre que la
microalga pueda crecer. Habitualmente es preferible llevarlo a cabo durante entre una y cuatro semanas, mas
preferiblemente durante entre una y tres semanas, y aun mas preferiblemente durante entre una y dos semanas.

[0056] En el proceso para la produccion de aceite de la presente invencion, también es posible cultivar
adicionalmente la microalga bajo una restriccién de nutrientes, tras el periodo del cultivo en aireacion. El contenido
porcentual de aceite en la biomasa de algas (porcentaje en peso de aceite en la biomasa de algas seca) puede ser
aumentado mediante el cultivo bajo dicha restriccion de nutrientes. Consecuentemente, es posible aumentar el
contenido porcentual de aceite en la biomasa de algas haciendo crecer la microalga en un medio sin restriccion de
nutrientes (medio nutriente) durante el periodo del cultivo en aireaciéon, y completar el cultivo hasta una cantidad
predeterminada cambiandolo por un cultivo con restriccion de nutrientes. Al hacerlo puede mejorarse la produccion
de aceite.
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[0057] Aqui, el anteriormente mencionado término "cultivo con restriccion de nutrientes" se refiere a un cultivo
con un medio que tiene unas cantidades menores de lo habitual de sales nutrientes que incluyen vitaminas (medio
con restriccion de nutrientes). Por ejemplo, asumiendo que el contenido de las sales nutrientes que incluyen
vitaminas (nitrato de sodio, hidrogenofosfato disddico, metasilicato de sodio, la disolucién f/2 de metales traza y la
disolucion f/2 de vitaminas) en el anteriormente mencionado medio /2 (medio liquido nutriente) que se ha usado
para el aislamiento de la cepa JPCC DAO0580, es el 100 %, entonces el cultivo con un medio f/2 con un menor
contenido de estas sales, por debajo del 100 % (medio liquido con restriccion de nutrientes) cumple los criterios del
término "cultivo con restriccién de nutrientes".

[0058] El contenido en sales nutrientes que incluyen vitaminas en el medio liquido con restriccion de
nutrientes es preferiblemente de entre el 0 y el 60 %, mas preferiblemente de entre el 0 y el 30 %, aln mas
preferiblemente de entre el 0 y el 20 %, particularmente preferiblemente de entre el 0 y el 10 %, y lo mas
preferiblemente del 0 %, para aumentar el contenido porcentual de aceite en la microalga.

[0059] El procedimiento de cambiar desde un medio liquido nutriente a un medio liquido con restriccién de
nutrientes como se ha mencionado anteriormente no esta especificamente limitado, y es posible cambiar al medio
con restriccion de nutrientes de una vez o gradualmente. El procedimiento de cambiar de una vez puede ser
ejemplificado por un procedimiento en el que la biomasa de algas es precipitada mediante centrifugacion, después el
medio liquido nutriente en forma de sobrenadante se elimina, y a continuacién se carga el medio liquido con
restriccion de nutrientes. Ademas, el procedimiento de cambiar gradualmente puede ser ejemplificado por un
procedimiento en el que se carga un medio liquido nutriente que incluye la biomasa de algas en un lado de las dos
areas separadas por una membrana semipermeable, y se carga un medio liquido con restriccion de nutrientes en el
otro lado, de forma que se utilice el principio de la presion osmoética para disminuir gradualmente concentracién
contenida de las sales nutrientes que incluyen vitaminas en el medio liquido que incluye la biomasa de algas,
haciendo asi que sea un medio liquido con restriccion de nutrientes.

[0060] El periodo de cultivo con restriccion de nutrientes no esta especificamente limitado siempre que no se
deteriore el efecto de la presente invencidn. El periodo puede ser opcional siempre que el contenido porcentual de
aceite en la microalga pueda aumentar durante el periodo. El periodo es preferiblemente de entre 3 y 20 dias, mas
preferiblemente de entre 3 y 10 dias, y aun mas preferiblemente de entre 3y 7 dias.

[0061] El procedimiento de recuperacion de la microalga cultivada puede llevarse a cabo mediante un
procedimiento conocido, que puede ser ejemplificado por: un procedimiento en el que la biomasa de algas es
precipitada mediante la centrifugacion de la disolucion de cultivo, y después se recupera como un sedimento; un
procedimiento en el que la disolucion de cultivo se hace pasar a través de un filtro con poros que no permiten el
paso de la microalga, y se recupera la biomasa de algas que queda en el filtro; o similares.

[0062] El procedimiento de recoger el aceite contenido en la biomasa de algas producida mediante el
procedimiento de cultivo y el procedimiento de recuperacion mencionados anteriormente no esti especificamente
limitado siempre que no se deteriore el efecto de la presente invencion. Por ejemplo, el aceite contenido en la
biomasa de algas puede ser extraido con un disolvente organico mediante la suspension de la biomasa de algas
recuperada en el disolvente organico.

[0063] El disolvente organico no esta especificamente limitado siempre que no se deteriore el efecto de la
presente invencion, y siempre que el aceite contenido en la biomasa de algas pueda ser disuelto en el mismo. El
disolvente organico puede ser ejemplificado por n-hexano (en lo sucesivo denominado hexano), acetona,
acetonitrilo, metanol, etanol, butanol, cloroformo, y similares. De entre estos se prefiere el hexano en términos de
eficacia de extraccién del aceite. Ademds, es posible usar bien un Unico tipo individualmente, o bien una
combinacion de dos o mas tipos, de estos disolventes organicos.

[0064] Ademas, con el fin de mejorar la eficacia de extraccion del aceite, es preferible desorganizar
fisicamente la biomasa de algas sometiendo el disolvente organico con la biomasa de algas suspendida a un
homogeneizador ultrasénico, o similares.

[0065] El hexano que ha sido ejemplificado como un disolvente preferido para extraer el aceite a partir de la
biomasa de algas de la microalga, puede usarse bien por si mismo como un disolvente monoféasico, o bien como un
disolvente bifasico mezclado con metanol y/o con etanol.

[0066] En el caso de usar un disolvente bifasico mezclado con metanol, es preferible tener la mezcla a una
proporcion (en volumen) de hexano:metanol = entre 10:0 y 5:5, mas preferiblemente a una proporciéon de hexano:
metanol = entre 10:0,5 y 8:2, y alin mas preferiblemente a una proporcion de hexano:metanol = entre 10:1 1y 9:1.

[0067] En el caso de usar un disolvente bifasico mezclado con etanol, es preferible tener la mezcla a una
proporcion (en volumen) de hexano: etanol = 10:0 y 5:5, méas preferiblemente a una proporcion de hexano: etanol =
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entre 10:0,5y 8:2, y ain mas preferiblemente a una proporcién de hexano:etanol = entre 10:1 1y 9:1.

[0068] En el caso de usar un disolvente bifasico en forma de una mezcla de hexano con etanol y metanol, el
etanol y el metanol se mezclan en una proporcién opcional (en volumen) para su uso como un disolvente
monoféasico. En este caso, es preferible tener la mezcla a una proporcion (en volumen) de hexano: etanol + metanol
= entre 10:0 y 5:5, mas preferiblemente hexano:etanol + metanol = entre 10:0,5 y 8:2, y aun mas preferiblemente
hexano:etanol + metanol = entre 10:1y 9:1.

[0069] Es mas preferible usar etanol en lugar de metanol para mejorar la seguridad del disolvente y para
aumentar el rendimiento de extraccion del aceite.

[0070] Para la extraccion del aceite a partir de la biomasa de algas mediante el uso de un disolvente organico,
es posible llevar a cabo la extraccién del aceite con el disolvente organico después de haber secado la biomasa de
algas, o llevar a cabo la extraccién del aceite con el disolvente organico mientras la biomasa de algas est4 en un
estado no seco que contiene humedad.

[0071] Para la extraccion del aceite a partir de la biomasa de algas de la microalga de acuerdo con la presente
invencion mediante el uso de un disolvente organico, es preferible llevar a cabo la extraccion del aceite con el
disolvente organico a partir de la biomasa de algas en un estado no seco, mejor que secar previamente la biomasa
de algas, ya que puede aumentarse el rendimiento de la extraccion del aceite.

[0072] Para la extraccion del aceite a partir de la biomasa de algas de una microalga conocida mediante el
uso de un disolvente organico, es habitual que el rendimiento de extraccion del aceite puede aumentarse secando
previamente la biomasa de algas, y llevando a cabo después la extraccion del aceite con el disolvente organico a
partir de la biomasa de algas en un estado seco. Sin embargo, es desfavorable secar previamente la biomasa de
algas cuando se trata de ahorrar el tiempo y la energia requeridos para el tratamiento de secado. En este punto, la
biomasa de algas de la microalga de acuerdo con la presente invenciéon puede tener una propiedad muy favorable
que permite una eficaz extraccion del aceite a partir de la biomasa de algas en un estado no seco. Esta ventaja hace
posible conseguir una reduccion energética en el proceso de produccién de un biocombustible o similares con el uso
de la microalga de la presente invencion.

[0073] Para la extraccion del aceite a partir de la biomasa de algas en un estado no seco mediante el uso de
un disolvente orgéanico, el uso de un disolvente bifasico que consiste en hexano con metanol y/o etanol puede
aumentar el rendimiento de extraccidon. Con respecto a este disolvente biféasico, es particularmente preferido un
disolvente bifasico con la mezcla a una proporcion (en volumen) de hexano:metanol = 10:1, o un disolvente bifasico
con la mezcla a una proporcion (en volumen) de hexano:etanol = 10:1.

[0074] Para la extraccion del aceite a partir de la biomasa de algas en un estado seco mediante el uso de un
disolvente orgéanico, el uso de un disolvente monofasico de hexano puede mejorar la eficacia de extraccion.

[0075] Dado que dicho disolvente organico tiene un punto de ebullicion menor que el del anteriormente
mencionado aceite, el disolvente puede ser eliminado introduciendo una corriente de gas nitrégeno, reduciendo la
presion, o medios similares. También es posible el reciclado del disolvente.

[0076] Ademas, el aceite extraido por el disolvente organico puede ser refinado adicionalmente si fuera
necesario. Este procedimiento de refinado puede realizarse mediante un procedimiento conocido, que es
ejemplificado mediante el aislamiento preparativo de cada componente contenido en el aceite mediante una
extraccién en fase sélida mediante el uso de una cromatografia liquida en gel de silice, una destilacion, o similares.

[0077] El aceite producido mediante el proceso para la produccion de aceite de la presente invencion incluye
un tipo de aceite que se vuelve observable mediante la tincion de la microalga con rojo del Nilo. Este aceite incluye
hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono. El término "hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26
atomos de carbono" se refiere a hidrocarburos alifaticos principalmente de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 atomos de
carbono.

[0078] Ademas, el aceite no s6lo incluye los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, sino
gue también puede contener lipidos neutros, escualeno, hidrocarburos alifaticos de 27 o mas atomos de carbono,
fosfolipidos, acidos grasos libres, compuestos esteroides, pigmentos fotosintéticos tales como carotenoides, y
similares.

[0079] La cepa JPCC DAO0580 se usa como la microalga para el proceso de produccion de aceite de la
presente invencion. La explicacién del aceite asi producido es la misma que la explicacion mencionada
anteriormente del aceite que puede acumularse en la biomasa de algas de la cepa JPCC DA0580.
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< Aceite >

[0080] El aceite desvelado es producido mediante el proceso para la produccion de aceite de acuerdo con la
presente invencion.

[0081] La explicacion de este aceite es la misma que la explicacion mencionada anteriormente del aceite en el
proceso para la produccién de aceite.

[0082] Ademas, es posible refinar los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono a partir del
aceite. Adicionalmente, si el aceite incluye lipidos neutros y/o escualeno, también es posible refinar los lipidos
neutros y/o el escualeno a partir del aceite.

[0083] Este procedimiento de refinado no esta especificamente limitado y puede realizarse mediante un
procedimiento conocido. Por ejemplo, el refinado puede llevarse a cabo mediante la disolucion del aceite extraido
con hexano a partir de la microalga en un disolvente organico tal como hexano, y cargando después un gel de silice
en esta disolucién para adsorber otras sustancias ademas de los hidrocarburos alifaticos, de forma que estos
hidrocarburos alifaticos eluyan por si mismos. Ademas, el refinado también puede llevarse a cabo mediante la
adsorcion de los lipidos neutros en un gel de silice, y eluyéndolos después con el uso de un disolvente orgéanico, o
similares. Adicionalmente, los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono eluidos pueden separarse
del escualeno mediante la aplicacién de un procedimiento de refinado conocido, tal como una destilacién o una
cromatografia, a los hidrocarburos alifaticos.

[0084] El disolvente orgénico para la disolucién del aceite puede ser ejemplificado por los mismos disolventes
organicos que han sido ejemplificados en la anteriormente mencionada explicacion del proceso para la produccion
de aceite.

< Biomasa de algas seca >

[0085] La biomasa de algas seca de la presente invencion es una materia seca de la microalga perteneciente
al género Navicula, es decir, de la cepa depositada con el nimero de registro FERM BP-11201 de acuerdo con la
presente invencion.

[0086] El procedimiento de secado de la microalga no esta especificamente limitado siempre que sea capaz
de eliminar la humedad de la biomasa de algas. El procedimiento puede ser ejemplificado por un procedimiento de
secado de la biomasa de algas al sol, un procedimiento de soplado de aire seco en la biomasa de algas, un
procedimiento de liofilizacién de la biomasa de algas, o similares. De entre estos se prefiere un procedimiento de
secado mediante liofilizacion dado que los componentes contenidos en la biomasa de algas pueden protegerse de la
degradacion.

< Combustible >

[0087] El combustible de la presente invencion es producido a partir de la microalga perteneciente al género
Navicula de acuerdo con la presente invencion.

[0088] La microalga es la misma microalga que ha sido ejemplificada en la anteriormente mencionada
explicacién de microalga perteneciente al género Navicula de acuerdo con la presente invencion.

[0089] El procedimiento de utilizacion de la microalga como combustible puede ser ejemplificado por un
procedimiento de combustiéon de la microalga, un procedimiento de combustién del aceite recogido a partir de la
microalga, un procedimiento de combustion de los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono,
lipidos neutros y/o escualeno, que han sido refinados a partir del aceite recogido partir de la microalga, o similares.

[0090] En el caso de la combustién de la microalga, es preferible el uso de una biomasa de algas seca
producida mediante el secado de la microalga, de forma que se mejora la eficacia de combustién. Esta biomasa de
algas seca es la misma que la anteriormente mencionada biomasa de algas seca de acuerdo con la presente
invencién. Con la cepa JPCC DAO0580, el valor calorifico de la biomasa de algas seca de la misma puede alcanzar
valor un equivalente o superior al valor calorifico del carbon vegetal (aproximadamente 6.000 kcal/kg).

[0091] En el caso de la combustion del aceite recogido a partir de la microalga, el aceite es el mismo que el
anteriormente mencionado aceite producido de acuerdo con la presente invencién. Dado que el aceite recogido a
partir de la microalga es inflamable, puede usarse, por ejemplo, como combustible en una caldera, o similares. Si la
microalga es la cepa JPCC DAO0580, el valor calorifico del liquido extraido con hexano (aceite) del mismo puede
alcanzar las 8.700 kcal/kg o superior.
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[0092] En el caso de la combustion de los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, de los
lipidos neutros y/o del escualeno, que han sido refinados a partir del aceite recogido a partir de la microalga, estos
hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, los lipidos neutros y el escualeno son los mismos que
los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, los lipidos neutros y el escualeno del anteriormente
mencionado aceite producido de acuerdo con la presente invencién. Los hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26
atomos de carbono pueden usarse como combustible para un motor diésel. Ademas, los lipidos neutros pueden ser
convertidos en un combustible diésel (el denominado combustible biodiésel) a través de un proceso de intercambio
de éster conocido, o similares.

< Método para la fijacion del diéxido de carbono >

[0093] El procedimiento para la fijacion del didxido de carbono de la presente invencion comprende una etapa
de cultivo de la microalga perteneciente al género Navicula de acuerdo con la presente invencién.

[0094] La fotosintesis realizada por la microalga para crecer tiene un efecto de asimilacion del diéxido de
carbono de la disoluciéon de cultivo (de la atmésfera). En otras palabras, el didxido de carbono puede ser fijado
mediante el cultivo de la microalga.

[0095] La microalga es la misma microalga que se ha descrito en la anteriormente mencionada explicacion de
la microalga perteneciente al género Navicula de acuerdo con la presente invencion.

[0096] La etapa de cultivo de la microalga es la misma que la etapa de cultivo de la microalga del
anteriormente mencionado proceso para la produccion de aceite de acuerdo con la presente invencion.

[0097] A continuacion hay una explicacion mas detallada de la presente invencion con referencia a los
Ejemplos, aunque la presente invencién no se va a limitar a estos Ejemplos.

[Ejemplo 1]
< Productividad de hidrocarburos de la cepa JPCC DA0580 >

[0098] La cepa JPCC DA0580 se cultivo en una placa de 24 pocillos durante 12 semanas, y a continuacion se
tifié la biomasa de algas con rojo del Nilo, mediante lo que se confirmé la produccion y la acumulacion de aceite en
la biomasa de algas.

[0099] Hablando especificamente, la cepa JPCC DA0580 fue inoculada en 2 ml del medio f/2 en una placa de
microtitulacion de 24 pocillos, y se sometié a un cultivo estatico bajo una iluminacion de 1.000 Ix durante 12
semanas. Después, la disolucion de cultivo se transfirid a unos microtubos de 1,5 ml de volumen y se centrifugé a
13.000 rpm. Después la biomasa de algas se recuperd en forma de un sedimento. Con el fin de eliminar el medio
contenido en el sedimento, el sedimento se suspendié en 0,5 ml de disolucién salina fisiolégica y se centrifugd a
13.000 rpm durante 5 minutos, y después la biomasa de algas se recuperé en forma de un sedimento.

[0100] A continuacion, este sedimento se resuspendi6 en 450 ul de disolucidn salina fisioldgica, y al mismo se
afadieron 50 pl de una disolucidn de rojo del Nilo. Esta suspensién se mezclo, y después se incubd a la temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuacion esto se centrifugé a 13.000 rpm durante 5 minutos, y después el
sedimento se recuper6. Con el fin de eliminar el exceso de disolucién de rojo del Nilo, el sedimento se suspendio en
0,5 ml de disolucidn salina fisiolégica y se centrifugd de nuevo, y después se recupero la biomasa de algas en forma
de un sedimento. La biomasa de algas producida se suspendié en 50 pl de disolucion salina fisiolégica y se observo
mediante microscopia de fluorescencia. Como resultado se encontraron aéreas con una emision fluorescente
amarilla visualizadas mediante rojo del Nilo, que indicaban las areas en las que estaba el aceite en la biomasa de
algas. En la imagen de microscopia de fluorescencia (FIG. 5), se confirmd una acumulacion de una abundancia de
aceite en forma de gotitas de aceite en la biomasa de algas.

[0101] La disolucién de rojo del Nilo se refiere a una disolucion preparada mediante la disolucién de 1 mg de
rojo del Nilo en 10 ml de acetona, y diluyendo después el producto disuelto cuatro veces en disolucion salina
fisiologica.

[Ejemplo 2]

[0102]

< Identificacién de los hidrocarburos acumulados en la cepa JPCC DA0580 >

[0103] La cepa JPCC DAO0580 se inocul6 en 500 ml del medio /2 en un matraz plano de 500 ml de volumen, y
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se sometié a un cultivo en aireacién a una tasa de aireaciéon de 1 vvm bajo una iluminacién de 3.000 Ix durante una
semana. A continuacién se recuperd un sedimento de la biomasa de algas mediante centrifugacién y se liofilizd
durante una noche.

[0104] A la biomasa de algas seca (0,1 g) producida se afiadieron 6 ml de hexano, y la mezcla se suspendi6.
La extraccion se llevd a cabo mediante la desorganizacion de la biomasa de algas con un homogeneizador
ultrasénico a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Después, el liquido de extraccion con hexano se
centrifugé para precipitar asi el residuo de la biomasa de algas. Al hacerlo se recuperaron aproximadamente 6 ml de
la disolucién de extraccién con hexano en forma de un sobrenadante. Al residuo de la biomasa de algas remanente
en forma de un precipitado se afiadieron de nuevo 6 ml de hexano reciente y la mezcla se suspendié. Se realiz6 el
mismo tratamiento de extraccion dos veces mas (tres tratamientos de extraccion en total). A continuacion, el liquido
de extraccion con hexano asi recuperado (aproximadamente 18 ml) se introdujo en una columna de gel de silice,
cartucho Sep-pak (6 cc/1 g) (fabricado por Waters Corporation), para eliminar los lipidos neutros, los &cidos grasos
libres, los pigmentos, y similares. Al hacerlo se produjo una fraccién de 16 ml de hidrocarburos alifaticos. Esta
fraccion se seco con una corriente de gas nitrégeno y se redisolvié en 0,5 ml de hexano. El producto resultante se
us6 como muestra. Esta muestra se ensayd mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GCMS)
para identificar los hidrocarburos contenidos en la muestra.

[0105] El equipo de cromatografia de gases usado en este documento era un GC2010 fabricado por
Shimadzu Co. La columna usada en este documento era una DB-1 (longitud de la columna: 30 m, diametro interno
de la columna: 0,25 mm). La condicion del ensayo era tal que la temperatura se aumentaba desde 100 °C (0 min)
hasta 330 °C (10 °C/min, mantenido), la temperatura de inyeccion era de 300 °C, el modo de inyeccion era sin
division, el gas portador era He, y la cantidad de inyeccion era de 1,0 pl.

[0106] El espectrometro de masas usado en este documento era un GCMS-QP5050A fabricado por Shimadzu
Co., que conduce la ionizaciéon mediante el procedimiento de impacto electronico (El).

[0107] Como resultado del ensayo de la GCMS, se revelé que la cepa JPCC DA0580 habia producido
hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono. Mas especificamente, se encontraron hidrocarburos
alifaticos saturados lineales de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 4tomos de carbono como componentes principales.

[0108] Ademas, con el uso de una muestra con un 0,1 % de aceite ligero disuelto en hexano como muestra
para la cuantificacion, se cuantificaron los hidrocarburos producidos por la cepa JPCC DA0580 a partir de la
proporcion entre el area que muestra la presencia de estos hidrocarburos en el diagrama de la GCMS. Como
resultado se demostr6 que el contenido porcentual de los hidrocarburos saturados alifaticos lineales de 16, 18, 20,
22, 24 y 26 atomos de carbono en la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DAO0580 era de aproximadamente el
0,2 % en masa. Este contenido porcentual era mayor que el contenido porcentual de las algas conocidas hasta la
fecha que producen hidrocarburos alifaticos basados en aceites ligeros. Segun se describe en la Tabla 2 del
Documento no Patente 1, estas algas conocidas muestran unos hidrocarburos alifaticos basados en aceites ligeros
que suponen entre el 0,025 y el 0,12 % en masa de la biomasa de algas seca.

[0109] Adicionalmente se identific que el pico con la mayor area en el diagrama de GCMS era del escualeno.
El contenido porcentual de escualeno en la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580, calculado a partir del
area del pico, era de aproximadamente el 0,3 % en masa.

[0110] También se ensayd una cantidad traza de la muestra, que habia sido tomada a partir del extracto
liquido con hexano sin refinar (aproximadamente 18 ml) antes de la aplicacién a la columna de gel de silice como se
ha descrito anteriormente, mediante una GCMS en las mismas condiciones.

[0111] Como resultado se confirm6 que el aceite extraido con hexano suponia el 45,5 % en masa o mas de la
biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Ademas, con la biomasa de algas de la cepa JPCC DA0580
producida a partir de un lote de cultivo diferente que se habia cultivado en las mismas condiciones, se confirmé que
el aceite extraido con hexano suponia el 58 % en masa de la biomasa de algas seca en su maximo.

[Ejemplo 3]

< |dentificacion de los acidos grasos constituyentes de los triglicéridos acumulados en la cepa JPCC DA0580 >

[0112] Un sedimento de la biomasa de algas de la cepa JPCC DA0580 producido mediante la misma forma de
cultivo que la del Ejemplo 2, se liofilizé durante una noche.

[0113] Se produjeron aproximadamente 20 ml de un extracto liquido con hexano de la misma forma que la del

Ejemplo 2, excepto porque se usaron 20 mg de la biomasa de algas seca como muestra'y 7 ml de hexano por cada
tratamiento de extraccion. El hexano, que sirve como disolvente del liquido de extraccion con hexano, se elimind
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mediante evaporaciéon con una corriente de gas nitrégeno, produciendo asi 9,1 mg de un producto extraido con
hexano (aceite). Al hacerlo se confirmé que el producto extraido con hexano (aceite) suponia el 45,5 % en masa de
la biomasa de algas seca.

[0114] Se afiadio una disolucién al 5 % de &cido clorhidrico-metanol al producto extraido con hexano (aceite),
y la mezcla se hizo reaccionar en un tubo de ensayo precintado a 90 °C durante 2 horas, causando asi la metil
esterificacion de los acidos grasos que constituyen los anteriormente mencionados tipos de lipidos neutros, tales
como los triglicéridos, contenidos en el producto extraido con hexano. Este producto se extrajo entonces mediante el
uso de cloroformo, y la fase de cloroformo se apart6 para su uso como una muestra.

[0115] La muestra se ensay6 mediante un dispositivo de GCMS como se describe a continuacién. Se us6 un
metil éster del acido oleico como material de referencia para la cuantificacion.

[0116] El dispositivo de cromatografia de gases usado en este documento era un GC6890N (numero de
modelo) fabricado por Agilent Technologies International Japdn, Ltd. La columna usada en este documento era una
DB-WAX (longitud de la columna: 30 m, didmetro interno de la columna: 0,25 mm, espesor de la pelicula: 0,25 pum)
fabricada por J&W. Las condiciones del ensayo eran tales que la temperatura se aument6 desde 50 °C (0 min) hasta
250 °C (10 °C/min, mantenida durante 15 minutos), la temperatura de inyeccion era de 230 °C, el modo de inyeccion
era una inyeccion sin division (proporcién de division = 10:1), el gas portador era He (1,2 ml/min), el detector era un
FID (250 °C) y la cantidad de inyeccion era de 0,6 pl.

[0117] El espectrémetro de masas usado en este documento era un JMS-GCmate-Type Il fabricado por JEOL
Ltd., que conduce la ionizacion por el procedimiento de impacto electrénico (El).

[0118] Como resultado del ensayo de GCMS, se averigu6 que la mayoria de los acidos grasos que
constituyen los anteriormente mencionados tipos de lipidos neutros, tales como los triglicéridos, eran é&cido
tetradecanoico (acido miristico (C14:0)), acido hexadecanoico (acido palmitico (C16:0)), acido hexadecenoico (acido
palmitoleico (C16:1)), acido octadecenoico (acido oleico (C18:1)) y acido eicosapentaenoico (EPA (C20:5)). Los
contenidos de estos acidos grasos en la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580 eran, en el orden de los
acidos grasos segun se indica, de aproximadamente el 1,0 % en masa, de aproximadamente el 12,7 % en masa, de
aproximadamente el 17,0 % en masa, de aproximadamente el 0,8 % en masa, y de aproximadamente el 1,4 % en
masa. En otras palabras, los acidos grasos que constituyen los anteriormente mencionados tipos de lipidos neutros,
tales como los triglicéridos, suponen aproximadamente el 32,9 % en masa de la biomasa de algas seca.

[0119] Mediante el calculo basado en la asuncién de que los &cidos grasos que constituyen los anteriormente
mencionados tipos de lipidos neutros, tales como los triglicéridos, eran todos triglicéridos del acido oleico, se
demostr6 que la glicerina que constituye los anteriormente mencionados tipos de ftriglicéridos supone
aproximadamente el 3,8 % en masa de la biomasa de algas seca. En conclusion, aproximadamente el 36,7 % en
masa de la biomasa de algas seca eran los anteriormente mencionados tipos de lipidos neutros, tales como los
triglicéridos.

[Ejemplo 4]
< Tasa de crecimiento de la cepa JPCC DA0580 >

[0120] La cepa JPCC DA0580 se cultivd de la misma forma que en el Ejemplo 2. Ademas, la cepa JPCC
DA0580 también se cultivd de la misma forma que en el Ejemplo 2, excepto porque el medio liquido se cambié por
un medio IMK que se explicard posteriormente. Con el fin de evaluar el crecimiento de la cepa JPCC DAO0580 en los
respectivos medios, se midio la turbidez (DO750) de cada disolucién de cultivo con el tiempo. Los resultados se
muestran en la FIG. 2.

[0121] El medio IMK se preparé de la siguiente forma.

[0122] Un medio liquido en el que se han disuelto sales nutrientes que incluyen vitaminas (200 mg/l de nitrato
de sodio, 1,4 mg/l de hidrogenofosfato disddico, 5,0 mg/l de dihidrogenofosfato de sodio, 68 mg/l de cloruro de
amonio, 0,2 mg/l de tiamina, 0,0015 mg/I de biotina, 0,0015 mg/l de vitamina (B 12), 37,2 mg/l de Na2EDTA, 5,2 mg/l
de FEEDTA, 0,3332 mg/l de MnEDTA, 0,18 mg/I de cloruro de manganeso (ll) tetrahidratado, 0,024 mg/l de sulfato
de cinc heptahidratado, 0,014 mg/l de cloruro de cobalto (ll) hexahidratado, 0,0072 mg/l de molibdato de sodio (VI)
dihidratado, 0,0024 mg/l de sulfato de cobre (Il) pentahidratado y 0,0016 mg/I de selenito pentahidratado), y 37 g/l de
agua marina artificial (nombre del producto: Marine Art SF-1, elaborado por Senju Pharmaceutical Co., Ltd.) a las
concentraciones predeterminadas en agua destilada, se preparé como el medio IMK.

[0123] A partir de los resultados obtenidos se confirmé que el crecimiento de la cepa JPCC DAO0580 en el
medio f/2 alcanz6 una DO750 de entre 0,05 y 0,9 en un periodo de cultivo de una semana, lo que significa que el
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crecimiento alcanz6 la meseta. La biomasa de algas que habia alcanzado la meseta se recuperé y se liofilizé. La
biomasa de algas seca se peso, y pesaba 0,46 g por litro de disolucion de cultivo.

[0124] Como se ha mencionado en el Ejemplo 2 anterior, el contenido del producto extraido con hexano
(aceite) en la biomasa de biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580 puede alcanzar el 55 % en masa 0 mas.
Por lo tanto, se confirmé que la productividad de aceite de la cepa JPCC DA0580 en una semana alcanzaba los 0,26
g 0 mas a una escala de cultivo de un litro.

[0125] Por otro lado, el crecimiento de la cepa JPCC DA0580 en el medio IMK no alcanzé la meseta en un
periodo de cultivo de una semana.

[Ejemplo 5]
< Requisitos de agua marina de la cepa JPCC DA0580 >

[0126] Se prepararon cinco series de diluciones de medios liquidos nutrientes variando la concentracion del
agua marina artificial (nombre del producto: Marine Art SF-1, elaborado por Senju Pharmaceutical Co., Ltd.) en la
composicion del medio f/2 que se habia usado en el Ejemplo 2. La concentracion del agua marina artificial se
establecio al 0 % cuando la dosis era de 0 g/l. También se establecieron las concentraciones respectivamente a 11,1
g/l (30 %), 18,5 g/l (50 %), 29,8 g/l (80 %) y 37 g/l (100 %).

[0127] La cepa JPCC DAO0580 se inoculé en 500 ml de cada uno de estos medios en un matraz plano de 500
ml de volumen y se someti6 a un cultivo estatico durante una semana en las mismas condiciones de cultivo que las
del Ejemplo 2. Con el fin de evaluar el crecimiento se midié la turbidez (DO750) de cada disolucion de cultivo con el
tiempo. Los resultados se muestran en la FIG. 3.

[0128] A partir de los resultados obtenidos se confirmé que el crecimiento de la cepa JPCC DA0580 estaba
mejor en una condicion del 100 % agua marina artificial (componente de agua marina) en un periodo de cultivo de
una semana. Ademas, también se confirmé que el crecimiento disminuyé al reducir la concentraciéon del agua marina
artificial (componente de agua marina), y no se observé crecimiento con un 0 % de agua marina artificial
(componente de agua marina).

[0129] Esto asegurd que la cepa JPCC DA0580 era una microalga marina.
[Ejemplo 6]
< Valor calorifico de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580 >

[0130] La cepa JPCC DAO0580 se cultivd durante una semana mediante el mismo procedimiento de cultivo que
el del Ejemplo 2. A continuacion se recuperd un sedimento de la biomasa de algas a partir de la disolucién de cultivo
mediante centrifugacion, y se liofilizo.

[0131] La biomasa de algas seca asi producida se us6 como muestra. Esta muestra se ensayé mediante un
calorimetro de bomba (fabricado por Yoshida Seisakusyo Co., Ltd., modelo: 1013-J, intervalo de medicion calorifica:
entre 4.000 y 33.500 J) para medir su valor calorifico. Se demostré que era de 6.730 kcal/kg. En otras palabras, se
confirmé que la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580 tenia un valor calorifico equivalente o superior al
del carbdn vegetal.

[0132] Mediante el uso de la biomasa de algas seca asi producida como muestra, se produjo un extracto
liguido con hexano de la misma forma que en el Ejemplo 2. Este se secd con una corriente de gas nitrogeno,
mediante lo cual se produjo un producto extraido con hexano (aceite). Este se us6 como muestra y se ensayo con el
calorimetro de bomba para medir su valor calorifico. Se demostré que el valor calorifico del producto extraido con
hexano (aceite) era de 8.780 kcal/kg.

[Ejemplo 7]

< Estudio 1 de los disolventes organicos para la extraccion de aceite a partir de la biomasa de algas de la cepa
JPCC DA0580 >

[0133] La cepa JPCC DAO0580 se cultivd durante una semana de la misma forma que en el Ejemplo 2. A
continuacién se recuperd un sedimento de la biomasa de algas a partir de la disoluciéon de cultivo mediante
centrifugacion.

[0134] Al sedimento de la biomasa de algas en un estado no seco (0,1 g cuando se sec6) se afiadieron 6 ml
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de un disolvente bifasico de hexano / metanol (la proporcion de la mezcla (en volumen) era hexano:metanol = 10:1),
y la mezcla se suspendié. La extraccion se llevé a cabo mediante la desorganizacion de la biomasa de algas con un
homogeneizador ultrasénico a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Después, el extracto se centrifugd para
precipitar asi el resido de la biomasa de algas. Al hacerlo se recuperaron aproximadamente 6 ml de la disolucion del
extracto en forma de un sobrenadante. Al residuo de la biomasa de algas remanente como un precipitado se
afnadieron de nuevo 6 ml de disolvente bifasico reciente, y la mezcla se suspendié. Se realizé el mismo tratamiento
de extraccion dos veces mas (tres tratamientos de extraccion en total). El extracto asi obtenido (18 ml en total) se
secd con una corriente de gas nitrégeno y se cuantific6 mediante una GCMS de la misma forma que en el Ejemplo
2.

[0135] Como resultado se confirmé que el aceite extraido con el disolvente bifasico suponia el 51,8 % en
masa de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

[0136] Después se sometido una biomasa de algas seca (0,1 g) producida mediante la recuperacion del
sedimento de la biomasa de algas a partir de la disolucion de cultivo mediante su centrifugacion y liofilizacion
durante una noche, a la extraccion del aceite de la misma forma, con el uso de un disolvente monofasico de hexano
en lugar del disolvente bifasico. El extracto asi obtenido (18 ml en total) se secd con una corriente de gas nitrogeno y
se cuantificé mediante una GCMS de la misma forma que en el Ejemplo 2.

[0137] Como resultado se confirmo que el aceite extraido con el disolvente monofésico suponia el 46,2 % en
masa de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

[0138] Ademas, la biomasa de algas seca (0,1 g) producida mediante la recuperacién del sedimento de la
biomasa de algas a partir de la disolucién de cultivo mediante su centrifugacion y liofilizacion durante una noche, se
someti6 a la extraccion del aceite de la misma forma con el uso del disolvente bifasico (hexano / metanol (proporcién
de la mezcla (en volumen) = 10:1)). El extracto asi obtenido (18 ml en total) se secé con una corriente de gas
nitrégeno, y se cuantificé mediante una GCMS de la misma forma que en el Ejemplo 2.

[0139] Como resultado se confirmd que el aceite extraido con el disolvente monofasico de hexano suponia el
45,3 % en masa de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

[Tabla 1]
Estado no seco Estado seco Estado seco
Alga Disolvente bifasico Disolvente monofasico Disolvente bifasico
(% en masa) (% en masa) (% en masa)
Cepa JPCC DA0580 51,8 46,2 45,3
[0140] En los resultados mencionados anteriormente, en la extraccion de aceite a partir de la biomasa de

algas de la cepa JPCC DAO0580 en un estado no seco con un disolvente organico, la elevada eficacia de extraccion
fue proporcionada por el uso del disolvente bifasico hexano / metanol. Cuando se comparan estos resultados, es
mas preferible, en la extraccion de aceite a partir de la cepa JPCC DAO0580, llevar a cabo la extraccion mediante el
uso del disolvente bifasico de hexano / metanol para el sedimento de la biomasa de algas en un estado no seco.

[Ejemplo 8]

< Estudio 2 de los disolventes organicos para la extraccion de aceite a partir de la biomasa de algas de la cepa
JPCC DA0580>

[0141] La cepa JPCC DAO0580 se cultivd durante una semana de la misma forma que en el Ejemplo 2. A
continuacion se recuper6 un sedimento de la biomasa de algas a partir de la disolucion de cultivo mediante
centrifugacion.

[0142] Al sedimento de la biomasa de algas en un estado no seco (0,1 g cuando se secd) se afiadieron 6 ml
de un disolvente bifasico de hexano / etanol (la proporcion de la mezcla (en volumen) era hexano:etanol = 10:1), y la
mezcla se suspendid. La extraccion se llevé a cabo mediante la desorganizacion de la biomasa de algas con un
homogeneizador ultrasénico a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Después, el extracto se centrifugd para
precipitar asi el resido de la biomasa de algas. Al hacerlo se recuperaron aproximadamente 6 ml de la disolucién del
extracto en forma de un sobrenadante. El extracto asi obtenido (6 ml en total) se secé con una corriente de gas
nitrégeno y se cuantific6 mediante una GCMS de la misma forma que en el Ejemplo 2.
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[0143] Como resultado se confirmé que el aceite extraido con el disolvente bifasico de hexano suponia el 31,5
% en masa de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Los resultados se resumen en la Tabla 2.

[0144] Después, un sedimento de la biomasa de algas en un estado no seco (0,1 g cuando se sec6) se
sometid a la extraccion de aceite de la misma forma con el uso de un disolvente bifasico de hexano / metanol (la
proporcion de la mezcla (en volumen) era hexano:metanol = 10:1) en lugar del disolvente bifasico de hexano /
etanol, y se cuantific6 mediante una GCMS.

[0145] Como resultado se confirmé que el aceite extraido con el disolvente bifasico de hexano suponia el 30,7
% en masa de la biomasa de algas seca de la cepa JPCC DA0580. Los resultados se resumen en la Tabla 2.

[0146] Notese que la razon por la cual el rendimiento de la extraccion del aceite del Ejemplo 8 era menor que
el rendimiento de la extraccion del aceite del Ejemplo 7 es que el nimero de veces de extracciones con el disolvente
organico se redujo desde tres veces (Ejemplo 7) hasta una (Ejemplo 8).

[Tabla 2]
Estado no seco Estado no seco
Alga Disolvente bifasico (% en masa) Disolvente bifasico (% en masa)
de hexano / metanol de hexano / etanol
Cepa JPCC DA0580 30,7 31,5

Eficacia de extraccion del aceite a partir de la biomasa de microalgas pertenecientes a diferentes géneros

[0147] Se cultivaron tres tipos de microalgas, Scenedesmus (Scenedesmus rubescens cepa JPCC GA0024,
namero de registro: FERM P-21749), cianobacterias (Synechocystis sp.) y Tetraselmis (Tetraselmis striata) mediante
procedimientos conocidos, produciendo respectivamente los sedimentos de la biomasa de algas. Estos tres tipos de
algas tienen la propiedad de acumular aceite en su biomasa de algas. El aceite incluye al menos lipidos neutros
tales como los triglicéridos.

[0148] Se us6 un sedimento de cada biomasa de algas en un estado no seco (0,1 g cuando se secd) como
muestra, que se sometid a la extraccion del aceite con el uso de un disolvente bifasico (hexano / metanol (proporcién
de la mezcla (en volumen) = 10:1)) de la misma forma que en el Ejemplo 7.

[0149] Después, un sedimento de cada biomasa de algas en un estado seco (0,1 g) se usé como muestra,
gue se sometio a la extraccion del aceite con el uso de un disolvente monofasico (hexano) de la misma forma que en
el Ejemplo 7.

[0150] Ademas, también se us6 el sedimento de cada biomasa de algas en un estado seco (0,1 g) como
muestra, que se sometid a la extraccion del aceite con el uso de un disolvente bifasico (hexano / metanol (proporcién
de la mezcla (en volumen) = 10:1)) de la misma forma que en el Ejemplo 7.

[0151] El extracto asi obtenido (18 ml en total) se secd con una corriente de gas nitrégeno y se cuantificé
mediante una GCMS de la misma forma que en el Ejemplo 2. Los resultados se resumen en la Tabla 3.

[Tabla 3]
Estado no seco Estado seco Estado seco
Alga Disolvente bifasico Disolvente monofasico Disolvente bifasico

(% en masa) (% en masa) (% en masa)
Scenedesmus 6,7 22,7 49
Cianobacteria 4,0 12,9 54
Tetraselmis 3,0 19,4 10,1

[0152] A partir de los resultados de la Tabla 3, es apreciable que, cuando se trata de la extraccion de aceite a

partir de la biomasa de algas de microalgas conocidas mediante el uso de un disolvente organico, el rendimiento de
la extraccidon de aceite a partir de la biomasa de algas en un estado no seco es notablemente bajo. En otras
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palabras, es necesaria una etapa de secado previo de la biomasa de algas. No son necesarias pequefias cantidades
de tiempo y coste para el proceso de secado de la biomasa de algas.

[0153] Por otro lado, la biomasa de algas de la microalga de acuerdo con la presente invencion tiene unas
propiedades bastante excelentes que permiten la extraccion eficaz del aceite a partir de la biomasa de algas en un
estado no seco. Por lo tanto, es posible reducir la energia del proceso de produccién de un biocombustible o similar
a partir de la microalga de la presente invencion.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

[0154] Las microalgas de acuerdo con la presente invencion tienen una elevada capacidad de producir
hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 atomos de carbono, y por lo tanto son aplicables en la produccién de un
combustible diésel, que se muestra prometedor como un combustible de carbono neutro destinado a la prevencion
del calentamiento global. La cepa JPCC DA0580 de la presente invencién se muestra particularmente prometedora
debido a su elevada capacidad de produccion de lipidos neutros y de escualeno, asi como por ser capaz de producir
hidrocarburos alifaticos de entre 16 y 26 4&tomos de carbono, como se ha mencionado anteriormente.

[0155] Los lipidos neutros pueden ser convertidos en un combustible diésel (el denominado combustible
biodiésel) a través de un proceso conocido de intercambio de éster, o similares.

LISTA DE SECUENCIAS
[0156]
<110> Electric Power Development Co., Ltd

<120> Microalgae Scenedesmus, procedimiento para la produccion de aceite con microalgas Senedesmus, y
aceite extraido a partir de microalgas Senedesmus

<130> BET11M2901

<140> EP10761319.2
<141> 2010-03-10

<150> JP2009-096362
<151> 2009-04-10

<160> 1

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211> 1641 antes elegidos
<212> ADN

<213> Navicula sp.

<400> 1
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REIVINDICACIONES

1. Una microalga, Navicula oiliticus, cepa depositada en el IPOD, NITE con el nUmero de registro FERM
BP-11201 (JPCC DA0580).

2. Un proceso para la produccion de aceite, que comprende una etapa de cultivo de la microalga de
acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Un proceso para la produccion de aceite de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende
adicionalmente, después de dicha etapa de cultivo:

una etapa de cultivar adicionalmente dicha microalga con un medio diferente con una(s) menor(es)
concentracion(es) de sal(es) nutriente(s) en comparacion con el medio que se habia usado para el cultivo
precedente.

4. Un proceso para la produccion de aceite de acuerdo con alguna de la reivindicacion 2 y la
reivindicacion 3, en el que dicho aceite incluye un lipido neutro.

5. Un proceso para la produccién de aceite de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 2 hasta la
reivindicacion 4, en el que dicho aceite incluye escualeno.

6. Un proceso para la produccién de aceite de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 2 hasta la
reivindicacion 5, que comprende adicionalmente, después de dicha etapa de cultivo:

una etapa de extraccion de aceite a partir del producto del cultivo mediante el uso de un disolvente orgéanico,
siendo el disolvente organico uno cualquiera de los disolventes elegidos de entre un disolvente que comprende
n-hexano, un disolvente que comprende n-hexano y metanol, y un disolvente que comprende n-hexano y etanol.

7. Una biomasa de algas seca producida mediante el secado de la microalga de acuerdo con la
reivindicacion 1.

8. Un procedimiento para la fijacion de dioxido de carbono, que comprende una etapa de cultivo de la
microalga de acuerdo con la reivindicacion 1.
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FIG. 1
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