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DESCRIPCION
Proceso de produccion de aceite microbiano que contiene acidos grasos poliinsaturados
I. Antecedentes

[0001] Existen pruebas cientificas abrumadoras de que algunos acidos grasos altamente insaturados (n-3) tales
como el acido docosahexaenoico (DHA) tienen un efecto positivo en enfermedades cardiocirculatorias, inflamaciones
cronicas y trastornos cerebrales, aunque también se ha observado que el acido eicosapentaenoico, también un
acido graso n-3, realiza funciones como un metabolito intermedio dentro de los esteroides de eicosanoides, tales
como prostaglandinas, leucotrienos o similares.

[0002] En la actualidad, la principal fuente de estos acidos grasos altamente insaturados es el pescado, con EPA 'y
DHA observado en el pescado azul (tales como sardinas y atun) en cantidades de aproximadamente un 20 % y un
10 %, respectivamente. Se cree que un perfil de este tipo de acidos grasos se produce a través de la seleccion
natural de las proporciones éptimas para un rendimiento éptimo dentro de cada especie de pescados. Sin embargo,
si se pretende usar aceite de pescado como Unica fuente de estos lipidos, existen varias desventajas, tales como
problemas con contaminacion del sabor, fluctuaciones incontrolables en la disponibilidad y la variabilidad del
contenido en el aceite de pescado natural. Ademas, si se pretende obtener un aceite (n-3) o (n-6) altamente
purificado a partir de estas fuentes, es muy dificil separarlo y purificar lo preferentemente.

[0003] La presente invencidon proporciona un meétodo para preparar una composicion lipidica, método que
comprende:

cultivar un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un
antagonista de produccion de acido graso,

en el que el microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite tiene una secuencia 18S, en el que la
secuencia 18S tiene una identidad de al menos un 97 % con la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1,

y en el que el antagonista de produccion de acido graso es el acido oleico.
Il. Sumario

[0004] Se desvelan composiciones y métodos relacionados con un eucariota del orden Thraustochytriales y la familia
Thraustochytriaceae que, cuando se cultivan, producen cantidades de acidos grasos insaturados, tales como aceites
omega 3 (n-3) y/o omega 6 (n-6), tales como DHA, EPA y DPA, capaces de ser purificados y usados ya que todas
las composiciones de este tipo se usan y mas, debido a sus medios de produccion.

[0005] Se desvelan composiciones y métodos relacionados con microbios que producen aceite, que, cuando se
cultivan, producen cantidades de acidos grasos insaturados, tales como aceites omega 3 (n-3) y/o omega 6 (n-6),
tales como DHA, EPA y DPA, capaces de ser purificados y usados ya que todas las composiciones de este tipo se
usan y mas, debido a sus medios de produccion.

[0006] También se desvelan métodos para modificar dichas concentraciones de acido graso dentro de las
composiciones lipidicas total usando antagonistas de produccién de acido graso que inhiben o estimulan ciertos
componentes de la ruta de produccion clasica de acidos grasos que se cree que existe dentro de microbios que
producen aceite.

lll. Breve descripcion de las figuras

[0007] Las figuras adjuntas ilustran varias realizaciones y junto con la descripcion ilustran las composiciones y
métodos desvelados.

La Figura 1 muestra la ruta metabdlica propuesta para la produccion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

para los microbios que producen los aceites desvelados.

La Figura 2 muestra el perfil de acido graso de ONC-T18 cultivado en medio que contiene 2 g I"' de extracto de

levadura, 8 g I de L-glutamato, 6 g I'" de sal marina y 6049 I de glucosa en 3 tipos diferentes de fermentacion:

placa de agar (agar al 1,5 %, 25 °C, 27 dias), Matraces (50 ml en matraz de 250 ml, 120 RPM, 25 °C, 3 dias) y

biorreactor de 51 (4 1 pm de aire, pO2 al 90 %, 25 °C, 3 dias).

La Figura 3 muestran biomasa, acido graso total (TFA), produccion de DHA y uso de glucosa habituales de

Thraustochytrium sp. La cepa ONC-T18 mantenido en un biorreactor de 5 | durante 168 h con medio formado por

60 g 1" de glucosa, 2 g I de extracto de levadura, 8 g I de acido glutamicoy 6 g I de sal (4 1 pm de aire, pO; al

90 %, 25 °C, pH 7-9).

La Figura 4 muestra la relacion evolutiva de Thraustochytrium sp. La cepa ONC-T18 basado en el gen del ARNr
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de 18S con respecto a varios Thraustochytridae de origen japonés (CHN-1 de Thraustochytrium, MBIC 11093 de
Thraustochytriidae y N1-27 de Thraustochytriidae) y una cepa T91-6 de T. striatum.

La Figura 5 muestra que ONC-T18 se cultivd en diversas fuentes de Nitrégeno, por ejemplo extracto de levadura
con diversas calidades, L-glutamato, agua de macerado de maiz, etc. El L-glutamato solo no fomentaba la
produccion de biomasa, acido graso total (TFA) o de DHA. Sin embargo, en presencia de L-glutamato, diversas
fuentes de N, incluyendo extracto de levadura y agua de macerado de maiz, proporcionaba mejores resultados
que sin L-glutamato. (Relacionado con el ejemplo 11 de la Tabla 7).

La Figura 6 muestra que ONC-T18 se cultivd en diversas fuentes de Carbono, y monosacaridos tales como
glucosa etc., sacarosa y molasas proporcionaban biomasa, TFA y DHA elevados. (Relacionado con las Tablas 6
y 7).

La Figura 7 muestra que antioxidante, fitohormonas o acetato sédico (carbono simple) solubles en agua no
aumentaban los resultados de biomasa, TFA o DHA en comparacién con el medio convencional solo.

La Figura 8 muestra la diferencia entre la fermentacién de ONC-T18 a 18 °C y 25 °C. La temperatura mas baja
(es decir, 18 °C) daba como resultado una absorcion de glucosa significativamente mas elevada, la mitad del
TFA y biomasa comparable y niveles de DHA que los del cultivo de control. Por lo tanto, se encontré que la
fermentacion a 25 °C era mas eficaz que a 18 °C.

La Figura 9 muestra que ONC-T18 se alimenté con acido oleico puro. El perfil de acido graso de ONC-T18
(alimentado con acido oleico puro) mostraba que la mayor parte del acido oleico se convertia en DHA, con un
nivel elevado de EPA en comparacion con ONC-T18 alimentado con glucosa.

La Figura 10 muestra los efectos del acido toluico en la composicion de acido graso de ONC-T18. El perfil de
acido graso de ONC-T18 (alimentado con 0,2 g/l de acido toluico) mostraba que el compuesto era capaz de
aumentar la proporcion de EPA dentro del perfil aunque disminuyendo la proporcion de DPA (n6). Los valores
son la media de cuatro experimentos que comparan 0,2 g/l de acido toluico con respecto a un control.

La Figura 11 muestra los resultados de cromatografia de gases del cultivo de ONC-T18 con ejemplos de
antagonistas de produccion de acido graso.

La Figura 12 muestra el efecto de la adicién de Norflurazén a perfil de acido graso de ONC-T18. La Figura 12
muestra que la proporcién de PUFA aumentaba a medida que aumentaba la cantidad de Norflurazén afadido.

La Figura 13 muestra que cuando ONC-T18 se exponia al Norflurazén, el contenido de carotenoide disminuia, en
paralelo con un aumento de DHA.

La Figura 14 muestra que cuando el acido oleico se afiadia en el medio de ONC-T18, se observaba mas
contenido de DHA, especialmente cuando se asociara con el crecimiento (indicado por la presencia de alto
contenido de N y bajo contenido de N).

La Figura 15 muestra que cuando se afadia cerulenina al medio de ONC-T18, aunque no se observaba un
cambio en el % de cada acido graso con respecto al contenido de acido graso total, cuando se tenian en cuenta
concentraciones de acido graso total con respecto a biomasa (mg/g), se observaban aumentos tanto en C16:0
como en DHA.

IV. Descripcion detallada

[0008] Antes de divulgar y describir los presentes compuestos, composiciones, articulos, dispositivos, y/o métodos,
se debe entender que no estan limitados a métodos de sintesis especificos 0 métodos de biotecnologia especificos
a menos que se indique de otro modo, o a reactivos en particular a menos que se indique de otro modo, y como tal,
supuesto, pueden variar. También se debe entender que la terminologia usada en el presente documento es con la
finalidad de describir solamente realizaciones en particular.

[0009] Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de determinar el uso no que de experimentacion de
rutina, muchos equivalentes para las realizaciones especificas del método y composiciones descritos en el presente
documento.

A. Definiciones

[0010] La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir solamente realizaciones en
particular.

[0011] Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "uno
y "el" incluyen referentes en plural a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. Por lo tanto, por
ejemplo, la referencia a "un vehiculo farmacéutico" incluye mezclas de dos o mas de tales vehiculos, y similares.

[0012] En el presente documento los intervalos se pueden expresar como de "aproximadamente" un valor en
particular, y/o a "aproximadamente" otro valor en particular. Cuando se expresa un intervalo de este tipo, otra
realizacion incluye desde el un valor en particular y/o al otro valor en particular. De forma analoga, cuando los
valores se expresan como aproximaciones, mediante el uso del antecedente "aproximadamente”, se entendera que
el valor en particular forma otra realizacion. Adicionalmente se entendera que los criterios de valoracion de cada uno
de los intervalos son significativos tanto con respecto al otro criterio de valoraciéon, como independientemente del
otro criterio de valoraciéon. También se entiende que existe un numero de valores desvelados en el presente
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documento, y que cada valor también se desvela en el presente documento como "aproximadamente" ese valor en
particular ademas del valor por si mismo. Por ejemplo, si se desvela el valor "10", entonces también se desvela
"aproximadamente 10". También se debe entender que cuando un valor se desvela como "inferior o igual a", también
se desvelan el valor "superior o igual al valor" y posibles intervalos entre valores, como lo entiende de forma
apropiada el experto en la materia. Por ejemplo, si se desvela el valor "10" entonces también se desvela "inferior o
igual a 10" asi como "superior o igual a 10". También se debe entender que a través de la solicitud, los datos se
proporcionan en un numero de formatos diferentes, y que estos datos, representando criterios de valoracién y puntos
de partida, e intervalos para cualquier combinacion de los puntos de datos. Por ejemplo, si se desvelan un punto de
datos en particular "10" y un punto de datos en particular "15", se entiende que superior a, superior o igual a, inferior
a, inferior o igual a, e igual a 10 y 15 se consideran desvelados asi como entre 10 y 15. También se entiende que
cada unidad entre dos unidades en particular también se desvela. Por ejemplo, si se desvelan 10 y 15, entonces
también se desvelan 11, 12, 13, y 14.

[0013] Por "reducir" u otras formas de reducir se hace referencia a la disminucién de un suceso o caracteristica. Se
entiende que esto esta por lo general en relacion con algun valor estandar o esperado, en otras palabras, esta
relacionado, pero no siempre es necesario, con el valor estandar o relativo al que se refiere. Por ejemplo, "reducir las
concentraciones de acido graso dentro de las composiciones lipidicas total" se refiere a la reduccion de la cantidad
de concentraciones de acido graso dentro de composiciones lipidicas total dentro de un microbio productor de
aceitemicrobio productor de aceite con respecto a un patrén o un control. Se entiende que, a menos que de forma
especifica se indique de otro modo, un compuesto o composicién o condiciéon se pueden reducir con respecto a otro
compuesto o composiciéon o condicion.

[0014] Por "aumentar" u otras formas de aumentar se hace referencia al aumento de un suceso o caracteristica. Se
entiende que esto esta por lo general en relacion con algun valor estandar o esperado, en otras palabras, esta
relacionado, pero no siempre es necesario, con el valor estandar o relativo al que se refiere. Por ejemplo, "aumentar
las concentraciones de acido graso dentro de las composiciones lipidicas total" se refiere al aumento de la cantidad
de concentraciones de acido graso dentro de las composiciones lipidicas total dentro de un microbio productor de
aceitemicrobio productor de aceite con respecto a un patrén o un control. Se entiende que, a menos que de forma
especifica se indique de otro modo, un compuesto o composiciéon o condicién se pueden aumentar con respecto a
otro compuesto o composicion o condicién.

[0015] Por "inhibir" u otras formas de inhibir se hace referencia a obstaculizar o impedir una caracteristica en
particular. Se entiende que esto esta por lo general en relacién con algun valor estandar o esperado, en oftras
palabras, esta relacionado, pero no siempre es necesario, con el valor estandar o relativo al que se refiere. Por
ejemplo, "inhibe una desaturasa" se refiere a que obstaculiza, limita o causa un cese de actividad en la cantidad de
actividad de desaturasa de la enzima que se produce con respecto a un patrén o un control. Se entiende que, a
menos que de forma especifica se indique de otro modo, un compuesto o composicién o condicién se puede inhibir
con respecto a otro compuesto o composicién o condicion.

[0016] Por "prevenir" u otras formas de prevenir se hace referencia a detener una caracteristica o condicién en
particular. Prevenir no requiere comparacion con un control ya que por lo general es mas absoluto que, por ejemplo,
reducir o inhibir. Como se usa en el presente documento, algo se podria reducir, pero no inhibir o prevenir, pero algo
que se reduce también se podria inhibir o prevenir. Se entiende que cuando se usan reducir, inhibir o prevenir, a
menos que se indique de forma especifica de otro modo, el uso de los otros dos términos también se desvela de
forma expresa. Por lo tanto, si se desvela que inhibe la actividad de desaturasa de una desaturasa, entonces
también se desvela que reduce y evitan la actividad de desaturasa de una desaturasa.

[0017] La expresion "terapéuticamente eficaz" se refiere a que la cantidad de la composicion usada tiene la cantidad
suficiente para mejorar una o mas causas o sintomas de una enfermedad o trastorno. Tal mejora solamente requiere
una reduccion o alteracion, no necesariamente eliminacion.

[0018] EI término "vehiculo" se refiere a un compuesto, composicion, sustancia o estructura que, cuando esta en
combinacién con un compuesto o composicion, ayuda o facilitar la preparacion, almacenamiento, administracion,
reparto, eficacia, selectividad, o cualquier otra caracteristica del compuesto o composicién para su uso o finalidad
pretendidos. Por ejemplo, un vehiculo se puede seleccionar para minimizar cualquier degradacion del principio activo
y para minimizar cualquier efecto secundario adverso en el sujeto.

[0019] A través de la descripcion y las reivindicaciones de la presente memoria descriptiva, el término "comprender”
y variaciones del término, tales como "que comprende" y "comprende”, se refieren a "e incluye, pero no se limita a",
y no pretende excluir, por ejemplo, otros aditivos, componentes, integrantes o etapas.

[0020] El término "célula" como se usa en el presente documento también se refiere a células microbianos
individuales, células individuales de microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite, o cultivos derivados
de células de este tipo. Un "cultivo" se refiere a una composicion que comprende células aisladas de un mismo tipo o
de tipos diferentes.
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[0021] EI término "metabolito" se refiere a derivados activos producidos después de la introduccion de un compuesto
en un medio bioldgico, tal como un paciente.

[0022] Cuando se usa con respecto a composiciones farmacéuticas y nutracéuticas, por lo general, en la clinica se
entiende que el término "estable" hace referencia a al menos de una cierta cantidad, normalmente un 10 %, de
pérdida del principio activo en condiciones de almacenamiento especificadas durante un periodo de tiempo indicado.
El periodo de tiempo necesario para que una composicion se considere estable es relativo al uso de cada producto y
esta indicado por las practicas comerciales de produccion del producto, manteniéndolo para control de calidad e
inspeccion, transportando lo haga un mayorista o de forma directa a un cliente donde se mantiene de nuevo en
almacenamiento antes de su uso final, incluyendo un factor de seguridad de un periodo de tiempo de algunos
meses, el periodo de caducidad minimo de los compuestos farmacéuticos es normalmente de un afio, y
preferentemente de mas de 18 meses. Como se usa en el presente documento, el término "estable" hace referencia
a estas realidades del mercado y a la capacidad para almacenar y transportar el producto en condiciones
ambientales que se pueden conseguir facilimente, tales como condiciones refrigeradas, de 2 °C a 8 °C.

[0023] En la memoria descriptiva y en las reivindicaciones concluyentes, las referencias a partes en peso, de un
elemento componente, en particular en una composicion o articulo, representa la relacién del peso entre el elemento
o componente y cualquier otro elemento o componente en la composicion o articulo para el que se expresa una
parte en peso. Por lo tanto, en un compuesto que contiene 2 partes en peso del componente X y 5 partes en peso
del componente Y, X e Y se presentan a una proporcion de peso de 2:5, y que estan presentes en una relacion de
este tipo independientemente de si en el compuesto estan contenidos algunos componentes adicionales.

[0024] Un porcentaje de peso de un componente, a menos que se indique de forma especifica al contrario, se basa
en el peso total de la formulacién o composicion en la que esta incluido el componente.

[0025] "Aislamiento" y cualquier forma tal como "aislar" se refieren a una situacion en la que algo que esta en una
forma en la que se puede manipular o purificar adicionalmente. Aislado y sus formas indican que algo que esta en un
estado actual que es diferente al de un estado anterior. Por ejemplo, una molécula de ARN ribosémico se puede
"aislar" si, por ejemplo, se retira, se sintetiza o se produce de forma recombinante a partir de un organismo. A
menudo, el "aislamiento" de una cosa esta en relacion con algo mas. Por ejemplo, un microbio productor de
aceitemicrobio productor de aceite, como se discute en el presente documento, se puede aislar como se discute en
el presente documento, mediante, por ejemplo, cultivo del microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite,
de modo que el microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite sobrevive en ausencia de cantidades
apreciables (detectables) de otros organismos. Se entiende que, a menos que de forma especifica se indique de otro
modo, cualquiera de las composiciones desveladas se puede aislar como sedes de la en el presente documento.
Ademas, el lipido producido a partir de los microbios que producen aceite, como se discute en el presente
documento, se pueden aislar a partir de todo o parte del microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite.

[0026] "Purificar" y cualquier forma tal como "purificacion" se refiere al estado en el que una sustancia o compuesto
0 composicion esta en un estado de mayor homogeneidad de lo que estaba anteriormente. Como se desvela en el
presente documento, se entiende que algo puede tener una pureza, a menos que se indique otra cosa, de al menos
un1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,20,21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, o un 100 %. Por ejemplo, si una composicion A dada tenia una pureza de un 90 %, esto significaria
que un 90 % de la composicion era A, y que un 10 % de la composicion era una o mas cosas, tales como moléculas,
compuestos u otras sustancias. Por ejemplo, si un microorganismo eucariota desvelado, por ejemplo, produce un
35 % de DHA, éste se podria "purificar" adicionalmente de modo que la composicion del lipido final fuera superior a
un 90 % de DHA. A menos que se indique de otro modo, la pureza se determinara con los "pesos" relativos de los
componentes dentro de la composicion. Se entiende que, a menos que de forma especifica se indique de otro modo,
cualquiera de las composiciones desveladas se puede purificar como se desvela en el presente documento.

[0027] "Opcional" u "opcionalmente" se refiere a que el suceso o circunstancia descrito posteriormente se puede
producir o no, y que la descripcion incluye casos en los que dicho suceso circunstancia se produce y casos en los
que no se produce.

[0028] Los "cebadores" son un subconjunto de sondas que son capaces de soportar algin tipo de manipulacion
enzimatica y que se pueden hibridar con un acido nucleico diana de modo que la manipulaciéon enzimatica se puede
producir. Un cebador se puede preparar a partir de cualquier combinacion de nucleétidos o derivados o analogos de
nucleétido disponibles en la técnica que no interfieren con la manipulaciéon enzimatica.

[0029] Los términos "omega-3", "n-3", "w-3", "omega n-3", y "series n-3 series" se refieren a una familia de acidos
grasos poliinsaturados que tienen en comun un doble enlace de carbono-carbono en la posicién w-3. Por ejemplo, €l
término "omega-3" significa que el primer doble enlace existe como el tercer enlace de carbono-carbono desde el
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extremo de metilo terminal (w) de la cadena de carbono.

[0030] Los términos "omega-6, "n-6", "w-6", "omega n-6", y "series n-6 " se refieren a una familia de acidos grasos
poliinsaturados que tienen en comun un doble enlace carbono-carbono en la posicién w-6. Por ejemplo, omega-6
significa que el primer doble enlace existe como el sexto enlace de carbono-carbono desde el extremo de metilo
terminal (w) de la cadena de carbono.

[0031] Los términos "omega-9, "n-9", "w-9", "omega n-9", y "series n-9 " se refieren a una familia de acidos grasos
poliinsaturados que tienen en comun un doble enlace carbono-carbono en la posiciéon w-9. Por ejemplo, omega-9
significa que el primer doble enlace existe como el noveno enlace de carbono-carbono desde el extremo de metilo
terminal (w) de la cadena de carbono. Todos los dobles enlaces estan en la configuracion cis, es decir, los dos
atomos de hidrogeno estan en el mismo lado del doble enlace.

[0032] La expresion "microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite" se refiere a un microbio capaz de
producir aceite como parte de su biomasa. Un "microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite" puede ser
un eucariota o procariota. Por ejemplo, un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite puede ser un
organismo oleaginoso, que es uno que es capaz de acumular aceites y/o grasas por encima de un 20 % de su
biomasa seca. Un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite puede ser una diatomea, una microalga,
un hongo, una bacteria, un protista, una levadura, una planta (tanto terrestre como marina) o un alga.

[0033] La expresion "organismo oleaginoso" se refiere a cualquier organismo que puede producir mas de un 20 %
de su biomasa en forma de lipidos. Por ejemplo, un "organismo oleaginoso" puede ser una diatomea, una microalga,
un hongo, una bacteria, un protista, una levadura, una planta (tanto terrestre como marina) o un alga.

[0034] EI término "cetocarotenoide” se refiere a un carotenoide que comprende un grupo ceto.

[0035] Los términos "isoprenoide” o "terpenoide" se refieren a los compuestos o cualquier molécula derivada de la
ruta de isoprenoide que incluye terpenoides de 10 carbonos y sus derivados, tales como carotenoides y xantdfilas.

[0036] EI término "carotenoide" se refiere a un compuesto formado por una estructura principal de polieno que se
condensa a partir de una unidad de isopreno de cinco carbonos. Los carotenoides pueden ser aciclicos o pueden
terminar con uno (monociclico) o dos (biciclico) grupos terminales ciclicos. El término "carotenoide" puede incluir
tanto carotenos como carotenoides y xantéfilas. Un "caroteno" se refiere a un carotenoide de hidrocarburo. Los
derivados de caroteno que contienen uno o mas atomos de oxigeno, en forma de grupos funcionales hidroxi, metoxi,
0ox0, epoxi, carboxi, o aldehidico, o dentro de glicésidos, ésteres de glicésidos, o sulfatos, se conocen de forma
colectiva como "carotenoides y xantdfilas". Los carotenoides que son particularmente adecuados son los
carotenoides monociclicos y biciclicos.

[0037] Las expresiones "grupo ceto" o "grupo cetona" se usaran indistintamente y se refieren a un grupo en el que
un grupo carbonilo esta unido a dos atomos de carbono: R,CO (ningin R puede ser H).

[0038] La expresion "antagonistas de produccion de acido graso”, como se usa en el presente documento, se refiere
a subunidades de acido graso y moduladores de la ruta de acido graso.

[0039] Las expresiones "subunidad de acido graso" o "subunidades de acido graso", como se usan en el presente
documento, se refieren a los acidos grasos de 16, 18, 20, 22 o 24 carbonos implicados en la ruta metabdlica para la
produccion de los PUFA por los microbios que producen aceite desvelados. Por ejemplo, las "subunidades de acido
graso" pueden incluir cualquiera de los acidos grasos de 16, 18, 20, 22 o 24 carbonos que se muestran en la Figura
1.

[0040] Una "subunidad de acido graso" también puede hacer referencia a cualquier acido graso de 16, 18, 20, 22 o
24 carbonos que tenga 1, 2, 3, 4, 5 o 6 insaturaciones implicadas en la ruta metabdlica para la produccion de los
PUFA por los microbios que producen aceite desvelados. Algunas realizaciones adicionales pueden incluir acidos
grasos con un numero impar de atomos de carbono, con o sin insaturaciones tales como acidos grasos de 15, 17, 19
y 21 carbonos encontrados dentro de organismos marinos.

[0041] La expresion "moduladores de la ruta de acido graso”, como se usa en el presente documento, se refiere a
compuestos capaces de inhibir una o mas de las enzimas implicadas en la ruta metabdlica para la produccién de los
PUFA por los microbios que producen aceite desvelados.

[0042] Los documentos JP 11 075884 A (AGENCY OF IND SCI & TECHNOLOGY, 23 de marzo de 1999) y BASE
DE DATOS WPI, AN 1999-257711 (semana 199922, Thomson Scientific) desvelan un método para preparar una
composicion lipidica que comprende: cultivar un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite en un
medio heterotrofo que comprende un antagonista de produccion de acido graso, en el que el microbio productor de
aceitemicrobio productor de aceite es SR21 de Schizochytrium limacinum que tiene una secuencia de 18S con una
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identidad de un 90 % con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, y en el que el antagonista de produccion de acido graso
es el acido toluico.

[0043] El documento de BURJA, A.M. ET AL.: "Isolation and characterization of polyunsaturated fatty acid producing
Thraustochytrium species: screening of strains and optimization of omega-3 production" (APPLIED MICROBIOLOGY
AND BIOTECHNOLOGY, vol. 72, n°. 6, 20 de abril de 2006, paginas 1161-1169) desvela un método para preparar
una composicion lipidica que comprende: cultivar un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite en un
medio heterétrofo, en el que el microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite es ONC-T18 de
Thraustochytrium sp., que corresponde a la cepa PTA-6245, que tiene la secuencia de 18S de la SEQ ID NO: 1.

[0044] EI documento EP 1 818 410 A1 (SUNTORY LIMITED, 15 de agosto de 2007) desvela un método para
preparar una composicion lipidica que comprende: cultivar un microbio productor de aceitemicrobio productor de
aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso, en el que el microbio
productor de aceitemicrobio productor de aceite es Mortierella alpina. Se propone que el microbio productor de
aceitemicrobio productor de aceite se pueda seleccionar entre el género Thraustochytrium o el género
Schizochytrium. También se sugiere, ademas de aumentar el rendimiento del acido graso poliinsaturado, afiadir al
medio un precursor para el acido graso poliinsaturado, tal como acido oleico.

[0045] 58. Se desvelan los componentes a usar para preparar las composiciones desveladas asi como las
composiciones por si mismas a usar dentro de los métodos desvelados en el presente documento. Estos y otros
materiales se desvelan en el presente documento, y se entiende que cuando se desvelan combinaciones,
subconjuntos, interacciones, grupos, etc. de estos materiales que, aunque la referencia especifica de cada diversa
combinacién y permutacion individual y colectiva de estos compuestos puedan no divulgarse de forma especifica,
cada una se contempla y se describe especificamente en el presente documento. Por ejemplo, si se desvela y se
discute una especie en particular de la familia Thraustochytriaceae y se discute un numero de modificaciones que se
pueden realizar a un ndmero de organismos que incluyen especies de la familia Thraustochytriaceae, de forma
especifica se contempla todas y cada una de las combinaciones y permutaciones de estas especies de la familia
Thraustochytriaceae y las modificaciones que son posibles a menos que se indique lo contrario de forma especifica.
Por lo tanto, si se desvela una clase de moléculas A, B, y C asi como una clase de moléculas D, E, y F y se desvela
un ejemplo de una molécula de combinaciéon, A-D, entonces incluso si cada una no se menciona de forma individual,
cada una es la combinacion contemplada de forma individual y colectiva, A-E, A-F, B-D, B-E, B-F, C-D, C-E, y C-F
que se consideran desveladas. De forma andloga, de estos también se desvela cualquier subconjunto o
combinacion. Por lo tanto, por ejemplo, el subgrupo de A-E, B-F, y C-E se deberia considerar desvelado. Este
concepto se aplica a todos los aspectos de la presente solicitud que incluyen, pero no se limitan a, etapas en los
métodos de preparacion y uso de las composiciones desveladas. Por lo tanto, si existe una diversidad de etapas
adicionales que se pueden realizar, se entiende que cada una de estas etapas adicionales se puede realizar con
cualquier realizaciéon o combinacién de realizaciones especificas de los métodos desvelados.

B. Composiciones

[0046] Se desvelan microbios que producen aceite del orden Thraustochytriales, preferentemente especies de
Thraustochytrium o Schizochytrium, que tienen la capacidad de producir lipidos, tales como acidos grasos, tales
como acidos grasos insaturados, tales como acidos grasos omega-3, tales como acidos grasos omega-6, y acidos
grasos omega-9, tales como la serie (n-3) de acido docosahexaenoico (DHA), acido docosapentaenoico (DPA) y
acido eicosapentaenoico (EPA), la serie (n-6) de DPA vy la serie (n-9) de de los acidos palmitico y estearico.

[0047] Los microbios que producen aceite desvelados también pueden producir antioxidantes, tales como, pero no
limitados al compuesto carotenoide, caroteno, (por ejemplo B-caroteno) y a los compuestos xantdfilos, astaxantina,
zeaxantina, beta-criptoxantina, cantaxantina, y equinenona.

[0048] También se desvelan condiciones para el aislamiento y crecimiento de los microbios que producen aceite.
Por ejemplo, con la presente se presentan condiciones de crecimiento de heterétrofo para la producciéon de los
lipidos y antioxidantes desvelados, por ejemplo, tanto de forma individual como acumulativa. Por consiguiente, a
través del uso de los microbios que producen aceite desvelados, es posible producir de forma eficaz la serie (n-3) de
DHA, EPA y DPA y/o la serie (n-6) de DPA y/o la serie carotenoide de compuestos antioxidantes y/o la serie xantofila
de compuestos antioxidantes, que son utiles como o dentro de agentes nutracéuticos, aditivos alimentarios, agentes
farmacéuticos o industria.

[0049] Se desvelan composiciones que comprenden un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite
que comprende o que consiste en una especie de Thraustochytrium, siendo un ejemplo que se desvela en el
presente documento la cepa ONC-T18 que tiene un nuimero de registro de depdsito de cepa en la ATCC de PTA-
6245.

[0050] Se entiende que también se desvelan los microbios que producen aceite y cualquier clon, organismos
modificados o genes aislados a partir de dicho organismo como se expone en la cepa ONC-T18. Los microbios que
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producen aceite desvelados tienen la capacidad de produccion acidos grasos insaturados, tales como lipidos que
contienen la serie omega-3 de DHA, EPA y DPA, y la serie omega-6 de DPA y diversos antioxidantes tales como
agentes carotenoides, carotenoides y xantdfilas y fendlicos .

[0051] También se desvelan procesos para la producciéon de biomasa que contiene dichos compuestos. Ademas se
desvelan procesos para preparar compuestos omega-3, omega-6 y carotenoides usando los microbios que producen
aceite. También se desvelan procesos para la produccion de aceites derivados de microbios (o de una sola célula).

[0052] Ademas, se desvelan los acidos grasos y carotenoides producidos por el microbio productor de
aceitemicrobio productor de aceite desvelado y cualquier progenie (modificada genéticamente o de otro modo),
diversos piensos, agentes nutracéuticos, agentes farmacéuticos y alimentos suplementados con los lipidos y
antioxidantes, asi como un proceso para usar estos compuestos como un aditivo para diversos piensos y alimentos.

[0053] La Patente de Estados Unidos n.° 5.130.242 de Barclay desvelaba un proceso de recogida e identificacion
sistematica para aislar cepas de microorganismos con las siguientes caracteristicas para la produccion de acidos
grasos omega-3: 1) capaz de crecimiento heterétrofo; 2) producir un alto contenido de acidos omega-3; 3)
unicelulares; 4) producir un bajo contenido de acidos casos convencionales y acidos grasos omega-6; 5) células no
pigmentadas, de color blanco o incorporadas; 6) termotolerantes (por ejemplo, capacidad para crecer por encima de
30°C); y 7) eurihalinas (por ejemplo, capacidad para crecer en un amplio intervalo de salinidades, pero
preferentemente en salinidad baja).

[0054] La divulgacion '242 también describe un proceso para la produccion heterotrofa de productos microbianos de
células completas o extraidos con una concentracion elevada de acidos grasos omega-3 fatty, que posteriormente
se pueden usar en productos alimenticios para animales o seres humanos. Este proceso usa microorganismos
identificados mediante el proceso de recogida e identificacion sistematica desvelado de los mismos. Estos
microorganismos, que son del orden Thaustochytriales, se cultivan en grano molido. Para aumentar la produccién de
acidos grasos omega-3, se usa estrés a baja temperatura y en niveles altos de oxigeno disuelto, asi como la adicion
de antioxidantes, factores de crecimiento, vitaminas y fosforo. Los productos extraidos contienen concentraciones
elevadas de acidos grasos omega-3 (por ejemplo, C20:5w3, C22:5w3; y C22:6w3) y concentraciones bajas de
acidos grasos omega-6 (por ejemplo, C20:4w6 y C22:5w6). De forma especifica, las proporciones de los acidos
grasos C20:5w3 con respecto a C22:6w3 varian de 1:1 a 1:30. Las proporciones de acidos grasos C22:5w3 con
respecto al C22:6w3 varian de 1:12 a solamente cantidades traza de C22:5w3. Ademas, los microorganismos
producen de un 0,6 a un 0.72 % de DHA, de un 0 a un 5 % de DPA, y de un 0 a un 18,9 % de EPA, en peso de acido
graso total.

[0055] La Patente de Estados Unidos n.° 6.451.567 de Barclay desvelaba un proceso para el crecimiento de
Thraustochytrium y Schizochytrium en un medio sin cloruro (< 3 g/l) que contiene sales sddicas (por ejemplo, sulfato
sodico). El medio sin cloruro da como resultado tamafios de agregado celular inferiores a 150 um. El proceso
desvelado produce microorganismos y extractos que son Uutiles en productos alimenticios para acuicultura. Algunos
componentes adicionales de los productos alimenticios incluyen harina de semillas de lino, de semillas de colza, de
semilla de soja, y de aguacate. Los microorganismos pueden producir hasta 1,08 g de acidos grasos omega-3 por
litro de medio al dia. La divulgacion ‘567 describe adicionalmente diversos medios de, que incluyen agua de mar,
glucosa (1, 3, 5, o 10 g/l), extracto de levadura (0,01, 0,2, 0,4 y 5 g/l), puentes de nitrégeno regionales tales como
hidrolizado de proteina (1 g/l), extracto de higado (1 g/l), glutamato (5 g/l), glutamato monosédico (MSG) (3 gfl), y
sales adicionales, vitaminas traza y minerales (por ejemplo, KH2PO4, MgSQs, y extracto de gelatina).

[0056] La Patente de Estados Unidos n.° 6.582.941 de Yokochi et al. desvela una especie de Schizochytrium, cepa
SR21 y otra cepa de Schizochytrium que pertenece a la misma especie que tiene la capacidad de producir
fracciones de acido graso que tienen una concentracion elevada de DHA omega-3 y/o DPA omega-6 y una
concentracion baja de EPA. Ademas, se desvelan métodos para cultivar tales microorganismos y aislar cables
acidos grasos. El medio usado contiene sal marina, extracto de levadura (0,2, 1,0, o 10 g/l), agua de macerado de
maiz (0,5, 1,0, o 10 g/l), glucosa (10-120 g/l), ademas de sales adicionales (por ejemplo, NH4sOAc, fosfatos). Las
composiciones de acido graso contienen de aproximadamente un 15 a un 20 % de DHA en peso de biomasa
(aproximadamente un 28 % en peso de acido graso total). Las composiciones se pueden usar en productos
alimenticios (por ejemplo, leche infantil).

[0057] La Patente de Estados Unidos n.° 6.607.900 de Bailey et al. desvelaba un proceso para el crecimiento de
microorganismos eucariotas (por ejemplo, 20888 de la ATCC de Schizochytrium sp.) que son capaces de producir al
menos un 20 % su biomasa como lipidos poliinsaturados (en particular acidos grasos omega-3 y -6). El proceso
implica el cultivo de los microorganismos en un medio que contiene una fuente de carbono y nitrogeno. También se
desvela el uso de niveles bajos de oxigeno disuelto (inferiores a un 3 %) y bajos niveles de i6n cloruro (inferiores a
3 g/l) para aumentar la produccion. Los microorganismos tienen una tasa de produccion de lipido de al menos
0,5 g/l/h. La fraccion lipidica es de un 15 a un 20 % de DHA en peso de biomasa (aproximadamente un 35 % en
peso de los ésteres de metilo del acido graso total).
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[0058] La publicacion de Estados Unidos n.° 2004/0161831 de Komazawa et al, desvela una cepa de
Thraustochytrium (LEF1; numero de registro FERM BP-08568 en el Institute of Bioscience and Human-Technology
Agency of Industrial Science and Technology, Japén) que tiene la capacidad de producir DHA. Mediante cultivo en
medios convencionales, el microorganismo puede producir aceite con al menos un 50 % en peso de DHA. El aceite
se puede tratar con una lipasa antes del aislamiento de DHA. El aceite se puede usar en alimentos o bebidas o el
DHA se puede hidrolizar para producir acido behénico.

1. Acidos grasos

[0059] Los acidos grasos son cadenas de hidrocarburo que terminan en un grupo carboxilo, que se denominan
insaturados si contienen al menos un doble enlace carbono-carbono, y poliinsaturados cuando contienen multiples
enlaces de este tipo. Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA) o acidos grasos altamente
insaturados (HUFA), se pueden dividir en las series (n-3) y (n-6) como resultado de la colocacion de estos dobles
enlaces. Existe una evidencia cientifica abrumadora de los acidos grasos altamente insaturados (n-3) tales como
DHA tienen un efecto positivo en enfermedades cardio-circulatorias, inflamacién crénica y trastornos cerebrales. Por
otro lado, los acidos grasos (n-6) se han observado como metabolitos intermedios dentro de los esteroides de
eicosanoides, tales como prostaglandinas, leucotrienos o similares.

[0060] Los acidos grasos poliinsaturados pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 dobles y/o triples enlaces
carbono-carbono. Por ejemplo, los acidos grasos poliinsaturados pueden comprender 3-8, 4-7, o 5-6 dobles y/o
triples enlaces carbono-carbono.

[0061] En la actualidad, la fuente principal de estos acidos grasos altamente insaturados es el pescado, con EPA 'y
DHA observados dentro de diversas especies de pescados (tales como sardinas, anchoas, sardinas y atun) en
cantidades de aproximadamente un 20 % y un 10 %, respectivamente. Ademas, si se pretende usar aceite de
pescado como la Unica fuente de estos lipidos, en varias desventajas, tales como problemas con contaminacion del
sabor, fluctuaciones de disponibilidad incontrolables, variabilidad natural del contenido de aceite de pescado, asi
como el potencial de acumular contaminantes ambientales nocivos si no se procesa de forma correcta. Ademas, si
se pretende obtener un aceite (n-3) o (n-6) altamente purificado a partir de dichas fuentes, es muy dificil separar y
purificar preferentemente los aceites deseados sin un procesamiento extenso. De forma especifica, esta disponible
un gran mercado dentro del mercado de los suplementos neonatales para una forma altamente concentrada de
DHA. Si el aceite de pescado fuera la fuente de dichos productos, entonces el DHA se tendria que aislar
preferentemente en grandes cantidades a partir del EPA. Claramente, se necesita una fuente alternativa de fuente
altamente purificada y de produccion/o fuente a medida del cliente de estos acidos grasos altamente insaturados.
Una fuente de este tipo es el uso de antagonistas de produccion de acido graso que influye directamente en la ruta
metabolica del lipido o los asociados con la produccion de acidos grasos, tales como la ruta de carotenoides que se
produce en paralelo con lipidos por sus propiedades antioxidantes en microbios que producen aceite.

[0062] Shirasaka et al. (2005) Mycoscience 46: 358-363 usaron tanto cianocobalamina como acido p-toluico para
modificar la composicion de acidos grasos de SR21 de Schizochytrium limacinum, mediante la regulacién positiva de
la metilmanoil-CoA mutasa dependiente de cobalamina responsable de la conversiéon del acido propiénico en acido
succinico en el caso de la cianocobalamina (un componente activo de la vitamina B12) y mediante reduccion de la
concentracion de DPA omega-6 y aumento de la concentracion de EPA de una manera dependiente de la dosis, con
respecto al suplemento con acido p-toluico.

[0063] Ademas de aceites de pescado, diversos microorganismos (principalmente marinos) son capaces de producir
y/o acumular la serie (n-3) del acido docosahexaenoico. De interés en particular es el hecho de que la produccion
microbiana no esta sometida a fluctuaciones causadas por variables externas tales como estacionalidad, clima y
suministro de alimentos. Por ejemplo, se sabe que los siguientes microbios que producen aceite tienen la capacidad
de producir DHA: la bacteria Vibrio marinus obtenida en aguas profundas (ATCC 15381), T3615 de Vibrio sp., SS9
de Photobacterium profundum, MP-1 de Mortierella marina 'y Psychromonas kaikoae (ATCC BAA-363T); especies de
microalgas tales, Crypthecodinium cohnii, Ciclotella cryptica, y Mortieralla alpina (1S-4); y los protistas
Thraustochytrium sp. (ATCC 20892), Thraustochytrium aureum (ATCC 34304) y Thraustochytrium roseum. De
acuerdo con un proceso que usa estos organismos y picados, sin embargo, la cantidad de acido araquidénico, acido
eicosapentaenoico, acido docosahexaenoico producida por gramo de biomasa por litro es baja, estando dentro del
intervalo de 10 a 500 mg. En la Figura 5 se muestran algunos ejemplos y organismos microbianos que producen los
aceites representativos.

[0064] Se ha mostrado que los omega 3 tienen efectos beneficiosos y los aceites y composiciones desvelados en el
presente documento se pueden usar para efectos antiinflamatorios en fibrosis quistica (Cochrane Database Syst
Rev. 3), artritis reumatoide (Drugs 63: 845-53), asma (Ann Allergy Asthma Immunol 90: 371-7) y apoplejia trombdética
(Prev Cardiol 6: 38-1), agentes cardioprotectores, asi como un efecto directo en la arterioesclerosis y arritmia
(Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 63: 351-62), inhibicion de la proliferacion del cancer en lineas de células
de cancer de mama y prostata y reduccidon en experimentos animales (Am J Clin Nutr 77: 532-43), efecto
antipsicotico en la esquizofrenia (J Neural Transm Suppl 64: 105-17) y otras enfermedades psiquiatricas (Can J
Psychiatry 48: 195-203), suplemento inmunonutriente usado para desarrollo neonatal normal y en el tratamiento de
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infecciones neonatales (Eur J Pediatr 162: 122-8), y tratamiento del dolor patolégico mediante la atenuacion
directamente de los procesos neuronales y ganglionares que subyacen al dolor neuropatico e inflamatorio
(Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 68: 219-24).

2. Thraustochytriaceae
a) ONC-T18

[0065] Un ejemplo de un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite es el la cepa ONC-T18 del
microorganismo marino. La cepa ONC-T18 del microorganismo marino, como se desvela en el presente documento,
se recogié como parte de una cepa de aislamiento microbiano que produce PUFA, con mas de 60 cultivos puros
aislados (para detalles véase la tabla 7). Ademas, la cepa ONC-T18 se aislo de las hojas de hierbas de pantano
salado en el area de Advocate Harbor, Bahia de Fundy, nueva Escocia, Canada. A través de examenes
microscopicos, técnicas de purificacion de cultivo en serie, y técnicas de secuenciacion de ADN, se encontrd que la
cepa era un solo microorganismo perteneciente al género Thraustochytrium. Todas las cepas y dos cultivos de
comparacion de la ATCC (ATCC 20891 y MYA-1381) se cultivaron en glucosa al 0,5 %, peptona al 0,2 %, extracto
de levadura al 0,2 % en agua marina (SW) y se someti6 a analisis de cromatografia de gases (éster de metilo del
acido graso, FAME).

[0066] La Figura 6 muestra un diagrama de arbol ramificado, filogenético propuesto de la relacion entre ONC-T18, y
otros miembros del orden Labyrinthulida, basandose en la comparacion de secuencias obtenidas a través del uso del
gen del ARN ribosémico de 18S altamente conservado.

[0067] La Figura 4 muestra un arbol filogenético desarrollado usando técnicas de analisis Neighbour-Joining y
Bootstrap para determinar la relacion de ONC-T18 con otros miembros de la familia Thraustochytriidae, usando de
nuevo el gen del ARN ribosémico de 18S secuenciado directamente y comparando con otras secuencias dentro del
dominio publico que usando similitud de matrices.

[0068] La cepa ONC-T18 se aisld originalmente usando técnicas clasicas de cebo de polen de pino, seguido de
cultivo en medio selectivo. De forma especifica, se prepard un medio de nutrientes que contenia 5 g " de glucosa,
2g " de peptona, 2 g I'" de extracto de levadura a 1 | de agua de mar filtrada con un filtro de 0,2 um. El perfil de
acido graso de ONC-T18 se determind a continuacion usando el método de extraccion de Bligh y Dyer y técnicas de
cromatografia de gases para PUFA. Los resultados de cromatografia demostraron la capacidad de esta cepa para
producir cantidades crecientes de acidos grasos totales (TFA), DHA, asi como cantidades notables de EPA y DPA
(acidos grasos tanto n-3 como n-6).

[0069] Los microbios que producen aceite desvelados, incluyendo ONC-T18, se pueden usar en un proceso para
preparar un lipido o grasa que contiene DHA, EPA y DPA, pero no limitados a las cepas de ONC-T18 o PTA-6245
mencionadas anteriormente, ni a cualquier derivacion de dicha cepa ya sea a través de modificacion genética,
mutagénesis quimica, adaptacion fermentativa o cualquier otro medio para producir mutantes de la cepa, con lo que
el producto de estas modificaciones tiene caracteristicas genéticas, morfolégicas y/o funcionales tales como las de
los microbios que producen aceite, como se desvela en el presente documento.

[0070] Se desvelan microbios que producen aceites que pueden producir una composicion lipidica que tiene
propiedades de clase lipidica distintivas, y la solucion al problema del mantenimiento de una fuente estable, fiable y
econdmica para un lipido de este tipo que tiene una funcionalidad elevada y un valor adicional de acuerdo con el
mismo. Por lo tanto, en el presente documento se desvelan cepas de tipo silvestre que producen la serie (n-3) de
DHA y la serie (n-6) de DPA hasta un mayor grado asi como cepas variantes y recombinantes disefiadas para
producir estos acidos grasos poliinsaturados hasta un mayor grado. Tales microorganismos variantes o
recombinantes incluyen los disefiados para que tengan un contenido mas elevado de dichos lipidos que los
producidos con la cepa de tipo silvestre original, cuando se cultiva usando las mismas condiciones y medios.
Ademas, también se incluyen los microorganismos disefiados para producir un contenido de lipido con cantidades
similares de la serie (n-3) de DHA, EPA y la serie (n-6) de DPA que se pueden seleccionar, en comparacion con las
cepas correspondientes de tipo silvestre, usando de forma eficaz sustratos que tienen un rendimiento de coste
superior.

[0071] También se desvelan composiciones que comprenden microbios que producen aceite del orden
Thraustochytriales en las que el microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite produce acidos grasos
insaturados. Los acidos grasos poliinsaturados pueden ser, por ejemplo, acidos grasos omega-3 u omega-6, tales
como DHA y DPA.

[0072] También se desvelan composiciones que comprenden uno o mas microbios que producen aceite del orden

Thraustochytriales en las que el microbio(s) que produce aceite produce acidos grasos especificos cuando su
crecimiento se suplementa con antagonistas de produccion de acido graso.
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[0073] También se desvelan composiciones que comprenden uno o mas microbios que producen aceite del orden
Thraustochytriales en las que el microbio(s) que produce aceite produce cantidades elevadas de acidos grasos
insaturados especificos, por ejemplo acidos grasos omega-3, tales como EPA suplementando medios fermentativos
convencionales con uno o mas antagonistas de produccion de acido graso. El uso del acido oleico de esta manera
se ilustra en la Figura 9y en el ejemplo 14(c).

[0074] Se desvelan composiciones que comprenden un microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite, en
las que la composicién produce un lipido.

[0075] También se desvelan composiciones que comprenden un microbio(s) que produce aceite, en las que la
composicion produce un lipido, en la que el lipido comprende un lipido como se desvela en el presente documento.

[0076] También se desvelan composiciones que comprenden uno o mas microbios que producen aceite del orden
Thraustochytriales en el que el microbio(s) que produce aceite produce compuestos cetocarotenoides. Los
compuestos cetocarotenoides incluyen, pero no se limitan a, carotenoides y xantdfilas, tales como B-caroteno y
astaxantina.

[0077] Los carotenoides son compuestos solubles lipidicos que se producen de forma natural, sintetizados a partir
del precursor omnipresente pirofosfato de isopentenilo Cs, y su isémero estructural pirofosfato de dimetilalilo. Los
carotenoides forman un grupo de compuestos altamente diverso, abundante. Dentro de este grupo de compuestos,
existen dos clases, los carotenoides del hidrocarburo, carotenos, y derivados oxigenados de carotenos, xantofilas.

[0078] Los carotenoides también son uno de los grupos mas abundantes y diversos de compuestos de origen
natural en la tierra, que son responsables de la energia del mundo en el que vivimos. Tradicionalmente, los
carotenoides se han usado en las industrias alimentarias, de comida y de agentes nutracéuticos. Se producen en
todas partes con organismos fotosintéticos, que incluyen cianobacterias, pero también se extienden ampliamente
entre bacterias y hongos no fotosintéticos (Goodwin, The Biochemistry of Carotenoids. New York: Chapman y Hall
(1980)). Aunque los carotenoides se clasifican como metabolitos secundarios, se sabe que son vitales para el
crecimiento y la fotosintesis de las plantas. Los carotenoides también son esenciales para muchos organismos
superiores, incluyendo los seres humanos, muchos de los cuales no son capaces de sintetizar estos compuestos.
Por lo tanto, la ingesta dietética es la unica fuente de carotenoides para muchos organismos. Como resultado de la
investigacion en fuentes dietéticas, y el consumo real de carotenoides, en los ultimos afios se ha producido mucho
interés. En 2006, se calculé que el mercado global de carotenoides tenia una importancia de aproximadamente
954,7 millones de dolares americanos, con expectativas de argumento para esto a 1069,2 millones de ddlares
americanos en 2010 (Carotenoids: A Global Strategic Business Report, 2006).

[0079] Un papel de los carotenoides dietéticos es el de un precursor de la vitamina A (retinoides). La deficiencia de
vitamina A esta significativa que es la causa principal de ceguera evitable en nifios, aunque también aumenta los
riesgos de enfermedad y muerte por infecciones graves (OMS). Como antioxidantes dietéticos, los carotenoides
tales como B-caroteno, licopeno, astaxantina, cantaxantina y luteina, presentan actividades anticancer significativas,
y desempefian un papel importante en la prevencion de enfermedades cronicas (Edge, B-Biology 4, 41, 189-200
(1997); Singh, Oncology-New York, 12, 1643 (1998); Smith, British Journal of Biomedical Science, 55, 268-275
(1998)). Ademas, el consumo de grandes cantidades de carotenoides se ha relacionado con la reduccion de
apariciones de enfermedades degenerativas tales como degeneracién macular relacionada con la edad, la causa
principal de ceguera relacionada con la edad, asi como algunos canceres y enfermedad cardiaca crénica (Basu,
JAOCS, 78 (7), 665-675 (2001); Mares-Periman et al., J Nutr, 132 (3), 518S-524S (2002)).

[0080] Debido a su estructura principal de dobles enlaces conjugados, los carotenoides son antioxidantes bioldgicos
potentes que pueden absorber la energia excitada del oxigeno singlete en la cadena de carotenoide, conduciendo a
la degradacion de la molécula de carotenoide, pero evitando que se produzcan dafios en otras moléculas o tejidos
(Schagerl y Muller, J Plant Physiol 2005). Los carotenoides se pueden dividir en dos clases estructuralmente
distintas, los carotenos y xantdfilas. Los carotenos poseen una estructura principal de hidrocarburos, mientras que
las xantofilas contienen uno o mas grupos funcionales que contienen oxigeno (Armstrong y Hearst, Faseb J, 10 (2),
228-3 (1996); Armstrong, Annu Rev Microbiol, 51, 629-59 (1997)). Los carotenos son comunes para muchos
organismos, con un modo altamente conservado de biosintesis. Por otro lado, las Xantdfilas se producen por un
grupo pequefio de organismos. Los productos finales y las vias de sintesis a menudo son especificos de la especie.
De los Carotenoides, las xantofilas son las que atraen el mayor interés, de forma especifica B-caroteno, cantaxantina
y astaxantina. Con el B-caroteno demandando la porcién mas grande del mercado global, mientras que cantaxantina
y astaxantina dominan un 14,92 % y un 21,58 % del mercado, respectivamente (Carotenoids: A Global Strategic
Business Report, 2006).

[0081] Las xantdfilas incluyen diversos compuestos tales como los cetocarotenoides, equinenona y cantaxantina,
sintetizados mediante la adicion de uno o dos grupos carbonilo en las posiciones 4 y 4’ del anillo de B-inona del B-
caroteno, respectivamente. Una reaccion catalizada por la clase de genes se conoce de forma colectiva como genes
de la B-caroteno cetolasa. La B-critpoxantina y la zeaxantina también se clasifican como xantdfilas, se sintetizan
mediante la sustitucion directa de un atomo de hidrégeno en las posiciones 3 y 3’ del anillo de B-ionona del B-
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caroteno con un grupo hidroxilo (Tian y DellaPenna, Arch Biochem Biophys, 430 (1), 22-9 (2004)). Ademas, existe un
exceso de carotenoides ceto e hidroxilados combinados, tales como 3-hidroxiequinenona, 3’-hidroxiequinenona,
adonixantina, y adonirrubina. Todos los compuestos mencionados en el presente documento son compuestos
valiosos por su propio derecho con importantes propiedades, pero constituyen de forma significativa precursores
importantes para la biosintesis de la astaxantina. La astaxantina es el producto final de esta ruta, siendo tanto
hidroxilada, como cetolada en los carbonos 3, 3’ y 4,4’ de los anillos de B-ionona del esqueleto de 3-caroteno. La
ruta real a partir de B-caroteno a astaxantina no esta bien caracterizada, y puede demostrar que es especifica de la
especie (Tao et al., Metab Eng. (2006)).

[0082] También se desvelan composiciones que comprenden un microbio productor de aceitemicrobio productor de
aceite, en las que la composicién produce un antioxidante.

[0083] También se desvelan composiciones en las que el microbio productor de aceitemicrobio productor de aceite
comprende un miembro del orden Thraustochytriales.

[0084] También se desvelan composiciones en las que el microbio productor de aceite tiene una secuencia genética
de ARN ribosémico de 18S que tiene una identidad de al menos un 80 % con la SEQ ID NO: 1.

[0085] También se desvelan composiciones en las que el microbio productor de aceite tiene una secuencia genética
de ARN ribosémico de 18S que tiene una identidad de al menos un 80 % con el numero de registro DQ374149 de
GenBank.

[0086] Se entiende que se puede usar cualquier forma de caracterizacion descrita en el presente documento, tal
como mediante genética o con las firmas del lipido o mediante las clasificaciones para los microbios que producen
aceite para caracterizar a los microbios que producen aceite como se desvela en el presente documento. Los
microbios que producen aceite pueden comprender uno o mas microorganismos de la familia Thraustochytriaceae, y
algunos ejemplos son los numeros de registro 20888, 20889, 20890, 20891, 20892 y PTA-6245 de la ATCC. Existe
una diversidad de caracteristicas que se pueden usar con respecto a los organismos y los acidos grasos insaturados
o carotenoides que producen. Se entiende que estos se pueden usar en cualquier combinaciéon o permutacién para
definir un conjunto o conjuntos de organismos o aceites o antioxidantes, por ejemplo. Una caracteristica es la
clasificacion de los organismos por si mismos, la identificacion genética de los organismos, los perfiles de lipido y
antioxidante de los organismos, y las condiciones de crecimiento de los organismos, por ejemplo.

b) Clasificacion

[0087] Los microbios que producen aceite que se pueden usar en los métodos que se describen en el presente
documento pueden ser del filo Labyrinthulomycota. Los microbios que producen aceite pueden ser de la clase
Labyrinthulomycetes. Los microbios que producen aceite pueden ser de la subclase Thraustochytridae. Los
microbios que producen aceite pueden ser del orden Thraustochytriales. Los microbios que producen aceite pueden
ser de la familia Thraustochytriaceae. Los microbios que producen aceite pueden ser del género Thraustochytrium.
Los microbios que producen aceite pueden ser un Thraustochytrium sp. Los microbios que producen aceite pueden
ser Thraustochytrium aureum. Los microbios que producen aceite pueden ser Thraustochytrium roseum. Los
microbios que producen aceite pueden ser Thraustochytrium striatum. Los microbios que producen aceite pueden
ser del género Schizochytrium. Los microbios que producen aceite pueden ser Schizochytrium sp. Los microbios que
producen aceite pueden ser una versidon modificada de cualquiera de los microbios que producen los aceites
mencionados. Los microbios que producen aceite también pueden comprender cualquier miembro desconocido poco
aislado en la actualidad de dicha clase, su clase, orden, familia o género de procariotas. Una combinacion de
microbios que producen aceite puede ser cualquier combinacién de cualquier microbio productor de aceite
desvelado en el presente documento, que incluye uno o mas de Thraustochytrium sp., Schizochytrium sp.,
Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium striatum y Thraustochytrium roseum.

[0088] Los microbios que producen aceite de la familia Thraustochytriaceae pueden ser cualquiera de los
desvelados anteriormente. Los microbios que producen aceite pueden comprender el organismo que tiene el nUmero
de registro PTA-6245 de la ATCC.

c) Genética

[0089] Los microbios que producen aceite pueden tener la secuencia de ARNr de 18S de la SEQ ID NO: 1. Los
microbios que producen aceite pueden tener la secuencia de ARNr de 18S que se describe en el niumero de registro
DQ374149 de GenBank. El microbio productor de aceite puede tener una secuencia de ARNr de 18S que, por
ejemplo, tiene una homologia de aproximadamente un 90 %, o cualquier otra identidad desvelada en el presente
documento, con la SEQ ID NO: 1. El microbio productor de aceite puede tener una secuencia de ARNr de 18S que
se hibrida en condiciones rigurosas, o cualquier otra condicién como se desvela en el presente documento, a la SEQ
ID NO: 1, o0 a una porcién de la SEQ ID NO: 1.

[0090] La similitud/identidad de secuencias e hibridacion de acido nucleico de los acidos nucleicos de los
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organismos pueden ser como se describe en el presente documento. De forma especifica, la comparacion de la
SEQ ID NO: 1 con secuencias de acidos nucleicos encontradas en la base de datos gendémica, GenBank (Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica, Instituto Nacional de la Salud, Bethesda, MD, USA) usando el algoritmo
BLAST (Herramienta de Busqueda Basica de Alineamiento Local) identificado en la SEQ ID NO: 1 como la mas
relacionada (similitud de un 91 %) con varias especies de Traustoquitridos eucariotas, muy relacionados con CHN-1
[AB126669] de Thraustochytrium sp. (similitud de un 94,5 %) y N1-27 [AB073308] de Thraustochytriidae sp. (similitud
de un 95,5 %), y la mas relacionada con [AF265338] de Thraustochytrium striatum (similitud de un 97,5 %).

3. Plantas

[0091] Los antagonistas de produccion de acido graso también se pueden usar para influir en las proporciones de
produccion de aceite en plantas que producen aceite, incluyendo especies tanto transgénicos como de origen natural
de incluyendo cultivos representativos tales como colza, linaza, soja y girasol. Algunos métodos de incorporacién de
dichos antagonistas incluyen, por ejemplo, riego en zonas que rodean a las plantas para incorporacion en las plantas
a través de su sistema radiculares, adicion como un principio activo en pulverizaciones para incorporacién directa en
las células de las plantas. Ademas también se puede considerar un método eficaz la inmersion directa, vaporizacion
o inyeccion de estos compuestos en las células de la planta a través de cualquiera de los estomas o por via
subcutanea.

4. (1) Similitudes de secuencias

[0092] Como se discute en el presente documento, se entiende que el uso de los términos homologia e identidad se
refieren a lo mismo que similitud. Por lo tanto, por ejemplo, si el uso del término homologia se usa entre dos
secuencias no naturales, se entiende que no es necesario indicar una relacién evolutiva entre estas dos secuencias,
sino mas bien buscar la similitud correlacion entre secuencias de acidos nucleicos. Muchos de los métodos para
determinar la homologia entre dos moléculas relacionadas en forma evolutiva se aplican de rutina a cualquiera de
dos o mas acidos nucleicos o proteinas con la finalidad de medir la similitud de secuencias independientemente de
de si se relacionan o no de forma evolutiva.

[0093] En general, se entiende que una forma de definir cualquier variante y derivado conocido por los que pueden
aparecer, de los genes y proteinas desvelados en el presente documento, es a través de la definicion de las
variantes y derivados en términos de homologia con respecto a secuencias conocidas especificas. Esta
identificacion de secuencias en particular desveladas en el presente documento también se discute en cualquier
parte en el presente documento. En general, las variantes de acidos nucleicos y proteinas desveladas en el presente
documento por lo general tienen una homologia de aproximadamente un 50, 55, 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, o un 99 por ciento con respecto a
la secuencia o la secuencia narrativa indicadas. Los expertos en la materia entienden rapidamente como determinar
la homologia de dos proteinas o acidos nucleicos, tales como genes. Por ejemplo, la homologia se puede calcular
después del alineamiento de las consecuencias de modo que la homologia se encuentra en su nivel mas elevado.

[0094] Otra forma de calcular la homologia puede ser con algoritmos publicados. El alineamiento éptimo de las
secuencias para comparacion se puede realizar con el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Adv. Appl.
Math. 2: 482, 1981, con el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443,
1970, con la busqueda con el método de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988,
con implementaciones informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de
Software de Genética de Wisconsin, Grupo de Informatica Genética, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
inspeccion.

[0095] Los mismos tipos de homologia se pueden obtener parasitos nucleicos por ejemplo mediante los algoritmos
desvelados en Zuker, M. Science 244: 48-52, 1989, Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 7706-7710, 1989,
Jaeger et al. Methods Enzymol. 183: 281-306, 1989. Se entiende que por lo general se puede usar cualquiera de los
métodos y que, en ciertos casos, los resultados de estos diversos métodos pueden diferir, pero el experto en la
materia entiende que si la identidad se encuentra con al menos uno de estos métodos, se diria que las secuencias
tienen la identidad indicada, y se desvelan en el presente documento.

[0096] Por ejemplo, como se usa en el presente documento, una secuencia mencionada como con un porcentaje de
homologia en particular con respecto a otra secuencia se refiere a secuencias que tienen la homologia mencionada
tal como se calcula con uno cualquiera o mas de los métodos de calculo que se han descrito anteriormente. Por
ejemplo, una primera secuencia tiene una homologia de un 80 por ciento, como se define en el presente documento,
con respecto a una segunda secuencia si la primera secuencia se calcula para que tenga una homologia de un 80
por ciento por respuesta la segunda secuencia usando el método de calculo Zuker incluso si la primera secuencia no
tiene una homologia de un 80 por ciento con respecto a la segunda secuencia tal como se calcula con cualquiera de
los otros métodos de calculo. Como otro ejemplo, una primera secuencia tiene una homologia de un 80 por ciento,
como se define en el presente documento, con respecto a una segunda secuencia si la primera secuencia se calcula
para que tenga una homologia de un 80 por ciento con respecto a la segunda secuencia usando tanto el método de
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calculo de Zuker como el método de calculo de Pearson y Lipman incluso si la primera secuencia no tiene una
homologia de un 80 por ciento con respecto a la segunda secuencia como se calcula con el método de calculo de
Smith y Waterman, el método de calculo de Needleman y Wunsch, el método de calculo de Jaeger, o cualquiera de
los otros métodos de calculo. Aun con otro ejemplo, una primera secuencia tiene una homologia de un 80 por ciento,
como se define en el presente documento, con respecto a una segunda secuencia si la primera secuencia se calcula
para que tenga una homologia de un 80 por ciento con respecto a la segunda secuencia usando cada uno de los
métodos de calculo (aunque, en la practica, los diferentes métodos de calculo a menudo dan como resultado
diferentes porcentajes de homologia calculados).

(2) Hibridacion/hibridacion selectiva

[0097] EI término hibridacion por lo general se refiere a una interaccion dirigida por secuencia entre al menos dos
moléculas de acido nucleico, tal como un cebador o una sonda y un gen. Interaccion dirigida por secuencia se refiere
a una interaccion que se produce entre dos nucleétidos o analogos de nucleétido o derivados de nucleétido de una
manera especifica del nucledtido. Por ejemplo, G que interacciona con C o A que interacciona con T son
interacciones dirigidas por secuencia. Por lo general, las interacciones dirigidas por secuencia se producen en la
cara de Watson-Crick o en la cara de Hoogsteen del nucledtido. La hibridaciéon de los acidos nucleicos se realiza
mediante una serie de condiciones y parametros conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, las
concentraciones de sal, pH, y temperatura de la reaccion todas influyen en si se iniciaran dos moléculas de acido
nucleico.

[0098] Los expertos en la materia conocen bien los parametros para hibridacion selectiva entre dos moléculas de
acido nucleico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las condiciones de hibridacion selectivas se pueden definir
como condiciones de hibridacién rigurosas. Por ejemplo, la rigurosidad de la hibridacién se controla tanto por la
temperatura como por la concentracion de sal de cualquiera o de ambas de las etapas de hibridacién y de lavado.
Por ejemplo, las condiciones de hibridacidon para conseguir hibridacion selectiva pueden implicar la hibridacion en
una solucién de fuerza ionica elevada (SSC 6x o SSPE 6x) a una temperatura que es aproximadamente 12-25 °C
inferior a la T (la temperatura de fusion a la que la mitad de las moléculas se disocian de sus asociados de
hibridacién) seguido de lavado a una combinacion de temperatura y concentracion de sal elegida de modo que la
temperatura de lavado sea aproximadamente 5-20 °C inferior a la T,. Las condiciones de temperatura y de sal se
pueden determinar facilmente de forma empirica en experimentos preliminares en los que las muestras de ADN de
referencia inmovilizado en filtros se hibridan a algun acido nucleico etiquetado de interés y a continuacion se lavan
en condiciones de diferente rigurosidad: las temperaturas de hibridacién por lo general son mas elevadas para
hibridaciones de ADN-ARN y de ARN-ARN. Las condiciones se pueden usar como se ha descrito anteriormente para
conseguir rigurosidad, o como se conoce en la técnica. (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22
Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989; Kunkel et al. Methods Enzymol. 154: 367,
1987. Una condicion de hibridacion rigurosa preferente para una hibridacion de ADN:ADN puede ser a
aproximadamente 68 °C (en solucién acuosa) en SSC 6x o SSPE 6x seguido de lavado a 68 °C. La rigurosidad de la
hibridacion y del lavado, si se desea, se puede reducir en consecuencia a medida que el grado de
complementariedad deseado disminuye, y adicionalmente, dependiendo de la riqueza de G-C o A-T de cualquier
zona en la que se busca variabilidad. De forma analoga, la rigurosidad de la hibridacién y del lavado, si se desea, se
puede aumentar en consecuencia a medida que la homologia deseada aumenta, y adicionalmente, dependiendo de
la riqueza de G-C o A-T de cualquier zona en la que se desea homologia elevada, todo como se sabe en la técnica.

[0099] Otra forma de definir la hibridacion selectiva es mirando la cantidad (porcentaje) de uno de los acidos
nucleicos unido al otro acido nucleico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las condiciones de hibridacion
selectivas se deberian producir cuando al menos aproximadamente, 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 por ciento del acido nucleico limitante
esta unido al acido nucleico no limitante. Por lo general, el celador no limitante esta en un exceso de, por ejemplo, 10
0 100 o 1000 veces. Este tipo de ensayo se puede realizar en condiciones en las que tanto el cebador limitante
como en una limitante estan, por ejemplo, 10, 100 o 1000 veces por debajo de su kg, 0 cuando solamente una de las
moléculas de acido nucleico es 10, 100 o 1000 veces o cuando una o ambas moléculas de acido nucleico estan por
encima de su kg.

[0100] Otra forma de definir la hibridacion selectiva es mirando el porcentaje de cebado que se manipula de forma
enzimatica en condiciones en las que se requiere hibridaciéon para estimula la manipulaciéon enzimatica deseada. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, las condiciones de hibridacion selectiva serian de al menos aproximadamente,
50, 55, 60, 65, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100 por ciento del cebado que se manipula de forma enzimatica en condiciones que estimulan la
manipulaciéon enzimatica, por ejemplo, si la manipulacion enzimatica es extensién de ADN, entonces las condiciones
de hibridacion selectiva serian aquellas en las que al menos aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 por ciento de las
moléculas de cebador se extienden. Algunas condiciones preferentes también incluyen las sugeridas por el
fabricante o las indicadas en la técnica como apropiadas para la realizaciéon de manipulacién enzimatica.

[0101] Al igual que con la homologia, se entiende que en el presente documento existe una diversidad de métodos
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desvelados para la determinacién del nivel de hibridacion entre dos moléculas de acido nucleico. Se entiende que
estos métodos y condiciones pueden proporcionar diferentes porcentajes de hibridacion entre dos moléculas de
acido nucleico, pero, a menos que se indique de otro modo, satisfaciendo los parametros de cualquiera de los
métodos seria suficiente. Por ejemplo, si fuera necesaria una hibridacion de un 80 % y siempre y cuando la
hibridaciéon se produzca dentro de los parametros requeridos en cualquiera de estos métodos, se considera
desvelada en el presente documento.

[0102] Se entiende que los expertos en la materia entienden que si una composicién o método satisface uno
cualquiera de estos criterios para la determinacion de hibridacién ya sea de forma colectiva o de forma individual, se
trata de una composicién o método que se desvela en el presente documento.

d) Composicion de las moléculas producidas

[0103] Se entiende que los microbios que producen aceite desvelados en el presente documento son capaces de
producir un nimero de compuestos y composiciones. Los compuestos y composiciones se pueden usar como una
firma, una forma de identificar a los microbios que producen aceite. Por ejemplo, una forma de caracterizacion de un
microbio productor de aceite es mediante el perfil lipidico que produce el microbio productor de aceite. Como se
desvela en el presente documento, estos diversos perfiles lipidicos se pueden usar para caracterizar microbios que
producen aceite asi como para su purificacion, manipulacion, y recogida por una diversidad de razones.

(1) Lipidos

[0104] Se entiende que cada microbio productor de aceite puede producir algun perfil de acidos grasos insaturados,
como sedes de la en el presente documento. Estos perfiles son caracteristicos de los microbios que producen aceite.
A continuacioén se presentan algunos ejemplos de perfiles lipidicos insaturado y de otros lipidos para los microbios
que producen aceite.

[0105] EI microbio productor de aceite puede producir, por ejemplo, una fraccion lipidica o de acido graso de al
menos aproximadamente un 4 % en peso a un 6 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 5 % en peso), que
comprende de aproximadamente un 0 % en peso a aproximadamente un 2 % en peso de acido miristico (por
ejemplo, aproximadamente un 1 % en peso), de aproximadamente un 16 % en peso a aproximadamente un 20 % en
peso (por ejemplo, aproximadamente un 18 % en peso) de acido palmitico, de aproximadamente un 0 % en peso a
aproximadamente un 2 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 1% en peso) acido palmitoleico, de
aproximadamente un 4 % en peso a aproximadamente un 8 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 6 % en
peso) de acido estearico, de aproximadamente un 30 % en peso a aproximadamente un 34 % en peso (por ejemplo,
aproximadamente un 32 % en peso) de acido oleico, de aproximadamente un 40 % en peso a aproximadamente un
44 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 42 % en peso) de acido linoleico, y de aproximadamente un 0 %
en peso a aproximadamente un 3 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 2 % en peso) de EPA n-3 por
biomasa celular seca.

[0106] EI microbio productor de aceite también puede producir, por ejemplo, a una fraccion lipidica o de acido graso
de al menos aproximadamente un 1 % en peso a un 3 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 1,25 % en
peso), que comprende de aproximadamente un 2 % en peso a aproximadamente un 4 % en peso (por ejemplo,
aproximadamente un 3 % en peso) de acido miristico, de aproximadamente un 50 % en peso a aproximadamente un
60 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 55 % en peso) de acido palmitico, de aproximadamente un 2 % en
peso a aproximadamente un 4 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 3 % en peso) de acido palmitoleico, de
aproximadamente un 16 % en peso a aproximadamente un 20 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 18 %
en peso) de acido estearico, de aproximadamente un 9 % en peso a aproximadamente un 13 % en peso (por
ejemplo, aproximadamente un 11 % en peso) de acido oleico, de aproximadamente un 1% en peso a
aproximadamente un 3 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 2 % en peso) de acido eicosadienoico, y de
aproximadamente un 6 % en peso a aproximadamente un 10 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 8 % en
peso) de EPA n-3 por biomasa celular seca.

[0107] El microorganismo eucariota, por ejemplo, tal como ONC-T18, puede producir al menos aproximadamente un
30 % en peso, un 40 % en peso, un 50 % en peso, un 60 % en peso, un 70 % en peso o un 80 % en peso (por
ejemplo, aproximadamente un 80 % en peso) de una composicion lipidica por biomasa celular seca. Por ejemplo, el
microbio productor de aceite puede producir una composicion lipidica que comprende de aproximadamente un 25 %
a aproximadamente un 40 % de un acido graso omega-3, tal como DHA n-3, (por ejemplo, al menos un 15 %, 20 %,
25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % o un 60 % en peso), y de aproximadamente un 0 % a aproximadamente
un 3 % del acido graso omega-3, EPA, (por ejemplo, al menos un 1 % o un 2 % en peso) y de aproximadamente un
4 % a aproximadamente un 12 % de un acido graso omega-6, tal como DPA n-6, (por ejemplo, al menos un 4 %,
5%, 6 %, 7%, 8 %, 9%, oun 10 % en peso).

[0108] Se entiende que la composicion del lipido producido por el microbio productor de aceite se pueden manipular
basandose en las condiciones de crecimiento en las que se multiplica el microbio productor de aceite. Cambiando
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diversos parametros, como se desvela en el presente documento, las composiciones se pueden manipular para
producir, por ejemplo, un mejor rendimiento de DHA, EPA o DPA. Por ejemplo, la manipulacién puede no producir
mas gramos reales, pero la manipulacion puede producir una mejor proporcién de DHA o DPA con respecto a EPA 'y
otros PUFA deseados, que debe ser deseable desde un punto de vista de la purificacién. Algunas condiciones
variables que se pueden usar para aumentar el rendimiento de DHA, EPA o DPA también se discuten en el presente
documento.

[0109] Se entiende que la composicion del lipido producido por el microbio productor de aceite se pueden manipular
basandose en la composiciéon del medio de crecimiento en la que se multiplica el microbio productor de aceite.
Cambiando tanto las proporciones como los tipos de fuentes de carbono con respecto a nitrégeno, la composicion
quimica de la salud usada y mediante la adicion de ciertos compuestos quimicos que influyen en la produccion de
acido graso, se pueden producir perfiles de acido grado especifico similares a los de los aceites de pescados
seleccionados. Por ejemplo, la manipulacién puede no producir mas gramos reales, pero la manipulacion puede
producir un perfil de TFA similar al de, por ejemplo, aceite de higado de bacalao, aceite de atin o de bonito o aceite
de pescado a 18:12 clasico.

[0110] En el presente documento se desvelan métodos para alterar las proporciones de acido graso producido por
microbios que producen aceite complementando la composicion del medio de crecimiento en la que se multiplica el
microbio productor de aceite con uno o mas antagonistas de produccion de acido graso. Las proporciones de acido
graso se pueden alterar con o sin alteracion del contenido total de acido graso del microbio productor de aceite. Por
ejemplo, la proporcion de aceites omega n-3 y/o n-6 con respecto a aceites omega n-9 se puede aumentar
complementando el medio de un microbio productor de aceite con un antagonista de produccion de acido graso.

[0111] También se desvelan métodos para alterar las proporciones de acido graso producidas por los microbios que
producen aceite sin alterar el contenido total de acido graso del microbio productor de aceite, complementando en la
composicion del medio de crecimiento en el que se multiplica el microbio productor de aceite con uno o mas
antagonistas de produccion de acido graso.

[0112] La Figura 1 nuestra un ejemplo de una ruta metabdlica para los diversos PUFA producidos por el
microorganismo eucariota desvelado, coherente con el seguimiento del metabolitos de éster de metilo del acido
graso. Algunas proteinas que se pueden identificar dentro de las rutas que, como se desvela en el presente
documento, son la policétido sintasa, usando por ejemplo, un primer estudio degenerativo, (Metz et al. (2001)
Science 293: 290-3 y Kaulmann y Hertweck (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 41: 1866-9). También se pueden
identificar algunas elongasas y desaturasas, usando por ejemplo una sonda de hibridacion y/o cebadores
degenerativos o dirigidos. También se pueden identificar algunas acido graso sintasas usando, por ejemplo, una
sonda de hibridacién y/o un cebador degenerativo.

5. Crecimiento y cultivo

[0113] Se realiz6 un estudio fenotipico en microplaca que incluia carbono; nitrégeno (nitrégeno peptidico); fosforo y
azufre; osmolitos, y pH.

[0114] Se usé un método de matriz ortogonal (Taguchi) para determinar las configuraciones de los medios y
variaciones optimas en la concentracion de nitrogeno, carbono y sal (Joseph J y Piganatiells JR (1998) IIE Trans, 20:
247-254).

[0115] Cuando se fermenta ONC-T18, se encontré6 que si se aumenta la agitacion o el dO,, se aumenta la
produccion de biomasa y de TFA pero disminuye la de DHA. Si se disminuye la agitacion o el dO,, disminuye la
biomasa celular (g) y disminuye TFA pero aumenta DHA y también se reduce C16:0, C16:1 y C18:1.

[0116] Si se aumenta la temperatura, se aumenta la produccidon de biomasa y de TFA pero disminuye DHA. Si se
disminuye la temperatura, disminuye la biomasa celular (g) y disminuye TFA pero aumenta DHA, pero se reduce
C16:0, C16:1y C18:1.

[0117] La biomasa celular derivada del microbio productor de aceite desvelado se puede obtener por inoculacion de
un medio de agua marina natural o artificial, que contiene de aproximadamente un 2 % a aproximadamente un
100 % de agua marina. Este microbio productor de aceite es capaz de usar diversos componentes nutricionales
dentro de este medio. Algunos ejemplos de una fuente de carbono usadas dentro del medio son carbohidratos tales
como glucosa, fructosa, dextrosa, lactulosa, galactosa, maltotriosa, maltosa, lactosa, glicégeno, gelatina, almidon (de
maiz o trigo) asi como derivados de azucar tales como acetato, m-inositol (derivado de agua de macerado de maiz),
acido galacturénico (derivado de pectina), L-fucosa (derivada de galactosa), gentiobiosa, glucosamina, a-D-glucosa-
1-fosfato (derivado de glucosa), celobiosa (derivada de celulosa), dextrina (derivada de maiz) y a-ciclodextrina
(derivada de almidon) y polioles tales como maltitol, eritritol, adonitol y acidos oleicos tales como glicerol y Tween 80
y amino azucares tales como N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-B-D-manosamina. Aunque
algunos ejemplos de una fuente de nitrégeno son fuentes de nitrégeno natural tales como peptona, extracto de
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levadura, extracto de malta y harina de pescado, o una fuente de nitrégeno organico tal como glutamato sddico, pero
no se limitan a los mismos. Ademas, si fuera necesario, como nutrientes traza se pueden usar fosfatos, tales como
fosfato potasico, y fosfato sddico, sales inorganicas tales como sulfato de amonio, bicarbonato sédico, ortovanadiato
sédico, bromato potasico, molibdato sédico, acido selenioso, sulfato de niquel, sulfato de cobre, sulfato de cinc,
cloruro de cobalto, cloruro de hierro, cloruro de manganeso y cloruro calcico, en combinacién con el compuesto de
quelacion, acido etilendiamintetraacético, sélo o en combinacion con vitaminas tales como clorhidrato de piridoxina,
clorhidrato de tiamina, pantotenato calcico, acido p-aminobenzoico, riboflavina, acido nicotinico, biotina, acido félico y
vitamina B12. Después de preparar el medio, el pH se ajusta entre 3,0 y 10,0 usando acido o base para ajustar,
cuando sea apropiado, por ejemplo entre pH 4,0 y 6,5, y el medio se esteriliza en autoclave, por ejemplo. El cultivo
se puede realizar de 1 a 30 dias, de 1 a 21 dias, de 1 a 15 dias, de 1 a 12 dias, de 1 a 9 dias, o preferentemente de
3 a 5 dias a temperaturas entre 4 y 30 °C, preferentemente de 18 a 28 °C, mediante cultivo con aireacion-agitacion,
cultivo con agitacion, cultivo estacionario, cultivo discontinuo, cultivo continuo, cultivo discontinuo o centrifugacion, o
cultivo ondulatorio, o similares.

[0118] Las siguientes condiciones son un ejemplo de condiciones que pueden permitir la produccion de un conjunto
de lipidos con rendimientos que permitan su uso con comodidad. La investigacion de las condiciones de cultivo para
ONC-T18 revelaron que el microbio productor de aceite desvelado en el presente documento crece bien en agua de
mar natural o artificial o en un medio que contiene una concentracion inferior a un 5 % de agua de mar natural o
artificial. Algunas fuentes de carbono y nitrégeno afiadidas al medio pueden ser las usadas convencionalmente como
se ha descrito anteriormente. La fuente de nitrdgeno ya sea de naturaleza natural u organica es relativamente igual y
la concentracion total de nitrdgeno dentro del medio se mantiene constante. Estas fuentes se afiaden al medio en
concentraciones estandar. Si estas condiciones se satisfacen, se produce poca influencia del contenido de lipido,
proporciones o la cantidad de DHA, DPA y EPA acumulados, como se desvela en el presente documento.

[0119] Para fermentacion de concentracion elevada de ONC-T18, es posible usar varios métodos para aumentar las
tasas tanto de biomasa celular como de produccién de lipido. Estos incluyen, el aumento de la concentracion tanto
de carbono, nitrégeno en el medio (a una proporcion entre 6:1 y 15:1, preferentemente entre 6:1 y 13:1 y a
temperaturas entre 4 y 30 °C, preferentemente de 18 a 28 °C) desde el intervalo de 5 g 1" a 60 g I hasta el intervalo
de 100 g I y 160 g I y desde el intervalo de 4 g Ma10 g I hasta el intervalo de 40 g I"a60 g I, respectivamente.
Usando este método, la proporcion de biomasa y lipido producidos también aumenta a tasas comparables. Ademas,
es posible aumentar la produccién de lipido a través del uso de aumento de fuentes de carbono desde el intervalo de
59 I" a 60 g I'" hasta el intervalo de 100 g I y 160 g I"", mientras que la fuente de nitrégeno permanece constante.
Ademas, es posible aumentar la produccién de biomasa a la vez que se mantiene el contenido de lipido, a través del
uso de cantidades crecientes de fuentes de nitrégeno desde el intervalo de 10 g I" a 60 g I"" mientras que la fuente
de carbono permanece constante. Ademas, la experimentacion ha determinado que la produccion de biomasa y
lipido aumenta en gran medida con el aumento de la agitacion desde el intervalo de 100 y 1000 rpm, mejor entre 350
y 600 rpm y de forma 6ptima entre 350 y 450 rpm, con solamente una disminucion minima del contenido de lipido y
ninguna disminucion de los perfiles de acido graso, con agitacion particularmente relevante en las etapas iniciales de
fermentacion heterotréfica. La experimentacion también ha determinado que la produccién éptima del lipido se
consigue cuando el contenido de oxigeno disuelto del medio de cultivo se mantiene entre 1y 10 %, de forma 6ptima
a un 5% durante la etapa de acumulacion del lipido de la fermentacién semicontinua clasica de estos
microorganismos (véase la Figura 8). Por ultimo, la adicion de acetato, elementos traza, metales y vitaminas al
medio de produccién (como se ha mencionado anteriormente) aumenta la produccion de DHA, EPA y DPA con
respecto a otros acidos grasos sin disminuir los valores totales de lipido.

[0120] Realizando la fermentacion heterotréfica como se ha descrito anteriormente, es posible producir biomasa
celular de forma coherente que produce un lipido que contiene la serie (n-3) de DHA en un cultivo de alta
concentracion de no menos de 5g y mas preferentemente no menos de 20 g/l de medio (véase la Figura 8).
Ademas, la experimentacion ha mostrado que la mayoria de estos lipidos se acumulan durante las etapas
exponencial/de transicion posteriores de cultivo, después de que se hayan alcanzado los niveles maximos de
biomasa. Ademas, durante el proceso de fermentacion, el contenido del lipido por lo general no se incluye por
debajo de un 25 % de la biomasa total, por lo general maximizandose a aproximadamente un 80 %. El cultivo en las
condiciones mencionadas anteriormente se puede realizar usando un fermentador de agitacion convencional.
También es posible usar fermentador de columna de burbujas (cultivos discontinuos o continuos), o un fermentador
ondulatorio.

[0121] La recogida de biomasa celular antes de su procesamiento para separacion del lipido se puede realizar
usando diversos métodos convencionales tales como centrifugacion (tal como centrifugas de eyeccion de sélido) o
filtracion (tal como filtracion de flujo cruzado) y también pueden incluir el uso de un agente de precipitacién para la
recogida acelerada de la biomasa celular (tal como fosfato sédico, cloruro calcico o poliacridamida).

a) Antagonistas de la Produccién de Acido Graso

[0122] El medio usado para cultivar los microbios que producen aceite desvelados también puede comprender
antagonistas de produccion de acido graso. Los antagonistas de la produccién de acido graso pueden ser
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subunidades de acido graso o moduladores de la ruta de acido graso. Por ejemplo, algunos antagonistas de
produccion de acido graso incluyen, pero no se limitan, acido oleico, cerulenina, acido toluico, curcumina,
ciclopropeno, galato de alquilo, galato de propilo, aceite de sésamo, aceite de cacahuete, aceite de colza,
piridazinona, norflurazén, difenilamina, setoxidim, y capsaicina.

[0123] Las expresiones "subunidad de acido graso" o "subunidades de acido graso", como se usan en el presente
documento, se refieren a los acidos grasos de 16, 18, 20, 22 o 24 carbonos implicados en la ruta metabdlica para la
produccién de los PUFA por los microbios que producen aceite desvelados. Por ejemplo, las "subunidades de acido
graso" pueden incluir cualquiera de los acidos grasos de 16, 18, 20, 22 o 24 carbonos que se muestran en la Figura
1.

[0124] Una "subunidad de acido graso" también se puede usar en el presente documento para hacer referencia a
cualquier acido graso de 16, 18, 20, 22 o 24 carbonos que tienen 1, 2, 3, 4, 5 0 6 y saturaciones implicadas en la ruta
metabdlica para la producciéon de los PUFA por los microbios que producen aceite desvelados. Ademas, algunas
realizaciones pueden incluir nimeros impares de carbonos en el acido graso, con o sin insaturaciones tales como
acidos grasos de 15, 17, 19 y 21 carbonos encontrados dentro de organismos marinos.

[0125] Los moduladores de la ruta de acido graso pueden ser compuestos capaces de inhibir una o mas de las
enzimas implicadas en la ruta metabdlica para la produccién de los PUFA por los microbios que producen aceite
desvelados. La inhibicién de una o mas de las enzimas implicadas en la ruta metabdlica para la produccién de los
PUFA por los microbios que producen aceite desvelados puede ser una inhibicién, a menos que se indique de otro
modo, de al menos un 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,
75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o un 100 %.

[0126] Un modulador de la ruta de acido graso puede ser un compuesto capaz de inhibir una o mas de las
desaturasas o elongasas implicadas en la ruta metabdlica para la produccion de los PUFA por los microbios que
producen aceite desvelados. Los moduladores de la ruta de acido graso también pueden ser compuestos capaces
de inhibir las fitona desaturasas, [3-caroteno C4-oxigenasas, acido graso sintasas o acetil CoA carboxilasas de los
microbios que producen aceite desvelados.

6. Aislamiento de Lipido

[0127] La Figura 2 muestra un perfil general de acido graso para un microbio productor de aceite desvelado. Las
Figuras 5-7 muestran contenido de biomasa (g/l), lipido (TFA) y DHA (todos en mg/g de biomasa) como una funcion
de la fermentacion en matraces de agitacion en una diversidad de fuentes de nitrdgeno tanto de forma individual
como en presencia de L-glutamato o extracto de levadura (YE), fuentes de carbono (de forma individual) o cultivos
suplementados (es decir, ademas de las fuentes tanto de nitrdgeno como de carbono mencionadas por toda la
memoria descriptiva) con diversos antioxidantes, fitohormonas o fuentes de carbono sencillas. Todos estos datos se
pueden usar para extraer caracteristicas especificas sobre los microbios que producen los aceites desvelados.

[0128] El contenido de grasa de la serie (n-3) de DHA, DPA, EPA y de la serie (n-6) de DPA se puede obtener
mediante la ruptura o alteracion de la biomasa celular recogida, por ejemplo, a través de molienda, ultrasonicacion, y
realizando a continuacion la extraccion con un disolvente tal como cloroformo, hexano, metanol, etanol o a través de
medios de extraccion con fluido supercritico. El contenido de la masa resultante que contiene la serie (n-3) de DHA 'y
la serie (n-6) de DPA por gramo de biomasa celular seca es preferentemente superior a 0,25 g y mas
preferentemente superior a 0,6 g.

[0129] Los microbios que producen aceite desvelados, incluyendo el microbio productor de aceite, ONC-T18, son
capaces de producir lipido obtenido de este modo, cualquiera de sus variantes y cualquier asociacién entre
miembros de la misma especie de microorganismos eucariotas con lo que el perfil lipidico es como sigue a
continuacion. El porcentaje de lipidos neutros puede ser de al menos un 95 % en peso de los lipidos totales. Por
ejemplo, la composicion de acidos grasos habitual para ONC-T18, en los lipidos neutros como sigue a continuacion:
15 % de acido miristico, 8 % de acido pentadecanoico, 35 % de acido palmitico, 7 % de acido palmitoleico, 1 % de
acido estearico, 2 % de acido oleico, 1 % de acido eicosapentaenoico, 6 % de acido docosapentaenoico y un 25 %
de acido docosahexaenoico. Después del suplemento del medio con uno o mas antagonistas de produccion de acido
graso, la proporcion total de aceites omega n-3 y omega n-6 tales como acido docosahexaenoico, acido
eicosapentaenoico y acido docosapentaenoico (tanto n-3 como n-6) con respecto a los aceites omega n-9 tales
como acido estearico se puede aumentar. Por ejemplo, la Figura 11 muestra cambios posibles en la proporcion de
aceites omega n-3 y omega n-6 en comparacion con un control en el que un antagonista de produccion de acido
graso no se afiade al medio. Otros ejemplos se pueden observar en las Figuras 12-15.

[0130] Los microbios que producen aceite desvelados, tales como ONC-T18, son capaces de producir lipido
obtenido de este modo, cualquiera de sus parientes y cualquier asociacion entre miembros de la misma especie de
microorganismos eucariotas por lo que el perfil lipidico es como sigue a continuacion. El porcentaje de mono, di y
triglicéridos en la fraccion lipidica neutra de ONC-T18 es de un 0 % a aproximadamente un 2 %, de un 0% a
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aproximadamente un 2 % y de un 96 % a aproximadamente un 100 %, respectivamente. Cuando la fraccion lipidica
polar comprende entre un 5% y aproximadamente un 10 % de la fracciéon lipidica, entonces comprende
fosfotidilcolina, fosfotidilserina y acido fosfotidico tanto unidos como no unidos a lipidos neutros.

[0131] Se entiende que estos lipidos se pueden encontrar en cualquier combinaciéon o permutacion dentro del
organismo. También se entiende que las concentraciones de estos lipidos se pueden manipular cambiando las
condiciones de crecimiento y las condiciones y composiciones del medio como se discute en el presente documento.

(1) Lipido como concentracion

[0132] Los microbios que producen aceite desvelados pueden producir una fraCC|on lipidica que comprende DHA n-
3, EPA y DPA n-6 en una cantidad superior o igual a aproximadamente 4,0 gI de medio. Los microbios que
producen aceite desvelados pueden producir una composmon lipidica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 en
una cantidad superior o igual a aproximadamente 20,0 g I'" de medio. Los microbios que producen aceite desvelados
pueden producir una comp08|0|on lipidica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 en una cantidad superior o igual
a aproximadamente 140 g " de medio. Los mlcroblos que producen aceite desvelados pueden producir de
aproximadamente 1 5g| a aproximadamente 5,0 gI (por ejemplo, aproximadamente 4,6 gI ) del DHA n-3, de
aproximadamente 0,5 g I a aproximadamente 1,5g I (por ejemplo, aproximadamente 0,22 g I’ ) del EPA n-3, y de
aproximadamente 0,5 gI a aproximadamente 1,5 gI del DPA n-6. Ademas, los microbios que producen aceite
desvelados pueden producir una fraccion lipidica que comprende los acidos miristico, miristoleico, pentadecanoico,
palmitico, palmitoleico, estearico, oleico, Ilnolelco elcosadlen0|co araquidonico, elcosapentaen0|co
docosahexanoico y docosapentaenoico entre 301,2 mg g y 360,3 mg g o incluso hasta 790 mg g de biomasa
celular. Los microbios que producen aceite desvelados también pueden producir una fraccion que comprende entre
443mg g’y 57mg g’ de acido mlrlstlco (de igual a 1134 5mgl’a 1458 1mgl™), de 0,5mgg'a065mgg’de
acido miristoleico (de igual a 13, 3 mg ! a 16,63 mg I’ ) de 33,5mg g' a 34,6 mg g” de acido pentadecanoico (de
igual a 856, 9 mg | a 885,1 mgI "), entre 121 9mg g’y 1651 mg g de acido palmltlco (de igual a 3118,2mg "
4223,3 mg I "), de 7,9mg g™ a 28,5 mg g de acido palmltolelco (de igual a 202,1 mg I"a729 mg I'"), de 4,38 mg g
a59mgg’de aC|do estearico (de igual a 112 mgI a 151 mgI "), de6,94mgg'a99mgg’ de aC|do oleico (de
|gual a 177 5mg| a 253,2 mgI ", de 0,4mg g” a1,3mg g’ de acido I|noIe|co (de |gual a 11,26 mgI a 33,3mg I'
"), de05mgg a1,0mgg deaC|doe|cosad|en0|co(de|guaIa 128mg| a256mg| "), de0,4mgg’a05mgg”
de acido araqmdonlco (de igual a 10,2mg 1" a 13 mg1™), de 75mg g” a 100 mg g™ de 4cido docosahexanoico gde
igual a 1918 mg 1" a 2560 mgI ", de 1,9 mg g'a6mg g’ de acido eicosapenatenoico (de |gual a 48,6 mgI
153,5mg ")y de 17,1 mg g” a 33,7 mg g de acido docosapentaenoico (de igual a 437, 4 mg 1" a 862, 1 mg ™), con
un contenldo total de aC|do graso total dentro de la biomasa celular entre 301 mg g y 790 mg g (de igual a
7700 mg 1" 220,209 mg I'").

[0133] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso,
setoxidim, puede cambiar la composicion del acido graso por ejemplo, de un 11,27 % a un 10,97 % de acido
miristico, de un 0,23 % a un 0,03 % de acido miristoleico, de un 3,92 % a un 5,5 % de acido pentadecanoico, de un
0,43 % a un 0,53 % de acido pentadecenoico, de un 45,57 % a un 40,52 % de acido palmitico, de un 11,63 % a un
9,18 % de acido palmitoleico, de un 1,16 % a un 1,49 % de acido margarico, de un 1,84 % a un 1,45 % de acido
estearico, de un 0,00 % a un 0,18 % de acido oleico, de un 2,89 % a un 2,48 % de acido vaccénico, de un 0,36 % a
un 0,2 % de acido araquidico, de un 0,12 % a un 0,00 % de acido eicosenoico, de un 0,38 % a un 0,14 % de acido
eicosadienoico, de un 0,14 % a un 0,10 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,13 % a un 0,20 % de acido
araquidodnico, queda un 0,00 % de acido eicosatrienoico, de un 0,26 % a un 0,37 % de acido eicosatetraenoico, de
un 0,38 % a un 0,78 % de acido eicosapentaenoico, queda un 0,00 % de acido behénico, de un 1,12 % a un 1,09 %
de acido heneicosapentaenoico, de un 0,20 % a un 0,00 % de acido docosadienoico, de un 0,16 % a un 0,00 % de
acido adrénico, de un 3,88 % a un 5,26 % de n-6 acido docosapentaenoico, de un 0,35 % a un 0,24 % de n-3 acido
docosapentaenoico, queda un 0,00% de acido lignocérico, de un 13,54 % a un 19,31 % de a&cido
docosahexaenoico, queda un 0,00 % de acido nervonico, y de un 0,27 % a un 0,20 % de acido hexacosanoico.

[0134] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso,
cerulenina, puede cambiar la composicién del acido graso por ejemplo, de un 11,10 % a un 11,03 % de acido
miristico, queda un 0,00 % de acido miristoleico, de un 3,84 % a un 3,23 % de acido pentadecanoico, de un 0,11 % a
un 0,10 % de acido pentadecenoico, de un 50,52 % a un 48,98 % de acido palmitico, de un 1,93 % a un 2,22 % de
acido palmitoleico, de un 0,85 % a un 0,74 % de acido margarico, de un 1,55 % a un 1,86 % de acido estearico, de
un 0,13 % a un 0,29 % de acido oleico, de un 0,93 % a un 1,24 % de acido vaccénico, de un 0,38 % a un 0,41 % de
acido araquidico, de un 0,00 % a un 0,19 % de acido eicosenoico, queda un 0,17 % de acido eicosadienoico, de un
0,15 % a un 0,20 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,16 % a un 0,30 % de acido araquiddnico, queda un
0,00 % de acido eicosatrienoico, de un 0,34 % a un 0,36 % de acido eicosatetraenoico, de un 0,72 % a un 1,17 % de
acido eicosapentaenoico, de un 0,10 % a un 0,11 % de acido behénico, de un 1,27 % a un 1,24 % de acido
heneicosapentaenoico, de un 0,13 % a un 0,14 % de acido docosadienoico, queda un 0,00 % de acido adrénico, de
un 5,47 % a un 5,83 % de n-6 acido docosapentaenoico, de un 0,16 % a un 0,23 % de n-3 acido docosapentaenoico,
queda un 0,00 % de acido lignocérico, de un 19,98 % a un 19,97 % docosahexaenoico acid, queda un 0,00 % de
acido nervonico, y de un 0,16 % a un 0,23 % de acido hexacosanoico.
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[0135] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso, acido
oleico, puede cambiar la composicion del acido graso por ejemplo, de un 24,46 % a un 1,38 % de acido miristico, de
un 0,03 % a un 0,00 % de acido miristoleico, de un 2,43 % a un 0,49 % de acido pentadecanoico, queda un 0,00 %
de acido pentadecenoico, de un 42,82 % a un 16,67 % de acido palmitico, de un 0,46 % a un 1,06 % de acido
palmitoleico, de un 0,31 % a un 0,28 % de acido margarico, de un 1,26 % a un 1,56 % de acido estearico, de un
0,15 % a un 25,36 % de acido oleico, de un 0,26 % a un 2,68 % de acido vaccénico, de un 0,36 % a un 0,00 % de
acido araquidico, queda un 0,00 % de acido eicosenoico, de un 0,06 % a un 0,51 % de acido eicosadienoico, de un
0,13 % a un 0,61 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,22 % a un 0,72 % de acido araquiddnico, queda un
0,00 % de acido eicosatrienoico, de un 0,27 % a un 0,00 % de acido eicosatetraenoico, de un 0,62 % a un 5,47 % de
acido eicosapentaenoico, de un 0,10 % a un 0,00 % de acido behénico, de un 1,01 % a un 0,20 % de acido
heneicosapentaenoico, de un 0,14 % a un 0,68 % de acido docosadienoico, de un 0,14 % a un 0,60 % de acido
adrénico, de un 5,85 % a un 7,58 % de n-6 acido docosapentaenoico, de un 0,14 % a un 0,39 % de n-3 acido
docosapentaenoico, queda un 0,00% de acido lignocérico, de un 18,77% a un 33,16 % de acido
docosahexaenoico, queda un 0,00 % de acido nervonico, y queda un 0,00 % de acido hexacosanoico.

[0136] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso, acido
oleico en combinacién con glucosa, puede cambiar la composicién del acido graso por ejemplo, de un 24,46 % a un
8,04 % de acido miristico, de un 0,03 % a un 0,00 % de acido miristoleico, de un 2,43 % a un 0,73 % de acido
pentadecanoico, queda un 0,00 % de acido pentadecenoico, de un 42,82 % a un 33,18 % de acido palmitico, de un
0,46 % a un 4,22 % de acido palmitoleico, de un 0,31 % a un 0,17 % de acido margarico, de un 1,26 % a un 1,60 %
de acido estearico, de un 0,15 % a un 9,49 % de acido oleico, de un 0,26 % a un 4,45 % de acido vaccénico, de un
0,36 % a un 0,34 % de acido araquidico, de un 0,00 % a un 0,30 % de acido eicosenoico, de un 0,06 % a un 0,36 %
de acido eicosadienoico, de un 0,13 % a un 0,30 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,22 % a un 0,46 % de
acido araquidénico, queda un 0,00 % de acido eicosatrienoico, de un 0,27 % a un 0,24 % de acido
eicosatetraenoico, de un 0,62 % a un 2,60 % de acido eicosapentaenoico, de un 0,10 % a un 0,00 % de acido
behénico, de un 1,01 % a un 0,79 % de acido heneicosapentaenoico, de un 0,14 % a un 0,43 % de acido
docosadienoico, de un 0,14 % a un 0,28 % de &acido adrénico, de un 585% a un 6,46 % de n-6 acido
docosapentaenoico, de un 0,14 % a un 0,39 % de n-3 acido docosapentaenoico, queda un 0,00 % de acido
lignoceérico, de un 18,77 % a un 24,65 % de acido docosahexaenoico, queda un 0,00 % de acido nervoénico, y queda
un 0,00 % de acido hexacosanoico.

[0137] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso,
capsaicina, puede cambiar la composicion del acido graso por ejemplo, de un 9,7 % a un 21,86 % de acido miristico,
de un 0,00 % a un 0,28 % de acido miristoleico, de un 9,83 % a un 0,91 % de acido pentadecanoico, de un 0,11 % a
un 0,23 % de acido pentadecenoico, de un 43,48 % a un 24,19 % de acido palmitico, de un 1,52 % a un 17,98 % de
acido palmitoleico, de un 2,29 % a un 0,19 % de acido margarico, de un 1,59 % a un 1,60 % de acido estearico, de
un 0,10 % a un 0,00 % de acido oleico, de un 1,27 % a un 6,67 % de acido vaccénico, de un 0,26 % a un 0,20 % de
acido araquidico, queda un 0,00 % de acido eicosenoico, de un 0,03 % a un 0,23 % de acido eicosadienoico, de un
0,25 % a un 0,22 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,17 % a un 0,78 % de acido araquiddnico, queda un
0,00 % de acido eicosatrienoico, de un 0,30 % a un 0,27 % de acido eicosatetraenoico, de un 0,48 % a un 1,38 % de
acido eicosapentaenoico, de un 0,08 % a un 0,00 % de acido behénico, de un 0,00 % a un 0,00 % de acido
heneicosapentaenoico, de un 0,13 % a un 0,17 % de acido docosadienoico, de un 0,07 % a un 0,46 % de acido
adrénico, de un 6,53 % a un 5,19 % de n-6 acido docosapentaenoico, de un 0,22 % a un 0,31 % de n-3 acido
docosapentaenoico, queda un 0,00% de acido lignocérico, de un 21,48% a un 16,86 % de acido
docosahexaenoico, queda un 0,00 % de acido nervonico, y queda un 0,00 % de acido hexacosanoico.

[0138] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso, acido
toluico, puede cambiar la composicion del acido graso por ejemplo, de un 8,95 % a un 11,19 % de acido miristico,
queda un 0,00 % de acido miristoleico, de un 9,79 % a un 14,93 % de acido pentadecanoico, de un 0,13 % a un
0,27 % de acido pentadecenoico, de un 32,80 % a un 26,90 % de acido palmitico, de un 1,94 % a un 2,36 % de
acido palmitoleico, de un 1,89 % a un 2,69 % de acido margarico, de un 1,28 % a un 1,59 % de acido estearico, de
un 0,10 % a un 0,11 % de acido oleico, de un 1,64 % a un 3,68 % de acido vaccénico, de un 0,22 % a un 0,23 % de
acido araquidico, de un 0,01% a un 0,14 % de acido eicosenoico, de un 0,20 % a un 0,79 % de acido
eicosadienoico, de un 0,12 % a un 0,17 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,38 % a un 0,90 % de acido
araquidoénico, de un 0,08% a un 0,03% de acido eicosatrienoico, de un 0,38 % a un 0,36 % de acido
eicosatetraenoico, de un 1,16 % a un 2,95 % de acido eicosapentaenoico, queda un 0,00 % de acido behénico, de
un 0,43 % a un 0,39 % de acido heneicosapentaenoico, de un 0,09 % a un 0,06 % de acido docosadienoico, de un
0,19 % a un 0,46 % de acido adrénico, de un 9,43 % a un 5,95 % de n-6 acido docosapentaenoico, de un 0,27 % a
un 0,54 % de n-3 acido docosapentaenoico, de un 0,07 % a un 0,03 % de acido lignocérico, de un 28,48 % a un
23,03 % de acido docosahexaenoico, de un 0,03 % a un 0,18 % de acido nervénico, y queda un 0,00 % de acido
hexacosanoico.

[0139] Lipido como porcentaje de acido graso total: la presencia del antagonista de produccion de acido graso,
norflurazon, puede cambiar la composicion del acido graso por ejemplo, de un 12,36 % a un 11,08 % de acido
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miristico, queda un 0,12 % de acido miristoleico, de un 2,71 % a un 3,16 % de acido pentadecanoico, de un 0,35 % a
un 0,33 % de acido pentadecenoico, de un 43,24 % a un 40,61 % de acido palmitico, de un 15,54 % a un 10,65 % de
acido palmitoleico, de un 0,80 % a un 1,03 % de acido margarico, de un 1,61 % a un 1,52 % de acido estearico, de
un 0,04 % a un 0,00 % de acido oleico, de un 3,22 % a un 3,53 % de acido vaccénico, de un 0,23 % a un 0,16 % de
acido araquidico, de un 0,00% a un 0,02 % de acido eicosenoico, de un 0,195% a un 0,13 % de acido
eicosadienoico, de un 0,11 % a un 0,18 % de acido homo-gamma-linolénico, de un 0,14 % a un 0,19 % de acido
araquidoénico, queda un 0,00 % de acido eicosatrienoico, de un 0,13 % a un 0,24 % de acido eicosatetraenoico, de
un 0,52 % a un 0,76 % de acido eicosapentaenoico, de un 0,07 % a un 0,05 % de acido behénico, queda un 0,00 %
de acido heneicosapentaenoico, de un 0,11 % a un 0,03 % de acido docosadienoico, de un 0,23 % a un 0,17 % de
acido adrénico, de un 3,98 % a un 5,23 % de n-6 acido docosapentaenoico, de un 0,13 % a un 0,19 % de n-3 acido
docosapentaenoico, de un 0,09 % a un 0,00 % de acido lignocérico, de un 14,13 % a un 20,61 % de acido
docosahexaenoico, queda un 0,00 % de acido nervonico, y queda un 0,00 % de acido hexacosanoico.

(2) Otras moléculas

[0140] Los microbios que producen aceite desvelados pueden producir adicionalmente carotenoides y xantdfilas.
Algunos ejemplos de tales carotenoides y xantdfilas incluyen beta-caroteno, licopeno, astaxantina, cantaxantina,
foenicoxantina, zeaxantina, equinenona, beta-criptoxantina, capsantina, lutina, annatto, beta-apo-8-carotenal y éster
de beta-apo-8-carotenal.

[0141] Las xantdfilas producidas por los microbios que producen los aceites desvelados se pueden conjugar con los
diversos PUFA también producidos por los microbios que producen los aceites desvelados.

(a) Antioxidantes

[0142] Por lo general, los antioxidantes son compuestos que reaccionan con, y por lo general son consumidos por el
oxigeno. Dado que algunos antioxidantes por lo general reaccionan con el oxigeno, algunos antioxidantes también
reaccionan por lo general con los generadores de radicales libres, y los radicales libres. ("The Antioxidants - The
Nutrients that Guard Your Body" de Richard A. Passagua, Ph. D., 1985, Keats Publishing Inc.). Las composiciones
pueden contener cualquier antioxidante, y una lista no limitante incluiria, pero no se limitaria a, antioxidantes no
flavonoides y nutrientes que pueden atrapar directamente radicales libres incluyendo multi-carotenos, beta-
carotenos, alfa-carotenos, gamma-carotenos, licopeno, luteina y zeaxantinas, selenio, Vitamina E, incluyendo alfa-,
beta- y gamma-tocoferol, en particular alfa- tocoferol, etc., succinato de vitamina E, y Trolox (un analogo soluble de
la Vitamina E), Vitamina C (acido ascorbico) y Niacina (Vitamina B3, acido nicotinico y nicotinamida), Vitamina A,
acido 13-cis retinoico, N-acetil-L-cisteina (NAC), ascorbato sddico, pirrolidin-editio-carbamato, y coenzima Qjo;
enzimas que catalizan la destruccion de los radicales libres incluyendo peroxidasas tales como glutation peroxidasa
(GSHPX) que actua sobre H,O, y tales como perdxidos organicos, que incluyen catalasa (CAT) que actda sobre
H20,, superdxido dismutasa (SOD) que desproporciona a OzH;O,, glutation transferasa (GSHTXx), glutation
reductasa (GR), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), y miméticos, analogos y polimeros de los mismos
(analogos y polimeros de enzimas antioxidantes, tales como SOD, se describen, por ejemplo, en la Patente de
Estados Unidos con n.° de Ser. 5.171.680); glutation; ceruloplasmina; cisteina, y cisteamina (beta-
mercaptoetilamina) y flavonoides y moléculas similares a los flavonoides tales como acido félico y folato. Una
revision de enzimas antioxidantes y miméticos de las mismas y nutrientes antioxidantes se puede encontrar en
Kumar et al., Pharmac. Ther. 39: 301, 1988 y Machlin L. J. y Bendich, FASEB Journal 1: 441-445, 1987.

[0143] Los flavonoides, también conocidos como "fenilcromonas", son compuestos solubles en agua, de origen
natural que tienen caracteristicas antioxidantes. Los flavonoides se distribuyen ampliamente en plantas vasculares y
se encuentra en numerosos vegetales, frutas y bebidas tales como té y vino. Los flavonoides se conjugan con
compuestos aromaticos. Los flavonoides que se producen mas ampliamente son las flavonas y los flavonoles (por
ejemplo, miricetina, (3,5,7,3,4’,5,-hexahidroxiflavona), quercetina (3,5,7,3',4’-pentahidroxiflavona), kaempferol
(3,5,7 4'-tetrahidroxiflavona), y las flavonas apigenina (5,7,4'-trihidroxiflavona) vy luteolina (5,7,3',4-
tetrahidroxiflavona) y glicésidos de los mismos y quercetina).

[0144] Los carotenoides son pigmentos naturales importantes producidos por muchos microorganismos y plantas,
normalmente de color rojo, naranja o amarillo. Tradicionalmente, los carotenoides se han usado en las industrias
alimentarias, de alimentacion y nutracéuticas. Se sabe que son esenciales para el crecimiento y la fotosintesis de las
plantas, y que son una fuente dietética principal de vitamina A en seres humanos. Algunos antioxidantes dietéticos,
tales como los carotenoides (beta-caroteno, licopeno, astaxantina, cantaxantina, zeaxantina, capsantina, luteina,
annatto, beta-apo-8-carotenal éster de beta-apo-8-carotenal), presentan actividades anticancer significativas y
desempefian un papel importante en la prevencion de enfermedades crénicas. Los carotenoides son antioxidantes
biolégicos potentes que pueden absorber la energia excitada del oxigeno singlete en la cadena de carotenoide,
conduciendo a la degradacion de la molécula de carotenoide, pero evitando que se produzcan dafios en otras
moléculas o tejidos.

[0145] El oxigeno es necesario para las funciones metabdlicas, pero también presenta desafios para las células. El
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organismo humano tiene una amplia gama de enzimas metabdlicas y antioxidantes para que sus células se
deshagan de moléculas derivadas de oxigeno. Se supone que este estrés oxidativo es un factor contribuyente factor
en afecciones tales como artritis reumatoide, insuficiencia cardiaca isquémica y apoplejia, demencia de Alzheimer,
cancer y envejecimiento. Por lo tanto, los antioxidantes tienen el potencial de proteger frente a una amplia gama de
enfermedades. Varios compuestos antioxidantes se han aislado a partir de fuentes microbianos marinas; estas
incluyen astaxantina, beta-caroteno y otros carotenoides.

[0146] Los carotenoides son un grupo ampliamente distribuido de pigmentos de origen natural, con mas de 700
pigmentos naturales solubles en lipido producidos principalmente por microalgas, macroalgas, especies bacterianas
fungicas, con astaxantina y sus derivados siendo de interés comercial en particular. La astaxantina es un protector
antioxidante extremadamente eficaz. Ademas, a diferencia del beta-caroteno, la astaxantina usa rapidamente la
barrera hematoencefalica/retiniana, y por lo tanto tiene también potencial para proteger enfermedades del cerebro y
de los ojos. Algunos estudios preclinicos sugieren diversos efectos beneficiosos por el consumo de astaxantina tales
como: (i) inhibir la formacién y crecimiento de cancer en la vejiga, colon, higado, mama y la calidad oral; (ii) proteger
la retina del ojo del dafio oxidativo y por lo tanto tiene un efecto frente a la enfermedad macular relacionada con la
edad; (iii) estimular el aumento de la actividad inmune, (iv) proporcional proteccién del dafio por la luz ultravioleta, asi
como (v) proporcion al aumento del rendimiento muscular.

b) Aislamiento de microorganismos

[0147] Se desvelan microbios que producen aceite de la familia Thraustochytriaceae obtenidos con un método que
comprende cebar una muestra vegetativa en agua salada (natural o artificial) con granos de polen e incubar; separar
y transferir los granos a un medio heterétrofo e incubar; identificar un aislado que produce acidos grasos, aislando lo
del microorganismo aislado identificado de la familia Thraustochytriaceae. Algunas formas de aislamiento adicionales
incluyen medio complementado con antibidticos apropiados e identificacion a través de cualquier medio
microscopico como se ha mencionado anteriormente o a través del uso de cebadores o sondas de gen de ARNr de
188S. El medio heterétrofo puede ser como se describe a continuacion.

5. Lipidos y otras moléculas producidas por el microorganismo eucariota

[0148] Se desvelan composiciones lipidicas que comprenden de aproximadamente un 25% en peso a
aproximadamente un 40 % en peso de DHA n-3, de aproximadamente un 6 % en peso a aproximadamente un 10 %
en peso de DPA n-6, y de aproximadamente un 0 % en peso a aproximadamente un 10 % en peso de EPA n-3.

[0149] La composicion lipidica puede comprender adicionalmente de aproximadamente un 11 % en peso a
aproximadamente un 15 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 13 % en peso) de acido miristico, de
aproximadamente un 7 % en peso a aproximadamente un 11 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 9 % en
peso) de acido pentadecanoico, de aproximadamente un 37 % en peso a aproximadamente un 41 % en peso (por
ejemplo, aproximadamente un 39 % en peso) de acido palmitico, de aproximadamente un 3 % en peso a
aproximadamente un 7 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 5% en peso) de acido palmitoleico, de
aproximadamente un 0 % a aproximadamente un 3 % en peso (por ejemplo, aproximadamente un 1 % en peso) de
acido estearico, o de aproximadamente un 1% en peso a aproximadamente un 4 % en peso (por ejemplo,
aproximadamente un 2 % en peso) de acido oleico.

[0150] La composicion lipidica puede comprender DHA n-3 en concentraciones en exceso de aproximadamente
400 mg de biomasa, DPA n-6 en concentraciones en exceso de 100 mg de biomasa.

[0151] La composicion lipidica puede comprender adicionalmente carotenoides. Algunos ejemplos de tales
carotenoides incluyen beta-caroteno, licopeno, astaxantina, zeaxantina, cantaxantina, equinenona, foenicoxantina,
capsantina, luteina, annatto, beta-apo-8-carotenal, y éster de beta-apo-8-carotenal.

[0152] En un aspecto, la composicion puede comprender al menos aproximadamente un 24 % en peso de DHA n-3,
aproximadamente un 1 % en peso n-3 de DPA, aproximadamente un 6 % en peso de DPA n-6, y aproximadamente
un 1 % en peso de EPA n-3.

7. Composiciones que contienen las moléculas producidas por el microorganismo eucariota

[0153] Un producto alimenticio, suplemento, composicion farmacéutica tanto para ser humano como para animal
(incluyendo marino) puede comprender la composicion (lipido, lipido con antioxidante y antioxidante solo).

[0154] También se desvela una férmula infantil que comprende la composicion (lipido, lipido con antioxidante y
antioxidante solo).

C. Métodos
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1. Métodos para preparar lipidos

[0155] Se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un microbio
productor de aceite que comprende uno o mas microorganismos de la familia Thraustochytriaceae, y aislar la
composicion lipidica.

[0156] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso.
[0157] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso,
que comprende adicionalmente el aislamiento de la composicion lipidica.

[0158] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso,
en los que la proporcion de acidos grasos omega-3 y omega-6 con respecto a acidos grasos omega-9 aumenta.

[0159] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso,
en los que la proporcion de acidos grasos omega-3 y omega-6 con respecto a acidos grasos omega-9 se altera en
comparacién con un control como se muestra en la Figura 11.

[0160] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso,
en los que la proporcion de acidos grasos omega-3 y omega-6 con respecto a acidos grasos omega-9 aumenta, en
los que el contenido total de acido graso no se altera.

[0161] También se desvelan métodos con los que el perfil de acido graso de dicho organismo se pueden modificar
para aumentar por ejemplo la concentracion de EPA a través del suplemento del medio de fermentacion o tales
composiciones quimicas usadas en la fermentacion y produccion de acidos omega-3 y omega-6, con suplementos
nutricionales, estimulos quimicos e inhibidores que incluyen directamente en la ruta metabdlica de ONC-T18. Se
describe que estas enzimas tienen de forma especifica actividades de elongasa, desaturasa o acido graso sintasa.
Hasta la fecha, el conocimiento de los inventores es que este es el primer caso de compuestos quimicos que se han
identificado especificamente que cuando se combinan (ya sea a través de fermentacién o en puntos temporales
especificos) con el medio de fermentacion, modifican el perfil del acido graso. Algunos ejemplos de compuestos de
este tipo incluyen compuestos intermedios de acido graso presentes dentro de la ruta de biosintesis de lipido de
estos microorganismos en particular, tales como acido oleico (véase la Figura 14), que cuando se afiaden al medio
de fermentacion dan como resultado un aumento del contenido de EPA dentro de las células.

[0162] Al contrario que los datos experimentales de Metz et al. (2001), en los que se documenté la incorporacion de
acido oleico en una Schizochytrium sp., no se encontré que se produjera conversion de este producto en acido graso
poliinsaturado. En este caso, a través del uso de acido oleico etiquetado con 3¢, el carbono *C que se origina en el
acido oleico enriquecido se encontr6 en acidos grasos poliinsaturados posteriores y constituia el resto de la
concentracion de EPA elevada. Esto demuestra que la incorporacion de acidos grasos intermedios en el medio de
cultivo no solamente da como resultado una incorporacién satisfactoria en las células sino también una incorporacion
satisfactoria en el sistema de sintesis activa de desaturasa, elongasa y acido graso sintasa.

[0163] Una diversidad de procedimientos se puede usar en la recuperacion de la biomasa celular resultante a partir
de fermentacién en diversos medios de cultivo, tales como mediante filtracion o centrifugacion. A continuacion, las
células se pueden lavar, congelar, liofilizar, o secar por pulverizacion y almacenar en una atmdsfera no oxidante para
eliminar la presencia de oxigeno, antes de su incorporacion en un alimento o producto alimenticio procesado.

[0164] Los lipidos celulares que contienen los PUFA (n-3) DHA, EPA y (n-6) DPA también se pueden extraer a partir
de los biomasa celular tales como extracciéon con fluido supercritico, o0 mediante extraccion con disolventes tales
como cloroformo, hexano, cloruro de metileno, o metanol, y el extracto resultante se evapora en condiciones de
presién negativa para producir una muestra de material lipidico concentrado. Los PUFA omega-3 y omega-6 se
pueden concentrar adicionalmente mediante hidrolisis de los lipidos y concentracion de la fraccion altamente
insaturada usando métodos tradicionales tales como aducciéon de urea o destilacion fraccionaria, cromatografia en
columna, o mediante fraccionamiento con fluido supercritico. A continuacion, las células se pueden romper o lisar y
los lipidos se pueden extraer en aceites vegetales o animales (por ejemplo, aceites de pescado). Los aceites
extraidos se pueden refinar con procesos bien conocidos usados de forma rutinaria para refinar aceites vegetales
(por ejemplo, mediante refinado quimico o fisico). Estos procesos de refinamiento eliminar impurezas de los aceites
extraidos antes de su uso o de su venta, aceites comestibles. Después del refinado, los aceites se pueden usar
directamente como aditivo alimentario o de alimento para producir productos enriquecidos en omega-3 y/o omega-6.
Como alternativa, en aceite se puede procesar y purificar adicionalmente como se expone a continuacion y se
pueden usar a continuacion en las aplicaciones mencionadas anteriormente y también en aplicaciones

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 572 833 T3

farmacéuticas.

[0165] En otro proceso para la produccion de aceites omega-3 u omega-6 enriquecidos (concentrados), la biomasa
celular cosechada (fresca o seca) se puede romper o permeabilizar con técnicas bien conocidas tales como
sonicacién, métodos de intervencion con cizallamiento y liquido, molienda con perlas, prensa a alta presion,
congelacion-descongelacion, o digestion enzimatica de la pared celular. Los lipidos de las células rotas se extraen
mediante el uso de un disolvente o mezcla de disolventes tales como hexano, cloroformo, éter, o metanol. El
disolvente se retira y los lipidos se hidrolizan con el uso de cualquier método bien conocido para convertir
triglicéridos en acidos grasos libres o ésteres de acidos grasos incluyendo hidrélisis con base, acido o enzimatica.
Después de completarla hidrdlisis, los compuestos no saponificables se extraen en un disolvente tal como éter,
hexano o cloroformo y se eliminan. La solucién restante se acidifica a continuacion mediante la adicion de un acido,
y €l acido graso libre extraido en un disolvente tal como hexano, éter o cloroformo. La solucion de disolvente que
contiene los acidos grasos se puede enfriar a continuacién a una temperatura lo suficientemente baja a la
cristalizacion de los compuestos que no son PUFA, que a continuacion se pueden retirar por filtracion, centrifugacion
o sedimentacion, dando como resultado la concentracion de los compuestos PUFA restantes y se pueden usar como
suplementos nutricionales para seres humanos, como un aditivo alimentario, o con aplicaciones farmacéuticas.

[0166] Ademas se desvela una composicion lipidica preparada con los métodos desvelados anteriormente.

[0167] Los microorganismos de la familia Thraustochytriaceae pueden ser cualquiera de los microorganismos
desvelados anteriormente.

a) Medio

[0168] EI medio heterdtrofo puede comprender sal marina (artificial o natural), una o mas fuentes de carbono, y una
o mas fuentes de nltrogeno La sal marina puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 2, 0 g I
aproximadamente 40,0 g I'". La concentracion de la fuente de carbono y nitrbgeno usada en cond|0|ones
convencionales de cultlvo (no para concentramon elevada sino mas bien para fermentacién rentable) entra dentro
del intervalode 5 g I" a 60 g I ydedg I"a10 g I , respectivamente. Para fragmentacion de concentracion elevada,
la concentracion de la fuente de carbono y n|trogeno usada en condiciones convencionales de cultivo entra dentro
del intervalo de 100 gI a 160 gI y de 40 gI a 60 gI respectivamente. Siendo la tendencia la acumulacion de
aceite, el microbio productor de aceite se cultivan en un medio de cultivo (como los que se han descrito
anteriormente) en el que el suministro de nitrégeno se limita después de aproximadamente 24 a aproximadamente
48 horas, aunque el suministro de carbono sigue siendo abundante. Este microbio productor de aceite continda
asimilando el carbono (en forma de azucares sencillos) pero ya no puede sufrir mas division celular debido a una
falta de nitrégeno para la generacion de proteinas y acidos nucleicos relevantes. El resultado es que estos azucares
se convierten en aceites de almacenamiento, en gran parte de la misma manera que describe Ratledge C. (Lipid
Tech. 16: 34-39, 2004) y la figura 1 representa este fendbmeno para estos organismos.

[0169] la fuente de nitrégeno puede ser una o mas de peptona, extracto de levadura, extracto de malta, y glutamato
sodico. La fuente de nitrogeno también puede ser agua de macerado de maiz o extracto de semilla de algodon. La
fuente de nitrégeno puede comprender extracto de levadura y/o peptona o glutamato monosadico. Por ejemplo, la
fuente de nitrégeno puede incluir, pero no se limita a, EMD™ YE-MSG, EMD™ YE, EMD™ Peptona-MSG, Sigma™
YE-MSG, Sigma™ YE, Fermtech™ YE-MSG, Fermtech™ YE, o harina de pescado (62 % de proteina). El extracto
de levadura puede estar presente en una cantidad de aproxmadamente 2 gI El glutamato monosédico puede
estar presente en una cantidad de aproximadamente 8 g I

[0170] La fuente de carbono puede ser una o mas de D-trehalosa, glicerol, acido D-glucénico, acido L-lactico, acido
D,L-malico, D-ribosa, Tween 20, D-fructosa, acetato, acido acético, alfa-D-glucosa, maltosa, timidina, L-asparagina,
D-xilosa, Tween 40, acido a-ceto-glutarico, sacarosa, L-glutamina, Tween 80, beta-metil-D-glucésido, maltotriosa,
adenosinina, acido fumarico, acido bromosuccinico, L-serina, D-celobiosa, L-alanil-glicina, piruvato de metilo, acido
L-malico, glicil-L-prolina, D-palcosa, L-lixosa, acido pirtvico, alfa-D-lactosa, dextrina, D-arabinosa, 2-desoxi-D-ribosa,
gelatina, dextrosa, almidén, 3-0-beta-D-galactopiranosil-D-arabinosa, D-tagatosa, acido 5-ceto-D-glucénico, acido
oxalomalico, acido sérbico, L-ornitina, y dihidroxi acetato. En un aspecto, la fuente de carbono puede ser acido D,L-
malico, D-fructosa, D-xilosa, acido fumarico, D-celobiosa, acido 5-ceto-D-glucdnico, acido piravico, alfa-D-lactosa,
dextrina de maiz, gelatina, almidén de maiz o almidon de trigo. La fuente de carbono puede estar presente en una
cantidad de de aproximadamente 1 g Ma aproximadamente 60 g I y hasta aproximadamente 200 g I

[0171] En un ejemplo, el medio puede comprender aproximadamente 5 g de D-glucosa, aproximadamente 2 g de
peptona, y aproximadamente 2 g de extracto de levadura por litro de agua salada (natural o artificial). En otro
ejemplo, el medio puede comprender aproximadamente 60 g de D-glucosa, aproximadamente 10 g de extracto de
levadura por litro de agua salada (natural o artificial). En otro ejemplo, con el medio puede comprender
aproximadamente 8 g de extracto de levadura, 32 g de MSG, 24 g de sal marina (natural y artificial) y 300 g de D-
glucosa por litro.
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[0172] El medio puede comprender adicionalmente fosfatos (por ejemplo, fosfato potasico y fosfatos de sodio). El
medio puede comprender adicionalmente sales inorganicas (por ejemplo, sulfato de amonio, bicarbonato sédico,
ortovanadiato sodico, cromato potasico, molibdato sédico, acido selenioso, sulfato de niquel, sulfato de cobre, sulfato
de cinc, cloruro de cobalto, cloruro de hierro, cloruro de manganeso). El medio puede comprender adicionalmente
compuesto de quelacion (por ejemplo, EDTA). El medio puede comprender adicionalmente vitaminas (por ejemplo,
clorhidrato de piridoxina, clorhidrato de tiamina, pantotenato calcico, acido p-aminobenzoico, riboflavina, acido
nicotinico, biotina, acido fdélico, y vitamina Biz). El medio puede estar a un pH de aproximadamente 4,0 a
aproximadamente 6,5.

[0173] La incubacién puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 9 dias (por ejemplo, de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5 dias). La incubacion puede ser de aproximadamente 18 a
aproximadamente 30 °C (por ejemplo, de aproximadamente 18-25 °C). La Figura 8 muestra la diferencia en la
produccioén de biomasa, contenido de TFA DHA de las células y tasa de absorcién de glucosa cuando la cepa ONC-
T18 se cultiva en fermentador en un régimen semicontinuo durante 88 horas tanto a 18 °C como a 25 °C. En este
caso, la proporcién de la produccién de glucosa (o metabolismo de carbono) con respecto a TFA varia de 8,1 a 3,0.
Esto significa que a 18 °C, son necesarios 8,1 g de glucosa para generar 1 g de TFA, mientras ya 25 °C solamente
se necesitan 3,0 g de glucosa. La incubaciéon puede comprender adicionalmente agitacion o aireacion.

[0174] El aislamiento del liquido puede comprender poner en contacto los microorganismos con un disolvente de
extraccion. El disolvente de comprender una o mas disolventes elegidos entre cloroformo, hexano, metanol, o etanol,
o CO; supercritico.

[0175] El método puede producir cualquiera de las composiciones como se ha desvelado anteriormente.

[0176] El microbio productor de aceite puede produC|r una composicion lipidica que comprende DHA n-3 en una
cantidad superior o igual a aproximadamente 20 g I" de medio. EI microbio productor de aceite puede producw una
composicion lipidica que comprende DHA n-3 en una cantidad superior o igual a aproximadamente 40 g I'" de medio.
El microbio productor de aceite puede produC|r una composicion lipidica que comprende DHA n-3 en una cantidad
superior o igual a aproximadamente 80 g I"" de medio.

2. Identificacion sistematica y métodos de identificacion

[0177] EI microbio productor de aceite como se desvela en el presente documento puede producir un lipido que
contiene la serie (n-3) de acido docosahexaenoico y de acido eicosapenatenoico y la serie (n-6) de DPA. Estos
microbios que producen aceite se pueden seleccionar, por ejemplo, con el siguiente método de identificacion
sistematica. Las muestras vegetativas se pueden colocar (y se colocaron) enviares de 20 ml que contenian 10 ml de
agua marina natural estéril filtrada con filtro de 0,2 ym que contenia penicilina y estreptomicina a 300 y 500 mg I
respectivamente. A continuacion, los viales se cebaron con granos de polen estéril y se incubaron durante 48 horas
de 18 a 25°C. Los granos de polen se transfirieron a continuacion en placas de agar que contenian antibiéticos
(como anteriormente) y se incubaron en las mismas condiciones. Las colonias hialinas, irregulares, individuales
formadas por células esféricas o limaciformes y atipicas de cualquier colonia de levadura o bacterias se
seleccionaron y se subcultivaron en el mismo medio y en las mismas condiciones que anteriormente. A continuacion,
estos aislados se identifican sistematicamente para crecimiento y acidos grasos usando un medio I|qU|do de
nutrientes, preparado con agua marina natural filtrada con filtro de 0,2 ym que contenia 5 g I" de glucosa, 2 g I
peptona y 2 gI de extracto de levadura, con la biomasa celular resultante recogida mediante centnfugamon o]
sedimentacion con un medio liquido. Los acidos grasos se transesterificaron directamente usando métodos
convencionales, con la composicion de éster de metilo del acido graso analizada a través de cromatografia de
gases, con cepas que producen cantidades apropiadas de la serie n-3 de DHA y de la serie n-6 de DPA
seleccionadas para trabajo adicional.

[0178] Se desvelan métodos para identificar un microbio productor de aceite, métodos que comprenden: cebar una
muestra vegetativa en agua salada (agua de mar natural o artificial) con granos de polen e incubar; transferir los
granos a un medio heterétrofo e incubar; e identificar aislados que producen acidos grasos.

[0179] También se desvelan composiciones lipidicas producidas por los microbios que producen los aceites
identificados anteriormente.

[0180] También se desvelan composiciones lipidicas producidas por métodos usando los microbios que producen
los aceites desvelados y los métodos desvelados en el presente documento.

[0181] También se desvelan microbios que producen aceite que tienen el numero de registro PTA-6245 de la
Coleccién Americana de Cultivos Tipo.

[0182] También se desvelan microbios que producen aceite que pertenecen al orden Thraustochytriales (ONC-T18)
que tienen la secuencia de ARNr de 188S, tal como la SEQ ID 1, y se identifican como Thraustochytrium sp.
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[0183] También se desvelan microbios que producen aceite que pertenecen al orden Thraustochytriales (ONC-T18)
que tienen la secuencia de ARNr de 18S, tal como el niumero de registro DQ374149 en GenBank, y se identifican
como Thraustochytrium sp.

[0184] También se desvela un microbio 1productor de aceite, Thraustochytrium sp. capaz de producir DHA y DPA en
concentraciones en exceso de 400 mg I y 100 mg I , respectivamente.

[0185] También se desvela es un microbio productor de aceite, Thraustochytrium sp. capaz de producir caroten0|des
a través de fermentacion heterétrofa como se ha mencionado anteriormente en el intervalo de 50 a 1250 mg kg y
astaxantlna zeaxantlna cantaxantina, equmenlna y beta- caroteno en el intervalo de 1 a 20 mg kg de 0,25a10 mg
kg',de1a20mgkg”, de 1a20 mgkg”y® 1 a 200 mg kg™, respectivamente.

[0186] También se desvelan procesos para cultivar un microbio productor de aceite que comprende, cultivar el
microbio productor de aceite en condiciones, en los que las condiciones comprenden un medio que comprende
cloruro sédico en forma de sal marina artificial (marina trofica) entre 2,0y 15,0 g I'"; una fuente de nitrégeno en forma
de extracto de levadura y glutamato monosédico a 2,0y 8,0 g I respectlvamente y carbono en forma de glucosa
hasta 130 g I'". También se desvelan procesos para cultivar un microbio productor de aceite que comprende, cultivar
el microbio productor de aceite en condiciones, en los que las condiciones comPrenden un medio que comprende
cloruro sédico en forma de sal marina artificial (marina trofica) entre 2,0y 15,0 g I'’; una fuente de nitrégeno en forma
de extracto de levadura y glutamato monosédico a 2,0y 8,0 g I respectlvamente y carbono en forma de glucosa
hasta 130 g I que comprende adicionalmente uno o mas antagonistas de produccién de acido graso.

[0187] Los procesos desvelados pueden cultivar, por ejemplo, la cepa ONC-T18, con lo que al menos un 24 % en
peso es DHA, al menos un 6 % en peso es DPA y al menos un 1 % es EPA de acido graso total.

[0188] Los procesos desvelados para cultivd también pueden, por ejemplo, cultivar la cepa ONC-T18 de modo que
al menos un 1 % en peso es material carotenoide, siendo astaxantina de un 1 a un 2 % y al menos un 1,2 % del
mismo, siendo zeaxantina de un 0,25 a un 1 % y al menos un 0,45 %, siendo cantaxantina de un 5 a un 16 % vy al
menos un 9 %, siendo equinenona de un 1 a un 2 % al menos un 1,2 % del mismo y siendo beta-caroteno de un 12
aun 16 % y al menos un 14 % en peso.

3. Acidos nucleicos

[0189] Existe una diversidad de moléculas desveladas en el presente documento que se basan en acido nucleico,
que incluyen, por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican, por ejemplo, ARNr, asi como cualquier otra proteina
desvelada en el presente documento, asi como diversos acidos nucleicos funcionales. Los acidos nucleicos
desvelados estan formados, por ejemplo, por nucleétidos, analogos de nucledtidos, o sustitutos de nucleotidos.
Algunos ejemplos no limitantes de estas y otras moléculas se discuten en el presente documento. Se entiende que,
por ejemplo, cuando un vector se expresa en una célula, el ARNm expresado por lo general estara formado por A, C,
G, y U/T. De forma analoga, se entiende que si, por ejemplo, una molécula antisentido se introduce en una célula o
entorno celular a través de, por ejemplo, administracion exdgena, es ventajoso que la molécula antisentido esté
formada por analogos de nucleétido que reducen la degradacion de la molécula anti sentido en el entorno celular.

a) Nucleoétidos y moléculas relacionadas

[0190] Un nucledtido es una molécula que contiene un resto de base, un resto de azucar y un resto de fosfato. Los
nucledtidos se pueden unir entre si a través de sus restos de fosfato y restos de azucar creando un enlace
internucledsido. El resto de base de un nucledtido puede ser adenin-9-ilo (A), citosin-1-ilo (C), guanin-9-ilo (G),
uracil-1-ilo (U), y timin-1-ilo (T). El resto de azlcar de un nucleétido es una ribosa o una desoxirribosa. El resto de
fosfato de un nucledtido es fosfato pentavalente. Un ejemplo no limitante de un nucleétido seria 3-AMP
(monofosfato de 3’-adenosina) o 5’-GMP (monofosfato de 5’-guanosina).

[0191] Un analogo de nucledtido es un nucledtido que contiene algun tipo de modificacion en forma de restos de
base, azucar, o fosfato. En la técnica se conocen bien algunas modificaciones de nucleétidos e incluirian por
ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, y 2-aminoadenina, asi como
modificaciones en los restos de azucar o fosfato.

[0192] Los sustitutos de nucledtidos son moléculas que tienen propiedades funcionales similares a las de los
nucledtidos, pero que no contienen un resto de fosfato, tal como acido nucleico peptidico (PNA). Los sustitutos de
nucledtidos son moléculas que reconoceran los acidos nucleicos de una manera de Watson-Crick o Hoogsteen, pero
que estan unidos entre si a través de un resto distinto de un resto de fosfato. Los sustitutos de nucleétidos son
capaces de ajustarse a una estructura de tipo doble hélice cuando interactdan con el acido nucleico diana apropiado.

[0193] También es posible unir otros tipos de moléculas (conjugados) a nucleétidos o analogos de nucledtidos para
mejorar, por ejemplo, la captacion celular. Los conjugados se pueden unir por via quimica a los nucleotidos o
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analogos de nucledtidos. Tales conjugados incluyen, pero no se limitan a, restos lipidicos tales como un resto
colesterol. (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 6553-6556, 1989).

[0194] Una interaccion de Watson-Crick es al menos una interaccion con la cara de Watson-Crick de un nucleoétido,
analogo de nucledtido, o sustituto de nucleétido. La cara de Watson-Crick de un nucleétido, analogo de nucleétido, o
sustituto o nucleodtido incluye las posiciones C2, N1, y C6 de un nucledtido, analogo de nucledtido, o sustituto de
nucledtidos basados en purina y las posiciones C2, N3, C4 de un nucleétido, analogo de nucleétido, sustituto o
nucleétidos basados en pirimidina.

[0195] Una interaccion de Hoogsteen es la interaccion que se produce en la cara Hoogsteen de un nucleétido o
analogo de nucledtido, que se expone en el surco principal del ADN de doble hélice. La cara de Hoogsteen incluye la
posicion N7 y grupos reactivos (NH2 u O) en la posicion C6 de nucledtidos de purina.

b) Secuencias

[0196] Hay una diversidad de secuencias relacionadas con, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1, asi como cualquier otro
acido nucleico y proteina desvelados en el presente documento que se pueden desvelar en GenBank.

[0197] En el presente documento se proporciona una diversidad de secuencias y estas y otras se pueden encontrar
en GenBank, en www.pubmed.gov. Los expertos en la materia entienden como resolver las discrepancias y
diferencias de las secuencias y como ajustar las composiciones y métodos relacionados con una secuencia en
particular con otras secuencias relacionadas. Los cebadores y/o sondas se pueden disefiar para cualquier secuencia
dada la informacién desvelada en el presente documento y conocida en la técnica.

c) Cebadores y sondas

[0198] Se desvelan composiciones que incluyen cebadores y sondas, que son capaces de interactuar con los genes
que se desvelan en el presente documento. En ciertas realizaciones, los cebadores se usan para apoyar las
reacciones de amplificacion de ADN. Por lo general, los cebadores seran capaces de extenderse de una manera
especifica de secuencia. La extension de un cebador de una manera especifica de secuencia incluye cualquier
método en el que la secuencia y/o la composicién de la molécula de acido nucleico a la que se hibrida el cebador se
hibrida o de otra manera se asocia dirige o influye en la composicién o secuencia del producto producido por la
extension del cebador. Por lo tanto, la extension del cebador de una manera especifica de secuencia incluye, pero
no se limita a, PCR, secuenciacién de ADN, extensiéon dl ADN, polimerizacion de ADN, transcripciéon de ARN, o
transcripcion inversa. Son preferentes las técnicas y condiciones que amplifican el cebador de una manera
especifica de secuencia. En ciertos aspectos, los cebadores se pueden usar como sondas especificas de especies o
género para el Thraustochytrium mencionado en el presente documento. En este caso, los cebadores se disefiarian
para que fueran especificos para el microorganismo eucariota, con las reacciones de PCR realizadas
posteriormente. La presencia de especies diana se determinarian a continuacion mediante formacion satisfactoria de
producto de PCR. En ciertos aspectos, los cebadores también se pueden usada para reacciones de amplificacion de
ADN, tal como PCR o secuenciacion directa. Se entiende que en ciertos aspectos los cebadores también se pueden
extender usando técnicas no enzimaticas, en las que, por ejemplo, los nucleétidos u oligonucledtidos usados para
extender el cebador se modifican de de un modo tal que reaccionaran quimicamente para extender el cebador de
una manera especifica de secuencia. Por lo general, los cebadores desvelados se hibridan con el acido nucleico o
region del acido nucleico o se hibridan con el complemento del acido nucleico o complemento de una regién del
acido nucleico.

d) Suministro de Acido Nucleico

[0199] En los métodos descritos anteriormente que incluyen la administracion y captacion de ADN exdgeno en las
células de un sujeto (es decir, transduccion o transfeccidon genética), los acidos nucleicos desvelados pueden estar
en forma de ADN o ARN desnudo, o los acidos nucleicos pueden estar en un vector para suministro de los acidos
nucleicos a las células, con lo que el fragmento de ADN que codifica el anticuerpo esta bajo la regulacion
transcripcional de un promotor, como entenderia bien un experto habitual en la materia. El vector puede ser una
preparacion disponible en el mercado, tal como un vector de adenovirus (Quantum Biotechnologies, Inc. (Laval,
Quebec, Canada). El suministro del acido nucleico o vector a las células se puede realizar a través de una diversidad
de mecanismos. Como uno ejemplo, el suministro se puede realizar a través de un liposoma, usando preparaciones
de liposomas disponibles en el mercado tales como LIPOFECTIN, LIPOFECTAMINE (GIBCO-BRL, Inc,,
Gaithersburg, MD), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc.,
Madison, WI), asi como otros liposomas desarrollados de acuerdo con procedimientos convencionales en la técnica.
Ademas, el acido nucleico o vector desvelados se puede enviar in vivo mediante electroporacion, la tecnologia para
la que esta disponible en Genetronics, Inc. (San Diego , CA), asi como por medio de una maquina de
SONOPORACION (ImaRx Pharmaceutical Corp., Tucson, AZ).

[0200] Como un ejemplo, el suministro del vector se puede realizar a través de un sistema viral, tal como un sistema
de vector retroviral que puede empaquetar un genoma retroviral recombinante (véase por ejemplo, Pastan et al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 4486, 1988; Miller et al., Mol. Cell. Biol. 6: 2895, 1986). El retrovirus recombinante
se puede usar a continuacion para infectar y de este modo suministrar al acido nucleico de las células infectadas que
codifica un anticuerpo ampliamente neutralizante (o un fragmento activo del mismo). El método exacto para
introducir el acido nucleico alterado en células de mamifero no se limita, por supuesto al uso de vectores retrovirales.
Otras técnicas estan ampliamente disponibles para este procedimiento incluyendo el uso de vectores adenovirales
(Mitani et al., Hum. Gene Ther. 5: 941-948, 1994), vectores virales adeno-asociados (AAV) (Goodman et al., Blood
84: 1492-1500, 1994), vectores lentivirales (Naidini ef al., Science 272: 263-267, 1996), vectores retrovirales
pseudotipados (Agrawal ef al., Exper. Hematol. 24: 738-747, 1996). También se pueden usar algunas técnicas de
transduccion fisicas, tales como administracion de liposomas y mecanismos mediados por receptor y otros
mecanismos de endocitosis (véase, por ejemplo, Schwartzenberger et al., Blood 87: 472-478, 1996). Estas
composiciones y métodos desvelados se pueden usar en conjunto con cualquiera de estos métodos de transferencia
genética u otros usados normalmente.

4. Sistemas de expresion

[0201] Los acidos nucleicos que se suministran a las células por lo general contienen sistemas que controlan la
expresion. Por ejemplo, los genes insertados en sistemas virales y retrovirales normalmente contienen promotores,
y/o potenciadores para ayudar a controlar la expresion del producto genético deseado. Por lo general, un promotor
es una secuencia o secuencias de ADN que funcionan cuando se encuentran en una ubicacion relativamente fija con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion. Un promotor contiene elementos basicos requeridos para la interaccion
basica de la ARN polimerasa y factores de transcripcion, y puede contener elementos cadena arriba y elementos de
respuesta.

[0202] Se entiende que hay una gran diversidad de sistemas de control de la transcripcidon que se pueden usar en
los organismos que se desvelan en el presente documento, ademas de los sistemas generales que se discuten a
continuacion. Se entiende que los organismos que se desvelan en el presente documento se pueden transfectar y
transformar con una diversidad de genes, tales como genes marcadores, como se discute en el presente
documento, o genes que tienen otros atributos deseables, tales como caracteristicas de crecimiento mejoradas o
Unicas.

a) Promotores y Potenciadores Virales

[0203] Los promotores preferentes que controlan la transcripcion de vectores en células hospedadoras de mamifero
se pueden obtener de diversas fuentes, por ejemplo, los genomas de virus tales como: polioma, Virus 40 de Simio
(SV40), adenovirus, retrovirus, virus de la hepatitis B y lo mas preferentemente citomegalovirus, o a partir de
promotores de mamifero heterélogos, por ejemplo el promotor de beta actina. Los promotores temprano y tardio del
virus SV40 se obtienen de forma conveniente como un fragmento de restriccion de SV40 que también contiene el
origen de la replicacion viral de SV40 (Fiers et al., Nature, 273: 113, 1978). El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene de forma conveniente como un fragmento de restriccion Hindlll E (Greenway,
P.J. et al., Gene 18: 355-360, 1982). Por supuesto, los promotores de la célula hospedadora o especies relacionadas
también son utiles en el presente documento.

[0204] Por lo general, potenciador se refiere a una secuencia de ADN que funciona a una distancia no fijada desde
el sitio de inicio de la transcripcion y puede ser cualesquiera de las posiciones 5 (Laimins, L. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 78: 993, 1981) o 3’ (Lusky, M.L., et al., Mol. Cell Bio. 3: 1108, 1983) con respecto a la unidad de transcripcion.
Ademas, los potenciadores pueden estar dentro de un intrén (Baneriji, J.L. et al., Cell 33: 729,1983) asi como dentro
de la propia secuencia de codificacion (Osborne, T.F., et al., Mol. Cell Bio. 4: 1293, 1984). Por lo general tienen una
longitud entre 10 y 300 pb, y funcionan en configuracion cis. Los potenciadores también funcionan para aumentar la
transcripcién desde los promotores cercanos. A menudo, los potenciadores también contienen elementos de
respuesta que median la regulaciéon de la transcripcién. A menudo, los promotores también pueden contener
elementos de respuesta que median la regulaciéon de la transcripcion. A menudo, los potenciadores determinan la
regulacion de la expresion de un gen. Aunque en la actualidad se conocen muchas secuencias de potenciadores a
partir de genes de mamiferos (globina, elastasa, albumina, alfa-fetoproteina e insulina), por lo general para la
expresion general se usara un potenciador de un virus de célula eucariota. Algunos ejemplos preferentes son el
potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (100-270 pb), el potenciador del promotor temprano
de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion, y potenciadores de
adenovirus.

[0205] EI promotor y/o potenciador se puede activar de forma especifica ya sea por sucesos quimicos ligeros o
especificos que desencadenan su funcion. Los sistemas se pueden regular con reactivos tales como tetraciclina y
dexametasona. También hay formas de mejorar la expresién genética del vector viral mediante exposiciéon a
radiacion, tal como radiacion gamma, o alquilacién de farmacos para de quimioterapia.

[0206] En ciertas realizaciones, la region del promotor y/o potenciador puede actuar como un promotor y/o
potenciador constitutivo para maximizar la expresion de la region de la unidad de transcripcion a transcribir. En
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determinadas construcciones de la region del promotor y/o potenciador puede ser activa en todos los tipos de células
eucariotas, incluso si solamente se expresa en un tipo particular de célula en un momento en particular. Un promotor
preferente de este tipo es el promotor de CMV (650 pb). Otros promotores preferentes son promotores de SV40,
citomegalovirus (promotor de longitud completa), y vector retroviral LTF.

[0207] Se ha demostrado que todos los elementos reguladores especificos se pueden clonar y usar para construir
vectores de expresion que se expresan de forma selectiva en tipos de células especificas tales como células de
melanoma. El promotor de la proteina acética fibrilar glial (GFAP) se ha usado para expresar genes de forma
selectiva en células de origen glial.

[0208] Los vectores de expresidon usados en células hospedadoras eucariotas (células de levaduras, hongos,
insectos, plantas, animales, humanas o nucleadas) también pueden contener secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion que pueden influir en la expresion del ARNm. Estas regiones se transcriben como
segmentos poliadenilados en la porcién no traducida de la proteina del factor tisular que codifica el ARNm. Las
regiones sin traducir en la posicién 3’ también incluyen sitios de terminacion de la transcripcion. Es preferente que la
unidad de transcripcion también contenga una region de poliadenilacion. Un beneficio de esta region es que
aumenta la probabilidad de que la unidad transcrita se procese y se transporte como ARNm. La identificacion y uso
de sefales de poliadenilacion en construcciones de expresion estan bien establecidos. Es preferente que las sefiales
de poliadenilacion homodlogas se usen en las construcciones transgénicas. En ciertas unidades de transcripcion, la
region de poliadenilacion se deriva de la sefial temprana de poliadenilacion de SV40 y consta de aproximadamente
400 bases. También es preferente que las unidades de transcritas contengan otras secuencias convencionales o las
0 en combinacioén con las secuencias anteriores para mejorar la expresion, o la estabilidad de, la construccion.

b) Marcadores

[0209] Los vectores virales pueden incluir secuencia de acido nucleico que codifica un producto marcador. Este
producto marcador se usa para determinar si el gen se ha suministrado a la célula y una vez suministrado si se esta
expresando. Algunos genes marcadores preferentes son el gen lacZ de E. coli, que codifica B-galactosidasa, y
proteina fluorescente de color verde.

[0210] En algunas realizaciones el marcador puede ser un marcador seleccionable. Algunos ejemplos de
marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son dihidrofolato reductasa (DHFR), timidina
quinasa, neomicina, el analogo G418 de neomicina, hidromicina, y puromicina. Cuando tales marcadores
seleccionables se transfieren de forma satisfactoria en una célula hospedadora de mamifero, la célula hospedadora
de mamifero transformada puede sobrevivir si se coloca bajo presion selectiva. Hay dos categorias distintas de
regimenes de seleccion usadas ampliamente. La primera categoria se basa en el metabolismo de la célula y el uso
de una linea celular mutante que carece de la capacidad de crecer independiente de un medio suplementado. Dos
ejemplos son: células CHO DHFR y células LTK de raton. Estas células carecen de la capacidad de crecer sin la
adicion de nutrientes tales como timidina o hipoxantina. Dado que estas células carecen de ciertos genes necesarios
para una ruta de sintesis de nucleétidos completa, no pueden sobrevivir a menos que se proporcionen los
nucledtidos que faltan en un medio suplementado. Una alternativa al suplemento de los medios es introducir un gen
de DHFR o TK intacto en células que carecen de los respectivos genes, alterando de este modo sus requisitos de
crecimiento. Las células individuales que no se transformaron con el gen DHFR o TK no seran capaces de sobrevivir
en medios no suplementados.

[0211] La segunda categoria es la seleccion dominante que se refiere a un esquema de seleccion usado en
cualquier tipo celular y no requiere el uso de una linea celular mutante. Estos esquemas por lo general usan un
farmaco para detener el crecimiento de una célula hospedadora. Esas células que tienen un gen nuevo expresarian
una proteina que confiere resistencia al farmaco y sobrevivirian a la seleccion. Algunos ejemplos de una seleccion
dominante de este tipo usan los farmacos neomicina, (Southern P. y Berg, P., J. Molec. Appl. Genet. 1: 327,1982),
acido micofendlico, (Mulligan, R.C. y Berg, P. Science 209: 1422, 1980) o higromicina, (Sugden, B. et al., Mol. Cell.
Biol. 5: 410-413, 1985). Los tres ejemplos usan genes bacterianos bajo control eucariota para conferir resistencia al
farmaco G418 o neomicina (geneticina), xgpt (acido micofendlico) o higromicina, apropiados, respectivamente. Otros
incluyen el analogo de neomicina G418 y puramicina.

5. Péptidos
a) Variantes de proteina

[0212] Como se discute en el presente documento hay numerosas variantes de las proteinas del organismo
desvelado que se conocen y se contemplan en el presente documento. Ademas de la cepa de Thraustochytriales
funcional conocida hay derivados de las proteinas de Thraustochytriales que también funcionan en los métodos y
composiciones desvelados. Los expertos en la materia entienden bien las variantes y derivados de proteina y
pueden implicar modificaciones de la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, algunas modificaciones de la
secuencia de aminoacidos por lo general entran en una o mas de tres clases: variantes de sustitucion, inserciéon o
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supresion. Algunas inserciones incluyen fusiones de amino y/o carboxilo terminal asi como inserciones
intrasecuencia de un solo aminoacido o multiples restos de aminoacidos. Por lo general, las inserciones seran
inserciones mas pequefias que las de las fusiones de amino o carboxilo terminal, por ejemplo, del orden de uno a
cuatro restos. Algunos derivados de proteina de fusién inmunogénica, tales como los se describen en los ejemplos,
se preparan por fusiéon de un polipéptido lo suficientemente grande como para conferir inmunogenicidad a la
secuencia diana mediante reticulacion in vitro o mediante cultivo celular recombinante trasformado con ADN que
codifican la fusion. Algunas supresiones se caracterizan por la retirada de uno o mas restos de aminoacido de la
secuencia de proteinas. Por lo general, no se suprimen mas de aproximadamente 2 a 6 restos en cualquier sitio
dentro de la molécula de proteina. Estas variantes normalmente se preparan mediante mutagénesis especifica del
sitio de nucleotidos en el ADN que codifica la proteina, produciendo de ese modo un ADN que codifican la variante, y
a partir de ese momento expresion del ADN en cultivo celular recombinante. Algunas técnicas para preparar
mutaciones de sustitucion en sitios determinados previamente en el ADN que tienen una secuencia conocidas se
conocen bien, por ejemplo mutagénesis del cebador M13 y mutagénesis de PCR. Por lo general, las sustituciones de
aminoacidos son de un solo resto, pero se pueden producir en un nimero de posiciones diferentes de una vez; las
inserciones normalmente seran del orden de aproximadamente 1 a 10 restos de aminoacidos; y las supresiones
variaran de aproximadamente 1 a 30 restos. Las supresiones o las inserciones se realizan preferentemente en pares
adyacentes, es decir, 1 supresion de 2 restos o insercion de 2 restos. Las sustituciones, supresiones, inserciones o
cualquier combinacion de las mismas se pueden combinar para llegar a una construccion final. Las mutaciones no
se deben colocar en la secuencia fuera del marco de lectura and preferentemente no crearan regiones
complementarias que podrian producir una estructura secundaria de ARNm. Las variantes de sustitucién son
aquéllas en las que al menos un resto se ha retirado y un resto diferente se ha insertado en su lugar. Tales
sustituciones por lo general se realizan de acuerdo con las siguientes Tablas 1 y 2 y se denominan sustituciones
conservativas.

[0213] Los cambios sustanciales en la funcion o la identidad inmunolégica se realizan mediante seleccion de
sustituciones que son menos conservativas que las que aparecen en la Tabla 2, es decir, seleccionando restos que
difieren de forma mas significativa en su efecto en el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal del
polipéptido en el area de sustitucion, por ejemplo en forma de con formaciéon de lamina o helicoidal, (b) la carga o
hidrofobia de la molécula en el sitio diana o (c) el volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que en general se
espera que produzcan los cambios mas grandes en las propiedades de la proteina seran aquellas en las que (a) un
resto hidrofilo, por ejemplo serilo o treonilo, esta sustituido por (o con) un resto hidroéfobo, por ejemplo leucilo,
isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) una cisteina o prolina esta sustituida por (o con) cualquier otro resto; (c) un
resto que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo, lisilo, arginilo, o histidilo, esta sustituido por (o con)
un resto electronegativo, por ejemplo, glutamilo o aspartilo; o (d) un resto que tiene una cadena lateral voluminosa,
por ejemplo, fenilalanina, esta sustituido por (o con) uno que no tiene una cadena lateral, por ejemplo, glicina, en
este caso, (e) mediante el aumento del nimero de sitios para sulfatacion y/o glicosilacion.

TABLA 1: Abreviaturas del Aminoacido

Aminoacido Abreviaturas
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico |Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutdmico |Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
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Aminoacido Abreviaturas
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tvr Y
Valina Val \%

TABLA 2: Sustituciones de Aminoacido

Resto Original Sustituciones Conservativas a modo de Ejemplo*
Ala Ser

Arg Lys; GIn
Asn GlIn; His
Asp Glu

Cys Ser

GIn Asn; Lys
Glu Asp

Gly Pro

His Asn; GIn

lle Leu; Val
Leu lle; Val

Lys Arg; GIn
Met Leu; lle
Phe Met; Leu; Tyr
Pro Gly

Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

* En la técnica se conocen otras

[0214] Por ejemplo, los expertos en la materia conocen la sustitucion de un resto de aminoacido con otro que es
biolégica y/o quimicamente similar como una sustitucion conservativa. Por ejemplo, una sustitucion conservativa se
produciria sustituyendo un resto hidrofugo por otro, o un resto polar por otro. La sustituciones incluyen
combinaciones tales como, por ejemplo, Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr.
Tales variaciones sustituidas de forma conservativas de cada secuencia desvelada de forma explicita se incluyen
dentro de los polipéptidos mosaico proporcionados en el presente documento.

[0215] Para insertar sitios para N-glicosilacion (Asn-X-Thr/Ser) u O-glicosilacion (Ser o Thr) se puede usar
mutagénesis de sustitucion o de supresion. Las supresiones de cisteina u otros restos labiles también pueden ser
deseables. Las supresiones o sustituciones de sitios de protedlisis potenciales, por ejemplo Arg, se consiguen por
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ejemplo mediante supresion de uno de los restos basicos o mediante sustitucion de uno con restos de glutaminilo o
histidilo.

[0216] Ciertas derivatizaciones posteriores a la traduccion son el resultado de la accion de células hospedadoras
recombinantes en el polipéptido expresado. Los restos de glutaminilo y asparaginilo frecuentemente se desamidan
después de la traduccién a los correspondientes restos de glutamilo y asparilo. Como alternativa, estos restos se
desamidan en condiciones ligeramente acidas. Otras modificaciones después de la traduccion incluyen hidroxilacion
de prolina y lisina, fosforilacion de grupos hidroxilo de restos de serilo o treonilo, metilacion de los grupos o-amino de
cadenas laterales de lisina, arginina, e histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Co., San Francisco pp 79-86, 1983), acetilacion de la amina N-terminal y, en algunos casos, amidacion
del carboxilo C-terminal.

[0217] Se entiende que una manera de definir las variantes y derivados de las proteinas desveladas en el presente
documento es a través de la definicion de las variantes y derivados en términos de homologia/identidad con respecto
a secuencias especificas conocidas. De forma especifica se desvelan variantes de proteinas desveladas en el
presente documento que tienen una homologia de al menos, un 60 %, 70 % o un 75 % o un 80 % o un 85 % o un
90 % o un 95 % con la secuencia indicada. Los expertos en la materia entienden faciimente como determinar la
homologia de dos proteinas. Por ejemplo, la homologia es recalcular después del alineamiento de las consecuencias
de modo que la homologia se encuentra en su nivel mas elevado.

[0218] Otra forma de calcular la homologia se puede realizar con algoritmos publicados. El alineamiento 6ptimo de
las secuencias para comparacion se puede realizar con el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Adv.
Appl. Math. 2: 482, 1981, con el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:
443, 1970, con el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988,
con implementaciones informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de
Software de Genética de Wisconsin, Grupo de Informatica Genética, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
inspeccion.

[0219] Los mismos tipos de homologia se pueden obtener para los nucleicos por ejemplo con los algoritmos
desvelados en Zuker, M. Science 244: 48-52, 1989, Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 7706-7710, 1989,
Jaeger et al. Methods Enzymol. 183: 281-306, 1989.

[0220] Se entiende que la descripcion de mutaciones conservativas y homologia se pueden combinar en conjunto en
cualquier combinacion, tal como las realizaciones que tienen una homologia de al menos un 70 % con una
secuencia en particular en la que las variantes son mutaciones conservativas.

[0221] Como la presente memoria descriptiva discute diversas proteinas y secuencias de proteinas, se entiende que
también se desvelan los acidos nucleicos que codifican esas secuencias de proteinas. Estas incluirian todas las
secuencias degeneradas o relacionadas con una secuencia de proteinas especificas, es decir, todos los acidos
nucleicos que tienen una secuencia que codifica una secuencia de proteinas en particular asi como todos los acidos
nucleicos, que incluyen acidos nucleicos degenerados, que codifican las variantes y derivados desvelados de las
secuencias de proteinas. Por lo tanto, aunque cada secuencia de acidos nucleicos en particular puede escribirse
completa en el presente documento, se entiende que todas y cada una de las secuencias de hecho se desvela y se
describe en el presente documento a través de la secuencia de proteinas desvelada. También se entiende aunque
ninguna secuencia de aminoacidos indica qué secuencia de ADN en particular codifica esa proteina dentro del
organismo, en el que algunas variantes en particular de la proteina desvelada se desvelan en el presente
documento, la secuencia de acidos nucleicos conocida que codifica esa proteina en la afecta en particular a partir de
la que surge esa proteina también se conoce y se desvela y se describe en el presente documento.

[0222] Se entiende que existen numerosos analogos de aminoacidos y péptidos que se pueden incorporar en las
composiciones desveladas. Por ejemplo, existen numerosos D aminoacidos o aminoacidos que tienen un
sustituyente funcional diferente a los de los aminoacidos mostrados en la Tabla 1 y Tabla 2. Los estereoisémeros
opuestos de péptidos de origen natural se desvelan, asi como los estereoisémeros de analogos de péptidos. Estos
aminoacidos se pueden incorporar facilmente en cadenas politécnicas mediante la carga de moléculas de ARNt con
el aminoacido de eleccion y construcciones de ingenieria genética que usan, por ejemplo, codones ambar, para
insertar el aminoacido analogo en una cadena peptidica de una manera especifica del sitio (Thorson et al., Methods
in Mol. Biol. 77: 43-73, 1991, Zoller, Curr. Opin. Biotech., 3: 348-354, 1992; Ibba, Biotechnol. Genet. Eng. 13: 197-
216, 1995, Cahill et al., Trends Biochem. Sci., 14: 400-403, 1989; Benner, Trends. Biotechnol., 12: 158-163, 1994).

[0223] Se pueden producir moléculas que se parecen a los péptidos, but pero que no se conectan a través de un
enlace peptidico natural. Por ejemplo, los enlaces para aminoacidos o analogos de aminoacido pueden incluir
CH3NH--, --CH;S--, --CH,--CH; --, --CH=CH-- (cis y trans), --COCH; --, --CH(OH)CHa-- y --CHH,SO- ( Estos y otros
se pueden encontrar en Spatola, A. F. en Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, B.
Weinstein, eds., Marcel Dekker, New York, p. 267, 1983; Spatola, A. F., Vega Data (marzo de 1983), Vol. 1, Articulo
3, Peptide Backbone Modifications (revision general); Morley, Trends Pharm. Sci. 463-468, 1980; Hudson, D. et al,,
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Int. J. Pept. Prot. Res. 14: 177-185, 1979 (--CH2NH--, CH,CH,--); Spatola ef al. Life Sci. 38: 1243-1249, 1986 (--CH
H2--S); Hann J. Chem. Soc. Perkin Trans. | 307-314, 1982 (--CH-CH--, cis y trans); Almquist et al. J. Med. Chem. 23:
1392-1398, 1980 (--COCH,--); Jennings-White et al. Tetrahedron Lett., 23: 2533, 1982 (--COCH,--); Szelke et al.
European Appin., EP 45665 CA: 97: 39405,1982 (--CH(OH)CH.--); Holladay et al. Tetrahedron Lett. 24: 4401-4404,
1983 (--C(OH)CHz--); y Hruby Life Sci. 31: 189-199, 1982 (--CH,--S--). Un enlace no peptidico particularmente
preferente es --CH2NH--. Se entiende que los analogos de péptido pueden tener mas de un atomo entre los atomos
del enlace, tales como b-alanina, acido g-aminobutirico, y similares.

[0224] Algunos analogos de aminoacido y analogos y analogos de péptidos a menudo tienen propiedades
aumentadas o deseadas, tales como, producciéon mas econdémica, mayor estabilidad quimica, mejores propiedades
farmacologicas (vida media, absorcion, potencia con eficacia, etc.), alteracion de la especificidad (por ejemplo, un
amplio espectro de actividades bioldgicas), reduccion de la antigenicidad y otros.

[0225] Algunos D-aminoacidos se pueden usar para generar péptidos mas estables, porque los D aminoacidos no
son reconocidos por las peptidasas y similares. La sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una
secuencia consenso con un D-aminoacido del mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina) se puede usar
para generar péptidos mas estables. Los restos de cisteina se pueden usar para ciclar o unir dos 0 mas péptidos en
conjunto. Esto puede ser beneficioso para limitar a los péptidos en conformaciones particulares. (Rizo y Gierasch
Ann. Rev. Biochem. 61: 387, 1992).

6. Suplementos

[0226] En el presente documento también se desvelan suplementos nutricionales. Un suplemento nutricional es
cualquier compuesto o composicion que se puede administrar o ingerir por un sujeto para proporcionar, suministrar o
aumentar un nutriente o nutrientes (por ejemplo, vitaminas, minerales, elementos traza esenciales, aminoacidos,
péptidos, acidos nucleicos, oligonucledtidos, lipidos, colesterol, esteroides, carbohidratos, y similares). En un
aspecto, en el presente documento se desvelan suplementos nutricionales que comprenden cualquiera de los
compuestos desvelados en el presente documento. Por ejemplo, un suplemento nutricional puede comprender
cualquiera de los lipidos desvelados en el presente documento. Los restos de acidos grasos de estos lipidos pueden
ser cualquier acido graso de como se desvela en el presente documento (por ejemplo, restos de acidos grasos
insaturados o saturados).

[0227] EI suplemento nutricional puede comprender cualquier cantidad de los compuestos desvelados en el presente
documento, pero por lo general contendran una cantidad determinada para suministrar a un sujeto una dosis
deseada de un derivado de bencenodiol (por ejemplo, CoQ1o) y/o acidos grasos. La cantidad exacta de compuesto
necesaria en el suplemento nutricional variara de sujeto a sujeto, dependiendo de la especie, edad, peso y estado
general del sujeto, la gravedad de la deficiencia dietética que se esta tratando, el modo de administracion en
particular, y similares. Por lo del tanto, no es posible especificar una cantidad exacta para cada suplemento
nutricional. Sin embargo, una cantidad apropiada la puede determinar un experto habitual en la materia usando
solamente experimentacion de rutina dadas las ensefianzas en el presente documento. En un ejemplo especifico, un
suplemento nutricional puede comprender de aproximadamente un 0,05 % a aproximadamente un 20 %, de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 7,5 %, o de aproximadamente un 3 % a aproximadamente un 5 %
en peso del compuesto. En otro ejemplo, el suplemento nutricional puede comprender de aproximadamente un 0,05,
0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 1,0, 1,5, 2,0,
2,5, 3,0, 3,5,4,0,4,5,5,0,5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, 13,0, 13,5, 14,0,
14,5, 15,0, 15,5, 16,0, 16,5, 17,0, 17,5, 18,0, 18,5, 19,0, 19,5, 0 20,0 % en peso del compuesto, en el que cualquiera
de los valores indicados puede formar un criterio de valoracion superior o inferior cuando sea apropiado. En otro
aspecto, con respecto al suplemento nutricional, el suplemento puede estar formado por hasta un 100 % del
suplemento.

[0228] El suplemento nutricional también puede comprender otro u otros nutrientes, tales como vitaminas, elementos
traza, minerales, y similares. Ademas, el suplemento nutricional puede comprender otros componentes tales como
conservantes, agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, espesantes, aromatizantes, diluyentes,
emulgentes, adyuvantes de dispersion y/o aglutinantes.

[0229] Los suplementos nutricionales por lo general se toman generalmente por via oral y se pueden presentar en
cualquier forma adecuada para administracion oral. Por ejemplo, un suplemento nutricional se puede presentar por
lo general en una forma de comprimido, capsula de gel, capsula, liquido, bolsitas, o jarabe.

7. Dispositivos de Suministro

[0230] Cualquiera de los compuestos descritos en el presente documento se pueden incorporar en un dispositivo de
suministro. Algunos ejemplos de dispositivos de suministro incluyen, pero no se limitan a, microcapsulas,
microesferas, nanoesferas o nanoparticulas, liposomas, noisoma, nanoeritrosoma, nanoparticulas de soélido-liquido,
geles, capsulas de gel, comprimidos, lociones, cremas, pulverizaciones, o emulsiones. Otros ejemplos de
dispositivos de suministro que son adecuados para administracion no oral incluyen pulmoesferas. Algunos ejemplos
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de dispositivos de suministro en particular Utiles en el presente documento se describen a continuacion.

[0231] Los compuestos desvelados se pueden incorporar en liposomas. Como se sabe en la técnica, los liposomas
por lo general se derivan de fosfolipidos y otras sustancias lipidicas. Los liposomas estan formados por cristales
liquidos hidratados mono o multilaminares que se dispersan en un medio acuoso. Se puede utilizar cualquier lipido
no toxico, fisioldgicamente aceptable y metabolizable capaz de formar liposomas. Las composiciones desveladas en
forma de liposoma pueden contener, en ademas de un compuesto desvelado en el presente documento, agentes
estabilizantes, conservantes, excipientes, y similares. Algunos ejemplos de lipidos adecuados son los fosfolipidos y
las fosfatidilcolinas (lecitinas), tanto naturales como sintéticos. En la técnica se conocen algunos métodos para
formar liposomas. Véase, por ejemplo, Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volumen XIV, Academic Press, New
York, p. 33 y sucesivas, 1976.

[0232] En otros ejemplos, los liposomas pueden ser liposomas catiénicos (por ejemplo, DOTMA, DOPE, colesterol
DC) o liposomas anionicos. Los liposomas pueden comprender adicionalmente proteinas para facilitar la orientacion
de una célula en particular, si se desea. La administracion de una composicion que comprende un compuesto y un
liposoma catidnico se puede administrar a la de sangre aferente a un érgano diana o se pueden inhalar en las vias
respiratorias para células diana del tracto respiratorio. Con respecto a liposomas, véanse por ejemplo, Brigham, et
al., Am J Resp Cell Mol Biol 1: 95-100, 1989; Felgner, et al., Proc Natl Acad Sci USA 84:7413-7, 1987; y Pat. de
Estados Unidos n.° 4.897.355. Como un ejemplo, el suministro se puede realizar a través de un liposoma, usando
preparaciones de liposomas disponibles en el mercado tales como LIPOFECTIN, LIPOFECTAMINE (GIBCO-BRL,
Inc., Gaithersburg, MD), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc.,
Madison, WI), asi como otros liposomas desarrollados de acuerdo con procedimientos convencionales en la técnica.
También se pueden usar algunos liposomas en los que la difusién del compuesto o suministro del compuesto desde
el liposoma estan disefiados para una tasa de dosificacion especifica.

[0233] Como se describe en el presente documento, los noisomas son dispositivos de suministro que se pueden
usar para suministrar las composiciones desveladas en el presente documento. Los noisomas son vesiculas
multilamelares o unilamelares que involucran a agentes tensioactivos no iénicos. Una solucion acuosa de soluto esta
encerrada por una bicapa resultante de la organizacion de macromoléculas de tensioactivo. Al igual que los
liposomas, los noisomas se usan en la administracion dirigida de, por ejemplo, farmacos anticancer, que incluyen
metotrexato, doxorrubicina e inmunoadyuvantes. Por lo general se entiende que son diferentes a los transferosomas,
vesiculas preparadas a partir de polimeros que contienen carbohidrato anfifilico y grupo amino, por ejemplo,
quitosano.

[0234] Como se describe en el presente documento, los nanoeritrosomas son dispositivos de suministro que se
pueden usar para suministrar las composiciones desveladas en el presente documento. Los nanoeritrosomas son
nanovesiculas formadas por glébulos rojos mediante didlisis a través de filtros de tamafio de poro definido. Estas
vesiculas se pueden cargar con una matriz diversa de moléculas biolégicamente activas, incluyendo las proteinas y
las composiciones desveladas en el presente documento. Por lo general, sirven como vehiculos ideales para
agentes antineoplasicos tales como bleomicina, actinomicina D, pero se pueden usar para esteroides, otros lipidos,
etc.

[0235] Los gldbulos rojos artificiales, como se describe en el presente documento, son dispositivos de suministro
adicionales que se pueden usar para suministrar las composiciones desveladas en el presente documento. Los
glébulos rojos artificiales se pueden generar mediante métodos de polimerizacién interfacial y de emulsion de
complejos. Por lo general, la pared "celular" esta formada por polimero de poliftaloil L-lisina/poliestireno y el nacleo
esta formado por una solucidon de hemoglobina a partir de hemolizado de oveja. Las microesferas cargadas con
hemoglobina por lo general tienen un tamario de particula de 1 a aproximadamente 10 mm. Su tamafio, flexibilidad,
capacidad de transporte de oxigeno es similar al de los glébulos rojos.

[0236] Las nanoparticulas de solido-lipidos, como se describe en el presente documento, son otros dispositivos de
suministro que se pueden usar para entregar las composiciones desveladas en el presente documento. Las
nanoparticulas de soélido-lipido son nanoparticulas que se dispersan en una solucién acuosa de tensioactivo. Estan
formadas por un nucleo hidréfobo sélido que tiene una monocapa de un revestimiento de fosfolipidos y normalmente
se preparan con técnicas de homogeneizaciéon a alta presion. Los complejos de inmunomodulacién (ISCOM) son
ejemplos de nanoparticulas de solido-lipido. Son ensamblajes supramoleculares de 40 nm con forma de jaula que
estan formados por fosfolipidos, colesterol y antigenos hidréfobos y se usan principalmente como
inmunoadyuvantes. Por ejemplo, los ISCOM se usan para aumentar los niveles en plasma de la sangre de
ciclosporina inyectada por via subcutanea.

[0237] Las microesferas y microcapsulas, como se describe en el presente documento, son también otro dispositivo
de suministro que se pueden usar para suministrar las composiciones desveladas en el presente documento. A
diferencia de los sistemas de suministro de liposomas, las microesferas y microcapsulas por lo general no tienen un
nucleo acuoso, sino una matriz de polimero sélida o polimero de membrana. Estos dispositivos de suministro se
obtienen mediante precipitacién controlada de polimeros, reticulacion quimica de polimeros solubles, y
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polimerizacién interfacial de dos mondmeros o técnicas de homogeneizacion a alta presion. ElI compuesto
encapsulado se libera gradualmente desde el depodsito mediante erosion o difusion de las particulas. Se han
desarrollado algunas formulaciones satisfactorias de péptidos de accion corta, tales como los agonistas de LHRH
como leuprorelina y triptorelina. Las microesferas de poli(lactida co-glicélido (PLGA) se usan en la actualidad como
formas de dosificacion mensual y de tres meses en el tratamiento de cancer de prostata avanzado, endometriosis, y
otras afecciones sensibles a hormonas. El leuprolide, un superagonista de LHRH, se incorpord en una diversidad de
matrices de PLGA usando un método de extraccion/evaporacion de disolvente. Como se ha indicado, todos estos
dispositivos de suministro se pueden usar en los métodos desvelados en el presente documento.

[0238] Las pulmoesferas son también otros ejemplos de dispositivos de administracion que se pueden usar en el
presente documento. Las pulmoesferas son particulas huecas y porosas con una baja densidad (inferior a
aproximadamente 0,1 m ml'1). Por lo general, las pulmoesferas tienen capacidad de redispersion excelente y por lo
general se preparan con la tecnologia de condensacion de fluidos supercriticos. El co-secado por pulverizacion de
ciertas matrices, tales como carbohidratos, albumina de suero humano, etc., puede mejorar la estabilidad de las
proteinas y péptidos (por ejemplo, insulina) y otras biomoléculas para administracion por via pulmonar. Este tipo de
administracion también se podria conseguir con microemulsiones y emulsiones lipidicas, que son emulsiones
ultrafinas, delgadas, de aceite en agua transparentes (W/O) formadas de forma espontanea sin entrada significativa
de energia mecanica. En esta técnica, una emulsion se puede preparar a una temperatura, que debe ser superior a
la temperatura de inversion de fases del sistema. A temperatura elevada, la emulsion es de tipo agua en aceite (w/o)
y a medida que se enfria a la temperatura de inversion de fase, esta emulsion se invierte para convertirse en (o/w).
Debido a sus fases internas muy pequefias, que son extremadamente estables y se usan para la liberacion
sostenida de esteroides y vacunas. Las emulsiones lipidicas comprenden un nucleo de lipidos neutros (es decir,
triglicéridos) estabilizado con una monocapa de lipido anfifilico (es decir, fosfolipido) usando tensioactivos tales
como triglicéridos de lecitina de huevo y Miglyol. Son adecuados para la direccion pasiva y activa.

[0239] Existen otros sistemas de administracion oral en investigacion que se basan en la modulacién de la presion
osmotica, modulacién del pH, modulaciéon de la inflamacion, alteracion de la densidad y sistemas flotantes,
capacidad de mucoadhesién, etc. Estas formulaciones y formulaciones retardadas en el tiempo para la
administracion de farmacos de acuerdo con el ritmo circadiano de la enfermedad que en la actualidad estan en uso o
investigacion se puede aplicar para la administracion de las composiciones desveladas en el presente documento.

[0240] En un aspecto en particular desvelado en el presente documento, los compuestos desvelados, que incluyen
suplementos nutricionales y formulaciones farmacéuticas de los mismos, se pueden incorporar en microcapsulas
como se describe en el presente documento.

[0241] En un aspecto desvelado en el presente documento, los compuestos desvelados se pueden incorporar en
microcapsulas. En un aspecto, la microcapsulas comprende una aglomeracion de microcapsulas primarias y los
compuestos de cromo descritos en el presente documento, teniendo cada microcapsula primaria individual una
cubierta primaria, en la que el compuesto de cromo estd encapsulado por la cubierta primaria, en la que la
aglomeracion esta encapsulada por una capsula externa. En el presente documento estas microcapsulas se
denominan “microcapsulas de multiples nucleos".

[0242] En otro aspecto, en el presente documento se describen microcapsulas que comprenden un compuesto de
cromo, una cubierta primaria, y una cubierta secundaria, en las que la cubierta primaria encapsula al compuesto de
cromo, Y la cubierta secundaria encapsula a la sustancia de carga y la cubierta primaria. En el presente documento
estas microcapsulas se denominan "microcapsulas de un solo nucleo".

[0243] Opcionalmente, otras sustancias de carga se pueden encapsular con el compuesto de cromo. La sustancia
de carga puede ser cualquier sustancia que no sea totalmente soluble en la mezcla acuosa. En un aspecto, la
sustancia de carga es un sélido, un liquido hidréfobo, o una mezcla de un sodlido y un liquido hidréfobo. En otro
aspecto, la sustancia de carga comprende una grasa, un aceite, un liquido, un farmaco (por ejemplo, molécula
pequefia), una sustancia biolégicamente activa, un suplemento nutricional (por ejemplo, vitaminas), un compuesto
saborizante, o una mezcla de los mismos. Algunos ejemplos de aceites incluyen, pero no se limitan a, aceites de
animales (por ejemplo, aceite de pescado, aceite de mamifero marino, etc.), aceites vegetales (por ejemplo, canola o
colza), aceite minerales, derivados de los mismos o mezclas de los mismos. La sustancia de carga puede ser una
sustancia oleosa purificada o parcialmente purificada tal como un acido graso, un triglicérido o éster del mismo, o
una mezcla de los mismos. En otro aspecto, la sustancia de carga puede ser un carotenoide (por ejemplo, licopeno),
un agente de saciedad, un compuesto saborizante, un farmaco (por ejemplo, un farmaco insoluble en agua), una
particula, un agente quimico agricola (por ejemplo, herbicidas, insecticidas, fertilizantes), o un ingrediente de
acuicultura (por ejemplo, alimentos, pigmento).

[0244] En un aspecto, la sustancia de carga puede ser un acido graso omega-3. Algunos ejemplos de acidos grasos
omega-3 incluyen, pero no se limitan a, acido a-linolénico (18:3n3), acido octadecatetraenoico (18:4n3), acido
eicosapentaenoico (20:5n3) (EPA), acido docosahexaenoico (22:6n3) (DHA), acido docosapentaenoico (22:5n3)
(DPA), acido eicosatetraenoico (20:4n3), acido uncosapentaenoico (21:5n3), acido docosapentaenoico (22:5n3) y

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 572 833 T3

derivados de los mismos y mezclas de los mismos. En la técnica se conocen muchos tipos de derivados de acidos
grasos omega-3. Algunos ejemplos de derivados adecuados incluyen, pero no se limitan a, ésteres, tales como
ésteres fitoesterol, ésteres de alquilo C4-Cso ramificados o sin ramificar, ésteres de alquenilo C,-Cso ramificados o sin
ramificar, o ésteres de cicloalquilo C3-C3p ramificados o sin ramificar tales como ésteres de fitoesterol y ésteres de
alquilo C+-Ce. Algunas fuentes de aceite se pueden derivar de organismos acuaticos (por ejemplo, anchoas, capelan,
bacalao del Atlantico, arenque del Atlantico, caballa del Atlantico, sabalo del Atlantico, salménidos, sardinas, tiburén,
atun, etc.) y plantas (por ejemplo, lino, vegetales, etc.) y microorganismos (por ejemplo, hongos y algas).

[0245] En un aspecto, la sustancia de carga puede contener un antioxidante. Algunos ejemplos de antioxidantes
incluyen, pero no se limitan a, vitamina E, CoQ1o, tocoferoles, derivados solubles de lipido de antioxidantes mas
polares tales como ésteres de acido graso de ascorbilo (por ejemplo, palmitato de ascorbilo), extractos de plantas
(por ejemplo, aceites de romero, salvia y orégano), extractos de algas, y antioxidante sintéticos (por ejemplo, BHT,
TBHQ, etoxiquina, galatos de alquilo, hidroquinonas, tocotrienoles).

[0246] Para producir las capas de cubierta de las microcapsulas de un solo nucleo y de mdltiples nucleos se puede
usar un numero de diferentes polimeros. Algunos ejemplos de tales polimeros incluyen, pero no se limitan a, una
proteina, un polifosfato, un polisacarido, o una mezcla de los mismos. En otro aspecto, el material de cubierta usado
para preparar las microcapsulas de un solo nucleo y de multiples ndcleos comprende adicionalmente. En otro
aspecto, el material de cubierta usado para preparar microcapsulas de un solo nucleo y de multiples nucleos
comprende adicionalmente gelatina de tipo A, gelatina de tipo B, polifosfato, goma arabiga, alginato, quitosano,
carragenano, pectina, almidén, almidén modificado, alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobumina, ovoalbumina,
polisorbitén, maltodextrinas, ciclodextrinas, celulosa, metil celulosa, etil celulosa, hidropropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa, proteina de leche, proteina de suero, proteina de soja, proteina de colza, albumina, quitina,
polilactidas, poli-lactida-co-glicélidos, quitina derivatizada, quitosano, poli-lisina, diversos compuestos inorganicos-
organicos, o cualquier mezcla de los mismos. También se contempla que también se pueden usar algunos derivados
de estos polimeros. En otro aspecto, el polimero puede ser gelatina kosher, gelatina no kosher, gelatina Halal o
gelatina no Halal.

[0247] En un aspecto, una o mas de las capas de cubierta en las microcapsulas de un solo nucleo o de multiples
nucleos comprende gelatina que tiene un indice de Bloom inferior a 50. En el presente documento esta gelatina se
denomina "queratina de bajo indice de Bloom". El indice de Bloom describe la resistencia del gel formado a 10 °C
con una solucion de un 6,67 % gelificada durante 18 horas. En un aspecto, la gelatina de bajo indice de Bloom tiene
un indice de Bloom inferior a 40, inferior a 30, inferior a 20, o inferior a 10. En otro aspecto, la gelatina tiene un indice
de Bloom de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10,9, 8,7,6, 5,4, 3,2, 1,00, en el que cualquiera de dos valores se puede
usar para producir un intervalo. En otro aspecto, la gelatina de bajo indice de Bloom esta tanto en la cubierta
primaria como en la cubierta externa de la microcapsula de multiples nucleos. En un aspecto, la gelatina de bajo
indice de Bloom es gelatina de tipo A. En otro aspecto, la gelatina de bajo indice de Bloom es gelatina de tipo A
producida por Kenney y Ross Ltd., R.R. n.°3 Shelburne, NS Canada. En otro aspecto, la gelatina que tiene un indice
de Bloom de cero esta tanto en la cubierta primaria como en la cubierta externa de la microcapsula de muiltiples
nucleos.

[0248] En un aspecto, el material usado para preparar las cubiertas de las microcapsulas de un solo nucleo o de
multiples nucleos es un sistema de dos componentes preparado a partir de una mezcla de dos tipos de polimeros
diferentes. En un aspecto, el material es un coacervado de complejo entre los componentes poliméricos. La
coacervacion de complejo esta causada por la interaccion entre dos polimeros de cargas opuestas. En un aspecto,
el material de cubierta usado para producir las microcapsulas de un solo nucleo o de multiples nucleos esta formado
por (1) gelatina de bajo indice de Bloom y (2) gelatina de tipo B, polifosfato, goma arabiga, alginato, quitosano,
carragenano, pectina, carboximetilcelulosa, proteina de suero, proteina de soja, proteina de colza, albimina, o una
mezcla de los mismos. La proporcion molar de los diferentes polimeros puede variar. Por ejemplo, la proporcion
molar de la gelatina de bajo indice de Bloom con respecto al otro componente del polimero es de 1:5 a 15:1. Por
ejemplo, cuando se usan gelatina de bajo indice de Bloom y polifosfato, la proporciéon molar de la gelatina de bajo
indice de Bloom con respecto a polifosfato es de aproximadamente 8:1 a aproximadamente 12:1; cuando se usan
gelatina de bajo indice de Bloom y gelatina de tipo B, la proporcion molar es de 2:1 a 1:2; y cuando se usan gelatina
de bajo indice de Bloom y alginato, la proporcion molar es de 3:1 a 8:1.

[0249] Los adyuvantes de procesamiento se pueden incluir en el material de cubierta (por ejemplo, cubiertas
primaria o exterior). Los adyuvantes de procesamiento se pueden usar por una variedad de razones. Por ejemplo, se
pueden usar para promover la aglomeracién de las microcapsulas primarias, estabilizar el sistema de emulsion,
mejorar las propiedades de las cubiertas externas, controlar el tamafio de la microcapsula y/o para actuar como un
antioxidante. En un aspecto, el adyuvante de procesamiento puede ser un agente emulgente, un acido graso, un
lipido, una cera, una célula microbiana (por ejemplo, lineas de células de levadura), una arcilla, o un compuesto
inorganico (por ejemplo, carbonato calcico). No deseando quedar ligado por la teoria, estos adyuvantes de
procesamiento pueden mejorar las propiedades de barrera de las microcapsulas. En un aspecto, uno o mas
antioxidantes se pueden afadir al material de cubierta. Las propiedades antioxidantes son utiles tanto durante el
proceso (por ejemplo, durante la coacervacion y/o secado por pulverizacion) y en las microcapsulas después de que
se hayan formado (es decir, para prolongar la vida util, etc). Preferentemente, se puede usar un pequefio nimero de
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adyuvantes de procesamiento que realizan un gran ndmero de funciones. En un aspecto, el antioxidante puede ser
un compuesto fendlico, un extracto de planta, o un aminoacido que contiene azufre. En un aspecto, se puede usar
acido ascorbico (o una de sus sales tales como ascorbato sédico o potasico) para promover la aglomeracion de las
microcapsulas primarias, para controlar el tamafio de microcapsula y para actuar como un antioxidante. El
antioxidante se puede usar en una cantidad de aproximadamente 100 ppm a aproximadamente 12.000, o de
aproximadamente 1.000 ppm a aproximadamente 5.000 ppm. También se pueden usar otros adyuvantes de
procesamiento, tales como, por ejemplo, quelantes de metales. Por ejemplo, el acido etileno diamin tetraacético se
puede usar para unirse a iones metalicos, que puede reducir la oxidacion catalitica de la sustancia de carga.

[0250] En un aspecto, las microcapsulas primarias (cubiertas primarias) tienen un diametro medio de
aproximadamente 40 nm a aproximadamente 10 um, de 0,1 ym a aproximadamente 10 um, de 1um a
aproximadamente 10 ym, de 1 uym a aproximadamente 8 um, de 1 ym a aproximadamente 6 um, de 1 uym a
aproximadamente 4 um, o de 1 ym a aproximadamente 2 um, o 1 um. En otro aspecto, las microcapsulas de
multiples nucleos pueden tener un diametro medio de aproximadamente 1 ym a aproximadamente 2000 um, de
20 yum a aproximadamente 1000 um, de aproximadamente 20 ym a aproximadamente 100 ym, o de
aproximadamente 30 ym a aproximadamente 80 um. En otro aspecto, las microcapsulas de un solo nucleo tienen un
diametro externo de 1 um a 2.000 pm.

[0251] Las microcapsulas descritas en el presente documento por lo general tienen una combinacién de carga y
resistencia estructural elevadas. Por ejemplo, algunas cargas de sustancia de carga pueden ser de un 20 % a un
90 %, de un 50 % a un 70 % en peso, o de un 60 % en peso de las microcapsulas individuales o de varios nucleos.

[0252] En un aspecto, los métodos descritos en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2003/0193102 se pueden usar para encapsular los lipidos de algas que se describen en el presente documento.
También se contempla que una o mas capas de cubierta adicionales se pueden colocar en la cubierta exterior de las
microcapsulas de un solo nucleo o de multiples nucleos. En un aspecto, las técnicas que se describen en la
Publicacion Internacional n.° WO 2004/041251 A1, se pueden usar para afnadir capas de cubiertas adicionales a las
microcapsulas de un solo nucleo y de multiples nucleos.

a) Composiciones farmacéuticas y nutracéuticas

[0253] Estos lipidos y antioxidantes estan dirigidos a su uso en alimentos para animales, agentes farmacéuticos,
agentes nutracéuticos (en especial formulas infantiles), asi como en la industria. Estas también incluyen formas
nutracéuticas de suministro tales como capsulas de gel y similares, microencapsulaciones comunes, etc.

[0254] Como se ha descrito anteriormente, las composiciones también se pueden administrar in vivo en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material que no es biolégicamente
o de otro modo indeseable, es decir, el material se puede administrar a un sujeto, junto con el acido nucleico o
vector, sin causando ningun efecto biolégico indeseable ni interactuar de una manera perjudicial con cualquiera de
los otros componentes de la composicién farmacéutica en la que esta contenido. El vehiculo se seleccionaria de
forma natural para minimizar cualquier degradacion del principio activo y para minimizar cualquier efecto secundario
adverso en el sujeto, como no conoceria un experto en la materia.

[0255] Las composiciones se pueden administrar por via oral, por via parenteral (por ejemplo, por via intravenosa),
por inyeccion intramuscular, por inyeccion intraperitoneal, por via transdérmica, por via extracorpdrea, por via topica
o similares, incluyendo la administracion intranasal topica o administracion por inhalaciéon. Como se usa en el
presente documento, "administracién tépica intranasal" se refiere a la administracién de las composiciones en la
nariz y los conductos nasales a través de uno o ambos de los orificios nasales y puede comprender la administracion
mediante un mecanismo de pulverizacion o mecanismo de formacion de gotitas, o a través de aerosolizacion del
acido nucleico o vector. La administracion de las composiciones mediante inhalacién se puede realizar a través de la
nariz o la boca mediante administracién con un mecanismo de pulverizaciéon o gotas. La administracion también se
puede realizar directamente a cualquier area del sistema respiratorio (por Ejemplo, pulmones) a través de intubacion.
La cantidad exacta de las composiciones requerida variara de sujeto a sujeto, dependiendo de la especie, edad,
peso y estado general del sujeto, la gravedad del trastorno alérgico que se esta tratando, el acido nucleico o vector
en particular usados, su modo de administracién y similares. Por lo tanto, no es posible especificar una cantidad
exacta para cada composicion. Sin embargo, una cantidad apropiada la puede determinar un experto habitual en la
materia usando solamente experimentacion de rutina dadas las ensefianzas en el presente documento.

[0256] La administracion parenteral de la composicién, si se usa, se caracteriza generalmente por inyeccion. Los
inyectables se pueden preparar en formas convencionales, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas, formas
soélidas adecuadas para solucion de la suspensién en liquido antes de la inyeccién, o en forma de emulsiones. Un
enfoque revisado mas recientemente para administracion parenteral implica el uso de un sistema de liberacién lenta
o de liberacién sostenida de modo que se mantiene una dosificacion constante. Véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos n.° 3.610.795.

[0257] Los materiales pueden estar en disolucion, suspension (por ejemplo, incorporados en microparticulas,
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liposomas, o células). Estos se pueden dirigir a un tipo de célula en particular a través de anticuerpos, receptores, o
ligandos de receptor. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir proteinas
especificas para tejido tumoral (Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2: 447-451,1991; Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer,
60: 275-281,1989; Bagshawe, et al., Br. J. Cancer, 58: 700-703,1988; Senter, et al., Bioconjugate Chem., 4: 3-
9,1993; Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35: 421-425,1992; Pietersz y McKenzie, Immunolog. Reviews,
129: 57-80,1992; y Roffler, et al., Biochem. Pharmacol., 42: 2062-2065,1991). Algunos vehiculos tales como otros
liposomas "ocultos" y otros liposomas conjugados con anticuerpo (incluyendo farmaco con medicacion que se
realizan dirige a carcinoma de colon), direccién mediada por receptor de ADN a través de de ligandos especificos de
células, direccioén al tumor dirigida por linfocitos, y direccion retroviral terapéutica altamente especifica de las células
glicoma murino in vivo. Las siguientes referencias son ejemplos del uso de esta tecnologia para dirigir proteinas
especificas a tejido tumoral (Hughes et al., Cancer Research, 49: 6214-6220,1989); y Litzinger y Huang, Biochimica
et Biophysica Acta, 1104: 179-187, 1992). En general, los receptores estan implicados en las rutas de endocitosis,
ya sea constitutiva o inducida por ligando. Estos receptores se agrupan en depresiones revestidas con clatrina,
entran en la célula a través de vesiculas revestidas con clatrina, pasan a través de un endosoma acidificado en el
que se clasifica los receptores, y a continuaciéon se reciclan a la superficie celular, se llevan a almacenar por via
intracelular, o se degradan en los lisosomas. Las vias de internalizacion sirven para una diversidad de funciones,
tales como absorcién de nutrientes, eliminaciéon de proteinas activadas, eliminacién de macromoléculas, entrada
oportunista de virus y toxinas, disociacion y degradacion del ligando y regulacion del nivel del receptor. Muchos
receptores siguen mas de una ruta intracelular, dependiendo del tipo de célula, concentracion del receptor, tipo de
ligando, valencia del ligando y concentracion del ligando. Los mecanismos moleculares y celulares de la endocitosis
mediada por receptor sea revisado (Brown y Greene, DNA and Cell Biology 10: 399-409, 1991).

(1) Vehiculos Farmacéuticamente Aceptables

[0258] Las composiciones, incluyendo los anticuerpos, se pueden usar de forma terapéutica en combinaciéon con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0259] Algunos vehiculos adecuados y sus formulaciones se describen en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy (192 ed.) Ed. ARKANSAS. Gennaro, Mack Publishing Company, Easton, PA 1995. Por lo general, una
cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable se usa en la formulacién para hacer que la formulaciéon
solucién sea isotonica. Algunos del vehiculo farmacéuticamente aceptable ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
solucion salina, solucién de Ringer y solucion de dextrosa. El pH de la solucion es preferentemente de 5
aproximadamente a aproximadamente 8, y mas preferentemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,5.
Algunos vehiculos adicionales incluyen preparaciones de liberacion sostenida tales como matrices semipermeables
de polimeros hidréfobos soélidos que contienen el anticuerpo, matrices que estan en forma de articulos conformados,
por ejemplo, peliculas, liposomas o microparticulas. Para los expertos en la materia sera evidente que ciertos
vehiculos pueden ser mas preferentes dependiendo, por ejemplo, de la via de administracion y la concentracion de
la composiciéon que se esta administrando.

[0260] Los expertos en la materia conocen algunos vehiculos farmacéuticos. Por lo general, estos serian vehiculos
convencionales para la administracion de farmacos a los seres humanos, incluyendo soluciones tales como agua
estéril, solucién salina y soluciones tamponadas a pH fisiologico. Las composiciones se pueden administrar por via
intramuscular o por via subcutanea. Otros compuestos se administraran de acuerdo con procedimientos
convencionales usados por los expertos en la materia.

[0261] Las composiciones farmacéuticas pueden Incluir vehiculos, espesantes, diluyentes, tampones, conservantes,
agentes tensioactivos y similares, ademas de la molécula de eleccidon. Las composiciones farmacéuticas también
pueden incluir uno o mas principios activos tales como agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios,
anestésicos, y similares.

[0262] La composicion farmacéutica se puede administrar en un nimero de formas dependiendo de si se desea un
tratamiento local o sistémico y del area a ser tratada. La administracién puede ser por via tdpica (incluyendo por via
oftalmica, vaginal, rectal, intranasal), por via oral, por inhalacién, o por via parenteral, por ejemplo mediante goteo
intravenoso, inyeccion subcutanea, intraperitoneal o intramuscular. Los anticuerpos desvelados se pueden
administrar por via intravenosa, por via intraperitoneal, por via intramuscular, por via subcutanea, por via
intracavitaria, o por via transdérmica.

[0263] Algunas preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones, y emulsiones,
estériles acuosas 0 no acuosas. Algunos ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Algunos
vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucion
salina y medios tamponados. Algunos vehiculos parenterales incluyen cloruro sédico en solucién, dextrosa de
Ringer, dextrosa y cloruro sddico, solucién de Ringer lactada, o aceites no volatiles. Algunos vehiculos intravenosos
incluyen reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de
Ringer), y similares. También pueden estar presentes algunos conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo,
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agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, y gases inertes y similares.

[0264] Las formulaciones para administracion topica pueden incluir pomadas, lociones, cremas, geles, gotas,
supositorios, aerosoles, liquidos y polvos. Pueden ser necesarios o deseables algunos vehiculos farmacéuticos
convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas, agentes espesantes y similares.

[0265] Algunas composiciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, suspensiones o soluciones en
medios acuoso 0 no acuosos, capsulas, bolsitas, o comprimidos. Pueden ser deseables agentes espesantes,
saborizantes, diluyentes, emulgentes, adyuvantes de dispersion o aglutinantes.

[0266] Algunas de las composiciones se pueden administrar potencialmente como una sal de adiciéon de base o
acido farmacéuticamente aceptable, formada por reaccién con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido perclérico, acido nitrico, acido tiocianico, acido sulfurico, y acido fosférico, y acidos organicos
tales como acido férmico, acido acético, acido propionico, acido glicélico, acido lactico, acido piravico, acido oxalico,
acido maldnico, acido succinico, acido maleico; y acido fumarico, o mediante reaccién con una base inorganica tal
como hidroxido sédico, hidréxido amonico, hidroxido potasico, y bases organicas tales como mono, di, trialquil y aril
aminas y etanolaminas sustituidas.

(2) Usos Terapéuticos

[0267] Las dosificaciones y programas eficaces para la administracion de las composiciones se puede determinar de
forma empirica, y la realizacion de tales determinaciones esta dentro de la experiencia en la materia. Los intervalos
de dosificacion para la administracion de las composiciones son aquellos lo suficientemente grandes para producir el
efecto deseado se ven afectados los sintomas de trastorno. La dosificacion no deberia ser tan grande como para
causar efectos secundarios adversos, tales como reacciones cruzadas no deseadas, reacciones anafilacticas, y
Similares. Por lo general, la dosificacion variara con la edad, condicion, sexo y alcance de la enfermedad en el
paciente, la via de administracion, o si otros medicamentos estan incluidos en el régimen, y no puede determinar un
experto en la materia. La dosificacion la puede ajustar el médico individual en el caso de cualquier contraindicacion.
La dosificacion puede variar, y se puede administrar en una o mas administraciones de dosis diariamente, durante
uno o varios dias. Algunas directrices se pueden encontrar en la bibliografia para dosis apropiadas para clases
dadas de productos farmacéuticos. Por ejemplo, algunas directrices sobre la seleccion de dosis apropiadas para
anticuerpos se pueden encontrar en la bibliografia sobre usos terapéuticos de anticuerpos, por ejemplo, Handbook of
Monoclonal Antibodies, Ferrone et al., eds., Noges Publications, Park Ridge, N.J., (1985) ch. 22 y pp. 303-357; Smith
et al., Antibodies in Human Diagnosis and Therapy, Haber et al., eds., Raven Press, New York (1977) pp. 365-389.
Una dosificacion diaria habitual del anticuerpo usado solo podria variar de aproximadamente 1 pg/kg hasta 100
mg/kg de peso corporal o mas al dia, dependiendo de los factores mencionados anteriormente.

b) Administracion dirigida

[0268] Los liposomas y microcapsulas desvelados se pueden dirigir a un tipo de célula en particular, tales como
células de los islotes, a través de anticuerpos, receptores o ligandos de receptor. Las siguientes referencias son
ejemplos del uso de esta tecnologia para tejido especifico de diana (Senter, et al., Bioconjugate Chem 2: 447-51,
1991; Bagshawe, Br J Cancer 60: 275-81, 1989; Bagshawe, et al., Br J Cancer 58: 700-3,1988; Senter, et al.,
Bioconjugate Chem 4: 3-9,1993; Battelli, ef al., Cancer Immunol Immunother 35: 421-5, 1992; Pietersz y McKenzie,
Immunolog Reviews 129: 57-80, 1992; y Roffler, et al., Biochem Pharmacol 42: 2062-5, 1991). Estas técnicas se
pueden usar para una diversidad de otros tipos de células especificas.

8. Productos alimenticios

[0269] En el presente documento también se desvelan productos alimenticios que comprenden cualquiera de las
microcapsulas y emulsiones, desveladas en el presente documento. Por "producto alimenticio" se hace referencia a
cualquier articulo que se puede consumir (por ejemplo, comer, beber o ingerir) por un sujeto. En un aspecto, las
microcapsulas se pueden usar como suplementos nutricionales para un producto alimenticio. Por ejemplo, las
microcapsulas emulsiones se pueden cargar con vitaminas, acidos grasos omega-3, y otros compuestos que
proporcionen beneficios para la salud. En un aspecto, el producto alimenticio es una mercancia cocinada, una pasta,
un producto carnico, un producto lacteo congelado, un producto de leche, un producto de queso, un producto de
huevo, un condimento, una mezcla para sopa, un alimento de aperitivo, un producto de frutos secos, un producto de
proteina vegetal, un caramelo duro, un caramelo blando, un producto de aves de corral, un zumo de frutas
procesado, un azucar granulado, una salsa, una salsa espesa, un jarabe, una barra nutricional, una bebida, un polvo
seco para bebida, una mermelada o confitura, un producto de pescado, un alimento para animal de compafiia. En
otro aspecto, el producto alimenticio es pan, tortillas, cereales, salchichas, pollo, helado, yogur, leche, aderezos para
ensalada, salvado de arroz, zumo de fruta, un polvo seco para bebida, bollos, galletas, galletas saladas, alimento de
aperitivo, tartas de frutas, o bizcochos.

9. Chips y micromatrices
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[0270] Se desvelan chips en los que al menos una direccion es de las secuencias o parte de las secuencias
expuestas en cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos desveladas en el presente documento. También se
desvelan chips en los que al menos una direccién es de las secuencias o secuencias expuestas en cualquiera de las
secuencias de péptidos desveladas en el presente documento.

[0271] También se desvelan chips en los que al menos una direcciéon es de una variante de las secuencias o parte
de las secuencias expuestas en cualquiera de las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente
documento. También se desvelan chips en los que al menos una direcciéon es de una variante de las secuencias o
parte de las secuencias expuestas en cualquiera de las secuencias de péptidos desveladas en el presente
documento.

10. Medios de lectura por ordenador

[0272] Se entiende que los acidos nucleicos y proteinas desvelados se pueden representar como una secuencia que
consiste en los nucledtidos de aminoacidos. Hay una variedad de maneras para mostrar estas secuencias, por
ejemplo, el nucleétido guanosina se puede representar por G o g. De forma analoga, el aminoacido valina se puede
representar por Val o V. Los expertos en la materia entienden codmo presentar y expresar cualquier secuencia de
acido nucleico o secuencia en cualquiera de la variedad de formas que existen, cada una de las cuales se considera
desvelada en el presente documento. De forma especifica, en el presente documento se contempla la visualizaciéon
de estas secuencias en medios de lectura por ordenador, tales como, los discos flexibles, cintas, chips, discos duros,
discos compactos y discos de video, disponibles en el mercado, u otros medios de lectura por ordenador. También
se desvelan las representaciones del cddigo binario de las secuencias desveladas. Los expertos en la materia
entienden lo que son los medios de lectura por ordenador. Por lo tanto, algunos medios de lectura por ordenador
sobre los que se registran, almacenan o salvan las secuencias de acidos nucleicos o proteinas.

[0273] Se desvelan medios de lectura por ordenador que comprenden las secuencias e informacion con respecto a
las secuencias que se exponen en el presente documento.

11. Kits

[0274] En el presente documento se desvelan kits que se conciben para reactivos que se pueden usar en la practica
de los métodos desvelados en el presente documento o para el uso o mantenimiento de las composiciones
desveladas en el presente documento. Los kits pueden incluir cualquier reactivo o combinacién de reactivos
discutidos en el presente documento o que se entenderia que son necesarios o beneficiosos en la practica de los
métodos desvelados. Por ejemplo, los kits pueden incluir uno o mas microorganismos eucariotas desvelados en el
presente documento junto con, por ejemplo, medios para su mantenimiento. Los kits también pueden incluir, por
ejemplo, los lipidos o antioxidantes, junto con medios para el uso o la administracion de los mismos.

12. Composiciones con funciones similares

[0275] Se entiende que las composiciones desveladas en el presente documento tienen ciertas funciones, tales
como la produccion de ciertas proporciones de lipidos. En el Presente documento se desvelan ciertos requisitos
estructurales, genéticos y funcionales para desempefiar las funciones desveladas, y se entiende que hay una gran
diversidad de estructuras, antecedentes genéticos y antecedentes funcionales que pueden realizar la misma funcién
que las relacionadas con las estructuras desveladas, y que estas estructuras por Ultimo conseguiran el mismo
resultado, por ejemplo la produccion de una determinada racién de lipidos.

D. Métodos para preparar las composiciones

[0276] Las composiciones desveladas en el presente documento y las composiciones necesarias para realizar los
métodos desvelados se pueden preparar usando cualquier método conocido por los expertos en la materia para ese
reactivo compuesto en particular a menos que se indica que de forma especifica de ozono.

1. Sintesis de acido nucleico

[0277] Por ejemplo, los acidos nucleicos, tales como, los oligonucleétidos a usar como cebadores se pueden
preparar usando métodos convencionales de sintesis quimica o se pueden producir usando métodos enzimaticos o
cualquier otro método conocido. Tales métodos pueden variar de digestion enzimatica convencional seguido de
aislamiento de fragmento de nucledtido (véase por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 Edicion (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989) Capitulos 5, 6) a métodos
puramente sintéticos, por ejemplo, con el método de cianoetil fosforamidita usando un sintetizador de ADN System 1
Plus de Milligen o Beckman (por ejemplo, el Modelo 8700 de sintetizador automatizado automated de Milligen-
Biosearch, Burlington, el Modelo 380B de MA o ABI). Algunos métodos de sintesis Utiles para la preparacion de
oligonucledtidos también se describen en lkuta et al, Ann. Rev. Biochem. 53: 323-356, 1984, (métodos de
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fosfotriéster y fosfito-triéster), y Narang et al,, Methods Enzymol., 65: 610-620, 1980, (método de fosfotriéster).
Algunas moléculas de acido nucleico proteicas se pueden preparar usando métodos conocidos tales como los que
se describen en Nielsen et al., Bioconjug. Chem. 5: 3-7, 1994.

2. Sintesis de péptidos

[0278] Un método para producir las proteinas desveladas es unir dos o mas péptidos o polipéptidos juntos mediante
técnicas de quimica de proteinas. Por ejemplo, los péptidos o polipéptidos se pueden sintetizar de forma quimica
usando equipo de laboratorio disponible en la actualidad que usa cualquiera de quimica de Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonilo) o Boc (terc-butiloxicarbonilo) (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). Un experto en la
materia puede apreciar facilmente que un péptido o polipéptido correspondiente a las proteinas desveladas, por
ejemplo, se puede sintetizar mediante reacciones quimicas convencionales. Por ejemplo, un péptido o polipéptido se
puede sintetizar y no escindir de su resina de sintesis mientras que el otro fragmento de un péptido o proteina se
puede sintetizar y posteriormente escindir de la resina, exponiendo de este modo un grupo terminal que se bloquea
funcionalmente en el otro fragmento. Por reacciones de condensacion de péptidos, estos dos fragmentos se pueden
unir covalentemente a través de un enlace peptidico en sus extremos de carboxilo y amino terminales,
respectivamente, para formar un anticuerpo, o fragmento del mismo. (Grant GA (1992) Synthetic Peptides: A User
Guide. W.H. Freeman y Co., N.Y. (1992); Bodansky M y Trost B., Ed. (1993) Principles of Peptide Synthesis.
Springer-Verlag Inc., NY . Como alternativa, el péptido o polipéptido se sintetiza independientemente in vivo como se
describe en el presente documento. Una vez aislados, estos péptidos o polipéptidos independientes se pueden unir
para formar un péptido o fragmento del mismo a través de reacciones de condensacion de péptidos similares.

[0279] Por ejemplo, la ligacion enzimatico de segmentos peptidicos clonados o sintéticos permita fragmentos
peptidicos relativamente cortos a unir para producir fragmentos de péptidos mas grandes, polipéptidos o dominios de
proteinas completas (Abrahmsen L et al., Biochemistry, 30: 4151, 1991). Como alternativa, la ligacidon quimica nativa
de los péptidos sintéticos se puede usar para construir de forma sintética péptidos o polipéptidos grandes a partir de
fragmentos de péptidos mas cortos. Este método consiste en una reacciéon quimica de dos etapas (Dawson et al.
Science, 266: 776-779, 1994). La primera etapa es la reaccién quimioselectiva de un péptido--tioéster sintético sin
protecciéon con otro segmento de péptido no protegido que contiene un resto de Cys amino-terminal para dar un
compuesto intermedio unido a tioéster como el producto inicial covalente. Sin un cambio en las condiciones de
reaccion, este compuesto intermedio experimenta una reacciéon intramolecular rapida, espontanea, para formar un
enlace peptidico nativo en el sitio de la ligacién (Baggiolini M et al. FEBS Lett. 307: 97-101, 1992; Clark-Lewis | et al.,
J. Biol. Chem., 269: 16075, 1994; Clark-Lewis | et al., Biochemistry, 30: 3128, 1991; Rajarathnam K et al,
Biochemistry 33: 6623-30, 1994).

[0280] Como alternativa, los segmentos peptidicos no protegidos se unen quimicamente cuando el enlace formado
entre los segmentos de péptido como resultado de la ligacion quimica es un enlace no natural (no peptidico)
(Schnolzer, M et al. Science, 256: 221, 1992). Esta técnica se ha usado para sintetizar analogos de dominios de
proteina asi como grandes cantidades de proteinas relativamente puras con actividad biolégica completa (de Lisle
Milton RC et al., Techniques in Protein Chemistry IV. Academic Press, New York, pp. 257-267, 1992).

3. Procesos para preparar las composiciones

[0281] Se desvelan procesos para preparar las composiciones, asi como para preparar los compuestos intermedios
que conducen a las composiciones. Por ejemplo, se desvelan microorganismos eucariotas que pueden producir
lipidos y antioxidantes deseados asi como métodos para aislar y purificar los lipidos y antioxidantes deseados. Hay
una variedad de métodos que se pueden usar para la preparacion de estas composiciones, tales como los métodos
de sintesis quimica y los métodos convencionales de biologia molecular. Se entiende que los métodos de
preparacion de estas y las otras composiciones desveladas se desvelan de forma especifica.

[0282] Se desvelan células producidas con el proceso de transformacion de la célula con cualquier acido nucleico.
Se desvelan células producidas con el proceso de transformacion de la célula con cualquiera de los acidos nucleicos
de origen no natural desvelados.

[0283] Se desvela cualquiera de los lipidos producidos con los microorganismos eucariéticos desvelados. Se
desvela cualquier péptido producido con el proceso de expresion del péptido en los organismos desvelados.
Métodos de uso de las composiciones.

4. Métodos de uso de las composiciones como herramientas de investigacion

[0284] Las composiciones desveladas se pueden usar de una diversidad de formas como herramientas de
investigacion y para la produccion de, por ejemplo, lipidos y antioxidantes.

[0285] Las composiciones desveladas se pueden usar como se discute en el presente documento ya sea como
reactivos en micromatrices o como reactivos para sondear o analizar micromatrices existentes. Las composiciones
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desveladas se pueden usar en cualquier método para aislar o identificar polimorfismos de un solo nucleétido. Las
composiciones desveladas también se pueden usar en cualquier método para determinar el analisis alélico de, por
ejemplo, las cepas de los organismos desvelados en el presente documento, en particular analisis alélico ya que se
refiere a la produccioén de lipidos y antioxidantes. Las composiciones también se pueden usar en cualquier método
conocido de ensayos de identificacion sistematica, relacionados con chip/micromatrices. Las composiciones
desveladas también se pueden usar en cualquier forma conocida de uso de las realizaciones de lectura informatica
de las composiciones desveladas, por ejemplo, para relacion con el estudio o para realizar analisis de modelado
molecular relacionado con las composiciones desveladas.

5. Métodos de modificacion genética e interrupcion genética

[0286] Las composiciones y métodos desvelados se pueden usar para interrupcion y modificacion genética dirigida
en cualquier animal que puede experimentar estos sucesos. La modificacion genética y la interrupcion genética se
refieren a los métodos, técnicas y composiciones que rodean a la retirada o alteracion selectiva de un gen o
estiramiento de cromosoma en un organismo, tal como los eucariotas desvelados en el presente documento, de una
forma que propaga la modificacion a través de la replicacion del organismo. En general, por ejemplo, una célula se
transforma con un vector que se disefia para que se recombine de forma homoéloga con una regidon de un
cromosoma 0 acido nucleico en particular contenido dentro de la célula, como se describe por ejemplo en el
presente documento. Este suceso de recombinacién homodloga puede producir un cromosoma que tiene ADN
exogeno introducido, por ejemplo en marco, con el ADN circundante. Este tipo de protocolo permite mutaciones muy
especificas, tales como mutaciones puntuales, a introducir en el genoma contenido dentro de la célula. Algunos
métodos para realizar este tipo de recombinacién homdloga se desvelan en el presente documento.

V. REALIZACIONES ESPECIFICAS

[0287] Se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un microbio
productor de aceite en un medio heterotrofo que comprende un antagonista de produccion de acido graso.

[0288] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso,
que comprende adicionalmente el aislamiento de la composicién lipidica.

[0289] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccion de acido graso,
en los que la proporcion de acidos grasos omega-3 y omega-6 con respecto a acidos grasos omega-9 aumenta.

[0290] También se desvelan métodos para preparar una composicion lipidica, métodos que comprenden: cultivar un
microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccién de acido graso,
en los que la proporcion de acidos grasos omega-3 y omega-6 con respecto a acidos grasos omega-9 aumenta, en
los que el contenido total de acido graso esta inalterado.

[0291] El microbio productor de aceite para los métodos que se describen en el presente documento puede ser una
diatomea, una microalga, un hongo, una bacteria, un protista. Por ejemplo, el microbio productor de aceite tiene una
secuencia 18S, en el que la secuencia 18S tiene una identidad de al menos un 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o un 100 % identidad con la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1 o el
microbio productor de aceite tiene una secuencia 18S, en el que la secuencia 18S tiene identidad de al menos un
80 % con la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1.

[0292] EI microbio productor de aceite puede ser del filo Labyrinthulomycota, de la clase Labyrinthulomycetes, de la
subclase Thraustochytridae, del orden Thraustochytriales, de la familia Thraustochytriaceae, o del género
Thraustochytrium.

[0293] También se desvelan antagonistas de produccion de acido graso que se pueden usar en los métodos
desvelados. Los antagonistas de produccion de acido graso se pueden seleccionar entre el grupo que consiste en
acido oleico, cerulenina, acido toluico, curcumina, ciclopropeno, galato de alquilo, galato de propilo, aceite de
sésamo, aceite de cacahuete, aceite de colza, piridazinona, norflurazén, difenilamina, setoxidim, y capsaicina.

[0294] También se desvelan dispositivos de suministro que comprenden las composiciones desveladas. Los
dispositivos de suministro pueden comprender una microcapsula, una microesfera, una nanoesfera o nanoparticula,
un liposoma, un noisoma, un nanoeritrosoma, una nanoparticula de sélido-liquido, un leuprolide, un gel, una capsula
de gel, un comprimido, una locién, una crema, una pulverizaciéon, una emulsion o un polvo.

[0295] También se desvelan métodos para preparar una composicion de carotenoide, método que comprende:
cultivar un microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccion de
acido graso.
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[0296] También se desvelan métodos para preparar una composicion de carotenoide, método que comprende:
cultivar un microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de produccion de
acido graso, que comprende adicionalmente el aislamiento de la composicién de carotenoide.

[0297] También se desvelan métodos para preparar una composicion antioxidante, método que comprende: cultivar
un microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de producciéon de acido
graso.

[0298] También se desvelan métodos para preparar una composicion antioxidante, método que comprende: cultivar
un microbio productor de aceite en un medio heterétrofo que comprende un antagonista de producciéon de acido
graso, que comprende adicionalmente el aislamiento de la composicidn antioxidante.

[0299] También se desvelan microcapsulas, que comprenden una aglomeracién de microcapsulas y una sustancia
de carga, teniendo cada microcapsula primaria individual una cubierta primaria, en las que la sustancia de carga
comprende cualquiera de las composiciones descritas anteriormente, y esta encapsulado por la cubierta primaria, y
en las que la aglomeracion esta encapsulado con una cubierta externa. La cubierta primaria y/o cubierta externa
pueden comprender un tensioactivo, gelatina, polifosfato, polisacarido, o una mezcla de los mismos. La cubierta
primaria y/o cubierta externa también pueden comprender gelatina de tipo B, polifosfato, goma arabiga, alginato,
quitosano, carragenano, pectina, almidon, almidon modificado, alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobumina,
ovoalbumina, polisorbitdn, maltodextrina, ciclodextrina, celulosa, metil celulosa, etil celulosa, hidropropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa, proteina de leche, proteina de suero, proteina de soja, proteina de colza, albumina, gelatina
kosher, gelatina no kosher, gelatina Halal, gelatina no Halal, o una mezcla de los mismos. La cubierta primaria y/o
cubierta externa también puede comprender coacervado complejo, gelatina de tipo A, gelatina de pescado, una
gelatina con un indice de Bloom de aproximadamente 0 a aproximadamente 300, una gelatina con un indice de
Bloom de aproximadamente 0 a aproximadamente 50, una gelatina con un indice de Bloom de aproximadamente 51
a aproximadamente 300, una gelatina con un indice de Bloom de aproximadamente 0, aproximadamente 210,
aproximadamente 220, o aproximadamente 240, un coacervado de gelatina y polifosfato.

[0300] La sustancia de carga de las microcapsulas desveladas de comprender aceite de cualquiera de los microbios
que producen aceite desvelados, o una mezcla de los mismos. La sustancia de carga puede tener de
aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 90 % o de un 50 % a aproximadamente un 70 % en peso de la
microcapsula.

[0301] La cubierta externa de las microcapsulas desveladas puede tener un diametro medio de aproximadamente
1um a aproximadamente 2.000 um, de aproximadamente 20 um a aproximadamente 1.000 um, de
aproximadamente 30 um a aproximadamente 80 um, de aproximadamente 40 nm a aproximadamente 10 um, o de
aproximadamente 0.1 ym a aproximadamente 5 um.

[0302] También se desvela un suplemento nutricional que comprende cualquiera de las composiciones, dispositivos
de suministro, o microcapsulas descritas anteriormente. Los suplementos nutricionales desvelados pueden estar en
forma de un comprimido, capsula de gel, capsular, liquido o jarabe.

[0303] También se desvelan productos alimenticios que comprenden cualquiera de las composiciones, dispositivos
de suministro o microcapsulas descritos anteriormente. El producto alimenticio puede ser una mercancia cocinada,
una pasta, un producto carnico, un producto lacteo congelado, un producto de leche, un producto de queso, un
producto de huevo, un condimento, una mezcla para sopa, un alimento de aperitivo, un producto de frutos secos, un
producto de proteina vegetal, un caramelo duro, un caramelo blando, un producto de aves de corral, un zumo de
frutas procesado, un azucar granulado, una salsa, una salsa espesa, un jarabe, una barra nutricional, una bebida, un
polvo seco para bebida, una mermelada o confitura, una féormula infantil, o un alimento para bebés. El producto
alimenticio también puede ser un producto de pescado, un alimento para animal de compaiiia, un alimento para el
ganado o para acuicultura.

[0304] EI producto alimenticio también puede ser pan, tortillas, cereales, salchichas, pollo, helado, yogur, leche,
aderezos para ensalada, salvado de arroz, zumo de fruta, un polvo seco para bebida, bollos, galletas, galletas
saladas, tartas de frutas, o bizcochos.

[0305] También se desvelan métodos para administrar una composicion a un sujeto, que comprende administrar al
sujeto cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro, microcapsulas, o productos alimenticios descritos
anteriormente. Sujeto puede ser un mamifero. El sujeto también puede ser un ser humano.

[0306] También se desvela un uso de cualquiera de las microcapsulas descritas anteriormente y para preparar un
medicamento para administracion de una sustancia de carga a un sujeto.

[0307] También se desvela un método para reducir los niveles de colesterol, niveles de triglicéridos, o una
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combinacion de los mismos en un sujeto, que comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz de
cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro, microcapsulas, suplementos nutricionales o productos
alimenticios descritos anteriormente.

[0308] También se desvela un método para suplemento de elementos traza esenciales en un sujeto, método que
comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de
suministro, microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente, en el que la
composicion, dispositivo de suministro, microcapsula, suplemento, y producto alimenticio comprende un elemento
traza esencial.

[0309] También se desvela un método para aumentar la sensibilidad a la insulina en un sujeto, que comprende la
etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro,
microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente.

[0310] También se desvela un método para reducir la hiperglucemia en un sujeto, que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro,
microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente.

[0311] También se desvela un método para reducir la hipercolesterolemia en un sujeto, que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro,
microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente.

[0312] También se desvela un método para reducir la grasa corporal en un sujeto, que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro,
microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente.

[0313] También se desvela un método para estimular la pérdida de peso en un sujeto, que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro,
microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente.

[0314] También se desvela un método para tratar o prevenir la diabetes en un sujeto, que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones, dispositivos de suministro,
microcapsulas, suplementos nutricionales o productos alimenticios descritos anteriormente.

[0315] También se desvela una formulacion farmacéutica que comprende cualquiera de las composiciones,
dispositivos de suministro o microcapsulas descritos anteriormente, y un vehiculo farmacéutico.

VI. Ejemplos

[0316] Los siguientes ejemplos comparativos y ejemplo de trabajo 14(c) se exponen para proporcionar a los
expertos habituales en la materia una divulgacién y excepcion completas de como se preparan y evaluan los
compuestos, composiciones, articulos, dispositivos y/o métodos reivindicados en el presente documento, y
pretenden ser puramente a modo de ejemplo. Se han realizado esfuerzos para asegurar la precision con respecto a
las cifras (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero se deberian tener en cuenta algunos errores y
desviaciones. A menos que se indique de otro modo, las partes son partes en peso, la temperatura esta en °C o es
la temperatura ambiente, y la presion es la presién atmosférica o casi atmosférica.

1. Ejemplo 1 Aislamiento de la cepa ONC-T18 de Thraustochytrium sp.

[0317] Se usaron técnicas clasicas de purificacion de cepa bacteriolégica para aislar ONC-T18 de hojas de mangle
recogidas en Advocate Harbor, Nueva Escocia. ONC-T18 se cultivo en serie a 25 °C en un medio nutriente de agar
que contenia 5g I" de glucosa, 2 g I" de peptona, 2 g I'" de extracto de levadura y 150¢g I" de agar hasta 11 de
0,2 ym agua de mar filtrada hasta se asegurd que la pureza. Posteriormente, se preparé un medio liquido que
contenia un 15 % de agua de mar artificial (marina tréfica), complementado con una fuente de nitrégeno y carbono,
con 60 g I de glucosay 10 g I de extracto de levadura, respectivamente. Este medio (50 ml de medio en matraces
de 250 ml) se incubd con ONC-T18, a continuacion se incubo a 25 °C y se aire6 con agitacion a 120 rpm.

[0318] La cepa ONC-T18 se separd del medio a partir de centrifugacion, con biomasa celular y a continuacion se
lavd, se volvié a centrifugar y se liofilizé hasta finalizacion. A continuacién, la biomasa celular se pes6 para
determinar las eficacias del cultivo con los valores de biomasa por litro de medio registrados. La extraccion de la
fraccion lipidica de biomasa y posterior separacion del éster de metilo del acido graso se realizé usando el método
de Bligh y Dyer. La transesterificacion se realizé mediante transferencia de material celular liofilizado a un tubo de
ensayo de 10 ml con la parte superior de rosca y afiadiendo HCI metandlico al 10 % y diclorometano al tubo, dejando
que la mezcla reaccionara durante 2 horas a 90 °C. Los ésteres de metilo del acido graso se extrajeron a
continuacion mediante la adicién de hexano:cloroformo, y el componente de éster de metilo se midi6é a través de
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cromatografia de gases (FID) para determinar el perfil de acido graso en cada microorganismo y la comunidad
simbidtica (ONC-T18). Las concentraciones de cada éster de metilo del acido graso (C14:0 a C22:6) se
determinaron por comparacion de las areas maximas de GC de dos patrones internos (C19:0 y C23:0) afiadidos en
cantidades definidas tanto al comienzo (C23:0) como al final (C19:0) del proceso de transesterificacion. La cantidad
total de acidos grasos por gramo de biomasa celular seca y el porcentaje del contenido de cada acido graso, se
calculd usando este método, y se muestran en la figura 2.

[0319] A partir del analisis de estos resultados, en conjunto con los que se muestran en la Figura 1, se puede
observar que ONC-T18 demostraba la capacidad para producir cantidades crecientes de DHA, asi como cantidades
notables de EPA y DPA. ONC-T18, produce aproximadamente un 25 % de DHA, un 8,0 % de DPA (n-6) y un 1,0 %
de EPA dentro de este medio de fermentacion no optimizado. Posteriormente, se eligio ONC-T18 sobre la base de la
combinacion de caracteristicas econdmicamente deseables: (1) capaz de crecimiento heterétrofo maximo (en
comparacion con las cepas de control); (2) contiene un porcentaje elevado de acidos grasos omega-3 altamente
insaturados; (3) capaz de crecimiento en nutrientes baratos; (4) termotolerancia, y son (5) eurihalinos.

[0320] Ademas, se compararon multiples cepas de microbios diferentes que producen aceite con respecto a ONC-
T18. Se cree que cada uno de estos microbios comprende un Traustoquitrido, y produce aceite en las cantidades
mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3, [] = mg/g
[IDHA []EPA Total Lipido [Peso (g)

MYA-1381 127,96 5,52 216,37 1,80
ATCC-20891 (37,97 7,14 67,34 1,30
ONC-TO01 5,18 7,76 50,82 0,40
ONC-T02 31,84 4,20 52,88 0,50
ONC-TO03 24,87 6,97 75,00 0,60
ONC-T04 14,39 4,49 41,74 0,90
ONC-T05 11,37 3,97 34,89 0,10
ONC-T06 27,80 6,71 63,87 0,10
ONC-TO07 33,02 5,49 61,81 0,50
ONC-T08 24,48 4,83 53,35 0,80
ONC-T09 63,82 4,25 109,12 0,80
ONC-T10 22,22 4,93 40,99 0,10
ONC-T11 18,37 21,25 214,98 0,80
ONC-T12 57,96 9,03 96,26 0,60
ONC-T13 12,90 4,57 39,52 1,30
ONC-T14 15,99 5,16 36,46 0,50
ONC-T15 15,53 5,11 37,72 0,50
ONC-T16 18,02 5,55 42,12 0,50
ONC-T17 36,43 4,34 94,26 0,30
ONC-T18 83,63 2,76 321,14 2,30
ONC-T19 34,71 8,07 66,14 0,60
ONC-T20 19,28 6,94 66,74 0,10
ONC-T21

ONC-T22 22,72 3,26 47,58 0,60
ONC-T23

ONC-T24 11,73 3,56 33,56 0,70
ONC-T25 26,99 6,11 45,67 0,60
ONC-T26 14,50 6,43 39,22 0,60
ONC-T27 26,83 7,75 61,87 0,70
ONC-T28 16,62 6,02 38,28 0,90

45



ES 2 572 833 T3

[IDHA []EPA Total Lipido [Peso (g)

ONC-T29 14,67 4,91 34,48 0,80
ONC-T30 16,56 5,42 81,88 0,80
ONC-T31 13,36 5,74 44,86 0,30
ONC-T32 19,12 6,56 53,29 0,20
ONC-T33

ONC-T34 18,92 5,98 53,36 0,66
ONC-T35

ONC-T36

ONC-T37 35,69 11,06 82,73 0,10
ONC-T38 22,73 10,94 51,56 0,10
ONC-T39

ONC-T40 26,87 8,83 67,87 0,80
ONC-T41 22,85 6,65 52,63 050
ONC-T42 33,65 9,22 83,93 0,80
ONC-T43 12,49 3,25 37,93 0,80
ONC-T44 11,71 2,93 55,05 1,10
ONC-T45 26,08 7,95 70,45 0,70
ONC-T46 33,34 6,27 63,76 0,30
ONC-T47 10,01 4,77 68,02 0,70
ONC-T48 26,23 3,95 69,06 0,60
ONC-T49 16,64 4,89 39,76 0,30
ONC-T50 13,64 4,56 40,30 1,00
ONC-T51

ONC-T52 26,57 4,55 41,36 0,60
ONC-T53 11,40 3,56 29,20 0,70
ONC-T54 10,34 3,18 29,31 0,70
ONC-T55

ONC-T56

ONC-T57

ONC-T58 10,30 3,13 27,10 0,70
ONC-T59

ONC-T60 27,71 7,01 66,84 0,30
ONC-T61 15,72 5,62 52,56 0,40
ONC-T62

ONC-T63 20,17 8,25 62,58 0,60
ONC-T64 12,16 2,97 44,73 1,10
ONC-T65

ONC-T66

ONC-T67 23,71 5,63 43,24 0,50
ONC-T68 22,72 6,10 41,37 0,50

[0321] Se entiende que asi como para ONC-T18, como se describe en el presente documento, se desvela un

conjunto de microbios que producen aceite como se representa mediante las capacidades de produccion de aceite

desveladas en el presente documento, tal como mediante un porcentaje de DHA con respecto a la produccion total
5 de aceite, o mediante la produccion total de DHA, por ejemplo.
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2. Ejemplo 2 Identificacion de especies de Thraustochytrium eucariotas de ONC-T18 usando técnicas
genéticas

[0322] Usando técnicas de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y cebadores que se dirigen al gen del ARN

5 ribosémico de 18S, que son universales para todas las especies eucariotas, fue posible generar productos de PCR
de los genes estructurales del microbio productor de aceite aislado a partir de ONC-T18 (como en el ejemplo 1). Los
productos de PCR sé secuenciar una continuacién y se denominaron SEQ ID NO: 1 para las especies eucariotas
(véase la figura 2).

10 [0323] La comparacion de la SEQ ID NO: 1 con las secuencias de acidos nucleicos encontradas en la base de datos
gendmica, GenBank (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, Instituto Nacional de la Salud, Bethesda, MD,
USA) usando el algoritmo BLAST (Herramienta de Busqueda Basica de Alineamiento Local) identificado en la SEQ
ID NO: 1 como la mas relacionada con Thraustochytrium striatum [AF265338] (similitud de un 97,5 %).

15 [0324] Los resultados de BLAST para ONC-T18 de Thraustochytrium sp. se muestran a continuacion.

Secuencias que producen alineamientos significativos: Puntuacion Valor de E
gi|14279326|gb|AF265338.1| Thraustochytrium striatum small subun... 2126 0,0
gi|50508012|dbj|AB183657.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11072 gen... 2121 0,0
gi|54778780|gb|AY773276.1| Thraustochytriidae sp. FJN-10 18S rib... 1857 0,0
gi|50508019|dbj|AB183664.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11093 gen... 1828 0,0
gi|38524571|dbj|AB1,26669.1| Thraustochytrium sp. CHN-1 gen for... 1748 0,0
gi|24817740|dbj|AB073308.2| Thraustochytriidae sp. N1-27 gene fo... 1628 0,0
gi|50508018|dbj|AB183663.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11092 gen... 1257 0,0
gi|50508017|dbj|AB183662.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11091 gen... 1257 0,0
gi|50508015|dbj|AB183660.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11084 gen... 1255 0,0
gi|50508011 |dbj|AB183656.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11070 gen... 1255 0,0
gi|50508016|dbj|AB183661.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11086 gen... 1249 0:0
gi|15823623|dbj|AB052555.1| Schizochytrium sp. KH105 gene for 18... 1245 0,0
gi|50508013|dbj|AB183658.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11075 gen... 1227 0,0
gi|50508010|dbj|AB183655.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11067 gen... 1213 0,0
gi|54303872|gb|AY758384.1| Schizochytrium sp. FJU-512 18S riboso... 1158 0,0
gi|14279326|gb|AF265338.1|AF265338  Thraustochytrium  striatum 1106 0,0
gi|6492308|gb|AF155209.1|AF155209 Labyrinthulid quahog parasite ... 765 0,0
gi|16209570|gb|AY052644.| Labyrinthulid quahog parasite QPX sma... 757 0,0
gi|9755031|gb|AF261664.1|AF261664 Labyrinthulid quahog parasite ... 757 0,0
gi|58176547|gb|AY870336.1| Thraustochytriidae sp. Fngl 18S ribos... 735 0,0
gi|67624914|dbj|AB191425.1| Uncultured eukaryote gene for small ... 724 0,0
gi|5509891|dbj|AB022112.1| Thraustochytrium striatum gene for 18... 724 0,0
gi|561884|gb|L34454.1|ULKRRE Ulkenia profunda 18S ribosomal RNA 702 0,0
gi|50508014|dbj|AB183659.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11077 gen... 686 0,0
gi|50508008|dbj|AB183653.1| Thraustochytriidae sp. MBIC1060 gen... 686 0,0
gi|50508009|dbj|AB183654.1| Thraustochytriidae sp. MBIC11063 gen... 658 0,0
gi|41391986|emb]AJ535188.1| Pleurosira cf. laevis 18S rRNA gene,... 634 e-178
gi|28316562|gb|AF525670.1| Pleurosira laevis small subunit ribos... 634 e-178
gi|5509889|dbj|AB022110.1| Thraustochytrium aureum gene for 18S ... 634 e-178
gi|561883|gb|L34668.1|TUKRRE  Thraustochytrium  kinnei  18S 628 e-176
gi|5509894|dbj|AB022115.1| Ulkenia radiata gene for 18S rRNA 624 e-175
gi|5509893|dbj|AB022114.1| Ulkenia profunda gene for 18S rRNA 624 e-175
gi|5509895|dbj|AB022116.1| Ulkenia visurgensis gene for 18S rRNA 603 e-169
gi|9027563|gb]AF257315.2| Thraustochytriidae sp. BS2 1,85 ribosom... 589 e-164
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Secuencias que producen alineamientos significativos:
gi|5509886|dbj|AB022107.1| Schizochytrium limacinum gene for 188S...
gi|48727879|gb|AY620254.1| Metromonas simplex clone TC-S small s...
gi|33309650|gb|AF411282.1| Unidentified cercozoan 18S ribosomal ...
gi|28076844|gb|AF530543.1| Uncultured eukaryote clone AT4-68 188S...
gi|30144485|gb|AY256273.1| Uncultured eukaryote isolate E170 sma...
gi|30144529|gb|AY256317.1| Uncultured eukaryote isolate D107 sma...
gi|14579477gb|AF363207.1| Eukaryote marine clone ME1-24 18S rib...
gi|39578677|gb|AY426906.1| Uncultured marine eukaryote clone BLO...
gi|39981869|gb|AY381216.1| Uncultured eukaryote clone BL010625.3...
gi|73533408|gb|DQ103811.1| Uncultured marine eukaryote clone M4_...
gi|73533402|gb|DQ103805.1| Uncultured marine eukaryote clone M3_...
gi|73533389|gb|DQ103792.1| Uncultured marine eukaryote clone M2_...
gi|73533382|gb|DQ103785.1| Uncultured marine eukaryote clone M1_...
gi|30144534|gb|AY256322.1| Uncultured eukaryote isolate D179 sma...
gi|24817738|dbj|AB073305.2| Thraustochytriidae sp. H1-14 gene fo...
gi|30268157|emb|AJ519935.1|AST519935 Aplanochytrium stocchinoi
gi|58531881gb|AY882527.1| Uncultured marine eukaryote clone T41...
gi|463127|gb|L27634.1|LADDLRRNA Labyrinthuloides minuta 16S-
gi|39981839|gb|AY381186.1| Uncultured eukaryote clone
gi|39981824|gb|AY381171.1| Uncultured eukaryote clone
gi|18026024|gb|AY046848.1| Uncultured eukaryote isolate C3_E019 ...
gi|18026022|gb|AY046846.1| Uncultured eukaryote isolate C3_E017 ...
gi|8026014|gb|AY04683 8.1 Uncultured eukaryote isolate C3_E008 ...
gi|18026008|gb|AY046832.1| Uncultured eukaryote isolate C3_E002 ...
gi|18025980|gb|AY046804.1| Uncultured eukaryote isolate C2_E014...
gi|18025969|gb|AY046793.1| Uncultured eukaryote isolate C2_E002 ...
gi|18025801|gb|AY046625.1| Uncultured eukaryote isolate C1_E024 ...
gi|67624915|dbj|AB191426.1| Uncultured eukaryote gene for small...
gi|67624913|dbj|AB191424.1| Uncultured eukaryote gene for small...
gi|67624912|dbj|AB191423.1| Uncultured eukaryote gene for small...
gi|39981861|gb|AY381208.1| Uncultured eukaryote clone BL010320.1...
gi|14349249|dbj|AB052556.1|Thraustochytrium sp. KK17-3 gene for...
gi|20218962|dbj|AB073307.1| Thraustochytriidae sp. M4-103 gene f...
gi|59709960|gb|AY916582.1| Uncultured eukaryote clone Zeuk76 18S...
gi|1802.5960|gb|AY046784.1| Uncultured eukaryote isolate A3_E043 ...
gi|18025789|gb|AY046613.1| Uncultured eukaryote isolate C1_E009 ...
gi|30144548|gb|AY256336.1| Uncultured eukaryote isolate D278 sma...
gi|2138106|gb|U59933.1|U59933 Scybaliumjamaicense 18S
gi|53828186|gb|AY744948.1| Phytophthora palmivora isolate 88108 ...
gi|60687349|gb|AY821976.1| Uncultured oomycete clone CV1_B2 5
gi|60687347|gb|AY821974.1| Uncultured Phytophthora-like oomycete...
gi|60687342|gb|AY821969.1| Uncultured oomycete clone CV1_B1_49
gi|39981870|gb|AY381217.1| Uncultured eukaryote clone BL010625.3...
gi|39981864|gb|AY381211.1| Uncultured eukaryote clone BL010320.2...
gi|39981860|gb|AY381207.1| Uncultured eukaryote clone BL010320.6...
gi|39981844|gb|AY381191.1| Uncultured eukaryote clone BL000921.1...
48

Puntuacion
581
571
569
531
517
507
505
504
504
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504
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502
502
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498
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496
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494
494

Valor de E
e-162
e-159
e-158
e-147
e-143
e-140
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e-139
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e-138
e-138
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e-136
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e-136
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e-136
e-136
e-136
e-136
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Secuencias que producen alineamientos significativos: Puntuacion Valor de E
gi|18026046|gb|AY046870.1| Uncultured eukaryote isolate C3_E044 ... 494 e-136
gi|18026039|gb|AY046863.1| Uncultured eukaryote isolate C3_E035 ... 494 e-136
gi|18026031|gb|AY046855.1| Uncultured eukaryote isolate C3_E026 ... 494 e-136
gi|42412527|gb|AY486144.1| Pythium insidiosum 18S ribosomal RNA ... 494 e-136
gi|73533425|gb|DQ103828.1| Uncultured marine eukaryote clone M2_... 494 e-136
gi|34576227|gb|AY 129064.1| Uncultured marine eukaryote 494 e-136
gi|30144522|gb|AY256310.1| Uncultured eukaryote isolate D85 smal... 494 e-136
gi|30144521|gb|AY256309.1| Uncultured eukaryote isolate D84 small... 494 e-136
gi|30144518|gb|AY256306.1| Uncultured eukaryote isolate D79 smal... 494 e-136
gi|30144475|gb|AY256263.1| Uncultured eukaryote isolate E106 sma... 494 e-136
gi|30144473|gb|AY256261.1| Uncultured eukaryote isolate E94 smal... 494 e-136
gi|21954246|gb|AY116220.1| Uncultured eukaryote clone ANT12-26 1... 494 e-136
gi|41393027|emb]AJ535176.1|LMI535176 Leptocylindrus minimum 18S 494 e-136
gi|53693111|gb|AY742743.1| Phytophthora tropicalis isolate 129F-... 494 e-136
gi|53693108|gb|AY742759.1| Pythium vexans isolate Pyv6-2 18S rib... 494 e-B6
gi|53693105|gb|AY742756.1| Pythium splendens isolate 117 18S rib... 494 e-136
gi|53693104|gb|AY742755.1| Pythium aphanidermatum 18S ribosomal 494 e-136
gi|53693097|gb|AY742748.1| Phytophthora capsici isolate 98110 18... 494 e-136
gi|53693096|gb|AY742747.1| Phytophthora tropicalis isolate 23047 ... 494 e-136
gi|53693094|gb|AY742745.1| Phytophthora palmivora isolate 8829 1... 494 e-136
gi|58531862|gb|AY882508.1| Uncultured marine eukaryote clone T53... 494 e-136

3. Ejemplo 3: Produccion optimizada de biomasa usando la cepa ONC-T18

[0325] La produccion de aceites derivados de microbios (o de una sola célula) depende de una diversidad de
variables del proceso, tales como nivel/concentracion inicial del inéculo, tipo de sustrato, composicién del medio,
temperatura y pH. De forma especifica, la produccion basada en microbios de acidos grasos altamente insaturados
usando cepas de Traustoquitridos, muestra una correlacion directa entre produccion de biomasa y de acido graso.
En consecuencia, una comprension de las necesidades basicas optimizacion de los parametros es un factor
importante para conseguir un rendimiento maximo. Por lo tanto, para determinar el mejor medio para la produccion
de cantidades crecientes de acido graso, se realizaron experimentos iniciales de optimizacion de biomasa. De forma
especifica, el método de Taguchi desarrollado recientemente (Joseph J y Piganatiells JR, IIE Trans 20: 247-254,
1998), basado en matrices ortogonales, se us6 para determinar la configuracion 6ptima del medio para el aumento
de la densidad optica (relacionado directamente con la produccién de biomasa). En este caso, el método de Taguchi
se usO para conseguir una comprension de los efectos acumulativos de las variables que plantean un impacto en la
produccion de biomasa. Los efectos de variaciones en la concentracion de nitrogeno (extracto de levadura, peptona,
L-glutamato), carbono (glucosa) y sal (sal marina artificial) influian en la producciéon de biomasa. Por lo tanto, una
diversidad de medios liquidos se prepard con cantidades variables de extracto de levadura, peptona y L-glutamato
(0, 4,10,20,50¢9 I'1) ya que se refiere a cantidades variables de solucion de glucosa y sal marina (5, 40, 100, 160,
200 g "y 0, 6, 20, 30, 40 ¢ I'1, respectivamente). Las concentraciones se calcularon de acuerdo con una matriz
ortogonal L*® de una manera tal que el medio de nitrégeno de eleccion se diferencio a través del uso de analisis de
proporcion de sefial con respecto a ruido (SNL) a las 48 y 120 hrs, usando la siguiente formula:

SNL = -10log] = —
' : ngﬁ-

en la que, n = numero de niveles en y = rendimiento (DOgoo media a partir de experimentos por triplicado).

[0326] Los resultados de estos experimentos (que se dirigen de forma especifica a consideraciones de biomasa),
como se muestra dentro de la figura 2 que sigue a continuaciéon, demostraron que la tasa de uso de nitrégeno con
ONC-T18 que se refiere a densidad 6ptica (DOsgo) era peptona, a continuacion extracto de levadura seguido de L-
glutamato. Sin embargo, basandose en el crecimiento maximo, las mejores fuentes de nitrégeno para aumento de la
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produccion de biomasa eran extracto de levadura, a continuacion peptona, seguido de L-glutamato. Ademas, a
través del uso de experimentos similares con variaciones de glucosa y salinidad (concentracion de sal marina), el
medio 6ptimo y mas barato, la composicion para la produccion de biomasa de ONC-T18 estaba dentro de un medio
que comprendia 2 g I'" de extracto de levadura, 8 g I de MSG, 60 g I de glucosay 6 g I'" de sal marina.

4. Ejemplo 4: Produccion optimizada de acido docosahexaenoico (DHA) con la cepa ONC-T18

[0327] Se prepararon medios que consistian en una fuente de nitrégeno (cualquiera de peptona, extracto de
levadura, L-glutamato (MSG) o combinaciones de estos) y una fuente de carbono (glucosa), en una solucién salina
(agua de mar artificial), para determinar la composicion del mejor medio para una produccion optima de biomasa y
de DHA de una manera similar a la que se describe en el Ejemplo 3 (mostrado en la Tabla 4). Después de cultivo a
25°C y 130 rpm durante 3 dias, biomasa, acido graso total por litro de medio, porcentaje del contenido de acidos
grasos en peso, porcentaje del contenido de DHA en acidos grasos totales y la cantidad de DHA por litro de medio
se determinaron mediante cromatografia de gases al igual que en el método que se describe en el ejemplo 1, y en el
presente documento, y como se muestra en la Tabla 4 que sigue a continuacion.

[0328] En este caso, DHA se confirmd por comparacion con patrones conocidos de DHA usando espectrometria de
masas y cromatografia de gases y métodos de bloqueo maximo. Los hallazgos a partir del paquete experimental

'ﬂ’ en el que se investigaron variaciones en formas tanto naturales como organicas de nitrégeno, mostraban que la
composicion optima del medio deberia contener entre 4,0 y 6,09 I" tanto de extracto de levadura como de L-

glutamato para una produccion optima de biomasa y de DHA. Por otro lado, el paquete experimental e que
investigaba cambios en la composicion de sodio afiadido al medio mostraba una produccion maxima de DHA y
produccién de biomasa cuando se usa sal marina artificial. Ademas, el paquete experimental a en el que la
concentracion de sodio dentro del medio variaba, representaba el maximo para la produccion de DHA y biomasa

entre un 5y un 15 % de agua marina artificial por I.' de dH0. Los resultados a partir del paquete experimental 'n
en el que se evaluaron las variaciones en los niveles de glucosa, demostraban que el intervalo de 40 a inferior a
160 g I de glucosa se traducia en una produccion optima de biomasa y de DHA. Por Ultimo, los resultados del

paquete experimental e indican que ONC-T18 producia valores equivalentes tanto para concentracién de biomasa
celular como para concentracion de DHA, cuando se usaban glucosa o glicerol como fuentes de carbono.
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5. Ejemplo 5: Momento 6ptimo para la cosecha de ONC-T18 para produccion maxima de DHA

[0329] La cepa ONC-T18 se cultivd con la misma composicién del medio y condiciones en las que se muestran
dentro del ejemplo 1. En este caso en particular es de interés el momento en el que se deberia cosechar ONC-T18
para conseguir las cantidades maximas de DHA, DPA y EPA asi como tener en cuenta el tiempo necesario para
conseguir dichas cantidades (véase la figura 3).

[0330] Los resultados experimentales del transcurso del tiempo mostraban que el momento 6ptimo para la cosecha
de ONC-T18 para produccion optima de DHA dentro del matraz y el biorreactor variaba entre 3 y 5 dias,
respectivamente.

6. Ejemplo 6: Analisis de lipidos derivados de ONC-T18

[0331] La fraccion lipidica total de ONC-T18 se extrajo usando un método de Bligh y Dyer modificado. De forma
especifica, se volvieron a hidratar 2,0 g de biomasa celular seca durante una noche a 4 °C en 8 ml de H,O destilada.
Se afiadieron 30 ml de metanol:cloroformo (2:1 en vol/vol) a la mezcla y se agité suavemente a 120 rpm durante
20 min, decantando el sobrenadante resultante. A continuacién con el sedimento se volvid a suspender en
metanol:cloroformo:H20 (2:1:0,8 en vol/vol/vol) y el proceso se repitid con sobrenadantes combinados y movidos a
un embudo de separacion. A continuacion se afiadieron 5 ml de cloroformo y 5 ml de H>O al embudo dando como
resultado la formacion de un sistema liquido de dos fases. Después de mezcla vigorosa dentro del embudo de
separacion, la fase de cloroformo se retir6, se concentré6 en atmosfera de gas N, se volvid a suspender en
cloroformo y se almacené a -20 °C hasta su analisis. Se hizo una aplicacién puntual de aproximadamente 1 ul de la
fraccion lipidica total en multiples varillas de cuarzo, Chromarod, separadas y analizadas usando un instrumento
latroscan MK6 TLC/FID.

[0332] El anadlisis de los resultados muestra que el componente de acido graso que ONC-T18 produce en
fermentaciones de heterotrofa es casi de naturaleza totalmente triglicérida (al menos un 95 %). Ademas de la
fraccion neutra de acido graso mencionada anteriormente, el de ONC-T18 también produce una fraccion de
carotenoide y fosfolipido discernible. Después del aislamiento posterior de la fraccién fosfolipidica, en primer lugar
mediante una quemadura de un 50 % y a continuacion a un 75 % seguido de separacion basada en disolventes, se
determind que estaba presente una fraccion fosfolipidica grande y compleja. Los resultados mostraban la presencia
de componentes de fosfotidilcolina, fosfotidilserina y acido fosfotidico dentro de la muestra.

7. Ejemplo 7: Produccion de antioxidantes usando la cepa ONC-T18

[0333] El eucariota, ONC-T18, se cultivd usando condiciones y medio que se han mencionado anteriormente. La
biomasa celular resultante después de fermentaciones heterétrofas se recoge mediante centrifugacion, filtracion o
sedimentacion. Las células se cosecharon por centrifugacion a 3800 x g y se lavaron con solucién salina tamponada
con fosfato. La biomasa celular (fresca o liofilizada) se suspendié en 10 x de volumen de acetona, se agité durante
5 minutos a 200 rpm, se centrifugd a la 3800 x g durante 5 minutos y se concentré a sequedad mediante
evaporacion de N2. A continuacion, los pigmentos se volvieron a suspender inmediatamente en una cantidad minima
de acetona al 10 % en hexano y se almacenaron a -20 °C hasta el analisis de HPLC. La identificacion de los
extractos de carotenoide se realizd a continuacién en un Agilent 1100 para HPLC (Agilent, Palo Alto, CA, USA)
equipado con un conjunto de detector de longitud de onda variable a 470 nm. Las muestras se inyectaron a través
de una columna de guarda Symmetry C18 (Waters, Milford, MA, USA) a una columna de fase inversa Bondclone
C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA; particulas de 10 ym; 3,9 x 300 mm de i.d.). El volumen de direccion fue de
10 pl y se uso6 un flujo de 1,00 ml/min de acetona al 10 % en hexano durante un periodo de 25 minuto. Los datos
cuantitativos de los carotenoides se basaban en la comparacion del area maxima con patrones conocidos (en este
caso astaxantina, cantaxantina, B-criptoxantina, zeaxantina, equinenona y B-caroteno; ChromaDex, Santa Ana, CA,
USA). En ausencia de un patréon conocido, tal como en el caso del carotenoide, foenicoxantina, para calcular sus
concentraciones se uso el area maxima de astaxantina. La identidad del carotenoide se confirmé adicionalmente por
HPLC-MS usando un aparato de HPLC de Waters equipado con una matriz de fotodiodo (modelo 996 de Waters)
realizada en un espectrometro de Masas Micromass ESI-Q-Tof (Waters, Milford, MA, USA). El anaI|S|s de HPLC de
ONC-T18 revel6 posteriormente la presencia de varios compuestos antioxidantes (entre 50 mg kg™ y 1250 mg kg™)
dentro de la biomasa celular. Estos compuestos incluian el ant|OX|dante caroten0|des astaxantlna zeaxantlna
cantaxantlna equmeona y beta- caroteno en el |ntervalo de 1 mg kg a 20 mg kg de 0,25 mg kg a 10 mg kg de
1mg kg a 20 mg kg de 1 mg kg a 20 mg kg y de 1 mg kg a 200 mg kg respectivamente, asi como varios
compuestos pollfenollcos flavonoides sin identificar.

8. Ejemplo 8: Comparacion con Microorganismos Conocidos

[0334] La capacidad de ONC-T18 para producir DHA, EPA y DPA se compardé con la de microorganismos
conocidos. La cantidad de biomasa celular por litro de medio, el porcentaje del contenido de grasas o acidos grasos
por biomasa de célula seca, el porcentaje del contenido de DHA, EPA y DPA en acidos grasos totales, y la cantidad
de DHA, EPA y DPA obtenida cuando DHA, EPA y DPA se producen mediante cultivo de Thraustochytrium aureum

53



10

15

20

25

30

35

ES 2 572 833 T3

ATCC 34304, Thraustochytrium sp. ATCC 20891, Thraustochytrium sp. ATCC 20892, Thraustochytrium roseum
ATCC 28210, Thraustochytrium sp. ATCC 26185, Schizochytrium sp. ATCC 20888, Schizochytrium aggregatum
ATCC 28209 y Schizochytrium limacinum MYA-1381, asi como cuando DHA, EPA y DPA se producen mediante
cultivo de ONC-T18.

Tabla 5: Comparacion de la produccion lipidica y caracteristicas de biomasa de varias cepas representativas de
Traustoquitridos

. Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Cantidad Porcentaje de de de
de ! . . . DHA EPA DPA
. . . de contenido| contenido contenido contenido
Microorganismo | biomasa Do Total (g Total Total
celular (g I|p|d|c10 de de de I'1) (mg |-1) (mg |-1)
|-1) (% g) DHA; (% EPA1( % DPA1( %
g) g) g)
Thraustochytrium . . . . . .
sp ATCC 20891 1,8 sin datos 12 sin datos sin datos | sin datos sin datos sin datos
Thraustochytrium . . . .
sp ATCC 20892 3 7 35 sin datos sin datos 0,07 sin datos sin datos
Thraustochytrium . . . .
sp (ATCC 26185 2,3 sin datos 41,9 3.1 10 sin datos sin datos sin datos
;ﬂgf“’" ATCC 4-5 8-20 24-51 3693 sindatos | 0,1-05 0,0001 sin datos
;'égqlsoeum ATCC 8-17 18-25 50 sindatos  sindatos | 0,6-2,1 sin datos sin datos
Schizochytrium
sp. ATCC 20888 10,5 50 25-37 1,2 16,8 1,95 12,3 1,68,46
S. aggregatum . .
ATCG 28209 1,4 1,7 6,0 6,1 sin datos 1 1 sin datos
S. limacinum . .
SR21 MYA-1381 23-40 40-53,5 29,7-34 0,2-0,4 sin datos 3,0-7,2 0,08 sin datos
ONC-T18 25-55 45-80 24-34,2 0,1-2 6-10 4,6-13 0,2-0,8 0,9-3,8

[0335] Como se muestra en la Tabla 5, es evidente que, cuando el cultivo se realiza usando ONC-T18, los valores
de biomasa celular por litro de medio eran extremadamente elevados en comparacion con las otras cepas sometidas
a ensayo. Ademas, la cepa ONC-T18 tiene un porcentaje muy elevado de contenido de lipidos en comparacion con
las otras cepas mencionadas anteriormente. Ademas, el porcentaje del contenido de DHA y DPA dentro de ONC-
T18 es extremadamente elevado, con niveles de EPA que se muestra que son comparables con todas las cepas
identificadas sistematicamente. Por lo tanto, parece que ONC-T18 tienen la capacidad de producir grandes
cantidades de DHA, EPA y DPA en condiciones de fermentacién como se menciona dentro del ejemplo 1.

9. Ejemplo 9: Informacion de la fuente de carbono alternativa

[0336] Se ha mostrado que ONC-T18 crece preferentemente en medios en los que las fuentes principales de
nitrégeno son extracto de levadura, glutamato sédico y/o peptona y la fuente principal de carbono es D-glucosa.
Como resultado de la formacién detallada de perfiles metabolicos de ONC-T18 se observo que el glicerol (fuente de
carbono) también era una alternativa viable. Ademas, las corrientes residuales de procesamiento de aceite de
pescado que contienen glicerol también se sometié un ensayo para aplicabilidad como alternativas de nutrientes de
bajo coste. Se realizaron experimentos usando 200 ml de medios en matraces de 500 ml, cultivados a 25 °C durante
3 dias, 120 rpm en el caso del glicerol. El contenido de glicerol de dos productos residuales de procesamiento de
aceite de pescado, GWW (lavado con glicerol agua) y GAW (lavado con glicerol acido), constituian un 40 % en
vol:vol del medio de 200 ml (ajustado a pH 6,5), aunque se afiadio glicerol al 6 % a un medio de 200 ml (p:vol) como
control.

[0337] El analisis de estos resultados ha determinado que el uso de componentes de corriente residual de aceite de
pescado, tales como productos secundarios de glicerol, como fuentes de carbono en fermentacion de ONC-T18 a
gran escala a la vez que da resultado una cantidad reducida de acido graso total, representa un contenido de DHA
mantenido dentro de las células microbianas (figura 10).
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Tabla 6: Contenido de acido graso, biomasa y glicerol para estudio de fuente de carbono alternativa

Porcentaje (%) de contenido de acido graso con TFA Glicerol Biomasa (g
respecto a lipido total en peso (mg g™ (g1 ")
AA EPA DHA DPA n- | DPAn-
3 6

Glicerol al 6 % 0,29 0,52 26,31 0,24 9,49 426,12 76,00 9,13
(p:vol)

GAW al 40 % 0,37 1,32 19,69 0,42 6,36 294,55 68,59 5,94
(vol:vol)

GWW al 40 % 0,46 5,65 12,46 1,01 3,82 274,33 2,70 3,08
(vol:vol)

10. Ejemplo 10: Multiplicador de peso de célula seca

[0338] La cepa ONC-T18 de Thraustochytrium sp. se puede cultivar para la produccién de aceites omega-3 en una
diversidad de configuraciones de reactor hasta 100.000 |. Todas las fragmentaciones comienzan con la preparacion
de un indculo con un volumen final de un 10-20 %, que se usa para establecer el cultivo de fermentacion. Las
configuraciones iniciales del medio comprenden hasta 6 g/l de sal marina, 10 g/l de fuente de nitrégeno y 60 g/l de
fuente de carbono, con adicion semicontinua de otros 75 g/l de fuente de carbono después de 24 a 36 horas de
fermentacion inicial durante un periodo adicional de 72 a 96 horas y se produce dentro del intervalo de temperaturas
de 18-25 °C. Por ejemplo, usando el medio de 6 g/l de sal marina, 2 g/l de extracto de levadura, 8 g/l de L-glutamato
y 60 g/l de D-glucosa (con una adicion de 75 g/l afadidos después de 36 horas), creciendo a 25 °C durante 96
horas, la cepa ONC-T18 fue capaz de producir 40 g/l de peso celular seco (dcw), un 80 % (dcw) de fraccién total de
acido graso (TFA)/lipidica (entre C14:0 y C24:0) y un 30 % (TFA) de DHA. De forma analoga, es posible aumentar el
peso celular seco multiplicando los componentes de los medios, tanto de nitrégeno como de carbono, hasta un
efecto de multiplicaciéon de biomasa similar exacto sin influir en los contenidos TFA ni de DHA. Por ejemplo, usando
el medio de 24 g/l de sal marina, 8 g/l de extracto de levadura, 32 g/l de L-glutamato y 300 g/l de D-glucosa,
creciendo 25 °C durante 312 horas, la cepa ONC-T18 fue capaz de producir 80 g/l de peso celular seco (dcw), 60 %
(dew) de fraccion total de acido graso total (TFA)/lipidica (entre C14:0 y C24:0) y un 38 % (TFA) de DHA.

11. Ejemplo 11: Crecimiento de la cepa ONC-T18 de Thraustochytrium sp. en diversas fuentes alternativas, de
carbono (C) y de nitrégeno (N),y el efecto en el peso celular seco y lipidos

[0339] El crecimiento de la cepa ONC-T18 de Thraustochytrium sp. en una diversidad de fuentes de nitrégeno y de
carbono de bajo coste se investigd. De forma especifica, se cultivaron, 50 ml de ONC-T18 en matraces de 250 ml
que contenian 6 g/l de sales marinas artificiales, durante 72 horas a 25 °C. Las concentraciones de la fuente de
carbono y nitrdgeno se muestran a continuaciéon con 2 g/l de cada fuente de nitrégeno enumerada, usada en
conjunto con 8 g/l de L-glutamato (con la excepcion de harina de pescado cuando se usaban 4 g). Las fuentes de
carbono se intercambiaron segun se ha indicado. Todos los experimentos se realizaron por triplicado; todas las
extracciones para analisis de éster de metilo de acido graso se realizaron por triplicado junto con inyecciones de GC
por triplicado.

[0340] Los resultados indican que ONC-T18 de Thraustochytrium sp. produce una cantidad 6ptima de biomasa
celular seca (es decir, una cantidad superior a la de las dos medidas de control) cuando se cultiva en el extracto de
levadura y la harina de pescado de EMD como fuentes de nitrégeno. Por el contrario, se encontré que la cantidad de
lipido era inferior a la de control, aunque la cantidad de DHA era 6ptima usando agua de macerado de maiz y
peptona de EMD. Por ultimo, se encontré que la fuente de carbono, dextrosa, aumentaba el contenido lipidico,
aunque la fructosa y la dextrosa producian un contenido mas elevado de DHA que los controles.
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Tabla 7: Crecimiento de ONC-T18 de Thraustochytrium sp.

Medio C N dew/l | Lipido Lipido DHA DHA DHA
(6 g/l de sal, crecimiento 72 (g/l) (g/l) | medio | (mg/g) (gl (mg/g) (g/l) (% de
hrs, cultivos de 50 ml) (9) lipido)
Agua de Macerado de 60 10 11,36 371,97 4,33 111,64 1,244 29,72
3 o |Maiz-
& 2 |Semilla de Algodon-MSG | 60 10 9,99 297,08 2,70 45220 0,500 | 16,94
23
é % EMD™ YE-MSG 60 10 15,49 | 343,90 5,02 70,68 0,786 | 20,70
- EMD™ YE 60 10 35,79 | 189,01 6,76 37,14 0,448 | 19,65
EMD™ Peptona- 60 10 11,70 | 379,48 4,19 83,50 0,926 | "23,33
e |MSG
\% Sigma™ YE-MSG 60 10 9,77 257,86 3,28 54,60 0,618 | 19,69
Z  [Sigma™ YE 60 10 10,39 | 341,98 3,53 58,30 0,629 | 17,01
8 |Fermtech™ YE-MSG 60 10 13,99 | 269,53 3,82 56,97 0,664 | 21,10
(]
% Fermtech™ YE 60 10 17,07 | 243,23 4,15 48,01 0,530 | 19,74
L% Harina de pescado (62 % | 60 12 19,63 | 290,72 5,68 73,59 0,828 | 25,31
de proteina)
Fructosa 60 10 14,57 | 498,54 8,09 96,97 1,070 | 21,55
o |Dextrosa 60 10 14,98 | 623,91 9,87 113,69 1,232 | 18,94
o
g Dextrina de maiz 60 10 4,65 89,69 0,39 25,69 0,278 | 26,75
O
3 |Gelatina 60 10 7,09 31,87 0,13 11,86 0,127 | 27,70
ﬁ Almidén (maiz) 5 10 4,85 94,04 0,46 19,49 0,206 | 20,72
C
S 30 10 3.13 90.07 0.28 23.78 0.256 | 26.40
% |Almidon (trigo) 5 10 8,03 86,96 0,47 17,62 0,185 | 17,76
30 10 18,16 18,59 0,34 3,83 0,042 | 20,58
Medio de control (1) 60 10 16,92 | 487,59 8,25 70,87 0,768 | 13,25
Medio de control (2) 60 10 10,88 | 483,06 6,06 7464 0818 | 16,19
Abreviaturas:
MSG = L-glutamato YE = Extracto de levadura
(sédico)

12. Ejemplo 12: Técnicas de Extraccion para aislamiento de lipidos totales y fracciones

[0341] Se sometieron a ensayo una diversidad de métodos para el aislamiento de aceites omega-3 seleccionados
para determinar la eficacia 6ptima del aislamiento. Estos métodos incluian: el método convencional de Bligh y Dyer
(Bligh y Dyer, Can J. Biochem. Physiol., 37: 912-917, 1959); el método de extraccion y transesterificacion
combinadas usado de forma especifica con especies de Traustoquitridos que permite el procesamiento de muestras
para analisis de GC FAME rapido (Lewis et al., J. Microbiol. Methods, 43: 107-116, 2000); extraccion mediante
saponificacion simultanea (Cartens et al., J. Am. Oil Chem. Soc. 73: 1025-1031, 1996); y extraccion en fase solida
usando columnas sobre gel de silice que pueden aislar triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos de forma selectiva
(Pinkart et al., J. Microbiol. Methods, 34: 9-15, 1998; Bateman y Jenkins, J. Agric. Food Chem., 45: 132-135, 1997).

[0342] De forma especifica, 40 gramos de peso celular seco de biomasa de la cepa ONC-T18 de Thraustochytrium
sp. producida en una sola realizacién de fermentacion (véase el ejemplo 1) se dividieron en lotes de 0,44 g y se
usaron para cada técnica. Todas las técnicas se realizaron por ftriplicado con eficaces analizadas usando
determinacion de éster de metilo del acido graso a través de FID-GC, de nuevo por triplicado con realizaciones por
triplicado por muestra. Los resultados demuestran que el contenido total de acido graso total podia variar entre
métodos individuales con fluctuaciones lo mas probablemente debidas a la saturacién de disolvente:compuesto,
consideraciones de alteracion de biomasa y otras consideraciones de condiciones fisicas (por ejemplo, temperatura
y tiempo).
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Tabla 8: Técnicas de Extraccion para aislamiento de lipidos totales y fracciones

Bligh y Dyer
DHA EPA C14:.0 C14:1 C150 C16:0 C16:1 C18:1 C20:.0 C20:4 C22:5 TFA

mg de omega-3 por gramo de biomasa (mg/g)
1 104,39 4,25 36,28 5,82 113,94 77,27 4,92 44,01 1,13 1,67 28,86 430,99
2 136,75 545 46,51 7,40 142,96 98,38 6,07 56,49 1,40 2,19 37,92 552,98
3 134,59 4,78 4251 6,91 128,54 87,01 520 51,10 1,30 2,10 35,98 532,91
Prom. 12524 4,83 41,77 6,71 128,48 87,55 540 50,53 1,28 1,99 34,25 505,63
' Transesterificacién Directa ' '
DHA EPA C14:.0 C15:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C20:0 C20:4 C225 TFA
mg de omega-3 por gramo de biomasa (mg/g)
1 104,39 4,24 36,39 542 112,94 7527 542 44,01 1,13 1,67 28,86 420,99
2 89,83 454 3481 560 103,04 73,43 556 42,85 0,98 1,87 25,35 392,88
3 101,64 4,25 37,16 5,98 106,94 7598 535 43,95 1,11 1,78 26,46 410,65
Prom. 98,65 4,34 36,12 5,67 107,64 74,89 544 43,60 1,07 1,77 26,89 408,17
' 'Saponificacién simultanea '
DHA EPA C14:.0 C15:0 C16:0 C16:1 C18:.0 C18:1 C20:0 C20:4 C225 TFA
mg de omega-3 por gramo de biomasa (mg/g)
1 204,85 6,75 46,55 8,56 182,26 134,81 8,73 105,04 2,16 3,20 66,68 785,25
2 188,51 6,17 47,64 9,32 208,29 121,25 10,35 95,80 2,53 2,89 61,41 770,14
3 198,25 6,12 47,21 9,65 207,71 136,51 9,58 98,50 2,41 3,10 63,58 782,54
"Prom. 197,20 6,35 47,13 9,18 199,42 130,86 9,55 99,78 2,37 3,06 63,89 779,31
' 'Extraccién en fase sélida ' ' ' ' ' ' ' ' '
DHA EPA C14:.0 C15:0 C16:0 C16:1 C18:.0 C18:1 C20:0 C20:4 C225 TFA
mg de omega-3 por gramo de biomasa (mg/g)
1 169,17 0,42 68,41 10,83 204,43 140,14 8,09 76,97 1,75 3,00 47,05 748,33
2 172,26 0,44 69,59 11,01 207,01 143,74 8,11 78,72 1,74 3,27 47,86 819,04
3 173,65 0,43 69,21 11,31 208,97 146,64 8,16 77,64 1,73 3,64 46,98 785,64
Prom. 171,69 0,43 69,07 11,05 206,80 143,51 8,12 77,78 1,74 3,30 47,30 784,34

'N.B: Cada valor enumerado anteriormente es el promedio de las realizaciones por triplicado usando FID-GC para '
analisis de FAME

13. Ejemplo 13: Aislamiento y caracterizacion de la cepa ONC-T18 de Thraustochytrium sp. que produce acido
graso poliinsaturado: identificacion sistematica para identificar la cepa y optimizacion de produccion en la
misma.

a) Materiales y Métodos
(1) Aislamiento y Mantenimiento de Traustoquitridos

[0343] Setenta muestras marinas que incluian: Spartina alterniflora, Zostera marina y sedimento se recogieron en
lugares de la costa canadiense oriental de Nueva Escocia, Prince Edward Island, New Brunswick, Newfoundland y
Labrador entre julio y agosto de 2002. Las muestras se colocaron en viales de en 20 ml que contenian 10 ml de
aguamarina natural filtrada con filtro de 0,2 ym y 300 mg " de penicilina y 500 mg " de estreptomicina. Las
suspensiones se cebaron con polen estéril (Acer sp.) y se incubaron durante 48 horas a 18 °C, de acuerdo con
(Bremer, Marine Mycology - A Practical Approach, Fungal Diversity Press, Hong Kong, pp 49-61 (2000)). Los granos
de polen se transfirieron a continuacion en bucle y se sembraron en estrias en placas B1 de agar (1 gI” de extracto
de levadura, 1 g 1" de peptona, 10 gl de agar en 1 | de aguamarina natural) que contenian antibiéticos y se
incubaron. Las colonias hialinas, irregulares, individuales formadas por células esféricas o limaciformes y atipicas de
cualquier colonia de levadura o bacterias se seleccionaron y se subcultivaron al menos tres veces en placas B1 para
pureza.
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(2) Produccion de biomasa para identificacion sistematica de acido graso

[0344] Para identificar sistematicamente aislados para crecimiento y producciéon de acido graso, se preparé medio
liquido usando aguamarina natural filtrada con filtro de 0,2 ym que contenia 2 g I de peptona (BD, Franklin Lakes,
NJ, USA)y 2 g1 de extracto de levadura (BD, Franklin Lanes, NJ, USA), que se esterilizé en autoclave, seguido de
la adicion de 5 g I”' de glucosa esterilizada con filtro de 0,2 pm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Bowles et al., J
Biotechnol 70: 193-202 (1999)). Se inocularon 30 ml de volumen de cultivo en bucle desde una placa de agar y se
cultivaron durante 4 dias a 18 °C en un agitador a 100 RPM. A continuacién, se usaron 5 ml de este cultivo para
inocular un cultivo de 95 ml incubado durante un periodo adicional de 4 dias (fase estacionaria). Las células se
cosecharon mediante centrifugacion a 4.500 RPM, se aclararon con 5ml de agua destilada y se volvieron a
centrifugar. Los sedimentos celulares se liofilizaron, se pesaron y se almacenaron a - 80 °C antes de derivatizacion
para analisis de acido graso.

(3) Preparacion de ésteres de metilo del acido graso (FAME)

[0345] La extraccion del éster metilico de acido graso (FAME) se realizé a través del método de transesterificacion
directa, modificado de Lewis et al. (J Microbiol Meth. 43: 107-116 (2000)). De forma especifica, se afiadieron 20 mg
de material liofiizado y se afadieron 3ml de mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol:acido
clorhidrico:cloroformo (10:1:1 en vol/vol)). Las células se sometieron a agitacion vorticial durante 10 segundos para
asegurar una dispersion uniforme de la biomasa y se colocaron a 90 °C durante 120 minutos. Una vez que se la
transesterificacion era completa, las muestras se retiraron y se permitié que se enfriaran a temperatura ambiente. A
continuacion se afiadié agua (1 ml) y se sometid a agitacion vorticial durante 10 segundos. A continuacion, se
extrajeron los FAME mediante la adicion de alicuotas de 3 x 2 ml de hexano:cloroformo (4:1), se sometio a agitacion
vorticial durante 10 segundos, y se permiti6 que sedimentara hasta que se consiguieran separaciones liquidas
transparentes.

(4) Analisis de cromatografia de gases (GC) de los FAME

[0346] El analisis de GC de los FAME se realiz6 usando dos patrones internos (de 200 ul cada uno). Antes de la
transesterificacion se afiade un acido hexacosaenoico (C23:0) y el otro, acido nonadecaenoico (C19:0) se afiade
directamente antes del analisis. El analisis se realizdé usando un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) equipado con una columna de capilaridad de silice fundida OMEGAWAX 320 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) de diametro interno de 30 m x 0,32 m (0,25 ym de espesor de la pelicula) y detector de ionizacion a la
llama (volumen de inyeccion de 1 pl, gas vehiculo H, con un flujo constante de 5,0 ml min™ y se ajusté a 250 °C,
proporcidon de separacion de 50:1 con respecto al detector de FID a 275 °C). La confirmacion de la identidad de
FAME se realizé6 usando un espectrometro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, MA, USA) y
comparacion de los tiempos de retencion para patrones de laboratorio.

(5) Identificacion genética

[0347] EI ADN gendmico se extrajo usando el Kit de Aislamiento de ADN Microbiano MoBio UltraClean (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cebadores de oligonucleétido
usados en la amplificacion del gen de ARNr de 18S, se modificaron a partir de Honda et al. (J Eukaryot Microbiol. 46:
637-647 (1999)), es decir, 5-CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3’ para T18S1F y 5-
TCACTACGGAAACCTTGTTACGAC-3’ para T18S5R. Una mezcla de reacciéon de PCR de 20 pl contenia 2U
Biolase™ ADN polimerasa (Bioline, Boston, MA, USA), 1 x tampdn de reaccion de NH4, MgCl; 3 mM, Betaina 1 M
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 200 uM de mezcla de nucledtidos para PCR (Promega, Madison, WI, USA),
1 uM de cada cebador directo e inverso (MWG Biotech., High Point, NC, USA) y 100 ng de molde de ADN genémico.
Después de una etapa de desnaturalizacioén inicial durante 3 minutos a 94 °C, la amplificacion con PCR se realizd
usando un ciclador térmico de gradiente de ciclo Eppendorf Master (Eppendorf, Westbury, NY, USA), usando un
programa de 45 segundos a 94 °C, 30 segundos a 64 °C y 2 minutos a 72 °C durante 30 ciclos, seguido de una
extension final de 10 minutos a 72 °C. El producto de PCR se purificd usando el Kit Clean-up para PCR MoBio
UltraClean (MoBio Laboratories Inc, Carlsbad, CA, USA) para secuenciacion directa (MWG Biotech., High Point, NC,
USA) usando los cebadores FA2, FA3, RA1, R (Mo et al., Mar Biol 140: 883-889 2002), T18S1F y T18S5R. Las
secuencias resultantes se alinearon y se compararon con secuencias de nucleétidos de microorganismos similares
depositadas en GenBank (Benson et al., Nucleic Acids Res 33: D34-38 (2005)) usando DS Gene (Accelrys, San
Diego, CA, USA). Posteriormente se generd un arbol filogenético usando el método de Neighbor-Joining (Saito y Nei,
Mol Biol Evol 4: 406-425 (1987)), con la significancia estadistica evaluada usando 1.000 remuestreos de impulso
(Felsenstein, Evolution 39: 783-791 (1985)).

(6) Identificacion de carotenoides

[0348] Las células se cosecharon mediante centrifugacion a 3800 x g y se lavaron con solucion salina tamponada
con fosfato. A continuacion se volvieron a suspender 10 x de volumen de acetona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), se agitaron durante 5 minutos a 200 RPM, se centrifugaron a 3.800 x g durante 5 mins y se concentraron a
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sequedad mediante evaporacién de N,. Después se volvieron a suspender en una cantidad minima de acetona al
10 % en hexano antes del analisis de HPLC. Las identificaciones se realizaron en un Agilent 1100 HPLC (Agilent,
Palo Alto, CA, USA) equipado con un detector de longitud de onda variable ajustado a 470 nm. Las muestras se
inyectaron a través de una columna de guarda C1g Symmetry (Waters, Milford, MA, USA) a una columna Bondclone
C1g de fase inversa (Phenomenex Torrance, CA, USA particulas de 10 ym; 3,9 x 300 mm de i.d.). El volumen de
inyeccion fue de 10 ul y se usé un flujo de 1 ml min™ de acetona al 10 % en hexano durante un periodo de 25
minutos. La identidad del carotenoide se confirmé adicionalmente con analisis de espectrometria de masas
(Micromass ESI-QTof MS, Waters, Milford, MA, USA). Los datos cuantitativos para cada carotenoide se basaban en
el desarrollo de una curva de calibracion usando patrones (astaxantina, zeaxantina, cantaxantina, equinenona y B-
caroteno) y comparando el area maxima con concentraciones definidas.

(7) Optimizacion de la fermentacion

[0349] El efecto de carbono, nitrégeno y sal marina en el acido graso y en la produccién de DHA se examiné usando
cultivos en lotes en matraces Erlenmeyer de 250 ml agitados a 130 RPM durante 3 dias a 25 °C. Los estudios de
cultivo adicionales se realizaron usando un Biorreactor de 5 | Biostat® Bplus Twin (Sartorius BBl Systems Inc.,
Betlehem, PA, USA). Un inéculo de 100 ml se us6 para inocular 4,9 | de medio en el biorreactor. La concentracion de
glucosa se midi6é usando el Kit de Ensayo de Glucosa (HK) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los componentes del medio y las condiciones usadas en el biorreactor se detallan con
los resultados relevantes.

b) Resultados

[0350] Se desarrollé un proceso de recogida e identificacion sistematica con el que algunos miembros de la familia
protista Labyrinthulida, en especial el género, Schizochytrium y Thraustochytrium, se aislaron usando cebo de polen
y medios bacterioldgicos selectivos. Este estudio, que cubria 20 sitios de recogida tnicos dispersados por todo la
parte atlantica de Canada, produjo 68 cepas puras, identificadas de forma microscoépica. La seleccion de cepas
oleaginosas, que tenian mas de un 20 % de su peso seco celular siendo acidos grasos, se basé en resultados de
formacion de perfiles de GC PUFA, productividad de biomasa, concentraciones maximas de TFA, DHA y en menor
medida de EPA (Fig. 11), de acuerdo con el método de (Lewis et al., J Microbiol Meth 43: 107-116 (2000)) Los
valores para productividad desde biomasa, TFA y DHA y EPA posteriores variaban de 100 a 2300 mgl de 27,1 a
321,14, de 5,18 a 83,63 y de 2,97 a 21,25 mg g, respectivamente (Fig. 11).

[0351] Todos los aislados que crecian en medio liquido (54 de 68), producian cantidades importantes de acido graso
poliinsaturado omega-3, en particular DHA que comprendia entre un 22 y un 80 % del contenido total de C20 con
respecto a C22 de estas células (Fig. 11). Esto confirma los hallazgos previos, con lo que los traustoquitridos
aislados a partir de entornos templados frescos tienen perfiles de acido graso con DHA siendo hasta un 53 % del
acido graso total presente (Bowles et al., J Biotechnol 70: 193-202 (1999) y Huang et al., Mar Biotechnol 5: 450-457
(2003)). Es de interés en particular que ONC-T18, que produce hasta un 90 % de su contenido de C20 con respecto
a C22 como DHA que es aproximadamente un 35 % de los acidos grasos intracelulares totales. Se mostr6 que este
contenido de DHA era equivalente a los de varias cepas de producciéon comercial, tales como ATCC 20888 de
Schizochytrium sp. (32 %) y MYA-1381/SR21 de S. limacinum (34 %) (Barclay et al., J Appl Phycol 6: 123-129
(1994) e Yokochi et al., Appl Microbiol Biotechnol 49: 72-76, (2003)). Ademas, todos los aislados sintetizaban acido
eicosapentaenoico (EPA), que variaba entre un 2 y un 20 % en p/p de los PUFA totales identificados (Fig. 11).
Ademas de los aceites omega-3 producidos, aproximadamente un 80 % de todos los aislados sintetizaban los PUFA
omega-6, acido araquidénico (AA) o acidos docosapentaenoico (DPA), a concentraciones que variaban entre un 1y
un 18 % y entre un 3 y un 7 % en p/p, respectivamente (Fig. 11).

[0352] Huang et al. (Mar Biotechnol 5: 450-457 (2003)) sugirieron que para los traustoquitridos aislados a partir de
las aguas costeras tropicales de Japon y Fiji, se podian describir cinco perfiles de acido graso poliinsaturado, es
decir DHA/DPA (n-6), DHA/DPA/EPA, DHA/EPA, DHA/DPA/EPA/AA y DHA/DPA/EPA/AA/acido docosatetraenoico
(Huang et al., Mar Biotechnol 5: 450-457 (2003)). En el caso de esta coleccion de traustoquitridos, aislados de las
aguas templadas de la zona atlantica de Canada, se pudieron determinar cuatro perfiles de PUFA, tres de los cuales
son idénticos a los mencionados anteriormente, es decir DHA/DPA/EPA a un 7,4 % de recogida, DHA/EPA a un
13 % de recogida y DHA/DPA/EPA/AA, a un 74 %, con un cuarto que comprende una mezcla de DHA/EPA/AA a un
5,6 %.

[0353] A través de secuenciacion directa del gen de ADNr de 18S, la cepa ONC-T18 se identifico de forma positiva
como miembro de la familia de los Traustoquitridos (NUmero de Registro en GenBank: DQ374149). El analisis
filogenético indicaba que ONC-T18 formaba un grupo unico (identidad de un 97,5 %) con T91-6 de Thraustochytrium
striatum (Fig. 12) (Leander y Porter, Mycologia 93: 459-464 (2001)). Aunque MBIC 11093 de Thraustochytriidae sp.,
N1-27 y CHN-1 de Thraustochytrium sp., recogidas de las aguas tropicales costeras de Japdn, y encontradas que
eran productores significativos de DHA (Carmona et al., Biosci Biotechnol Biochem 67:884-888 (2003) y Huang et
al., Mar Biotechnol 5: 450-457 (2003)), mostraron que eran similares en un 96, 195, 5 y un 94,5 %, respectivamente.
La diversidad genética es bastante baja entre todos los miembros de los Thraustochytriidae mostrados en la figura
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12, variando en un 97,5-91,0 % de similitud entre ellos. Ademas con estas especies se destruyen de forma global,
con dos tercios aislados a partir de las aguas costeras tropicales de Japén, China e Israel y el resto de las aguas
templadas de América, Europa y Canada.

[0354] ElI perfil de acido graso de ONC-T18 incluia contenidos elevados de PUFA C22, niveles muy bajos de FA C18
y C20, y la aparicién de acidos grasos saturados de cadena impar (15:0 y 17:0), similares a los de KH105 de
Schizochytrium sp. o SR21 de S. limacinum. Ademas, el analisis de los perfiles de uso de carbono y nitrégeno para
las cepas ONC-T18, SR21 y KH105 mostraba un patrén de asimilacion similar. El contenido de DPA n-6 en la cepa
ONC-T18 variaba de un 6-10 %, que parece que es extremadamente elevado considerando la aparicién limitada de
DPA n-6 en la biosfera. Sin embargo, se informo de niveles de DPA n-6 similares en Nakahara et al. (JAm Oil Chem
Soc 73: 1421-1426 (1996)) en SR21 de Schizochytrium sp. (6-10 %) y Ellenbogen et al. (Comp Biochem Physiol 29:
805-81 (1969)) en T. aureum (9,5 %) y T. roseum (6,6 %).

[0355] EI analisis del perfil de acido graso de ONC-T18 en tres configuraciones de cultivo diferentes: (1) placa de
agar; (2) matraz coénico y (3) biorreactor y cultivando en el mismo medio (Fig. 13), muestra una disminucién de la
diversidad de los PUFA presentes y un aumento total de TFA a partir de placa de agar con respecto a biorreactor.
De forma especifica, las placas de agar presentaban una matriz de los PUFA, mientras que los cultivos en matraz y
biorreactor estaban dominados por uno o dos compuestos intermedios (Fig. 13). En comparacién con
Thraustochytrium aureum, que decia mejor en cultivo en matraz que en un fermentador de tanque agitado (llda et al.,
J Ferment Bioeng 81: 76-78 (1996))la cepa ONC-T18 crecia mejor en un biorreactor. Esto esta de acuerdo con lo
que considera (Nakahara et al, J Am Oil Chem Soc 73: 1421-1426 (1996)), se encuentra que SR21 de
Schizochytrium sp. presentaba alta resistencia a la agitacion mecanica, y por lo tanto se desarrollaba en condiciones
de biorreactor.

[0356] Ademas, se encontrd que algunos pigmentos carotenoides a producir en fermentaciones en placa, matraz y
biorreactor de la cepa ONC-T18 de Thraustochytrium sp. daba como resultado una decoloracién de color naranja
palido. La produccién de estos antioxidantes es maxima dentro de fermentaciones en biorreactor de forma
simultanea con la produccion de acido graso. Ademas, a través del uso de espectrometria de masas con HPLC, se
determind que estos compuestos antioxidantes se identificaban como astaxantina, zeaxantina, cantaxantina,
equineona y B-caroteno (Fig. 14), estando conjugados con diversos PUFA. Se informé de resultados similares entre
miembros del grupo de los Traustoquitidos de protistas. De forma especifica, se mostré que el agregado de
Schizochytrium producia equinenona y cantaxantina (Valadon, Trans Br Mycol Soc 67: 1-15 (1976)), mientras que
Carmona et al. (Biosci Biotechnol Bioehem 67: 884-888 (2003) y Huang et al. (Mar Biotechnol 5: 450-457 (2003))
demostraban la producciéon de astaxantina, equinenona, cantaxantina, foenicoxantina (no zeaxantina como en la
cepa ONC-T18) y B-caroteno por la cepa CHN-1 de Thraustochytrium sp., un pariente cercano de la cepa ONC-T18
(Fig. 12). En este estudio, se encontré que algunas concentraciones de los carotenoides eran de un orden de
magnitud inferior a los de CHN-1 con el costo principal siendo B-caroteno, en lugar de astaxantina. Por lo tanto,
dentro de Thraustochytrium spp., la producciéon de PUFA y carotenoide se puede unir de modo que no almacena
dentro de las grasas que se estan produciendo se puede proteger de la oxidacion.

[0357] Anteriormente, se ha determinado que las cantidades relativas de los componentes el acido graso principal
(acidos miristico, palmitico y oleico) se pueden alterar en cierto modo cambiando las condiciones de crecimiento del
cultivo (llda et al., J Ferment Bioeng 81: 76-78 (1996)). De esta manera, se puede manipular la composicion final del
acido graso y por lo tanto, las propiedades fisicas del PUFA deseado de una manera controlada durante la
fermentacion (Sijtsma et al., Recent Res Devel Microbiol 2: 219-232 (1998)). En un intento para limitar los factores
que inhiben la produccion tanto de biomasa como de PUFA omega-3 en la cepa ONC-T18, los componentes de
carbono, nitrdgeno y sal marina en medios de nutrientes se manipularon (Tabla 9), junto con la duracién del cultivo
(Fig. 15).

Tabla 9: Produccion media de biomasa (SD < 15 %), contenido de acido graso total (TFA) y DHA de la cepa ONC-
T18 de Thranstochytrium sp.

5 12,13 5,21 29,18 0,18
20 13,73 29,59 24,01 0,98
40 16,69 59,39 23,88 2,37
60 21,08 51,01 26,17 2,81
100 18,40 69,49 31,55 4,03
160 10,68 9,40 30,01 0,30
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10 0 22,33 34,53 20,20 1,56
8 2 22,81 44,00 17,52 1,72
6 4 22,64 50,69 16,23 1,86
4 6 24,46 69,07 24,19 4,09
2 8 26,09 81,73 20,99 4,47
0 10 7,50 1,97 28,81 0,04
2 24,70 59,23 31,44 4,60
6 21,08 51,01 26,17 2,81
15 22,90 69,32 25,32 4,02
30 17,76 61,02 25,25 2,74
40 17,27 68,21 24,02 2,83
50 18,77 59,63 22,56 2,53

[0358] Dentro de este estudio, a medida que la concentracion de nitrégeno disminuia, el contenido total de acido
graso aumentaba, con el contenido total de acido graso mas elevado (aproximadamente un 80 %) obtenido a una
concentracion de un 1 % de extracto de levadura y/o glutamato monosaddico (p/v). Sin embargo, los cultivos con una
concentracion de nitrégeno baja también imitaban el crecimiento celular y por lo tanto la produccion total de aC|do
graso total. En este experimento, la producmon optima se obtuvo usando 8¢ I de glutamato monosaédicoy 2 g I
extracto de levadura, produ0|endo 26,1gl" de biomasa y 4,5gI" de DHA (Tabla 9). Ademas, los aumentos de
carbono hasta 100 1" aumentaban de forma eficaz el rendimiento de DHA, y esto estd de acuerdo con los
resultados obtenidos para la cepa SR21 de Schizochytrium sp. (Yokochi et al., Appl Microbiol Biotechnol 49: 72-76,
(2003)) y al contrario que los mostrados para T. aureum en los que las concentraciones de glucosa superiores a
10g1” eran inhibitorias (llda et al., J Ferment Bioeng 81: 76-78 (1996)). Los rendimientos maximos de DHA de mas
de 4,0 gI se obtuvieron en medio de glucosa, con rendimientos superiores a mas de 5 veces los de T. aureum
(Bajpai et al., J Am Qil Chem Soc 68: 509-514 (1991)) y T. roseum (Li y Ward, J Ind Microbiol 13: 238-241 (1994)) y
comparables con los de las cepas SR21 y KH105 de Schizochytrium sp. (Aki et al., J Am Oil Chem Soc 80: 789-794
(2003)). Por ultimo, la cepa ONC-T18 presentaba capacidades eurihalinas clasicas, siendo capaces de resistir
salinidad es que variaban de 2,0 a 50,0 g I", dando como resultado una productividad de blomasa de una
variabilidad de un 25-30 % (Tabla 9). En el mlsmo experimento, se encontro que los valores de DHA en g I variaban
hasta un 45 % entre la cantidad ptima de 4,6 g 1"y minima de 2,5 gI”" (Tabla 9).

[0359] La biomasa, TFA y DHA producidos por la cepa ONC-T18 durante un periodo de 168 h en un biorreactor de
51 se presentan en la Figura 15. La curva de crecimiento representada es habitual para varios crecimientos
conseguidos en condiciones idénticas. La produccion maxima de biomasa se alcanzé después de 120 h, cerca del
punto de supresion de fuente de carbono (es decir, glucosa). Esté también en el punto en el que el contenido total de
acido graso de la biomasa alcanzaba un maximo aproximadamente un 70 % de biomasa. De forma interesante,
solamente después de 24 h de cultivo, el contenido de DHA alcanzé un maximo de un 30 % de acido graso total,
permaneciendo constante en lo sucesivo a un 20-25 %. Estos resultados son coherentes con los de otras cepas de
Traustoquitidos que producen acido graso, aunque existe una disparidad con respecto a la tasa a la que se
producen estas reacciones.

c) Discusion

[0360] Anteriormente, la mayoria de los estudios identificaban cepas de Labyrinturomycota que son incapaces de
almacenar acido graso total en cantidades superiores a un 20 % de biomasa. Por ejemplo, antes del aislamiento de
la cepa SR 21 de Schizochytrium sp. que es capaz de acumular hasta un 50 % de biomasa como grasa, T. aureum
era el mejor acumulador a un 20 % (Bajpai et al., J Am Oil Chem Soc 68: 509-514 (1991)). La cepa de ONC-T18, por
otro lado, es capaz de acumular hasta un 80 % de su biomasa como lipido.

[0361] Para microorganismos oleaginosos tales como ONC-T18 para acumular aceite, por lo general se deberia
cultivar en medio de cultivo con una cantidad limitada de nitrégeno (normalmente agotado después de 24 a 36 h) y
cantidades abundantes de una fuente de carbono. Una vez que el nitrégeno se suprime, los microbios oleaginosos
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contindan asimilando la gente de carbono pero ya no son capaces de experimentar division celular debido a una falta
de nitrégeno (evitando de este modo la sintesis de proteinas y acidos nucleicos). El resultado es la conversion de
estas fuentes de carbono (es decir, azucares tales como glucosa) en aceites de almacenamiento. En este sentido,
se considera que la cepa ONC-T18 crece mas lentamente que otras cepas de Traustoquitridos, tales como G13
(Bowles et al., J Biotechnol 70: 193-202 (1999) y Huang et al., Mar Biotechnol 5: 450-457 (2003), aunque produce
DHA a tasas mas rapidas y demuestra una capacidad Unica para incorporar cantidades elevadas de acidos grasos
totales. Por ultimo, la capacidad de ONC-T18 para crecer a concentraciones salinas muy bajas con productividad
elevada tanto de biomasa como de acido graso total es notable. De este modo se presta a ampliarse mediante la
negacion de la naturaleza corrosiva del agua salada en el equipo de fermentacion industrial.

14. Ejemplo 14: Suplementos del compuesto (antagonista de acido graso)
a) Suplemento de Setoxidim

[0362] Los medios que contenian 25 g/l de sal marina y 1 g/l de extracto de levadura se trataron en autoclave a
120 °C durante 20 minutos. Se afiadié glucosa esterilizada a los medios a una concentracion de 9 g/l. El Setoxidim
(Supleco) se disolvio en dimetilsulfoxido a una concentracion de 5 mg/ml y a continuacion se afiadio a los medios
para representar una concentracion final de 100 uM. Se anadié 1 ml de un cultivo previo de 24 horas de ONC-T18
que se habia cultivado en los mismos medios. El cultivo se realizé en un agitador (130 rpm) durante cuatro dias a
temperatura ambiente. Después del periodo de incubacion, las células se cosecharon mediante centrifugacion a
4300 rpm durante 10 minutos. A continuacion, los sedimentos celulares se liofilizaron, se pesaron y el aceite se
extrajo de las células.

[0363] Los lipidos se extrajeron y se derivatizaron a ésteres dimetilo de acido graso (FAME) para analisis de
cromatografia de gas (GC). La transesterificacion y la extraccion se realizaron usando 200 mg de células liofilizadas,
con C19:0 como patrén interno, se afiadid a la mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido
clorhidrico:cloroformo, 10:1:1) se mezcl6 y se calentd a 90 °C durante 2 horas, a continuacion se permitid que se
enfriara a temperatura ambiente. Los FAME se extrajeron mediante adicion de 1 ml de agua, y 2 ml de hexano:
cloroformo (4:1), y se permitid que las fases organica y acuosa se separaran. La fase organica se extrajo y se tratd
con 0,5 g de sulfato sédico anhidro para retirar particulas y agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron
en una corriente de argoén. Los FAME se volvieron a suspender en 5 ml de iso-octano y se analizaron mediante GC-
FID. El porcentaje de conversion se calculd dividiendo el producto producido entre la suma de (el producto producido
mas el sustrato afiadido) y a continuacion multiplicando por 100. Los Resultados se muestran en la Figura 11. Los
resultados también mostraron que la exposicion a setoxidim daba como resultado un aumento del contenido y
proporcion de DHA acumulado en la cepa ONC-T18.

b) Ejemplo 2: Suplemento de Cerulenina

[0364] Los medios que contenian 6 g/l de sal marina, 2 g/l de extracto de levadura, y 8 g/l de hidrato de sal
monosadica del acido L-glutamico se trataron en autoclave a 120 °C durante 20 minutos. A continuacion, se afiadio
D+- glucosa esterilizada a este medio a una concentracion de 40 g/l. La Cerulenina disuelta en etanol a una
concentracion de 5 mg/ml se afiadié a matraz de 250 ml y el disolvente se evapord durante 1 hora antes de la
adicién del medio al matraz. La cantidad de cerulenina en el matraz representaba una concentracion final de 20 mgl/l.
La cepa ONC-T18 se afiadié a continuacion al medio a partir de un cultivo en plata y el cultivo se produjo en un
agitador (130 rpm) a temperatura ambiente durante cuatro dias. Después del periodo de incubacion, las células se
cosecharon mediante centrifugacion a 4300 rpm durante 10 minutos, se lavaron una vez con agua destilada, y a
continuacion se centrifugaron de nuevo a 4300 rpm durante 10 minutos. A continuacion, los sedimentos celulares se
liofilizaron, se pesaron y el aceite se extrajo de las células.

[0365] Los lipidos se extrajeron y se derivatizaron a ésteres dimetilo de acido graso (FAME) para analisis de
cromatografia de gas (GC). La transesterificacion y la extraccion se realizaron usando 200 mg de células liofilizadas,
con C19:0 como patron interno, se afiadié a la mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido clorhidrico:
cloroformo, 10:1:1) se mezcld y se calentdé a 90 °C durante 2 horas, a continuacion se permiti6 que se enfriara a
temperatura ambiente. Los FAME se extrajeron mediante adicién de 1 ml de agua, y 2 ml de hexano:cloroformo
(4:1), y se permitié que las fases organica y acuosa se separaran. La fase organica se extrajo y se traté con 0,5 g de
sulfato sodico anhidro para retirar particulas y agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron en una
corriente de argon. Los FAME se volvieron a suspender en 5 ml de iso-octano y se analizaron mediante GC-FID. El
porcentaje de conversion se calculé dividiendo el producto producido entre la suma de (el producto producido + el
sustrato afiadido) y a continuaciéon multiplicando por 100. Los resultados se muestran en la Figura 11. Los resultados
también muestran que la exposicidon a cerulenina daba como resultado un aumento del contenido y proporcion de
DHA acumulado en la cepa ONC-T18.
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c) Ejemplo 3: Suplemento de acido oleico (ejemplo de trabajo)

[0366] Los medios que contenian 6 g/l de sal marina, 2 g/l de extracto de levadura, y 8 g/l de hidrato de sal
monosadica del acido L-glutamico se trataron en autoclave a 120 °C durante 20 minutos. A continuacion, se afiadio
D(+)- glucosa esterilizada a una concentracion de 5 g/l o no se afiadié a los medios. Se afiadié acido oleico a los
medios para representar una concentracion final de 2 ml/l. La cepa ONC-T18 se afadié a continuacion a los medios
a partir de un inéculo de un dia que se habia cultivado en medio de Windust (5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de
peptona, 40 g/l de D(+)-glucosa, 1,25 ml/l de elementos traza de Windust, 1,25 m/l de vitaminas de Windust, 40 g/|
de sal marina; (elementos traza de Windust: 5 g/l de NaH;PO4.H.O, 3,15 g/l de FeCl3.6H.O, 4,36 g/l de
NazEDTA.2H;0, 0,6125 mg/l de CuS04.5H,0, 0,0597g/l de Na;Mo0O4.2H,0, 0,022 g/l de ZnS04.7H.0, 0,01 g/l de
CoCl».6H20, 0,18 g/l de MnCl,.4H,0, 13 pg/l de H2SeOs, 2,7 mg/l de NiSO4.6H20, 1,84 mg/l de NazVOa, 1,94 mg/|
de K>CrQy), (vitaminas de Windust: 1 mg/I de vitamina B12, 1 mg/l de biotina, 0,20 g/l de tiamina HCI)). El cultivo se
produjo en un agitador (130 rpm) durante 3 dias a temperatura ambiente. Después del periodo de incubacion, las
células se cosecharon mediante centrifugacion a 4300 rpm durante 10 minutos, se lavaron una vez con agua
destilada, y a continuacion se centrifugaron de Novoa 4300 rpm durante 10 minutos. A continuacion, los sedimentos
celulares se liofilizaron, se pesaron y el aceite se extrajo de las células.

[0367] Los lipidos se extrajeron y se derivatizaron a ésteres dimetilo de acido graso (FAME) para analisis de
cromatografia de gas (GC). La transesterificacion y la extraccion se realizaron usando 200 mg de células liofilizadas,
con C19:0 como patron interno, se afiadié a la mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido clorhidrico:
cloroformo, 10:1:1) se mezcld y se calentdé a 90 °C durante 2 horas, a continuacion se permiti6 que se enfriara a
temperatura ambiente. Los FAME se extrajeron mediante adicién de 1 ml de agua, y 2 ml de hexano:cloroformo
(4:1), y se permitio que las fases organica y acuosa se separaran. La fase organica se extrajo y se traté con 0,5 g de
sulfato sodico anhidro para retirar particulas y agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron en una
corriente de argon. Los FAME se volvieron a suspender en 5 ml de iso-octano y se analizaron mediante GC-FID. El
porcentaje de conversion se calculé dividiendo el producto producido entre la suma de (el producto producido + el
sustrato afiadido) y a continuacion multiplicando por 100. Los resultados se muestran en la Figura 11. Los resultados
también muestran que el suplemento de acido oleico daba como resultado un aumento del contenido y proporcién de
DHA acumulado en la cepa ONC-T18.

d) Ejemplo 4: Suplemento de Capsaicina

[0368] Los medios que contenian 6 g/l de sal marina y 10 g/l de extracto de levadura se trataron en autoclave a
120 °C durante 20 minutos. A continuacion, se afiadié D(+)- glucosa esterilizada a los medios a una concentracion
de 40 g/l. A continuacién, se pusieron 50 ml de este medio en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. La capsaicina
(Sigma) se disolvié en etanol a una concentracion de 10 g/l y se afiadié al medio para representar una concentracion
final de 0,1 g/l. La cepa ONC-T18 se afiadio al medio desde un cultivo en placa y se cultivdé en un agitador (130 rpm)
a temperatura ambiente durante cuatro dias. Después del periodo de incubacién, las células se cosecharon
mediante centrifugacion a 4300 rpm durante 10 minutos, se lavaron una vez con agua destilada, and y a
continuacion se centrifugaron de nuevo a 4300 rpm durante 10 minutos. A continuacion, los sedimentos celulares se
liofilizaron, se pesaron y el aceite se extrajo de las células.

[0369] Los lipidos se extrajeron y se derivatizaron a ésteres dimetilo de acido graso (FAME) para analisis de
cromatografia de gas (GC). La transesterificacion y la extraccion se realizaron usando 200 mg de células liofilizadas,
con C19:0 como patron interno, se afiadié a la mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido clorhidrico:
cloroformo, 10:1:1) se mezcld y se calentdé a 90 °C durante 2 horas, a continuacion se permiti6 que se enfriara a
temperatura ambiente. Los FAME se extrajeron mediante adicién de 1 ml de agua, y 2 ml de hexano: cloroformo
(4:1), y se permitié que las fases organica y acuosa se separaran. La fase organica se extrajo y se traté con 0,5 g de
sulfato sodico anhidro para retirar particulas y agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron en una
corriente de argon. Los FAME se volvieron a suspender en 5 ml de iso-octano y se analizaron mediante GC-FID. El
porcentaje de conversion se calculd dividiendo el producto producido entre la suma de (el producto producido + el
sustrato afiadido) y a continuacion multiplicando por 100. Los resultados se muestran en la Figura 11. Los resultados
también muestran que la exposicion a capsaicina daban como resultado una disminucion del contenido de C16:0 y
un aumento del contenido de C16:1 en la cepa ONC-T18.

e) Ejemplo 5: Adicion de Acido Toluico

[0370] Los medios que contenian 20 g/l de sal marina y 10 g/l de extracto de levadura se trataron en autoclave a
120 °C durante 20 minutos. A continuacion, se afiadié D(+)-glucosa esterilizada a los medios a una concentracion de
20 g/l. A continuacion, se pusieron 50 ml de este medio en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se afiadié acido toluico
(Sigma) disuelto en etanol a una concentracién de 20 g/l al medio para representar una concentracion final de 0,2 g/l.
La cepa ONC-T18 se afadié en el medio desde un cultivo en placa y se cultivd en un agitado (130 rpm) a
temperatura ambiente durante cuatro dias. Después del periodo de incubacioén, las células cultivadas se recuperaron
mediante centrifugacion a 4300 rpm durante 10 minutos, se lavaron una vez con agua destilada, y se volvieron a
centrifugar. Los sedimentos celulares se liofilizaron, se pesaron y el aceite se extrajo de las células. (Ejemplo 19)
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[0371] Los lipidos se extrajeron y se derivatizaron a ésteres dimetilo de acido graso (FAME) para analisis de
cromatografia de gas (GC). La transesterificacion y la extraccion se realizaron usando 200 mg de células liofilizadas,
con C19:0 como patron interno, se afiadié a la mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido clorhidrico:
cloroformo, 10:1:1) se mezcld y se calentdé a 90 °C durante 2 horas, a continuacion se permiti6 que se enfriara a
temperatura ambiente. Los FAME se extrajeron mediante adicién de 1 ml de agua, y 2 ml de hexano: cloroformo
(4:1), y se permitié que las fases organica y acuosa se separaran. La fase organica se extrajo y se trat6é con 0,5 g de
sulfato sodico anhidro para retirar particulas y agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron en una
corriente de argon. Los FAME se volvieron a suspender en 5 ml de iso-octano y se analizaron mediante GC-FID. El
porcentaje de conversion se calculé dividiendo el producto producido entre la suma de (el producto producido + el
sustrato afiadido) y a continuacion multiplicando por 100. Los Resultados se muestran en la Figura 11. Los
resultados también muestran que el acido toluico daba como resultado un aumento de la proporcién de EPA y DPA
n-3 y una disminucién de la proporcion de DPA (n-6) y DHA- posiblemente un inhibidor de la A4-desaturasa en la
cepa ONC-T18.

f) Ejemplo 6: Adicion de Norflurazén

[0372] 50 ml de medio que contenia 25 g/l de sal marinay 1 g/l de extracto de levadura se trataron en autoclave a
120 °C durante 20 minutos. A continuacion, se afiadié D(+)-glucosa esterilizada al medio a una concentracion de
9 g/l. A continuacion, se pusieron 50 ml de este medio en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. El Norflurazén (Supleco)
se disolvié en dimetilsulféxido a una concentraciéon de 20 g/l y a continuacion se afadié a los medios para
representar una concentracion final de 0,2 g/l. Se afiadié 1 ml un cultivo previo (inéculo) de 24 horas de la cepa
ONC-T18 que se habia cultivado en el mismo medio (25 g/l de sal marina, 1 g/l de extracto de levadura, 9 g/l de
glucosa). El cultivo se realizé en un agitador (130 rpm) durante cuatro dias a temperatura ambiente. Después del
periodo de incubacion, las células se cosecharon mediante centrifugacion a 4300 rpm durante 10 minutos, se
lavaron una vez con agua destilada, y a continuacion se centrifugaron de nuevo a 4300 rpm durante 10 minutos. A
continuacion, los sedimentos celulares se liofilizaron, se pesaron y el aceite se extrajo de las células.

[0373] Los lipidos se extrajeron y se derivatizaron a ésteres dimetilo de acido graso (FAME) para analisis de
cromatografia de gas (GC). La transesterificacion y la extraccion se realizaron usando 200 mg de células liofilizadas,
con C19:0 como patron interno, se afiadié a la mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido clorhidrico:
cloroformo, 10:1:1) se mezcld y se calentdé a 90 °C durante 2 horas, a continuacion se permiti6 que se enfriara a
temperatura ambiente. Los FAME se extrajeron mediante adicién de 1 ml de agua, y 2 ml de hexano:cloroformo
(4:1), y se permitié que las fases organica y acuosa se separaran. La fase organica se extrajo y se traté con 0,5 g de
sulfato sodico anhidro para retirar particulas y agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron en una
corriente de argon. Los FAME se volvieron a suspender en 5 ml de iso-octano y se analizaron mediante GC-FID. El
porcentaje de conversion se calculé dividiendo el producto producido entre la suma de (el producto producido + el
sustrato afiadido) y a continuacion multiplicando por 100. Los Resultados se muestran en la Figura 11. Los
resultados también muestran que la exposicion a norflurazon da como resultado un aumento del contenido vy la
proporciéon de DHA acumulado en la cepa ONC-T18.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una composicion lipidica, comprendiendo el procedimiento: cultivar un microbio
productor de aceite en un medio heterotréfico que comprende un antagonista de la produccién de acido graso, en el
que el microbio productor de aceite tiene una secuencia 18S, en el que la secuencia 18S tiene una identidad de al
menos un 97 % con la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, y donde el antagonista de la produccion de acido
graso es el acido oleico.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente aislar la composicion lipidica.
3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la proporcion de acidos grasos omega-3 y omega-6 con respecto
a acidos grasos omega-9 aumenta en comparacion con un control en el que no se afiade al medio un antagonista de

la produccién de acido graso.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el contenido total de acido graso esta inalterado en comparacion
con un control en el que no se afiade al medio un antagonista de la produccion de acido graso.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el microbio productor de aceite es
del filo Labyrinthulomycota,

de la clase Labyrinthulomycetes,

a)
b)
c) de la subclase Thraustochytridae,
d)
)

del orden Thraustochytriales, o
e) de la familia Thraustochytriaceae.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el microbio productor de aceite es
a)del género Thraustochytrium, o Thraustochytrium sp., o se selecciona del grupo que consiste en
Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum o Thraustochytrium striatum, o

b) del género Schizochytrium o Schizochytrium sp.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el microbio productor de aceite es PTA-6245.
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- o0 ONCT-18
| Thraustochytrium stiatum T91-6
1 Schizochytrtum KH105
oo —— Thraustochytridae AS-20
| | Sehizochyrium fimacinum SR21
= | o~ Aplochytium slochin
1000 Aplenochytrium kerguelense
L | _m[: Schizochytrhum misuhum
Thrauslochytrum pachydermum
1000 Thrausiochytridas Mé-103
Labyrintuiokdes hafkoidis
saa [ Theausochytidae Né-103
NJ_—~———-- Schizochytrium aggregatum ATCC 28206
- 1 _ Thraustochyiridae H6-16
Thvaustochytum KK17-3
Thraustochyrkum khnel
- Thraustochytridae H1-14
' Thrausiochytiidae F3-1
Ukania profunda (20)
Thraustochytrium aureum ATCC 34304
Ukenia visurgensis
1600 _m[ Japonochylrium 8p. ATCC 28207
o L Ukenia prafunda (N307T7s)

Thraustochytrium sidatum ATCC 20473
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Matraz alimentado con acido oleico

] (C22:6 n-3)
1 [C22:2n-6)
[C21:5 n-3]
¥ [C20:5 n-3]
[C20:4 n-3]
[C20:0]
SN [C18:1]
[C18:0)
§ [C17:0)
§ [C16:1]
224 (C16:0]
[C15:0]
q [C14:0]

acido oleico

35%
30%-
25%-"
20%-
15%-
10%
5% |
0% -
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