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DESCRIPCION
Composiciones de acidos grasos de traustoquitridos y métodos de fabricacion y usos de las mismas.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a aceites microbianos.
Técnica anterior

Los acidos grasos se clasifican en base a las caracteristicas de longitud y saturacion de la cadena carbonada. Los
acidos grasos de cadena corta tienen, en general, 12 carbonos o menos, los acidos grasos de cadena media, en
general, tienen 14 a 18 carbonos y los acidos grasos de cadena larga tienen, en general, 20 carbonos o mas. Los
acidos grasos se denominan acidos grasos saturados cuando no presentan dobles enlaces entre los atomos de
carbono y se denominan acidos grasos insaturados cuando hay presentes dobles enlaces. Los acidos grasos de
cadena larga, insaturados, son monoinsaturados cuando sélo esta presente un doble enlace y son poliinsaturados
cuando esta presente mas de un doble enlace.

Los acidos grasos poliinsaturados (todos por sus siglas en inglés) (los PUFA) se clasifican basandose en la posicion
del primer doble enlace del extremo metilico del acido graso: los acidos grasos omega-3 (n-3) contienen un primer
doble enlace en el tercer carbono, mientras que los acidos grasos omega-6 (n-6) contienen un primer doble enlace
en el sexto carbono. Por ejemplo, el acido docosahexaenoico ("DHA") es un acido graso poliinsaturado de cadena
larga omega-3 (LC-PUFA) con una longitud de cadena de 22 carbonos y 6 doble enlaces, con frecuencia
denominado como "22:6 n-3." Otros LC-PUFA omega-3 incluyen acido eicosapentaenoico ("EPA"), denominado
como "20:5 n-3" y acido docosapentaenoico omega-3 ("DPA n-3"), denominado como "22:5 n-3." DHA y EPA se han
denominado acidos grasos “esenciales”. Los LC-PUFA omega-6 incluyen acido araquidoénico ("ARA"), denominado
como "20:4 n-6" y acido docosapentaenoico omega-6 ("DPA n-6"), denominado como "22:5 n-6."

Los acidos grasos omega-3 son moléculas biolégicamente importantes que afectan a la fisiologia celular debido a su
presencia en las membranas celulares, regulan la produccion y expresion génica de compuestos biolégicamente
activos y sirven como sustratos biosintéticos. Roche, H. M., Proc. Nutr. Soc. 58: 397-401 (1.999). EI DHA, por
ejemplo, justifica que aproximadamente el 15%-20% de los lipidos en la corteza cerebral humana, el 30%-60% de
los lipidos en la retina, se concentra en los testiculos y el esperma y es un componente importante de la leche
materna. Jean-Pascal Bergé y Gilles Barnathan, Fatty Acids from Lipids of Marine Organisms: Molecular Biodiversity,
Roles as Biomarkers, Biologically Active Compounds and Economical Aspects, en Marine Biotechnology | 49 (ed., T.
Scheper, 2.005). EI DHA justifica hasta un 97% de los acidos grasos omega-3 en el cerebro y hasta un 93% de los
acidos grasos omega-3 en la retina. Ademas, el DHA es esencial para el desarrollo tanto fetal como infantil, asi
como el mantenimiento de las funciones cognitivas en los adultos. Igualmente, los acidos grasos omega-3,
incluyendo DHA y EPA, también poseen propiedades antiinflamatorias. Véase, por €j., /d. y Simopoulos, A. P., J.
Am. Coll. Nutr. 21: 495-595 (2.002). Debido a que los acidos grasos omega-3 no se sintetizan de novo en el cuerpo
humano, estos acidos grasos deben proceder de fuentes nutricionales.

Se considera que el aceite de linaza y los aceites de pescado son buenas fuentes dietéticas de acidos grasos
omega-3. El aceite de linaza no contiene EPA, DHA, DPA o ARA, pero en su lugar contiene acido linolénico (C18:3
n-3), un bloque de construccién que permite que el cuerpo fabrique EPA. Hay evidencia, sin embargo, de que la
velocidad de conversion metabdlica puede ser lenta y variable, en particular entre aquéllos con salud deteriorada.
Los aceites de pescado varian considerablemente en el tipo y el nivel de composiciéon de acidos grasos dependiendo
de las especies particulares y sus dietas. Por ejemplo, el pescado criado por acuicultura tiende a tener un menor
nivel de acidos grasos omega-3 que aquéllos en estado salvaje. Ademas, los aceites de pescado soportan el riesgo
de contener contaminantes medioambientales y pueden estar asociados a problemas de estabilidad y un olor o
sabor sospechoso.

Los traustoquitridos son microorganismos del orden Traustoquitriales. Los traustoquitridos incluyen miembros del
género Schizochytrium y han sido reconocidos como una fuente alternativa de acidos grasos omega-3, incluyendo
DHA. Véase, la patente de EE.UU. N° 5.130.242. Los aceites producidos a partir de estos microorganismos
heterétrofos marinos con frecuencia presentan perfiles de acidos grasos poliinsaturados mas simples que los
correspondientes aceites de pescado o de microalgas. Lewis, T. E., Mar. Biotechnol. 1: 580-587 (1.999). Se ha
indicado que las cepas de la especie de traustoquitridos producen acidos grasos omega-3 como un alto porcentaje
de los acidos grasos totales producidos por el organismo. La Patente de EE.UU. N° 5.130.242; Huang, J. et al., J.
Am. Oil. Chem. Soc. 78: 605-610 (2.001); Huang, J. et al., Mar. Biotechnol. 5: 450-457 (2.003). Sin embargo, los
traustoquitridos aislados varian en la identidad y las cantidades de los LC-PUFA producidos, de manera que algunas
cepas descritas previamente pueden presentar niveles no deseables de acidos grasos omega-6 y/o pueden
demostrar baja productividad en cultivo. De por si, existe una continua necesidad del aislamiento de los
traustoquitridos, que demuestra alta productividad y perfiles deseables de LC-PUFA.
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Breve sumario de la invencion
La presente invencion se refiere a un aceite microbiano como se define en la reivindicacion 1.

La presente descripcion también se refiere a un microorganismo traustoquitrido aislado de la especie de
traustoquitridos depositada con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 o una cepa procedente de ahi, en la que los
acidos grasos totales producidos por dicho microorganismo o cepa procedente de ahi comprenden
aproximadamente 10% o menos en peso de acido eicosapentaenoico.

La presente descripcion se refiere también a un microorganismo traustoquitrido aislado con las caracteristicas de la
especie de traustoquitridos depositada con el N° de Acceso ATCC PTA-9695, en la que los acidos grasos totales
producidos por dicho microorganismo o cepa procedente de ahi comprenden aproximadamente 10% o menos en
peso de acido eicosapentaenoico.

La presente descripcion también se refiere a un microorganismo de traustoquitridos aislado o una cepa procedente
de ahi, que comprende una fraccion de triglicéridos, en la que el contenido en acido docosahexaenoico de la fraccion
de triglicéridos es al menos aproximadamente 40% en peso, en la que el contenido en acido docosapentaenoico n-6
de la fraccion de triglicéridos es de al menos aproximadamente 0,5% en peso a aproximadamente 6% en peso y en
la que los acidos grasos totales producidos por dicho microorganismo o cepa procedente de ahi comprenden
aproximadamente 10% o menos en peso de acido eicosapentaenoico.

La presente descripcion se refiere también a un microorganismo de traustoquitridos aislado de la misma especie que
el traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 o cepa procedente de ahi, en la que los acidos
grasos totales producidos por dicho microorganismo o cepa procedente de ahi comprenden aproximadamente 10%
0 menos en peso de acido eicosapentaenoico.

En algunas realizaciones, la cepa procedente del microorganismo traustoquitrido aislado de la descripcidon es una
cepa mutante.

La presente descripcion también se refiere a un microorganismo aislado depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-
9695, PTA-9696, PTA-9697 o PTA-9698.

La presente descripcion también se refiere a una biomasa de traustoquitrido que comprende uno cualquiera de los
microorganismos traustoquitridos de la descripcién o mezclas de los mismos.

La presente descripcion también se refiere a una biomasa de traustoquitridos aislada, en la que al menos
aproximadamente 50% en peso del peso de células seco de la biomasa son acidos grasos y en la que al menos
aproximadamente 50% en peso de los acidos grasos son acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, al
menos aproximadamente 50% en peso de los acidos grasos es acido docosahexaenoico. La presente descripcion
también se refiere a una biomasa de traustoquitrido aislada, en la que al menos aproximadamente 25% en peso del
peso de células seco de la biomasa es acido docosahexaenoico.

En algunas realizaciones, la presente descripcion se refiere también a una biomasa de traustoquitridos aislada en la
que aproximadamente el 10% o menos en peso de los acidos grasos es acido eicosapentaenoico y en la que la
relacion en peso de acido docosahexaenoico a acido eicosapentaenoico es al menos aproximadamente 5:1.

En algunas realizaciones, la presente descripcion se refiere también a una biomasa de traustoquitridos aislada en la
que aproximadamente 1,5% o menos en peso de los acidos grasos es acido araquidénico y en la que la relacion en
peso de acido docosahexaenoico a acido araquidénico es al menos aproximadamente 20:1.

En algunas realizaciones, la presente descripcion se refiere también a una biomasa de traustoquitridos aislada que
comprende acido docosahexaenoico y acido docosapentaenoico n-6 en una relacion en peso de al menos
aproximadamente 10:1.

La presente descripcion se refiere también a un cultivo de traustoquitrido aislado que comprende uno cualquiera de
los microorganismos traustoquitridos de la invencion o mezclas de los mismos. En algunas realizaciones, el cultivo
comprende al menos aproximadamente 5% de oxigeno disuelto.

La presente descripcion se refiere también a un producto alimenticio, cosmético o composiciéon farmacéutica para
animales o seres humanos que comprende uno cualquiera de los microorganismos traustoquitridos o biomasas de la
descripcién o mezclas de los mismos.

La presente invencion se refiere a un aceite microbiano que comprende una fraccion de triglicéridos de al menos
70% en peso, en la que el contenido en acido docosahexaenoico de la fraccion de triglicéridos es al menos 50% en
peso y en la que el contenido en acido docosapentaenoico n-6 de la fraccion de triglicéridos es de 0,5% en peso a
6% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende ademas un contenido en acido araquidénico
de la fraccion de triglicéridos de aproximadamente 1,5% o menos en peso.

La presente invencion también se refiere a un aceite microbiano que comprende una fraccion de triglicéridos de al
3
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menos 70% en peso, en la que el contenido en acido docosahexaenoico de la fraccidn de triglicéridos es al menos
40% en peso, en la que el contenido en acido docosapentaenoico n-6 de la fraccion de triglicéridos es de al menos
0,5% en peso a 6% en peso y en la que la relacion de acido docosahexaenoico a acido docosapentaenoico n-6 es
mayor que 6:1.

La presente descripcion se refiere también a un aceite microbiano que comprende una fraccion de triglicéridos de al
menos aproximadamente 70% en peso, en la que el contenido en acido docosahexaenoico de la fraccion de
triglicéridos es al menos aproximadamente 60% en peso.

En algunas realizaciones, al menos aproximadamente 20% de los triglicéridos en la fracciéon de triglicéridos del
aceite microbiano contiene acido docosahexaenoico en dos posiciones en el triglicérido seleccionadas de dos
cualesquiera de las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3. En algunas realizaciones, al menos aproximadamente 5% de los
triglicéridos en la fraccion de triglicéridos del aceite microbiano contiene acido docosahexaenoico en las tres
posiciones sn-1, sn-2 'y sn-3 en el triglicérido.

En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende ademas aproximadamente 5% o menos en peso de acido
heptadecanoico.

La presente invencién también se refiere a un producto alimenticio, cosmético o composicion farmacéutica para
animales o seres humanos que comprende cualquiera de los aceites microbianos de la invencién. En algunas
realizaciones, el producto alimenticio es una férmula infantil. En algunas realizaciones, la féormula infantil es
adecuada para bebés prematuros. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es una leche, una bebida, una
bebida terapéutica, una bebida nutricional o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, el producto
alimenticio es un aditivo para alimento para animales o seres humanos. En algunas realizaciones, el producto
alimenticio es un suplemento nutricional. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es un pienso. En algunas
realizaciones, el pienso es un pienso para acuicultura. En algunas realizaciones, el pienso es un pienso para
animales domésticos, un pienso para animales de zooldgico, un pienso para animales de trabajo, un pienso para
ganado o una combinacion de los mismos.

La presente descripcion también se refiere a un método para producir un aceite microbiano que comprende acidos
grasos omega-3, comprendiendo el método: (a) cultivar uno cualquiera de los microorganismos traustoquitridos
aislados de la invencién o mezclas de los mismos en un cultivo para producir una biomasa y (b) extraer un aceite
que comprende acidos grasos omega-3 de la biomasa. En algunas realizaciones, el cultivo comprende al menos
aproximadamente 5% de oxigeno disuelto. En algunas realizaciones, el pH del cultivo se mantiene a
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5. En algunas realizaciones, la temperatura del cultivo se mantiene a
aproximadamente 17 °C a aproximadamente 30°C. En algunas realizaciones, el cultivo comprende una
concentracion de glucosa de aproximadamente 5 g/l a aproximadamente 50 g/l.

La presente descripcion se refiere también a un método para producir un aceite microbiano que comprende acidos
grasos omega-3, comprendiendo el método extraer un aceite que comprende acidos grasos omega-3 de una
cualquiera de las biomasas de la descripcion. En algunas realizaciones, el aceite microbiano se extrae usando un
procedimiento de extraccion de hexano. En algunas realizaciones, el aceite microbiano se extrae usando un
procedimiento de extraccion sin disolvente.

En algunas realizaciones, el peso de células seco de la biomasa aislado de cada litro de uno cualquiera de los
cultivos de la descripcién es al menos aproximadamente 50 g después de cultivo durante 7 dias a aproximadamente
17°C a aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente pH 8,0 que
comprende fuentes de carbono, nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a aproximadamente 8.500 ppm
iones cloruro.

En algunas realizaciones, uno cualquiera de los cultivos asilados de la descripcidon presenta una productividad de
acidos grasos omega-3 de al menos aproximadamente 2 g/l/dia después de cultivo durante aproximadamente 7 dias
a aproximadamente 17°C a aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5 a
aproximadamente pH 8,0, que comprende fuentes de carbono, nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a
aproximadamente 8.500 ppm de iones cloruro.

El aceite microbiano segun la invencién puede producirse por un método de la descripcion.

La presente descripcion se refiere también al uso de cualquiera de los microorganismos aislados, biomasas o
aceites microbianos de la invencion o mezclas de los mismos, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de inflamacion o una afeccion relacionada con ella.

La presente descripcion se refiere también al uso de cualquiera de los microorganismos aislados, biomasas o
aceites microbianos de la invencion o mezclas de los mismos, para uso en el tratamiento de inflamacién o una
afeccion relacionada con ella.

La presente descripcion se refiere también a cualquiera de los microorganismos aislados, biomasas o aceites
microbianos de la invenciéon o mezclas de los mismos, para uso en el tratamiento de inflamaciéon o una afeccién
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relacionada con ella.

La presente descripcion se refiere también a un método para tratar la inflamacién o una afeccioén relacionada con ella
en un individuo con necesidad del mismo, que comprende administrar al individuo cualquiera de los
microorganismos aislados, biomasas o aceites microbianos de la invencion o mezclas de los mismos y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invenciéon

Asi, la presente invencion se refiere a un aceite microbiano como se define en la reivindicacién 1. Ademas, la
presente descripcion se refiere a microorganismos traustoquitridos aislados, asi como cepas y mutantes de los
mismos, asi como biomasas, aceites microbianos, composiciones y cultivos de los mismos. La presente invencion se
refiere también a métodos para producir aceites microbianos de los traustoquitridos de la descripcion y métodos para
usar los aceites microbianos. Los traustoquitridos descritos en la presente memoria son altamente productivos
cuando se compara con aislados previos y producen perfiles Unicos de acidos grasos, caracterizados en parte por
altos niveles de acidos grasos omega-3, en particular altos niveles de DHA.

Microorganismos traustoquitridos
La descripcion se refiere a traustoquitridos aislados, incluyendo mutantes, recombinantes y variantes de los mismos.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a un traustoquitrido de las especies depositadas con el N° de
Acceso ATCC PTA-9695. El traustoquitrido aislado también se conoce en la presente memoria como Schizochytrium
sp. ATCC PTA-9695. El traustoquitrido asociado al N° de Acceso ATCC PTA-9695 se deposité bajo el Tratado de
Budapest el 7 de enero de 2.009 en la coleccion americana de cultivos tipo, Depdsito de patente, 10801 University
Boulevard, Manasas, VA 20110-2209.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a una cepa de traustoquitrido aislada depositada con el N° de
Acceso ATCC PTA-9695. En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a un microorganismo de traustoquitrido
aislado de la misma especie que el traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a un traustoquitrido aislado con las caracteristicas de las especies
depositadas con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 o una cepa procedente de ahi. Las caracteristicas de la especie
de traustoquitrido depositada con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 incluyen su crecimiento y propiedades
fenotipicas (los ejemplos de propiedades fenotipicas incluyen propiedades morfolégicas y reproductivas), sus
propiedades fisicas y quimicas (tales como pesos secos y perfiles lipidicos) y sus secuencias génicas. En algunas
realizaciones, los traustoquitridos aislados de la descripcién presentan sustancialmente idénticas propiedades
fenotipicas a las del traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695. En algunas realizaciones, los
traustoquitridos aislados de la descripcidon presentan sustancialmente idénticas propiedades de crecimiento del
traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a un mutante, variante o recombinante de un traustoquitrido
aislado de la descripcion, en el que los acidos grasos totales producidos por el mutante, variante o recombinante
comprenden aproximadamente 10% o menos en peso de acido eicosapentaenoico. Se pueden producir cepas
mutantes por procedimientos conocidos. Los procedimientos comunes incluyen irradiacion; tratamiento a altas
temperaturas y tratamiento con un mutageno. Las cepas variantes pueden ser otros aislados que se encuentren en
la naturaleza y/o subaislados de las especies descritas en la presente memoria. Se pueden producir cepas
recombinantes por cualquier método conocido en biologia molecular para la expresidon de genes exdgenos o la
modificacion de la funcidn o expresion de los genes enddgenos. En algunas realizaciones, la cepa mutante, variante
o recombinante produce una mayor cantidad de acidos grasos omega-3, incluyendo DHA y/o EPA, que la cepa
natural. En algunas realizaciones, la cepa mutante, variante o recombinante produce una menor cantidad de uno o
mas acidos grasos, tales como menores cantidades de EPA, ARA, DPA n-6 o combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, la cepa mutante, variante o recombinante produce un peso de células seco mayor por otro de
cultivo que la cepa natural. Dichas cepas mutantes, variantes o recombinantes son ejemplos de cepas procedentes
de un traustoquitrido aislado de la descripcién.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a una cepa mutante del traustoquitrido depositado con el N° de
Acceso ATCC PTA-9695. En mas realizaciones, la cepa mutante es una cepa depositada con los Nos. de Acceso
ATCC PTA-9696, PTA-9697 o PTA-9698. Las cepas de traustoquitrido asociadas a los Nos. de Acceso ATCC PTA-
9696, PTA-9697 y PTA-9698 se depositaron bajo el Tratado de Budapest el 7 de enero de 2.009 en la Coleccion
americana de cultivos tipo, Depdsito de patente, 10801 University Boulevard, Manasas, VA 20110-2209. Estas cepas
mutantes depositadas son derivados del traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695.

En algunas realizaciones, un traustoquitrido aislado de la descripcién, incluyendo mutantes, variantes o
recombinantes del mismo, comprende un perfil de acidos grasos en una o mas fracciones aisladas del
traustoquitrido. La fraccion o las fracciones aisladas del traustoquitrido incluyen la fraccion de acidos grasos total, la
fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles,
la fraccion de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de los mismos.
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Cultivos de traustoquitridos y biomasas de traustoquitridos aisladas.

La descripcion se refiere ademas a un cultivo que comprende uno o mas traustoquitridos aislados de la descripcion.
Se conocen en la técnica varios parametros de fermentacién para inoculacion, crecimiento y recuperacion de
microflora, tal como se describe en la Patente de EE.UU. N° 5.130.242. Se puede usar cualquier medio convencional
para crecimiento de los traustoquitridos. Los medios liquidos o soélidos pueden contener agua marina natural o
artificial. Las fuentes de carbono incluyen, pero no se limitan a, glucosa, fructosa, xilosa, sacarosa, maltosa, almidén
soluble, molasas, fucosa, glucosamina, dextrano, grasas, aceites, glicerol, acetato de sodio y manitol. Las fuentes de
nitrégeno incluyen, pero no se limitan a, peptona, extracto de levadura, polipeptona, extracto de malta, extracto de
carne, casaminoacido, agua empleada para remojar el maiz, fuentes de nitrégeno organico, glutamato sddico, urea,
fuentes de nitrégeno inorganico, acetato de amonio, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio, sulfato

de sodio. Se muestra un medio tipico en la Tabla 1:

Tabla 1: Medios de recipiente

Ingrediente

NaCl

KCI

MgSO,:7H0

(NH4)2S04

CaCl,

T 154 (extracto de levadura)

KH2PO4

postautoclave (metales)
Acido citrico
FeSO4:7H.0
MnCl»-4H,0

ZnS04 7H0
CoCl,'6H,0
Na:Mo0O4-2H.0
CuS045H,0

NiSO4-6H.0

postautoclave (vitaminas)

Tiamina**

concentracion
gll 12,5
g/l 1,0
gll 5,0
gll 0,6
gll 0,29
gll 6,0
g/l 1,2
mg/| 3,5
mg/| 10,30
mg/| 3,10
mg/| 3,10
mg/| 0,04
mg/| 0,04
mg/| 2,07
mg/| 2,07
mg/| 9,75

intervalos

0-25, 5-20 6 10-15

0-5, 0,25-3 6 0,5-2

0-10, 2-8 6 3-6

0-10, 0,25-56 0,5-3

0,1-5, 0,15-3 6 0,2-1

0-20, 1-156 5-10

0,1-10, 0,5-56 1-3

0,1-100, 1-50 6 2-25

0,1-100, 1-50 6 5-25

0,1-100, 1-50 6 2-25

0,1-100, 1-50 6 2-25

0,001-1, 0,005-0,5 6 0,01-0,1

0,001-1, 0,005-0,5 6 0,01-0,1

0,1-100, 0,5-50 6 1-25

0,1-100, 0,5-50 6 1-25

0,1-100, 1-50 6 5-25
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Ingrediente concentracion intervalos
Vitamina B12** mg/| 0,16 0,1-100, 0,1-10 6 0,1-1
Ca'z-pantotenato** mg/| 3,33 0,1-100, 0,1-50 6 1-10

postautoclave (carbono)

Glucosa g/l 30,0 5-150, 10-100 6 20-50

Alimentacion de nitrégeno:

Ingrediente Concentracion

NH4OH mil/l 21,6 0-150, 10-100 6 15-50
Las condiciones tipicas de cultivo incluirian lo siguiente:

pH aproximadamente 6,5 - aproximadamente 8,5, aproximadamente 6,5 - aproximadamente 8,0, o
aproximadamente 7,0 - aproximadamente 7,5

temperatura: aproximadamente 17 - aproximadamente 30 grados Celsius, aproximadamente 20 -
aproximadamente 25 grados Celsius o aproximadamente 22 a aproximadamente 23 grados
Celsius

oxigeno disuelto: |saturacion de aproximadamente 5 - aproximadamente 100%, saturacion de aproximadamente 10
- aproximadamente 80% o saturacion de aproximadamente 20 - aproximadamente 50%

glucosa aproximadamente 5 - aproximadamente 50 g/l, aproximadamente 10 - aproximadamente 40 g/l o
controlada @: aproximadamente 20 - aproximadamente 35 g/l.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 5%, al menos
aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80% o al menos aproximadamente 90% de oxigeno disuelto,
como un porcentaje de nivel de saturacion. En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende de
aproximadamente 5% a aproximadamente 20%, aproximadamente 5% a aproximadamente 50%, aproximadamente
5% a aproximadamente 100%, aproximadamente 10% a aproximadamente 20%, aproximadamente 10% a
aproximadamente 50%, aproximadamente 10% a aproximadamente 100%, aproximadamente 20% a
aproximadamente 50% o aproximadamente 20% a aproximadamente 100% de oxigeno disuelto, como un porcentaje
de nivel de saturacion.

La descripcion se refiere ademas a una biomasa aislada de un traustoquitrido de la descripcion. Una biomasa de
traustoquitrido aislada de la descripcion es una biomasa celular recogida obtenida por cualquier método
convencional para el aislamiento de una biomasa de traustoquitrido, tal como se describe en la Patente de EE.UU.
N° 5.130.242 y la Publ. de Patente de EE.UU. N° 2002/0001833.

En algunas realizaciones, el peso de células seco de la biomasa aislada de cada litro de cultivo es al menos
aproximadamente 50 g, al menos aproximadamente 60 g, al menos aproximadamente 70 g, al menos
aproximadamente 80 g, al menos aproximadamente 100 g, al menos aproximadamente 120 g, al menos
aproximadamente 140 g, al menos aproximadamente 160 g, al menos aproximadamente 180 g o al menos
aproximadamente 200 g después de cultivo durante aproximadamente 7 dias a aproximadamente 17°C a
aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente 8,5 que comprende
fuentes de carbono, nitrdgeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a aproximadamente 8.500 ppm de iones
cloruro. En algunas realizaciones, el peso de células seco de la biomasa aislada de cada litro de cultivo es al menos
aproximadamente 50 g, al menos aproximadamente 60 g, al menos aproximadamente 70 g, al menos
aproximadamente 80 g, al menos aproximadamente 100 g, al menos aproximadamente 120 g, al menos
aproximadamente 140 g, al menos aproximadamente 160 g, al menos aproximadamente 180 g o al menos
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aproximadamente 200 g después de cultivo durante aproximadamente 7 dias a aproximadamente 17°C, a
aproximadamente 18°C, a aproximadamente 19°C, a aproximadamente 20°C, a aproximadamente 21°C, a
aproximadamente 22°C, a aproximadamente 23°C, a aproximadamente 24°C, a aproximadamente 25°C, a
aproximadamente 26°C, a aproximadamente 27°C, a aproximadamente 28°C, a aproximadamente 29°C o a
aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5, aproximadamente pH 7,
aproximadamente pH 7,5, aproximadamente pH 8,0 o aproximadamente pH 8,5 que comprende fuentes de carbono,
nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a aproximadamente 8.500 ppm de iones cloruro. En algunas
realizaciones, el peso de células seco de la biomasa aislada de cada litro de cultivo es de aproximadamente 50 g a
aproximadamente 200 g después de cultivo durante aproximadamente 7 dias a aproximadamente 17°C a
aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente pH 8,5 que
comprende fuentes de carbono, nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a aproximadamente 8.500 ppm
de iones cloruro. En algunas realizaciones, el peso de células seco de la biomasa aislada de cada litro de cultivo es
de aproximadamente 50 g a aproximadamente 200 g después de cultivo durante aproximadamente 7 dias a
aproximadamente 17°C, a aproximadamente 18°C, a aproximadamente 19°C, a aproximadamente 20°C, a
aproximadamente 21°C, a aproximadamente 22°C, a aproximadamente 23°C, a aproximadamente 24°C, a
aproximadamente 25°C, a aproximadamente 26°C, a aproximadamente 27°C, a aproximadamente 28°C, a
aproximadamente 29°C o a aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5,
aproximadamente pH 7, aproximadamente pH 7,5, aproximadamente pH 8,0 o aproximadamente pH 8,5 que
comprende fuentes de carbono, nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a aproximadamente 8.500 ppm
de iones cloruro.

En algunas realizaciones, el cultivo de traustoquitrido aislado presenta una productividad de acidos grasos omega-3
de al menos aproximadamente 2 g/l/dia, al menos aproximadamente 4 g/l/dia o al menos aproximadamente 8 g/l/dia
después de cultivo durante aproximadamente 7 dias a aproximadamente 17°C a aproximadamente 30°C en un
medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente pH 8,5 que comprende fuentes de carbono,
nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a aproximadamente 8.500 ppm de iones cloruro. En algunas
realizaciones, el cultivo de traustoquitrido aislado presenta una productividad de acidos grasos omega-3 de entre
aproximadamente 1 g/l/dia a aproximadamente 20 g/l/dia, aproximadamente 2 g/l/dia a aproximadamente 15 g/l/dia,
aproximadamente 2 g/l/dia a aproximadamente 10 g/l/dia, aproximadamente 3 g/l/dia a aproximadamente 10 g/l/dia
o aproximadamente 4 g/l/dia a aproximadamente 9 g/l/dia, después de cultivo durante aproximadamente 7 dias a
aproximadamente 17°C a aproximadamente 30°C en un medio de cultivo de aproximadamente pH 6,5 a
aproximadamente pH 8,5 que comprende fuentes de carbono, nitrégeno y nutrientes y aproximadamente 950 ppm a
aproximadamente 8.500 ppm de iones cloruro.

En algunas realizaciones, el volumen de fermentacion (volumen de cultivo) es al menos aproximadamente 2 litros, al
menos aproximadamente 10 litros, al menos aproximadamente 50 litros, al menos aproximadamente 100 litros, al
menos aproximadamente 200 litros, al menos aproximadamente 500 litros, al menos aproximadamente 1.000 litros,
al menos aproximadamente 10.000 litros. al menos aproximadamente 20.000 litros, al menos aproximadamente
50.000 litros, al menos aproximadamente 100.000 litros, al menos aproximadamente 150.000 litros, al menos
aproximadamente 200.000 litros o al menos aproximadamente 250.000 litros. En algunas realizaciones, el volumen
de fermentaciéon es aproximadamente 2 litros a aproximadamente 300.000 litros, aproximadamente 2 litros,
aproximadamente 10 litros, aproximadamente 50 litros, aproximadamente 100 litros, aproximadamente 200 litros,
aproximadamente 500 litros, aproximadamente 1.000 litros, aproximadamente 10.000 litros, aproximadamente
20.000 litros, aproximadamente 50.000 litros, aproximadamente 100.000 litros, aproximadamente 150.000 litros,
aproximadamente 200.000 litros, aproximadamente 250.000 litros o aproximadamente 300.000 litros.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a una biomasa de traustoquitridos aislada que comprende un
perfil de acidos grasos de la descripcion. En algunas realizaciones, al menos aproximadamente 50%, al menos
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70% o al menos aproximadamente 80% del peso de células
seco de la biomasa son acidos grasos. En algunas realizaciones, mas de aproximadamente 50%, mas de
aproximadamente 55% o mas de aproximadamente 60% del peso de células seco de la biomasa son acidos grasos.
En algunas realizaciones, de aproximadamente 50% a aproximadamente 60%, aproximadamente 50% a
aproximadamente 70%, aproximadamente 50% a aproximadamente 80%, aproximadamente 55% a
aproximadamente 70%, aproximadamente 55% a aproximadamente 80%, aproximadamente 60% a
aproximadamente 70% o aproximadamente 60% a aproximadamente 80% en peso del peso de células seco de la
biomasa son acidos grasos. En algunas realizaciones, la biomasa comprende al menos aproximadamente 50%, al
menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70% o al menos aproximadamente 80% en peso de los
acidos grasos como acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, la biomasa comprende de aproximadamente
50% a aproximadamente 60%, aproximadamente 50% a aproximadamente 70%, aproximadamente 50% a
aproximadamente 80% en peso de los acidos grasos como acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, la
biomasa comprende al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75% o al menos aproximadamente 80% en peso de los acidos grasos como DHA. En algunas
realizaciones, la biomasa comprende de aproximadamente 50% a aproximadamente 60%, aproximadamente 50% a
aproximadamente 70% o aproximadamente 50% a aproximadamente 80% en peso de los acidos grasos como DHA.
En algunas realizaciones, al menos aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 30%, al menos
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aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50% o al menos aproximadamente 60% en peso del peso de
células seco de la biomasa es acido docosahexaenoico. En algunas realizaciones, aproximadamente 25% a
aproximadamente 65%, aproximadamente 25% a aproximadamente 50%, aproximadamente 30% a
aproximadamente 40% o aproximadamente 25% a aproximadamente 35% en peso del peso de células seco de la
biomasa es acido docosahexaenoico. En algunas realizaciones, la biomasa comprende aproximadamente 10% o
menos, aproximadamente 9% o menos, aproximadamente 8% o0 menos, aproximadamente 7% 0O menos,
aproximadamente 6% o menos, aproximadamente 5% o menos, aproximadamente 4% o menos, aproximadamente
3% o menos, aproximadamente 2% o menos o aproximadamente 1% o menos en peso de los acidos grasos como
EPA. En algunas realizaciones, la biomasa comprende de aproximadamente 1% a aproximadamente 10%,
aproximadamente 1% a aproximadamente 5%, aproximadamente 2% a aproximadamente 5%, aproximadamente 3%
a aproximadamente 5% o aproximadamente 3% a aproximadamente 10% en peso de los acidos grasos como EPA.
En algunas realizaciones, la biomasa esta sustancialmente exenta de EPA. En algunas realizaciones, la biomasa
comprende una relacion en peso de DHA a EPA de al menos aproximadamente 5:1, al menos aproximadamente 7:1,
al menos aproximadamente 10:1, al menos aproximadamente 11:1, al menos aproximadamente 14:1, al menos
aproximadamente 15:1, al menos aproximadamente 17:1, al menos aproximadamente 20:1, al menos
aproximadamente 25:1, al menos aproximadamente 50:1 o al menos aproximadamente 100:1, en la que la biomasa
comprende aproximadamente 10% o menos en peso de los acidos grasos como EPA. En algunas realizaciones, la
biomasa comprende de aproximadamente 0,1% a 0,2%, aproximadamente 0,1% a aproximadamente 0,3%,
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 0,4%, aproximadamente 0,1% a aproximadamente 0,5% o
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1,5% en peso de los acidos grasos como ARA. En algunas
realizaciones, la biomasa comprende aproximadamente 1,5% o menos, aproximadamente 1% o0 menos,
aproximadamente 0,5% o menos, aproximadamente 0,4% o menos, aproximadamente 0,3% o menos,
aproximadamente 0,2% o menos o aproximadamente 0,1% o menos en peso de los acidos grasos como ARA. En
algunas realizaciones, la biomasa esta sustancialmente exenta de ARA. En algunas realizaciones, la biomasa
comprende una relacion en peso de DHA a ARA de al menos aproximadamente 20:1, al menos aproximadamente
40:1, al menos aproximadamente 60:1, al menos aproximadamente 80:1, al menos aproximadamente 100:1, al
menos aproximadamente 150:1, al menos aproximadamente 200:1, al menos aproximadamente 250:1 o al menos
aproximadamente 300:1. En algunas realizaciones, la biomasa comprende de aproximadamente 0,5% a
aproximadamente 1%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 2%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente
5%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 6%, aproximadamente 1% a aproximadamente 5%,
aproximadamente 1% a aproximadamente 6%, aproximadamente 2% a aproximadamente 5% o aproximadamente
2% a aproximadamente 6% en peso de los acidos grasos como DPA n-6. En algunas realizaciones, la biomasa
comprende aproximadamente 6% o menos, aproximadamente 5% o menos, aproximadamente 2% o menos,
aproximadamente 1% o menos o aproximadamente 0,5% o menos en peso de los acidos grasos como DPA n-6. En
algunas realizaciones, la biomasa esta sustancialmente exenta de DPA n-6. En algunas realizaciones, la biomasa
comprende una relacion en peso de DHA a DPA n-6 de mayor que aproximadamente 6:1, al menos
aproximadamente 8:1, al menos aproximadamente 10:1, al menos aproximadamente 15:1, al menos
aproximadamente 20:1, al menos aproximadamente 25:1, al menos aproximadamente 50:1 o al menos
aproximadamente 100:1. En algunas realizaciones, la biomasa comprende acidos grasos con aproximadamente 5%
0 menos, aproximadamente 4% o menos, aproximadamente 3% o menos o aproximadamente 2% o menos en peso
cada uno de acido linoleico (18:2 n-6), acido linolénico (18:3 n-3), acido eicosenoico (20:1 n-9) y acido erucico (22:1
n-9).

Las caracteristicas de una biomasa aislada de la descripcidon se asocian a propiedades enddgenas o naturales de la
biomasa aislada en vez de materiales introducidos de manera exdégena.

Aceites microbianos

La presente descripcion se refiere ademas a métodos para producir aceites microbianos. En algunas realizaciones,
el método comprende cultivar un traustoquitrido de la descripcién en un cultivo para producir una biomasa y extraer
un aceite que comprende acidos grasos omega-3 de la biomasa. El aceite puede extraerse de una biomasa recién
recogida o puede extraerse de una biomasa recogida previamente que se haya almacenado en condiciones que
eviten el deterioro. Se pueden usar métodos conocidos para cultivar un traustoquitrido de la descripcion, aislar una
biomasa del cultivo, extraer un aceite microbiano de la biomasa y analizar el perfil de acidos grasos de los aceites
extraidos de la biomasa. Véase, por €j., la Patente de EE.UU. N° 5.130.242.

La invencion se refiere ademas a un aceite microbiano que comprende un perfil de acidos grasos de la invencion. Un
aceite microbiano de la invencién puede ser cualquier aceite procedente de un microorganismo, incluyendo, por
ejemplo: Un aceite bruto extraido de la biomasa del microorganismo sin tratamiento adicional; un aceite refinado que
se obtiene por tratamiento de un aceite microbiano bruto con etapas de tratamiento adicionales tales como refinado,
blanqueamiento y/o desodorizacion; un aceite microbiano diluido obtenido por dilucién de un aceite microbiano bruto
o refinado o un aceite enriquecido que se obtiene, por ejemplo, por tratamiento de un aceite microbiano bruto o
refinado con métodos adicionales de purificacion para aumentar la concentracion de un acido graso (tal como DHA)
en el aceite.

En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de ésteres de esterol de aproximadamente
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0%, al menos aproximadamente 0,1%, al menos aproximadamente 0,2%, al menos aproximadamente 0,5%, al
menos aproximadamente 1%, al menos aproximadamente 1,5%, al menos aproximadamente 2% o al menos
aproximadamente 5% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de ésteres
de esterol de desde aproximadamente 0% a aproximadamente 1,5%, aproximadamente 0% a aproximadamente 2%,
aproximadamente 0% a aproximadamente 5%, aproximadamente 1% a aproximadamente 1,5%, aproximadamente
0,2% a aproximadamente 1,5%, aproximadamente 0,2% a aproximadamente 2% o aproximadamente 0,2% a
aproximadamente 5% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccidon de ésteres
de esterol menor que aproximadamente 5%, menor que aproximadamente 4%, menor que aproximadamente 3% o
menor que aproximadamente 2% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion
de triglicéridos de al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente
75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85% o al menos aproximadamente 90% en
peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de triglicéridos de desde
aproximadamente 65% a aproximadamente 95%, aproximadamente 75% a aproximadamente 95% o
aproximadamente 80% a aproximadamente 95% en peso o aproximadamente 97% en peso o aproximadamente
98% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccién de acidos grasos libres de al
menos aproximadamente 0,5%, al menos aproximadamente 1%, al menos aproximadamente 1,5%, al menos
aproximadamente 2%, al menos aproximadamente 2,5% o al menos aproximadamente 5% en peso. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de acidos grasos libres de desde aproximadamente
0,5% a aproximadamente 5%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 2,5%, aproximadamente 0,5% a
aproximadamente 2%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 1,5%, aproximadamente 0,5% a
aproximadamente 1%, aproximadamente 1% a aproximadamente 2,5%, aproximadamente 1% a aproximadamente
5%, aproximadamente 1,5% a aproximadamente 2,5%, aproximadamente 2% a aproximadamente 2,5% o
aproximadamente 2% a aproximadamente 5% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende
una fraccion de acidos grasos libres menor que aproximadamente 5%, menor que aproximadamente 4%, menor que
aproximadamente 3%, menor que aproximadamente 2% o menor que aproximadamente 1% en peso. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano comprende una fracciéon de esteroles de al menos aproximadamente 0,5%, al
menos aproximadamente 1%, al menos aproximadamente 1,5%, al menos aproximadamente 2% o al menos
aproximadamente 5% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fracciéon de esteroles
de desde aproximadamente 0,5% a aproximadamente 1,5%, aproximadamente 1% a aproximadamente 1,5%,
aproximadamente 0,5% a aproximadamente 2%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 5%, aproximadamente
1% a aproximadamente 2% o aproximadamente 1% a aproximadamente 5% en peso. En algunas realizaciones, el
aceite microbiano comprende una fraccion de esteroles menor que aproximadamente 5%, menor que
aproximadamente 4%, menor que aproximadamente 3%, menor que aproximadamente 2% o menor que
aproximadamente 1% en peso. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de
diglicéridos de al menos aproximadamente 1,5%, al menos aproximadamente 2%, al menos aproximadamente 2,5%,
al menos aproximadamente 3%, al menos aproximadamente 3,5% o al menos aproximadamente 5% en peso. En
algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccién de diglicéridos de desde aproximadamente 1,5%
a aproximadamente 3%, aproximadamente 2% a aproximadamente 3%, aproximadamente 1,5% a aproximadamente
3,5%, aproximadamente 1,5% a aproximadamente 5%, aproximadamente 2,5% a aproximadamente 3%,
aproximadamente 2,5% a aproximadamente 3,5% o aproximadamente 2,5% a aproximadamente 5% en peso. En
algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende insaponificables de menos de aproximadamente 2%, menos
de aproximadamente 1,5%, menos de aproximadamente 1% o menos de aproximadamente 0,5% en peso del aceite.
Las clases de lipidos presentes en el aceite microbiano, tal como la fraccion de triglicéridos, pueden separarse por
cromatografia por desorcion subita y analizarse por cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) o
separarse y analizarse por otros métodos conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de
triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos y combinaciones
de las mismas, comprende al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 45%, al menos
aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75% o al menos
aproximadamente 80% en peso de DHA. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones
del mismo seleccionadas de la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la
fraccion de diglicéridos y combinaciones de las mismas, comprende desde aproximadamente 40%
aproximadamente 45%, aproximadamente 40% aproximadamente 50%, aproximadamente 40%
aproximadamente 60%, aproximadamente 50% aproximadamente 60%, aproximadamente 55%
aproximadamente 60%, aproximadamente 40% aproximadamente 65%, aproximadamente 50%
aproximadamente 65%, aproximadamente 55% aproximadamente 65%, aproximadamente 40%
aproximadamente 70%, aproximadamente 40% aproximadamente 80%, aproximadamente 50%
aproximadamente 80%, aproximadamente 55% aproximadamente 80%, aproximadamente 60%
aproximadamente 80% o aproximadamente 70% a aproximadamente 80% en peso de DHA. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano comprende una fracciéon de ésteres de esterol que comprende aproximadamente
45% o menos, aproximadamente 40% o menos, aproximadamente 35% o menos, aproximadamente 30% o menos,
aproximadamente 25% o menos, aproximadamente 20% o menos, aproximadamente 15% o menos o
aproximadamente 13% o menos en peso de DHA. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas
fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de
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esteroles, la fraccion de diglicéridos y combinaciones de las mismas, comprende aproximadamente 10% o menos,
aproximadamente 9% o menos, aproximadamente 8% o menos, aproximadamente 7% o menos, aproximadamente
6% o menos, aproximadamente 5% o menos, aproximadamente 4% o menos, aproximadamente 3% o menos,
aproximadamente 2% o menos o aproximadamente 1% o menos en peso de EPA. En algunas realizaciones, el
aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de triglicéridos, la fraccion de
acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos y combinaciones de las mismas, comprende
desde aproximadamente 2% a aproximadamente 3%, aproximadamente 2% a aproximadamente 3,5%,
aproximadamente 2,5% a aproximadamente 3,5%, aproximadamente 2% a aproximadamente 6%, aproximadamente
2,5% a aproximadamente 6%, aproximadamente 3,0% a aproximadamente 6%, aproximadamente 3,5% a
aproximadamente 6%, aproximadamente 5% a aproximadamente 6% o aproximadamente 2% a aproximadamente
10% en peso de EPA. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo
seleccionadas de la fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la
fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y
combinaciones de las mismas, esta sustancialmente exento de EPA. En algunas realizaciones, el aceite microbiano
y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la
fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la
fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, comprenden una relacion en peso de DHA a EPA de al
menos aproximadamente 5:1, al menos aproximadamente 7:1, al menos aproximadamente 9:1, al menos
aproximadamente 10:1, al menos aproximadamente 15:1, al menos aproximadamente 20:1, al menos
aproximadamente 25:1, al menos aproximadamente 30:1 o al menos aproximadamente 50:1, en la que el aceite
microbiano y/o una o mas fracciones del mismo comprende 10% o menos en peso de EPA. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccién de ésteres de
esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de
diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, comprenden
una relaciéon en peso de DHA a EPA de al menos aproximadamente 5:1, pero menor que aproximadamente 20:1. En
algunas realizaciones, la relacion en peso de DHA a EPA es de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 18:1, de
aproximadamente 7:1 a aproximadamente 16:1 o de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 15:1. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccién de ésteres de
esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de
diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas comprenden
desde aproximadamente 0,1% a aproximadamente 0,25%, aproximadamente 0,2% a aproximadamente 0,25%,
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 0,5% o aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1,5% en peso de
ARA. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la
fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles,
la fraccién de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas,
comprenden aproximadamente 1,5% o menos, aproximadamente 1% o menos, aproximadamente 0,5% o menos,
aproximadamente 0,2% o menos o aproximadamente 0,1% o menos en peso de ARA. En algunas realizaciones, €l
aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de ésteres de esterol, la fraccion
de ftriglicéridos, la fracciéon de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos, la fraccion
polar (incluyendo la fraccién de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, estan sustancialmente exentos de
ARA. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la
fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de
diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, comprenden
una relacién en peso de DHA a ARA de al menos aproximadamente 20:1, al menos aproximadamente 30:1, al
menos aproximadamente 35:1, al menos aproximadamente 40:1, al menos aproximadamente 60:1, al menos
aproximadamente 80:1, al menos aproximadamente 100:1, al menos aproximadamente 150:1, al menos
aproximadamente 200:1, al menos aproximadamente 250:1 o al menos aproximadamente 300:1. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccién de ésteres de
esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de
diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, comprenden
desde aproximadamente 0,5% a aproximadamente 1%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 2%,
aproximadamente 0,5% a aproximadamente 2,5%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 3%,
aproximadamente 0,5% a aproximadamente 3,5%, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 5%,
aproximadamente 0,5% a aproximadamente 6%, aproximadamente 1% a aproximadamente 2%, aproximadamente
2% a aproximadamente 3%, aproximadamente 2% a aproximadamente 3,5%, aproximadamente 1% a
aproximadamente 2,5%, aproximadamente 1% a aproximadamente 3%, aproximadamente 1% a aproximadamente
3,5%, aproximadamente 1% a aproximadamente 5% o aproximadamente 1% a aproximadamente 6% en peso de
DPA n-6. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la
fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles,
la fraccién de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas,
comprenden aproximadamente 6% o menos, aproximadamente 5% o menos, aproximadamente 3% o menos,
aproximadamente 2,5% o menos, aproximadamente 2% o menos, aproximadamente 1% o menos o
aproximadamente 0,5% o menos en peso de DPA n-6. En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas
fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de
acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de
fosfolipidos) y combinaciones de los mismos, estan sustancialmente exentos de DPA n-6. En algunas realizaciones,
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el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccion de ésteres de esterol, la
fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de diglicéridos, la
fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, comprenden una relaciéon en
peso de DHA a DPA n-6 mayor que aproximadamente 6:1, al menos aproximadamente 8:1, al menos
aproximadamente 10:1, al menos aproximadamente 15:1, al menos aproximadamente 20:1, al menos
aproximadamente 25:1, al menos aproximadamente 50:1 o al menos aproximadamente 100:1. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas de la fraccién de ésteres de
esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de esteroles, la fraccion de
diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las mismas, comprenden
aproximadamente 5% o menos, aproximadamente 4% o menos, aproximadamente 3% o menos, aproximadamente
2% o menos, aproximadamente 1,5% o menos, aproximadamente 1% o menos o aproximadamente 0,5% o menos
en peso de cada uno de acido linoleico (18:2 n-6), acido linolénico (18:3 n-3), acido eicosenoico (20:1 n-9) y acido
erucico (22:1 n-9). En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo seleccionadas
de la fraccion de ésteres de esterol, la fraccion de triglicéridos, la fraccion de acidos grasos libres, la fraccion de
esteroles, la fraccion de diglicéridos, la fraccion polar (incluyendo la fraccion de fosfolipidos) y combinaciones de las
mismas, comprenden aproximadamente 5% o menos, aproximadamente 4% o menos, aproximadamente 3% o
menos, aproximadamente 2% o menos, aproximadamente 1,5% o menos o aproximadamente 1% o menos en peso
de acido heptadecanoico (17:0). En algunas realizaciones, el aceite microbiano y/o una o mas fracciones del mismo
comprenden aproximadamente 0,01% a aproximadamente 5% en peso, aproximadamente 0,05% a
aproximadamente 3% en peso o aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1% en peso de acido heptadecanoico.

La molécula de triglicérido contiene 3 atomos de carbono centrales (Csp-1H2R1-Csr-2H2R2-CS,3H2R3), que permite la
formacion de diferentes isémeros de posicion. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una
fraccion de triglicéridos en la que al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 35% o al menos aproximadamente 40% de los triglicéridos en la fraccion de triglicéridos contiene
DHA en dos posiciones en el triglicérido (DHA disustituido) seleccionadas de dos cualesquiera de las posiciones sn-
1, sn-2 y sn-3, basado en el porcentaje de area relativa de los picos en un cromatografo HPLC. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de triglicéridos en la que de aproximadamente 20% a
aproximadamente 40%, aproximadamente 20% a aproximadamente 35%, aproximadamente 30% a
aproximadamente 40% o aproximadamente 30% a aproximadamente 35% de los triglicéridos en la fraccion de
triglicéridos contiene DHA en dos posiciones en el triglicérido seleccionadas de dos cualesquiera de las posiciones
sn-1, sn-2 o sn-3, basado en el porcentaje de area relativa de los picos en un cromatografo HPLC. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de triglicéridos en la que al menos aproximadamente
5%, al menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 15% o al menos aproximadamente 20% de los
triglicéridos en la fraccion de triglicéridos contiene DHA en todas las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3 (DHA trisustituido),
basado en el porcentaje de area relativa de los picos en un cromatégrafo HPLC. En algunas realizaciones, el aceite
microbiano comprende una fraccion de triglicéridos en la que de aproximadamente 5% a aproximadamente 20%,
aproximadamente 5% a aproximadamente 15%, aproximadamente 10% a aproximadamente 20% o
aproximadamente 10% a aproximadamente 15% de los triglicéridos en la fraccion de triglicéridos contiene DHA en
todas las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3, basado en el porcentaje de area relativa de los picos en un cromatografo
HPLC. Por el contrario, las especies TAG indicadas en la Patente de EE.UU. N° 6.582.941 no contienen DHA en las
tres posiciones. En algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccién de triglicéridos en la que al
menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70% o al menos aproximadamente 75% de los triglicéridos en la
fraccion de triglicéridos contiene DHA en una posicion en el triglicérido seleccionada de una cualquiera de las
posiciones sn-1, sn-2 o sn-3, basado en el porcentaje de area relativa de los picos en un cromatégrafo HPLC. En
algunas realizaciones, el aceite microbiano comprende una fraccion de triglicéridos en la que de aproximadamente
50% a aproximadamente 75%, aproximadamente 50% a aproximadamente 70%, aproximadamente 50% a
aproximadamente 65%, aproximadamente 60% a aproximadamente 75%, aproximadamente 60% a
aproximadamente 70% o aproximadamente 60% a aproximadamente 65% de los triglicéridos en la fraccion de
triglicéridos contiene DHA en una posicion en el triglicérido seleccionada de una cualquiera de las posiciones sn-1,
sn-2 y sn-3, basado en el porcentaje de area relativa de los picos en un cromatégrafo HPLC.

Composiciones

La invencion se refiere ademas a composiciones que comprenden un traustoquitrido de la invencioén, una biomasa
aislada de la invencién, un aceite microbiano de la invencion o combinaciones de los mismos.

Un aceite de traustoquitrido, biomasa o microbio de la invencion se puede modificar o tratar mas de manera quimica
o de manera fisica basandose en los requerimientos de la composicién por cualquier técnica conocida.

Las células o biomasas de traustoquitrido pueden secarse previamente a su uso en una composicién por métodos
que incluyen, pero no se limitan a, secado por congelacion, secado al aire, secado por pulverizacion, secado en
tunel, secado a vacio (liofilizacidon) o un procedimiento similar. Alternativamente, se puede usar directamente una
biomasa recogida y lavada en una composicion sin secado. Véanse, por €j., las Patentes de EE.UU. Nos. 5.130.242
y 6.812.009.
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Los aceites microbianos de la invencién pueden usarse como material de partida para producir mas eficazmente un
producto enriquecido en un acido graso tal como DHA. Por ejemplo, los aceites microbianos de la invencién pueden
someterse a varias técnicas de purificacion conocidas en la técnica, tales como destilacion o aduccién de urea, para
producir un producto de mayor potencia con mayores concentraciones de DHA u otro acido graso. Los aceites
microbianos de la invencion pueden usarse también en reacciones quimicas para producir compuestos procedentes
de acidos grasos en los aceites, tales como ésteres y sales de DHA u otro acido graso.

Una composiciéon de la invenciéon puede incluir uno o mas excipientes. Como se usa en la presente memoria,
"excipiente" se refiere a un componente, o mezcla de componentes, que se usa en una composicion de la presente
invencion para proporcionar las caracteristicas deseables a la composicion, incluyendo alimentos asi como
composiciones farmacéuticas, cosméticas e industriales. Un excipiente de la presente invencion se puede describir
como un excipiente “farmacéuticamente aceptable” cuando se afiade a una composicion farmacéutica, que significa
que el excipiente es un compuesto, material, composicion, sal y/o forma farmacéutica que es, dentro del alcance del
buen criterio médico, adecuada para el contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad,
irritacion, respuesta alérgica u otras complicaciones problematicas por la duraciéon deseada de contacto que
corresponde a una relacion beneficio/riesgo razonable. En algunas realizaciones, el término “farmacéuticamente
aceptable” significa homologado por una agencia reguladora del gobierno federal o de un estado o enumerado en la
Farmacopea de EE.UU. u otra farmacopea internacional reconocida en general para uso en animales y mas en
particular en seres humanos. Pueden usarse varios excipientes. En algunas realizaciones, el excipiente puede ser,
pero no limitarse a, un agente alcalino, un estabilizante, un antioxidante, un agente de adhesién, un agente de
separacion, un agente de recubrimiento, un componente de fase exterior, un componente de liberacién controlada,
un disolvente, un tensioactivo, un humectante, un agente tampén, una carga, un emoliente o combinaciones de los
mismos. Los excipientes ademas de los discutidos en la presente memoria pueden incluir excipientes enumerados
en, aunque no limitados a, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed. (2.005). La inclusion de un
excipiente en una clasificacion particular en la presente memoria (por €j., "disolvente") se destina a ilustrar en vez de
limitar la funcién del excipiente. Un excipiente particular puede encontrarse dentro de multiples clasificaciones.

Las composiciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a, productos alimenticios, composiciones
farmacéuticas, cosméticos y composiciones industriales.

En algunas realizaciones, la composicion es un producto alimenticio. Un producto alimenticio es cualquier alimento
para consumo animal o humano e incluye composiciones tanto solidas como liquidas. Un producto alimenticio puede
ser un aditivo para alimentos para animales o seres humanos. Los alimentos incluyen, pero no se limitan a,
alimentos comunes; productos liquidos, incluyendo leches, bebidas, bebidas terapéuticas y bebidas nutricionales;
alimentos funcionales; suplementos; nutracéuticos; formulas infantiles, incluyendo férmulas para bebés prematuros;
alimentos para mujeres embarazadas o madres lactantes; alimentos para adultos; alimentos geriatricos y alimentos
para animales.

En algunas realizaciones, un aceite de traustoquitrido, biomasa o microbio de la invencion puede usarse
directamente como o incluido como un aditivo en uno o mas de: un aceite, manteca, pasta para untar, otro
ingrediente graso, bebida, salsa, alimento con base lactea o a base de soja (tal como leche, yogur, queso y helado),
un producto de pasteleria, un producto nutricional, por e€j., como un suplemento nutricional (en forma de capsula o
comprimido), un suplemento vitaminico, un suplemento de la dieta, una bebida en polvo, un producto alimenticio en
polvo acabado o semiacabado y combinaciones de los mismos.

Una lista parcial de composiciones alimenticias que puede incluir un aceite microbiano de la invencion incluye, pero
no se limita a, productos a base de soja (leches, helados, yogures, bebidas, cremas, pastas para untar,
blanqueantes); sopas y mezclas para sopas; pastas, masas y productos alimenticios horneados incluyendo, por
ejemplo, bolleria fina, cereales de desayuno, pasteles, tartas de queso, empanadas, magdalenas, galletitas, barras,
panes, rollos, galletas, panecillos, pastelitos, escones, costrones, crackers, dulces, pastelillos, empanadas, barras de
granola/aperitivo y masas tostadas; caramelo y otra confiteria; chicle; productos alimenticios liquidos, por ejemplo,
leches, bebidas energéticas, formulas infantiles, bebidas carbonatadas, comidas liquidas, zumos de fruta, bebidas a
base de fruta, bebidas a base de vegetales, jarabes multivitaminicos, sustitutos de comidas, alimentos medicinales y
jarabes; mezclas para bebidas en polvo; pasta; productos de pescado elaborados; productos de carne elaborados;
productos de aves elaborados; jugos y salsas; condimentos (salsa de tomate, mayonesa, etc.); pastas para untar a
base de aceite vegetal; productos lacteos; yogur; mantequillas; productos lacteos helados; helados, postres helados;
yogures helados; productos alimenticios semi-sélidos tales como alimentos para bebés; pudin y postres con gelatina;
queso procesado y no procesado; mezclas para tortitas; barras alimenticias incluyendo barras energéticas; mezclas
para gofres; aderezos para ensaladas; mezclas para sustitucion de huevo; nuez y pastas para untar a base de nuez;
refrigerios salados tales como patatas fritas, tortillas de maiz, refrigerios extruidos, palomitas, rosquillas, patatas
fritas de bolsa y frutos secos; refrigerios artesanos tales como aderezos, refrigerios de fruta deshidratada, refrigerios
de carne, cortezas de cerdo, barras de alimento saludable y pasteles de arroz/maiz.

En algunas realizaciones, puede usarse un aceite microbiano de la invencion para enriquecer una férmula infantil. Se

puede enriquecer una féormula infantil con un aceite microbiano de la invencién sélo o junto con un aceite refinado

fisicamente procedente de un microorganismo que produce acido araquidénico (ARA). Un microorganismo que

produce ARA, por ejemplo, es Mortierella alpina o Mortierella sect. schmuckeri. Alternativamente, las férmulas
13
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infantiles pueden enriquecerse con un aceite microbiano de la invencion junto con un aceite rico en ARA, incluyendo
ARASCO® (Martek Biosciences, Columbia, MD).

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso animal. Un "animal" significa cualquier organismo no humano
que pertenezca al reino Animalia e incluye, sin limitaciéon, animales acuaticos y animales terrestres. El término
“pienso animal” o “alimento para animales” se refiere a cualquier alimento destinado a animales no humanos,
incluidos peces; peces comerciales; peces ornamentales; larvas de peces; bivalvos; moluscos; crustaceos; mariscos;
camaron; larva de camaroén; artemia; rotiferos; artemia; organismos filtrantes; anfibios; reptiles; mamiferos; animales
domésticos; animales de granja; animales de zooldgico; animales atletas; animales de cria; animales para las
carreras; animales presentados a concursos; animales autdctonos; animales raros o en peligro de extincion;
animales de compaiiia; animales mascota tales como perros, gatos, conejillos de indias, conejos, ratas, ratones o
caballos; primates tales como monos (por ej., capuchino, rhesus, verde africano, patas, cangrejero y cercopiteco),
simios, orangutanes, babuinos, gibones y chimpancés; canidos tales como perros y lobos; felinos tales como gatos,
leones vy tigres; équidos tales como caballos, asnos y cebras; animales destinados a la alimentacion tales como
vacas, ganado, cerdos y ovejas; ungulados tales como ciervos y jirafas; roedores tales como ratones, ratas, hamster
y conejillos de indias, etcétera. Un pienso animal incluye, pero no se limita a, un pienso para acuicultura, un pienso
para animales domésticos incluyendo pienso para mascotas, un pienso para animales de zoolégico, un pienso para
animales de trabajo, un pienso para ganado o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso o suplemento para pienso para cualquier animal cuya carne o
productos son consumidos por los seres humanos, tales como cualquier animal del que procede la carne, huevos o
leche para consumo humano. Cuando se alimentan dichos animales, se pueden incorporar nutrientes tales como los
LC-PUFA a la carne, leche, huevos u otros productos de dichos animales para aumentar su contenido en estos
nutrientes.

En algunas realizaciones, la composicion es un material liofilizado que puede ser desmenuzado para formar
particulas de un tamafio apropiado para consumo por zooplancton, artemia o rotiferos y filtradores. En algunas
realizaciones, el zooplancton, artemia o rotiferos alimentados por la composicién son alimentados a su vez a larvas
de pescado, peces, marisco, bivalvos o crustaceos.

En algunas realizaciones, la composicion es una composicién farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas incluyen, pero no se limitan a, una composicion antiinflamatoria, un farmaco para tratamiento de
cardiopatia coronaria, un farmaco para tratamiento de arteriosclerosis, un agente quimioterapéutico, un excipiente
activo, un farmaco para la osteoporosis, un antidepresivo, un anticonvulsivo, un farmaco anti-Helicobacter pylori, un
farmaco para tratamiento de enfermedad neurodegenerativa, un farmaco para tratamiento de enfermedad hepatica
degenerativa, un antibiético, una composicion para reducir el colesterol y una composicion para reducir los
triglicéridos. En algunas realizaciones, la composicion es un alimento médico. Un alimento médico incluye un
alimento que esta en una composicién que se tiene que consumir o administrar de manera externa bajo la
supervision de un médico y que esta destinada al tratamiento dietético especifico de una afeccion, para la que estan
establecidos los requerimientos nutricionales distintivos, basados en principios cientificos reconocidos, por
evaluacion médica.

En algunas realizaciones, el aceite microbiano se puede formular en una forma farmacéutica. Las formas
farmacéuticas pueden incluir, pero no se limitan a, comprimidos, capsulas, sellos, bolitas, pildoras, polvos y granulos
y formas farmacéuticas parenterales, que incluyen, pero no se limitan a, disoluciones, suspensiones, emulsiones y
polvos secos que comprenden una cantidad eficaz del aceite microbiano. También se conoce en la técnica que
dichas formulaciones también pueden contener diluyentes, cargas, disgregantes, aglutinantes, lubricantes,
tensioactivos, vehiculos hidréfobos, vehiculos solubles en agua, emulsionantes, tampones, humectantes,
hidratantes, solubilizantes, conservantes y similares, farmacéuticamente aceptables. Las formas de administracion
pueden incluir, pero no se limitan a, comprimidos, grageas, capsulas, pastillas y pildoras, que contienen el aceite
microbiano y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables adecuados.

Para administracion oral, se puede combinar el aceite microbiano con portadores farmacéuticamente aceptables
conocidos en la técnica. Dichos portadores permiten que los aceites microbianos de la invencién se formulen como
comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones acuosas, suspensiones y similares,
para ingestion oral por un individuo que se tenga que tratar. En algunas realizaciones, la forma farmacéutica es un
comprimido, pildora o pastilla. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse por adiciéon de un
excipiente solido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante y tratando la mezcla de granulos, después de afadir
coadyuvantes adecuados, si se desea, para obtener nicleos de comprimidos o grageas. Los excipientes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, cargas tales como azucares, incluyendo, pero no limitado a, lactosa, sacarosa, manitol
y sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, pero no limitado a, almidén de maiz, almidén de trigo, almidon de
arroz, almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa
de sodio y polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afiadir agentes disgregantes tales como, pero no
limitado a, la polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal del mismo tal como alginato de sodio. Las
preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen, pero no se limitan a, capsulas de ajuste
suave hechas de gelatina, asi como capsulas selladas, blandas, hechas de gelatina y un plastificante tal como
glicerol o sorbitol.
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En algunas realizaciones, la composicion es un cosmético. Los cosméticos incluyen, pero no se limitan a,
emulsiones, cremas, lociones, mascaras, jabones, champus, enjuagues, cremas faciales, acondicionadores,
magquillajes, agentes para el bafo y liquidos de dispersiéon. Los agentes cosméticos pueden ser medicinales o no
medicinales.

En algunas realizaciones, la composicion es una composicion industrial. En algunas realizaciones, la composicion es
un material de partida para una o mas fabricaciones. Una fabricacioén incluye, pero no se limita a, un polimero; un
material fotosensible fotografico; un detergente; un aceite industrial o un detergente industrial. Por ejemplo, la
Patente de EE.UU. N° 7.259.006 describe el uso de grasa y aceite que contiene DHA para produccion de acido
behénico y produccion de materiales sensibles fotograficos usando acido behénico.

Métodos para usar las composiciones.

En algunas realizaciones, las composiciones pueden usarse en el tratamiento de una afeccién en seres humanos o
animales.

Los términos “tratar” y “tratamiento” se refieren a tanto tratamiento terapéutico como medidas profilacticas o
preventivas, en las que el objeto es prevenir o retardar (reducir) una afeccion, enfermedad o trastorno fisioldgico no
deseado u obtener resultados clinicos beneficiosos o deseados. Para los fines de esta descripcion, los resultados
clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, alivio de los sintomas o signos asociados a una
afeccion, enfermedad o trastorno; disminucidon de la extension de una afeccién, enfermedad o trastorno;
estabilizacion de una afeccion, enfermedad o trastorno (es decir, en el caso de que la afeccion, enfermedad o
trastorno no esté empeorando); retardar el comienzo o el progreso de la afeccion, enfermedad o trastorno; alivio de
la afeccion, enfermedad o trastorno; remision (sea parcial o total y sea detectable o no detectable) de la afeccion,
enfermedad o trastorno o intensificaciéon o mejora de una afeccion, enfermedad o trastorno. El tratamiento incluye
provocar una respuesta clinicamente significativa sin efectos secundarios excesivos. El tratamiento también incluye
prolongar la supervivencia cuando se compara con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

En algunas realizaciones, la composiciéon se usa para tratar una afeccion, enfermedad o trastorno tal como acné,
inflamacion aguda, maculopatia relacionada con la edad, alergia, artritis de Alzheimer, asma, aterosclerosis,
enfermedad autoinmunitaria, trastorno lipidico en sangre, quistes mamarios, caquexia, cancer, reestenosis cardiaca,
enfermedades cardiovasculares, inflamacién cronica, cardiopatia coronaria, fibrosis cistica, trastorno degenerativo
del higado, diabetes, eczema, trastorno gastrointestinal, cardiopatia, niveles altos de triglicéridos, hipertension,
hiperactividad, enfermedades inmunolégicas, inhibicion de crecimiento de tumores, afecciones inflamatorias,
trastornos intestinales, disfuncion renal, leucemia, depresion mayor, esclerosis multiple, trastorno neurodegenerativo,
artrosis, osteoporosis, trastorno peroxisomal, preeclampsia, parto prematuro, soriasis, enfermedad pulmonar, artritis
reumatoide, riesgo de cardiopatia o trombosis.

En algunas realizaciones, la composicién se usa para aumentar la duracion de la gestacion en el tercer trimestre.
En algunas realizaciones, la composicién se usa para controlar la presién sanguinea.

En algunas realizaciones, la composicién se usa para mejorar o mantener la funcién cognitiva.

En algunas realizaciones, la composicién se usa para mejorar mantener la memoria.

La composicion o forma farmacéutica puede administrarse al cuerpo de un individuo por cualquier ruta compatible
con la composiciéon o forma farmacéutica. Se considera que se “administra” una sustancia si se introduce la
sustancia en el cuerpo del individuo por el individuo, o si es otra persona, una maquina, o un dispositivo introduce la
sustancia en el cuerpo del individuo. "Administrar" por lo tanto, incluye, por ej., autoadministraciéon, administracion
por otros y administracion indirecta. El término "continuo" o "consecutivo", como se usa en la presente memoria con
referencia a "administracion," significa que la frecuencia de administracion es al menos una vez al dia. Obsérvese,
sin embargo, que la frecuencia de administracion puede ser mayor de una vez al dia y ser aun “continua” o
“consecutiva”, por ej., dos veces o incluso tres veces al dia, siempre que no se excedan los niveles de dosificacion
como se especifica en la presente memoria. Los medios y métodos para administracién son conocidos en la técnica
y un trabajador puede referir varias referencias farmacolégicas para guia. Por ejemplo, puede consultarse "Modern
Pharmaceutics," Banker & Rhodes, Informa Healtcare, USA, 42 ed. (2.002) y "Goodman & Gilman's The
Pharmaceutical Basis of Therapeutics," McGraw-Hill Companies, Inc., Nueva York, 10? ed. (2.001).

» o«

Por “sujeto”, “individuo” o “paciente” se quiere decir cualquier individuo, sea humano o no humano, para el cual se
desea diagnostico, prondstico o tratamiento. Los sujetos mamiferos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos;
animales domésticos; animales de granja; animales de zooldgico; animales atletas; animales mascota tales como
perros, gatos, conejillos de indias, conejos, ratas, ratones o caballos; primates tales como monos (por €j., capuchino,
rhesus, verde africano, patas, cangrejero y cercopiteco), simios, orangutanes, babuinos, gibones y chimpancés;
canidos tales como perros y lobos; felinos tales como gatos, leones y tigres; équidos tales como caballos, asnos y
cebras; animales destinados a la alimentacion tales como vacas, ganado, cerdos y ovejas; ungulados tales como
ciervos y jirafas; roedores tales como ratones, ratas, hamster y conejillos de indias, etcétera. El término sujeto
también incluye animales de modelo, por ejemplo, animales de modelo de enfermedades. En algunas realizaciones,
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el término sujeto incluye animales valiosos, econdmicamente o de otro modo, por ejemplo, animales reproductores
econdmicamente importantes, animales para las carreras, animales presentados a concursos, animales autoctonos,
animales raros o en peligro de extincion o animales de compaiia. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto
humano. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto no humano.

La composicion puede administrarse como una “cantidad terapéuticamente eficaz”’, una “cantidad profilacticamente
eficaz”’, una “dosis terapéutica” o una “dosis profilactica”. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” o “dosis
terapéutica” se refiere una cantidad eficaz, a dosis y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir un
resultado terapéutico deseado. Un resultado terapéutico puede ser, por ejemplo, atenuar los sintomas, supervivencia
prolongada, movilidad mejorada y similares. Un resultado terapéutico no requiere que sea una “cura”. Una “cantidad
profilacticamente eficaz” o “dosis profilactica” se refiere a una cantidad eficaz, a dosis y durante periodos de tiempo
necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Tipicamente, puesto que se usa una dosis profilactica
en sujetos previamente a, o en una fase mas temprana de la enfermedad, una cantidad profilacticamente eficaz sera
menor que una cantidad terapéuticamente eficaz para tratamiento de una fase avanzada de la enfermedad.

Se pueden administrar varias cantidades de dosis de la composicion farmacéutica a un sujeto, basandose en la
cantidad de DHA u otro componente de acido graso del traustoquitrido, biomasa o aceite microbiano que se tiene
que administrar al sujeto. Los términos “dosis diaria”, “nivel de dosis diaria” y “cantidad de dosis diaria” se refieren en
la presente memoria a la cantidad total de DHA u otro componente de acido graso administrado al dia (por periodo
de 24 horas). Asi, por ejemplo, la administracion de DHA a un individuo a una dosis diaria de 2 mg significa que el
individuo recibe un total de 2 mg de DHA sobre una base diaria, se administre DHA como una unica forma
farmacéutica que comprende 2 mg de DHA o alternativamente, cuatro formas farmacéuticas que comprenden 0,5
mg de DHA cada una (para un total de 2 mg de DHA). En algunas realizaciones, la cantidad diaria de DHA se
administra en una sola forma farmacéutica o en dos formas farmacéuticas. Las formas farmacéuticas de la presente
descripcion pueden tomarse en una sola aplicacion o en aplicaciones multiples. Por ejemplo, si se toman cuatro
comprimidos a diario, comprendiendo cada comprimido 0,5 mg de DHA, entonces los cuatro comprimidos se pueden
tomar una vez al dia o se pueden tomar 2 comprimidos dos veces al dia o se puede tomar 1 comprimido cada 6
horas. En algunas realizaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 15 g de DHA.
En algunas realizaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 250 mg,
aproximadamente 100 mg a aproximadamente 500 mg, aproximadamente 100 mg a aproximadamente 1 g,
aproximadamente 1 g a aproximadamente 2,5 g, aproximadamente 1 g a aproximadamente 5 g, aproximadamente 1
g a aproximadamente 10 g, aproximadamente 1 g a aproximadamente 15 g, aproximadamente 5 g a
aproximadamente 10 g, aproximadamente 5 g a aproximadamente 15 g, aproximadamente 10 g a aproximadamente
15 g, aproximadamente 100 mg a aproximadamente 10 g, aproximadamente 100 mg a aproximadamente 5 g o
aproximadamente 100 mg a aproximadamente 2,5 g.

La administracion de las composiciones o las formas farmacéuticas de la presente descripcidon pueden conseguirse
usando varios regimenes. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la administracion tiene lugar a diario en dias
consecutivos o alternativamente tiene lugar cada dos dias (bi-diario). La administracion puede tener lugar en uno o
mas dias.

La administracion de las composiciones y formas farmacéuticas se puede combinar con otros regimenes usados
para tratamiento de la afeccion. Por ejemplo, el método de la presente descripcion puede combinarse con regimenes
dietéticos (por ejemplo, dietas bajas en carbohidratos, dietas altas en proteina, dietas altas en fibra, etc.), regimenes
de ejercicio, regimenes de peso bajo, regimenes de abandono del tabaquismo o combinaciones de los mismos. El
método de la presente descripcion también se puede usar junto con otros productos farmacéuticos en el tratamiento
de la afeccién. Las composiciones o las formas farmacéuticas de la presente descripcion pueden administrarse
antes o después de otros regimenes o productos farmacéuticos.

Estuches que comprenden las composiciones

La invencion se refiere ademas a estuches o envases que contienen una o mas unidades de una composicion de la
invencion. Los estuches o envases pueden incluir unidades de un producto alimenticio, composicion farmacéutica,
cosmético o composicién industrial que comprende el traustoquitrido, biomasa o aceite microbiano de la invencion o
combinaciones de los mismos para la preparacion de un alimento, cosmético, composicién farmacéutica o
composicion industrial.

En algunas realizaciones, el estuche o envase contiene una o mas unidades de una composicion farmacéutica que
se tiene que administrar segun los métodos de la presente descripcion. El estuche o envase puede contener una
unidad de dosificaciéon o mas de una unidad de dosificacion (es decir, multiples unidades de dosificacion). Si hay
multiples unidades de dosificacién en el estuche o envase, las multiples unidades de dosificacion pueden disponerse
opcionalmente para administraciéon secuencial.

Los estuches de la presente descripcion pueden contener opcionalmente instrucciones asociadas a las unidades o
formas de dosificacion de los estuches. Tales instrucciones pueden estar en una forma prescrita por una agencia
gubernamental que regule la fabricacién, uso o venta de productos farmacéuticos, cuya observacion refleja la
aprobacion por la agencia de la fabricaciéon, uso o venta para administracién a seres humanos para tratar una
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afeccion o trastorno. Las instrucciones pueden estar en cualquier forma que exprese informacién sobre el uso de las
unidades o formas farmacéuticas en el estuche segun los métodos de la descripcion. Por ejemplo, las instrucciones
pueden estar en la forma de materia impresa o en la forma de un dispositivo de medio prerregistrado.

Durante el examen de un paciente, un profesional médico puede determinar que la administracion de uno de los
métodos de la presente descripcion sea apropiada para el paciente o el médico puede determinar que la afeccién del
paciente puede mejorarse por la administracion de uno de los métodos de la presente descripcion. Previamente a
prescribir cualquier régimen, el médico puede asesorar al paciente, por ejemplo, sobre los diversos riesgos y
beneficios asociados al régimen. Se puede proporcionar al paciente una descripcion completa de todos los riesgos
conocidos y sospechados asociados al régimen. Dicho asesoramiento se puede proporcionar de manera verbal, asi
como en forma escrita. En algunas realizaciones, el médico puede proporcionar al paciente materiales bibliograficos
sobre el régimen, tal como informacién del producto, materiales educacionales y similares.

La presente descripcion también se refiere a métodos para educar a los consumidores sobre los métodos de
tratamiento, comprendiendo el método distribuir las formas farmacéuticas con informacién al consumidor en un punto
de venta. En algunas realizaciones, la distribucion tendra lugar en un punto de venta con un farmacéutico o
profesional de la salud.

El término “informacion para el consumidor” puede incluir, pero no se limita a, un texto en inglés, texto no en inglés,
imagen visual, diagrama, grabacion telefénica, sitio web para un representante de atencion al cliente en directo. En
algunas realizaciones, la informacion para el consumidor proporcionara direcciones para uso de las formas
farmacéuticas segun los métodos de la presente descripcidon, uso para la edad apropiada, indicacion,
contraindicaciones, dosificacion apropiada, advertencias, nimero de teléfono de la direccién del sitio web. En
algunas realizaciones, el método comprende ademas proporcionar informacion profesional a personas relevantes en
una posicion para contestar las preguntas del consumidor teniendo en cuenta el uso de los regimenes descritos
segun los métodos de la presente descripcion. El término “informacion profesional” incluye, pero no se limita a,
informacion acerca del régimen cuando se administra segin los métodos de la presente descripcion que se disefia
para permitir que un profesional médico conteste las preguntas del consumidor.

Un “profesional médico” incluye, por ejemplo, un médico, auxiliar médico, enfermera especializada, farmacéutico y
representante de atencion al cliente.

Habiéndose descrito en general esta invencion, se puede obtener mas entendimiento por referencia a los ejemplos
proporcionados en la presente memoria. Estos ejemplos son para fines ilustrativos sélo.

Ejemplo 1

El traustoquitrido aislado depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 se caracterizé por clasificacion
tauxondmica.

Se recogieron muestras de habitats entre mareas durante la marea baja. Se pusieron agua, sedimento, material
vegetal vivo y restos vegetales/animales descompuestos en tubos de 50 ml estériles. Se extendieron porciones de
cada muestra junto con el agua sobre placas de agar solido de medio de aislamiento. El medio de aislamiento
consistia en: 500 ml de agua de mar artificial, 500 ml de agua destilada, 1 g de glucosa, 1 g de glicerol, 13 g de agar,
1 g de glutamato, 0,5 g de extracto de levadura, 0,5 g hidrolizado de caseina, 1 ml de una disolucién de vitaminas
(100 mg/l de tiamina, 0,5 mg/l de biotina, 0,5 mg de B12), 1 ml de una disoluciéon de mineral traza (metales PlII,
conteniendo por litro: 6,0 g de FeClz6H20, 6,84 g de H3BOs3, 0,86 g de MnCl»4H;0, 0,06 g de ZnCly, 0,026 de
CoCl»6H20, 0,052 g de NiSO4H,0, 0,002 g de CuSO45H,0 y 0,005 g de Na;MoO42H,0) y 500 mg cada uno de
penicilina G y sulfato de estreptomicina. Se incubaron las placas de agar en la oscuridad a 20-25°C. Después de 2-4
dias se examinaron las placas de agar con aumento y se recogieron colonias de células con un palillo estéril y se
volvieron a sembrar en estrias sobre una placa fresca del medio. Se volvié a repetir la siembra en estrias de las
células sobre medio fresco hasta que se eliminaron los organismos contaminados.

Se transfirieron colonias de placas de agar a placas de petri con agua de mar de media concentracion y (1 ml) de
una suspension de larva de camarén de salmuera recién incubada en autoclave. La larva de camardn de salmuera
llegé a multiplicarse intensamente con agrupaciones de esporangios después de 2-3 dias. Las zoosporas se
biflagelaron en el vertido, nadando activamente lejos del esporangio maduro, los restos de las paredes de los cuales
son claramente visibles (en contraste de fase) después de la liberacion de esporas. El esporangio midié 12,5 ym a
25 pm de diametro y las zoosporas tuvieron 2,5 ym a 2,8 ym x 4,5 ym a 4,8 ym de tamafio. Hubo 8 a 24 esporas por
esporangio individual. Las zoosporas sedimentadas se expandieron y experimentaron rapidamente divisiones
binarias conduciendo a tétradas, octadas y finalmente a agrupaciones de esporangios. La formacién de tetradas
comenzo en una fase muy temprana previa a la madurez de los esporangios. Estas caracteristicas estan de acuerdo
con el género Schizochytrium.

El traustoquitrido aislado depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 se caracterizé ademas basandose en la
similitud de su gen de ARNr 18s al de especies conocidas. EI ADN genomico total del traustoquitrido depositado con
el N° de Acceso ATCC PTA-9695 se prepard por procedimientos clasicos (Sambrook J. y Rusell D. 2.001. Molecular
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cloning: A laboratory manual, 32 edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) y
Se us6 para multiplicacion PCR del gen de ARN 18s. La multiplicacion PCR del gen de ARN 18s se llevé a cabo con
cebadores descritos previamente (Honda et. al., J. Eukaryot. Microbiol. 46 (6) 1.999). Las condiciones PCR con
plantilla de ADN cromosoémico fueron como sigue: dNTPs 0,2 uM, 0,1 uM cada cebador, DMSO al 8%, 200 ng de
ADN cromosoémico, 2,5 U de Il fusion HS ADN polimerasa PfuUltra® (Stratagene) y 1X tampoén PfuUltra®
(Stratagene) en un volumen total de 50 pl. El protocolo PCR incluy6 las siguientes etapas: (1) 95°C durante 2
minutos; (2) 95°C durante 45 segundos; (3) 55°C durante 30 segundos; (4) 72°C durante 2 minutos; (5) 2-4 etapas
repetidas durante 40 ciclos; (6) 72°C durante 5 minutos y (7) mantenido a 6°C.

La multiplicacion PCR proporcioné un producto de ADN distinto con el tamafio esperado usando plantilla
cromosomica descrita anteriormente. El producto PCR se cloné en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas) segun las
instrucciones del fabricante y se determind la secuencia de inserto usando cebadores clasicos suministrados.

La Tabla 2 muestra una comparacion de la secuencia de ARNr 18s del traustoquitrido depositado con el N° de
Acceso ATCC PTA-9695 a secuencias de ADN en la base de datos electrénica del Centro nacional para informacion
de biotecnologia (NCBI, por sus siglas en inglés). En resumen, se determin6 el “% de identidad” por la matriz de
calificacion "swgapdnamt” en el programa "AlignX" del programa VectorNTI (Invitrogen), un patrén para alineacién de
ADN. Se tomd el “% cobertura” de los resultados de un calculo de la herramienta basica de busqueda de
alineamiento local (BLAST) de la base de datos electronica del NCBI y es el porcentaje de la longitud buscada que
se incluye en los segmentos alineados.

Tabla 2: Comparacion de secuencias de ARNr 18s.

Traustoquitridos Calculo % Identidad #1 Calculo % Cobertura #2
Thraustochytrium aggregatum (p) 98 90
Thraustochutriidae sp. HU1 84 86
Thraustochutriidae sp. 8-7 84 91
Thraustochytrium multirudimentale 81 88
Thraustochutriidae sp. PW19 81 85
Schizochytrium sp. ATCC 20888 81 95

(p): indica secuencia parcial

Como se muestra en la Tabla 2, se encontré que, en términos de % de identidad, la secuencia de genes de ARNr
18s (SEC ID N° 1) del traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 esta estrechamente
relacionada, aunque no es idéntica, con la secuencia génica de ARNr 18s de T. aggregatum proporcionado en
Honda, D. et al., J. Euk. Micro. 46 (6): 637-647 (1.999). La secuencia génica de ARNr 18s publicada para
Traustochytrium aggregatum es una secuencia parcial con un hueco de aproximadamente 71 nucleétidos de ADN en
el medio de la secuencia. En términos de porcentaje de cobertura, la secuencia génica de ARNr 18s del aislado de la
descripcion estd mas estrechamente relacionada con Schizochytrium sp. ATCC 20888 que con T. aggregatum.

Las proteinas altamente conservas tales como actina y beta-tubulina se han usado extensamente, junto con genes
ARNr 18s, como marcadores para valorar las relaciones filogenéticas entre organismos (Baldauf, S. M. Am. Nat.
154, S178 (1.999)). EI ADN gendmico total del traustoquitrido depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 se
us6 también como una plantilla para multiplicacion PCR de genes tanto de actina como de beta-tubulina. La
multiplicacion PCR se llevo a cabo con cebadores disefiados para regiones conservadas de las secuencias de ADN
de actina y beta-tubulina de T. aggregatum.

Las condiciones PCR con plantillas de ADN cromosémico fueron como sigue: dNTPs 0,2 uM, cada cebador 0,1 uM,
DMSO al 8%, 200 ng de ADN cromosomico, 2,5 U de Il fusion ADN polimerasa Herculase® (Stratagene) y 1X
tampon Herculase® (Stratagene) en un volumen total de 50 pl. El protocolo PCR incluyé las siguientes etapas: (1)
95°C durante 2 minutos; (2) 95°C durante 30 segundos; (3) 55°C durante 30 segundos; (4) 72°C durante 2 minutos;
(5) 2-4 etapas repetidas durante 40 ciclos; (6) 72°C durante 5 minutos y (7) mantenido a 6°C.

La multiplicacion PCR proporcioné productos de ADN distintos con los tamafos esperados usando plantilla
cromosomica descrita anteriormente. Los productos PCR respectivos se clonaron en el vector pJET1.2/blunt
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(Fermentas) segun las instrucciones del fabricante y se determind la secuencia de inserto de cada uno usando
cebadores clasicos suministrados.

La Tabla 3 muestra identidades para la secuencia de aminoacidos de actina (SEC ID N° 3) del traustoquitrido
depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 cuando se compara con secuencias de actina disponibles en la
base de datos publica. Las identidades se determinaron por el uso de la matriz de clasificacién "blosum62mt2" en el
programa "AlignX" del programa VectorNT]I, un patrén para alineamiento de proteinas.

Tabla 3: Comparacion de % de Identidades de secuencias de proteina actina.

Traustoquitridos % ldentidad
Thraustochytriidae sp. RT49 98
Schizochytrium sp. ATCC 20888 96
Thraustochytrium striatum 96
Thraustochytrium aggregatum 96
Japonochytrium marinum 95
Thraustochytrium aureum 95

La Tabla 4 muestra identidades para la secuencia de aminoacidos de beta-tubulina (SEC ID N° 5) del traustoquitrido
depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 cuando se compara con secuencias de beta-tubulina disponibles
en la base de datos publica. Las identidades se determinaron por el uso de la matriz de clasificaciéon "blosum62mt2"
en el programa "AlignX" del programa VectorNTI, un patrén para alineamiento de proteinas.

Tabla 4: Comparacion de % ldentidades de secuencias de proteina beta-tubulina.

Traustoquitridos % ldentidad
Aplanochytrium kerguelense 100
Aplanochytrium stocchinoi 100
Japonochytrium marinum 100
Labyrinthula sp. N8 100
Thraustochytriidae sp. RT49 100
Thraustochytrium aggregatum 100
Thraustochytriidae sp. HU1 100
Thraustochytrium aureum 100
Thraustochytrium kinnei 100
Thraustochytriidae sp. #32 100
Thraustochytriidae sp. PW 19 100
Schizochytrium aggregatum 100
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Traustoquitridos % ldentidad

Schizochytrium sp. ATCC 20888 100

Basandose en las caracterizaciones anteriores, se cree que el traustoquitrido aislado depositado con el N° de
Acceso ATCC PTA-9695 representa una nueva especie de Schizochytrium y se designa por lo tanto también como
Schizochytrium sp. ATCC PTA-9695.

Ejemplo 2

El traustoquitrido aislado depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 produjo altos niveles de crecimiento
celular en condiciones de cultivo variables, como se describe mas adelante. Los tipicos medios y condiciones de
cultivo se muestran en la Tabla 1. También, se observaron altos niveles de acidos grasos y DHA (es decir, mas del
50% en peso del peso de células seco eran acidos grasos y mas de 50% en peso de los ésteres metilicos de acidos
grasos era DHA).

En cultivos alimentados con carbono y nitrégeno con 8.200 ppm de CI" a 22,5°C con 20% de oxigeno disuelto a pH
7,0, el aislado produjo un peso de células seco de 140 g/l después de 7 dias de cultivo, con un contenido de acidos
grasos de 70% en peso. Se uso alimento de amoniaco de bucle cerrado y se mantuvo el pH a 7,0. La productividad
de omega-3 fue 8,92 g/(I*dia) en estas condiciones, con 4,7 g/l de EPA (5% en peso de acidos grasos) y 56,3 g/l de
DHA (57% en peso de acidos grasos) en 7 dias.

En cultivos alimentados con carbono y nitrégeno con 3.640 ppm de CI" a 22,5 °C con 20% de oxigeno disuelto a pH
7,0, el aislado produjo un peso de células seco de 82 g/l después de 7 dias de cultivo, con un contenido de acidos
grasos de 58% en peso. La productividad de omega-3 fue 4,5 g/(I*dia) en estas condiciones, con 2.1 g/l de EPA
(4,3% en peso de acidos grasos) y 28,5 g/l de DHA (58,7% en peso de acidos grasos) en 7 dias.

En cultivos alimentados con carbono y nitrégeno con 980 ppm de CI" a 22,5°C con 20% de oxigeno disuelto a pH
7,0, el aislado produjo un peso de células seco de 60 g/l después de 7 dias de cultivo, con un contenido de acidos
grasos de 53% en peso. La productividad de omega-3 fue 2,8 g/(I*dia) en estas condiciones, con 1,1 g/l de EPA
(3,4% en peso de acidos grasos) y 18,4 g/l de DHA (56,8% en peso de acidos grasos) en 7 dias.

Ejemplo 3

Se extrajeron aceites de una muestra de biomasa (muestra A) del traustoquitrido aislado depositado con el N° de
Acceso ATCC PTA-9695. La muestra de biomasa fue producida en un cultivo alimentado con carbono y nitrégeno
con 980 ppm de CI" a 22,5°C con 20% de oxigeno disuelto a pH 7,0. Los aceites se extrajeron de muestra A de
biomasa por el procedimiento de extraccién con hexano para proporcionar muestra A1 de aceite microbiano. En
resumen, se molid la biomasa seca con hexano usando tubos de acero inoxidable y rodamientos de bolas de acero
inoxidable durante aproximadamente 2 horas. Se filtr6 a vacio la suspension acuosa y se recogio el liquido filtrado.
Se retir6 el hexano usando un evaporador rotatorio. También se extrajeron aceites de Muestra A de biomasa usando
el procedimiento FRIOLEX® (GEA Westfalia Separator UK Ltd., Milton Keynes, Inglaterra) para proporcionar
Muestra A2 de aceite microbiano. Se aislaron clases de lipidos individuales de las muestras A1 y A2 de aceite
microbiano usando cromatografia por desorcién subita de baja presion y se determiné el porcentaje en peso de cada
clase. Se determiné el perfil de acidos grasos de cada clase usando cromatografia de gases con deteccion de
ionizacién de llama (GC-FID, por sus siglas en inglés) como ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, por sus
siglas en inglés).

Cromatografia por desorcion subita — Se us6 cromatografia por desorcion subita para separar las clases de lipidos
presentes en los aceites brutos y determinar el porcentaje en peso de cada clase presente en los aceites. El sistema
cromatografico utilizé gel de silice 60 (EMD Chemical, Gibbstown, NJ) con fase mévil constituida por éter de petréleo
y acetato de etilo a 3 ml/min. Se us6 un gradiente de etapa para eluir de manera selectiva cada clase de lipido de la
columna. El gradiente de fase movil parti6 de 100% de éter de petrdleo y acabd con 50% de acetato de etilo
(seguido por un lavado con metanol al 100%). Se recogieron las fracciones en tubos de ensayo de 10 ml usando un
recolector de fracciones de lecho grande Gilson FC 204 (Gilson, Inc., Middleton, WI). Se analiz6 cada tubo por
cromatografia de capa fina (TLC) y se mezclaron los tubos que contenian las clases de lipidos individuales (como se
juzgo por manchas uUnicas en placa TLC con factor de retencion (Rf) esperado), se concentré a sequedad y se seco.
Después se determiné por gravimetria el contenido de la fraccion total.

Anadlisis TLC — Se realizé cromatografia de capa fina sobre placas de gel de silice. Se eluyeron las placas usando un
sistema de disolventes que consistia de éter de petroleo: etil éter : acido acético (80:20:1) y se visualizaron usando
vapor de yodo. Los valores Rf de cada mancha se compararon después con valores de la bibliografia referidos para
cada clase de lipidos.

Anédlisis de acidos grasos — Se analiz6 en las muestras de biomasa y clases de lipidos aisladas la composicion de
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acidos grasos como los FAME. Se pesaron las muestras directamente en tubos de ensayo con tampon de rosca y se
afnadié 1 ml de patrén interno C19:0 (NuCheck, Elysian, MN) en tolueno y 2 ml de HCI 1,5 N en metanol a cada tubo.
Se sometieron los tubos a agitacion vorticial brevemente y se pusieron en un bloque térmico durante 2 horas a
100°C. Se retiraron los tubos del bloque térmico, se dejaron enfriar y se afiadié 1 ml de NaCl saturado en agua. Se
sometieron de nuevo los tubos a agitacion vorticial, se centrifugaron y se puso una porcién de la capa de arriba
(organica) en un vial de GC y se analizaron por GC-FID. Se cuantificaron los FAME usando una curva de calibracion
de patrén interno de 3 puntos generada usando patrén de referencia de GLC Nu-Chek-Prep (Nu-Chek Prep, Inc.,
Elysian, MN) y se identificaron provisionalmente basandose en tiempo de retencion. Los acidos grasos presentes se
expresaron como mg/g y % de FAME total.

Se preparo la Muestra A1 por disolucion del aceite bruto en hexano y aplicacion a la cabeza de la columna. Después
de fraccionamiento de la muestra usando cromatografia por desorcion subita, la fraccion de éster de esterol
representd 1,2% en peso, la fraccion de triacilglicerol (TAG) representd 82,7% en peso, la fraccidon de acidos grasos
(AFG) represent6 0,9% en peso y la fraccion de diacilglicerol (DAG) representd 2,9% en peso del aceite bruto. Los
perfiles de acidos grasos totales del aceite bruto de la Muestra A1 y las fracciones aisladas se muestran a
continuacioén en la Tabla 5 y la Tabla 6 calculados como mg/g y % FAME, respectivamente.

Tabla 5: Perfiles de acidos grasos de la Muestra A1 calculados como miligramos por gramo de FAME.

Esteres de

Biomasa | Aceite bruto asterol TAG AFG DAG

% en peso NA 38% 1,2% 82, 7% 0,9 2,9%

Acido graso z:rﬁgjlgE) z:rﬁgjlgE) FAME (mg/g) z:rﬁgjlgE) z:rﬁgjlgE) z:rﬁgjlgE)
Cc12:0* 0,6 0,0 1,9 3,2 1,7 0,0
C14:0* 57 13,6 12,8 20,2 13,0 17,6
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 1,3 3,4 3,1 3,1 2,1 2,6
Cc16:0* 105,5 239,5 2222 274,3 183,3 225,1
c16:1* 0,0 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0
Cc18:0* 6,4 16,4 43,1 16,8 9,8 14,0
C18:1 N9* 0,0 3,8 1,9 3,3 1,0 3,5
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:0* 1,8 5,5 13,0 47 2,0 2,9
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Biomasa | Aceite bruto Eﬂg{gfo Ide TAG AFG DAG
C22:0* 0,0 0,8 7,3 0,8 0,0 1,2
C20:4 N7 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,0 3,4 0,0 2,6 2,0 1,9
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 1,5 4,1 1,5 3,5 2,1 2,1
C20:5 N3* 18,2 39,5 3,5 38,4 30,6 42,8
C24:0* 0,0 0,0 6,3 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 11,9 29,5 8,9 26,9 14,8 18,7
C22:5 N3* 1,1 4,7 0,9 3,6 3,4 2,7
C22:6 N3* 253,5 569,7 107,3 556,5 352,8 451,4
Suma de fodos los 408,6 934,0 4354 958,0 620, 786.4
Tabla 6: Perfiles de acidos grasos de la Muestra A1 como un porcentaje de FAME Total.
Biomasa Aceite bruto Esteres de esterol TAG AFG DAG
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME | % FAME | % FAME
C12:0* 0,1 0,0 0,4 0,3 0,3 0,0
C14:0* 1,4 1,5 2,9 2,1 2,1 2,2
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,3 0,4 0,7 0,3 0,3 0,3
C16:0* 25,8 25,6 51,0 28,6 29,6 28,6
C16:1* 0,0 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0
C18:0* 1,6 1,8 9,9 1,8 1,6 1,8
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Biomasa Aceite bruto Esteres de esterol TAG AFG DAG

C18:1 N9* 0,0 0,4 0,4 0,3 0,2 0,4
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:0* 0,4 0,6 3,0 0,5 0,3 0,4
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:0* 0,0 0,1 1,7 0,1 0,0 0,1
C20:4 N7 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4N6* 0,3 0,4 0,0 0,3 0,3 0,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3
C20:5 N3* 4,5 4,2 0,8 4,0 4,9 5,4
C24:0* 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 2,9 3,2 2,1 2,8 2,4 2,4
C22:5 N3* 0,3 0,5 0,2 0,4 0,5 0,3
C22:6 N3* 62,0 61,0 24,6 58,1 56,9 57,4

Suma de % FAME 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Se preparo la muestra A2 por disolucion del aceite bruto en hexano y aplicacion a la cabeza de la columna. Después
de fraccionamiento de la muestra usando cromatografia por desorcion subita, la fraccion de éster de esterol
representd 0,8% en peso, la fraccion de triacilglicerol (TAG) representd 83,4% en peso, la fraccion de acidos grasos
libre (AFG) represent6 1,8% en peso y la fraccién de diacilglicerol (DAG) represent6 5,6% en peso del aceite bruto.
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Los perfiles de acidos grasos totales del aceite bruto de la Muestra A2 y las fracciones aisladas se muestran a
continuacioén en la Tabla 7 y Tabla 8 calculados como mg/g y % FAME, respectivamente.

Tabla 7: Perfiles de acidos grasos de la Muestra A2 calculados como miligramos por gramo de FAME.

Biomasa | Aceite bruto Esggtrgf‘o Ide TAG AFG DAG

% en peso NA NA 0,8% 83,4% 1,8% 5,6%

Acido graso Fn'?gng) Fn'?gng) FAME (mg/g) Fn'?gng) Fn'?gng) Fn'?gng)
C12:0* 0,6 0,0 0,0 1,5 0,0 1,0
C14:0* 5,7 13,2 8,9 14,1 9,5 54
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 1,3 3,3 2,8 3,4 2,1 2,2

C16:0* 105,5 233,7 183,8 246,1 159,7 137,3
C16:1* 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0
C18:0* 6,4 16,6 23,6 16,9 11,3 5,6
C18:1 N9* 0,0 7,6 5,0 43 2,4 2,6
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 2,2 0,7 1,6 0,8 5,1
C20:0* 1,8 5,2 12,1 5,5 2,6 1,1
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,8 1,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0
C22:0* 0,0 0,7 6,0 1,3 0,8 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,0 3,0 0,0 3,1 2,3 1,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Biomasa | Aceite bruto Eﬂg{gfo Ide TAG AFG DAG
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 1,5 4,1 1,4 4,3 2,7 1,0
C20:5 N3* 18,2 38,6 2,7 38,6 39,5 45,5
C24:0* 0,0 0,0 4,7 0,6 0,0 0,3
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 11,9 28,2 8,6 29,6 18,0 14,7
C22:5 N3* 1,1 3,4 0,0 3,5 25 2,2
C22:6 N3* 253,5 566,7 102,2 575,0 475,3 447,2
Suma de todos los 408,6 926,5 362,3 951,3 7304 672,5
Tabla 8: Perfiles de acidos grasos de la Muestra A2 como un porcentaje de FAME total.
Biomasa Aceite bruto Esteres de esterol TAG AFG DAG
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME | % FAME | % FAME
c12:0* 0,1 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2
C14:0* 1,4 1,4 2,4 1,5 1,3 0,8
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,3 0,4 0,8 0,4 0,3 0,3
Cc16:0* 25,8 25,2 50,7 25,9 21,9 20,4
C16:1* 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
C18:0* 1,6 1,8 6,5 1,8 1,5 0,8
C18:1 N9* 0,0 0,8 1,4 0,5 0,3 0,4
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,2 0,2 0,2 0,1 0,8
C20:0* 0,4 0,6 3,3 0,6 0,4 0,2
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Biomasa Aceite bruto Esteres de esterol TAG AFG DAG

C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:0* 0,0 0,1 1,7 0,1 0,1 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 0,3 0,3 0,0 0,3 0,3 0,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2
C20:5 N3* 4,5 4,2 0,7 4.1 5,4 6,8
C24:0* 0,0 0,0 1,3 0,1 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 2,9 3,0 2,4 3,1 2,5 2,2
C22:5 N3* 0,3 0,4 0,0 0,4 0,3 0,3
C22:6 N3* 62,0 61,2 28,2 60,4 65,1 66,5

Suma de % FAME 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Ejemplo 4

Se aislaron los triacilglicéridos (los TAG) de una muestra de aceite microbiano extraida previamente del
traustoquitrido aislado depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-9695 usando extraccion de hexano (muestra A1)
o el procedimiento FRIOLEX® (GEA Westfalia Separator UK Ltd., Milton Keynes, Inglaterra) (muestra A2), como se
describe en el Ejemplo 3. El porcentaje de area relativa de cada isomero TAG se determiné usando por
cromatografia liquida de alta realizacién de fase inversa no acuosa (NARP-HPLC, por sus siglas en inglés) con
deteccion por ionizaciéon quimica a presion atmosférica-espectrometria de masa (APCI-MS, por sus siglas en inglés)
y se realiz6 identificacion provisional de cada isémero de posicion usando patrones de fragmentacion de los
espectros de masas.

Se aislaron clases de lipidos individuales, incluyendo los TAG, usando cromatografia por desorcion subita. Se
analiz6 la fraccion de TAG por HPLC/APCI-MS para determinar qué restos de acidos grasos estan presentes en
cada especie de TAG y las cantidades relativas de cada especie de TAG. La identificacion provisional de cada pico
de TAG se basaba en el tiempo de retencion y el espectro APCI de cada pico. Cuando se usa NARP-HPLC, la
retencion de cada TAG aumenta con el numero de carbonos equivalente (NCE), que se define como el nimero total
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de carbonos en todas las cadenas acilo menos dos veces el nimero de dobles enlaces. También, cuando se usan
condiciones cromatograficas éptimas, se pueden resolver también los pares criticos de especies de TAG con el
mismo NCE pero con diferentes distribuciones de acidos grasos saturados e insaturados, asi como acidos grasos
con longitudes de cadena variables. Los espectros de masas APCI de cada pico de TAG proporciona las masas del
ién molecular protonado [M + HJ’, iones aducto de amonio [M + NH4]" e iones de fragmentos DAG. Cada TAG
proporciona un espectro de masas distintivo y la masa de los iones del fragmento de DAG ayuda a determinar la
identidad de cada especie de TAG. El i6n del fragmento que corresponde a una pérdida de un grupo acilo de la
posicién sn-2 sera la sefial menos intensa en un espectro APCI debido a que es energéticamente menos favorable
que una pérdida en la posicion sn-1 o sn-3. Modern Methods for Lipid Analysis by Liquid Chromatography Mass
Spectrometry and Related Techniques 276-297 (William Craig Byrdwell ed., 2.005).

Cromatografia por desorcion subita — Se us6 cromatografia por desorcion subita para separar las clases de lipidos
presentes en el aceite bruto y para determinar el porcentaje en peso de cada clase presente en el aceite. El sistema
cromatografico utilizé gel de silice 60 con una fase movil constituida por éter de petréleo y acetato de etilo a 3
ml/min. Se us6 un gradiente de etapas para eluir de manera selectiva cada clase de lipidos de la columna. El
gradiente de la fase movil parti6 de 100% éter de petroleo y acabd con 50% de acetato de etilo (seguido por un
lavado con metanol al 100%). Se recogieron las fracciones en tubos de ensayo de 20 ml usando un recolector de
fracciones de lecho grande Gilson FC 204 (Gilson, Inc., Middleton, WI). Se analiz6 cada tubo por TLC y se
mezclaron los tubos que contenian las clases de lipidos individuales (como se juzgé por manchas Unicas en placa
TLC con Rf esperado), se concentr6 a sequedad y se sect. Después se determind por gravimetria el contenido de la
fraccion total.

Anadlisis TLC - Se realizd cromatografia de capa fina en placas de gel de silice. Se eluyeron las placas usando un
sistema disolvente que consistia en éter de petrdleo : etil éter : acido acético (80:20:1) y se visualizaron usando
vapor de yodo. Los valores Rf de cada mancha se compararon después con los valores de la bibliografia indicados
para cada clase de lipidos.

Analisis HPLC/APCI-MS — El sistema LC/MS usado consistié en un modelo 1100 HPLC de Hewlett Packard provisto
de ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) y un detector selectivo de masas (DSM) modelo 1100 de Hewlett
Packard (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA). El método HPLC utilizé6 dos columnas C18 FENOMENEX®
(250 mm x 4,6 mm, 5 ym; Fenomenex, Inc. (Torrance, CA)) conectados en serie, un caudal de 1 ml/min., un volumen
de inyeccion de 2 yl y una temperatura de la columna de 50°C. La fase mévil consistia en acetato de amonio al 0,1%
en isopropanol (Disolvente A) y acetonitrilo (Disolvente B). Se us6 un gradiente lineal partiendo de Disolvente A al
20%, aumentando a 75% de Disolvente A en 40 minutos, manteniéndose a 75% de Disolvente A durante 5 minutos,
volviendo a 20% de Disolvente A en 1 minuto y manteniéndose a 20% de Disolvente A durante unos 9 minutos
adicionales. El intervalo de masas de DSM se fijé a m/z 400 — 1.150, con un voltaje del fragmentador de 150, un
caudal de gas de secado de 6 I/min, una presion del nebulizador de 310 kPa (45 psig), una temperatura del gas de
secado de 350°C, una temperatura del vaporizador de 325°C, un voltaje del capilar de 3.500 V y una corriente de
corona de 10 pA.

Tridocosahexaenoina (Tri-DHA) — Se us6 Tri-DHA STD (NuCheck, Elysian, MN) para evaluar el sistema
cromatografico y la precision de la respuesta del detector. El tiempo de retencion del pico Tri-DHA fue 22,5 minutos y
el cromatograma de iones total (TIC, por sus siglas en inglés) proporciond buena relacion sefial a ruido. El espectro
de masas APCI del pico Tri-DHA muestra el i6n molecular protonado [M + H]" a m/z 1.023,7, los iones aducto de
amonio [M + NH.]" a m/z 1.040,8 y un ion del fragmento DAG caracteristico Unico a m/z 695,5.

Se prepard una muestra de la fraccion TAG aislada en hexano y se analizé por NARP HPLC/APCI-MS para
determinar las identidades de los isémeros TAG individuales.

Se evalud el espectro de masas de cada pico y se realizé6 una identificacion provisional de cada resto de acido
graso, como se resume en las Tablas 9 y 10 a continuacion.

Tabla 9: Identificacion provisional de especies TAG por LC/APCI-MS en Muestra A1.

Tiempo de Identificacion provisional | Porcentaje del

retencion Pico (sn-1/sn-2/sn-3) area [M+HT l‘E“I-III4-|]-+ Fragpr:]i?\r(:?;:k(ezAG)
21,4 1 EPA/EPA/DHA 0,3 971,7 988,8 643,5; 669,3
21,9 2 DHA/DHA/EPA 4,4 997,8 | 1.014,7 669,5; 695,5
22,4 3 DHA/DHA/DHA 11,6 1.023,7 | 1.040,7 695,5
23,3 4 DHA/ARA/DHA 0,5 999,6 | 1.016,7 671,4
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Tiempq 'de Pico Identificacion provisional Porce'ntaje del [M+H]* M + Fragm'enFos (DAG)
retencion (sn-1/sn-2/sn-3) area NH4] principales
23,6 5 DHA/DPA/DHA 0,2 1.025,9 | 1.042,8 697,5
241 6 DHA/DHA/ARA 0,7 999,7 | 1.016,8 671,5; 695,5
24,6 7 DHA/DHA/DPA 2,4 1.025,7 | 1.042,5 695,5; 697,4
25,3 8 EPA/14:0/DHA 0,3 897.,6 914,6 569,4; 595,3
25,9 9 DHA/DHA/14:0 2,6 923,7 940,7 595,4; 695,5
27,2 10 DHA/DHA/15:0 0,4 937,8 954,7 609,5; 695,5
27,5 11 EPA/EPA/16:0 0,2 899,5 | 916,7 597,5; 643,5
28,0 12 DHA/16:0/EPA 47 925,8 942,7 597.4; 623,5; 669,3
28,5 13 DHA/DHA/16:0 30,8 951,7 968,7 623,7; 695,5
29,5 14 DHA/ARA/16:0 0,7 927.,6 9447 599,5; 671,5
29,7 15 DHA/DPA/16:0 0,9 953,7 970,8 625,5; 697,5
30,4 16 DHA/16:0/ARA 0,9 927,7 944.,6 599,5; 623,5
30,8 17 DHA/16:0/DPA 4,5 953,8 970,7 623,4; 625,3
31,1 18 DHA/18:0/DHA 1,8 979,7 996,7 651,5
32,3 19 DHA/14:0/16:0 2,3 851,7 868,7 523,5
DHA/15:0/16:0 865,7 882,7 537,4
33,6 20 0,8
DHA/20:0/DHA 1.007,8 | 1.024,9 679,5
34,9 21 DHA/16:0/16:0 19,3 879,7 896,7 551,5; 623,5
DHA/22:0/DHA 1.035,8 | 1.052,8 707,7
36,1* 22 DHA/18:0/15:0 0,5 893,8 910,8 565,5
DPA/16:0/16:0 881,8 898,8 551,5; 625,4
37,4 23 DHA/16:0/18:0 3,7 907,7 924,7 579,5; 623,5
38,9 24 16:0/16:0/14:0 0,3 NA 796,7 523,4; 551,5
40,1 25 TAG que contiene DHA 0,4 1.117,9| 1.134,9 789,7
40,8 26 TAG que contiene DHA 0,4 1.091,9| 1.108,9 763,7
41,3 27 16:0/16:0/16:0 1,0 NA 824,6 551,5
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42,0

43,5%

45,6*

46,3*

Pico

28

29

30

31
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Identificacion provisional
(sn-1/sn-2/sn-3)

DHA/16:0/22:0
DHA/20:0/22:1
16:0/20:0/14:0
DHA/22:0/22:1

DHA/20:0/22:0

Porcentaje del
area

0,2

0,3

0,7

0,5

Tabla 10: Identificacién provisional de especies TAG por LC/APCI-MS en Muestra A2

Tiempo de
retencion

21,4

21,9

22,3

23,3

23,6

241

24,6

25,4

25,9

27,2

27,6

281

28,5

29,6

20,8

30,4

30,8

Pico

10

11

12

13

14

15

16

17

Identificacion provisional (sn-

1/sn-2/sn-3)
EPA/EPA/DHA
DHA/DHA/EPA
DHA/DHA/DHA
DHA/ARA/DHA
DHA/DPA/DHA
DHA/DHA/ARA
DHA/DHA/DPA
EPA/14:0/DHA
DHA/DHA/14:0
DHA/DHA/15:0

EPA/EPA/16:0

DHA/16:0/EPA

DHA/DHA/16:0
DHA/ARA/16:0
DHA/DPA/16:0
DHA/16:0/ARA

DHA/16:0/DPA

area

0,3

4,5

14,0

0,6

0,3

0,9

3,0

0,2

2,1

0,5

0,2

4,2

31,4

0,7

0,6

0,9

4,5

29

Porcentaje del

MHT | s | arincinales
963,8 = 980,8 623,3; 635,4
1.017,8 | 1.034,8 689,7
8356 @ 852,8 579,5; 607,5
1.045,8 | 1.062,8 717,7
1.019,8 | 1.036,9 691,7
[M +H]+ r\El\l-’|I4-|]-" Frag)rzgtos
971,7 | 988,8 643,5; 669,3
997,8 | 1.014,7 | 669,5; 6955
1.023,7 | 1.040,7 695,5
9996 | 1.016,7 671,4
1.025,9 1.042,8 697,5
999,7 | 1.016,8 @ 671,5; 6955
1.025,7 | 1.042,5 | 695,5; 697,4
8976 = 914,6 569,4; 595,3
9237 | 940,7 595,4; 695,5
937,8 | 9547 609,5; 695,5
899,5 = 916,7 597,5; 643,5
925,8 | 9427 5976‘29%3*5;
951,7 | 968,7 623,7; 695,5
927,6 | 9447 599,5; 671,5
953,7 | 970,8 625,5; 697,5
927,7 | 9446 599,5; 623,5
953,8 = 970,7 623,4; 625,3
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Tiempq 'de Pico Identificacion provisional (sn- Porce'ntaje del [M+H]* M + Fragmentos
retencion 1/sn-2/sn-3) area NH4] (DAG)
31,1 18 DHA/18:0/DHA 2,2 979,7 996,7 651,5
32,4 19 DHA/14:0/16:0 1,5 851,7 868,7 523,5
DHA/15:0/16:0 865,7 882,7 537,4
33,6 20 0,9
DHA/20:0/DHA 1.007,8 | 1.024,9 679,5
34,9 21 DHA/16:0/16:0 16,1 879,7 896,7 551,5; 623,5
DHA/22:0/DHA 1.035,8 | 1.052,8 707,7
36,1* 22 DNA/18:0/15:0 0,4 893,8 910,8 565,5
DPA/16:0/16:0 881,8 898,8 551,5; 625,4
37,3 23 DHA/16:0/18:0 3,4 907,7 924,7 579,5; 623,5
39,7 24 16:0/16:0/14:0 0,9 NA 796,7 523,4; 551,5
40,0 25 TAG que contiene DHA 0,8 1.117,9| 1.134,9 789,7
40,8 26 TAG que contiene DHA 0,6 1.091,9| 1.108,9 763,7
41,3 27 16:0/16:0/16:0 0,7 NA 824,6 551,5
42,1 28 DHA/16:0/22:0 0,3 963,8 980,8 623,3; 635,4
DHA/20:0/22:1 1.017,8 | 1.034,8 689,7
43,5* 29 0,2
16:0/20:0/14:0 835,6 852,8 579,5; 607,5
45,6* 30 DHA/22:0/22:1 0,8 1.045,8 | 1.062,8 717,7
46,3* 31 DHA/20:0/22:0 0,7 1.019,8 | 1.036,9 691,7
Ejemplo 5

Después de extraer el aceite a partir del caldo de fermentacion usando el procedimiento Friolex, como se describe
en el Ejemplo 3, se tratd mas el aceite bruto por etapas de refinado, blanqueado y desodorizacion para obtener un
aceite final. Se diluyd el aceite final con aceite de girasol de alto contenido en oleico para obtener aceite comercial
acabado con un contenido en DHA de aproximadamente 400 mg/g. Se aislaron las clases de lipidos individuales y
se determinaron los perfiles de acidos grasos de cada clase usando cromatografia de gases con deteccion de
ionizacion de llama (GC-FID) como ésteres metilicos de acidos grasos (FAME).

Cromatografia por desorcion subita — Se us6 cromatografia por desorcion subita para separar las clases de lipidos
presentes en el aceite final y determinar el porcentaje en peso de cada clase presente en el aceite. El sistema
cromatografico utilizé gel de silice 60 (EMD Chemical, Gibbstown, NJ) con fase mévil constituida por éter de petréleo
y acetato de etilo a 3 ml/min. Se usé un gradiente de etapas para eluir de manera selectiva cada clase de lipidos de
la columna. El gradiente de fase movil partié de 100% éter de petrdleo y acabé con 50% de acetato de etilo (seguido
por un lavado con metanol al 100%). Se recogieron las fracciones en tubos de ensayo de 10 ml usando un recolector
de fracciones de lecho grande Gilson FC 204 (Gilson, Inc., Middleton, WI). Se analiz6 cada tubo por cromatografia
de capa fina (TLC) y se mezclaron los tubos que contenian clases de lipidos individuales (como se juzgé por
manchas unicas en placa TLC con factor de retencion (Rf) esperado), se concentré a sequedad y se seco. Después
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se determind por gravimetria el contenido de la fraccion total.

Anadlisis TLC - Se realizdé cromatografia de capa fina en placas de gel de silice. Se eluyeron las placas usando un
sistema disolvente que consistia en éter de petréleo: etil éter: acido acético (80:20:1) y se visualizaron usando vapor
de yodo. Los valores Rf de cada mancha se compararon después con los valores de la bibliografia indicados para
cada clase de lipidos.

Anédlisis de acidos grasos — Se analizd en la muestra de aceite final y las clases de lipidos aisladas la composicion
de acidos grasos como los FAME. Se pesaron las muestras directamente en tubos de ensayo con tapén de rosca y
se afiadié 1 ml de patrén interno C19:0 (NuCheck, Elysian, MN) en tolueno y 2 ml de HCI 1,5 N en metanol a cada
tubo. Se sometieron los tubos a agitacion vorticial brevemente y se pusieron en un bloque térmico durante 2 horas a
100°C. Se retiraron los tubos del bloque térmico, se dejaron enfriar y se afiadid 1 ml de NaCl saturado en agua. Se
sometieron de nuevo los tubos a agitacion vorticial, se centrifugd y se puso una porcién de la capa de arriba
(organica) en un vial de GC y se analiz6é por GC-FID. Se cuantificaron los FAME usando una curva de calibracion de
patron interno de 3 puntos generada usando patrén de referencia GLC Nu-Chek-Prep (Nu-Chek Prep, Inc., Elysian,
MN) y se identificaron provisionalmente basandose en tiempo de retenciéon. Los acidos grasos presentes se
expresaron como mg/g y % de FAME total.

Se preparé la muestra por disolucién de 250 mg de aceite final en 600 pl de hexano y aplicacion a la cabeza de la
columna. Después de fraccionamiento de la muestra usando cromatografia por desorcién subita, la fraccion de éster
de esterol representd 1,2% en peso, la fraccion de triacilglicérido (TAG) representé 92,1% en peso, la fraccion de
acidos grasos libres (FAG) representé 2,1% en peso, la fraccion de esteroles representé 1,1%, la fraccion de
diacilglicérido (DAG) representd 2,8% en peso del aceite final.

El analisis TLC de las fracciones mezcladas mostré que la AFG y las fracciones de esteroles se mezclaron con TAG
y DAG, respectivamente. Los perfiles de acidos grasos totales del aceite final FRIOLEX® y las fracciones aisladas
se muestran a continuacion en la Tabla 11 y Tabla 12 calculados como mg/g y % FAME, respectivamente.

Tabla 11: Perfil de acidos grasos calculado como miligramos por gramo de FAME.

Esteres de

Aceite Final esterol TAG AFG Esterol DAG
% en peso NA 1,2 92,1 2,1 1,1 2,8

Acido graso z:rﬁgjlgE) FAME (mg/g) z:rﬁgjlgE) z:rﬁgjlgE) z:rﬁgjlgE) z:rﬁgjlgE)
Cc12:0* 0,0 0,0 1,0 0,0 1,2 0,6
C14:0* 11,5 5,1 11,3 6,0 9,6 57
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 2,3 0,0 2,3 1,2 2,0 1,9

Cc16:0* 183,3 80,0 180,8 99,9 149,3 132,2
c16:1* 0,0 0,0 0,9 0,0 0,8 0,6
Cc18:0* 19,6 17,5 19,6 7,5 16,2 6,7
C18:1 N9* 243,3 242.8 249,6 62,9 190,5 84,0
C18:1 N7 1,9 1,7 2,0 0,8 1,9 0,9
C18:2 N6* 13,8 5,6 13,8 6,2 14,3 9,1
C20:0* 4,3 6,6 4,5 1,5 3,6 1,4
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Aceite Final Eﬂ:{gﬁ) Ide TAG AFG Esterol DAG
C18:3 N3* 0,0 0,0 03 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0.8 0,0 0,8 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,7 13 0,9 0.4
C20:2 N6* 0,0 0,0 0.6 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 03 0,0 0,0 0,0
Cc22:0* 33 61,0 3,2 11 3,0 1,2
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4N6* 17 0,0 2,3 14 1,9 13
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 2,4 45 3,0 2,2 2,6 13
C20:5 N3* 28,1 3,0 27,7 38,6 25,6 432
C24:0* 14 64,3 14 0,0 2,0 1,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 20,0 7.6 21,0 10,1 17,2 14,4
C22:5 N3* 2,8 0,0 3,1 3,7 34 2,9
C22:6 N3* 407,1 72,5 4174 4436 350,5 4285
Suma de fodos los 936, 1 572,1 967,6 688,0 797,3 737,3
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Tabla 12: Perfiles de acidos grasos como un porcentaje de FAME Total.

Aceite Final Esteres de esterol TAG AFG Esterol DAG
Acido graso % FAME % FAME % FAME | % FAME | % FAME | % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,1 0,0 0,2 0,1
C14:0* 1,2 0,9 1,2 0,9 1,2 0,8
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,2 0,0 0,2 0,2 0,2 0,3
C16:0* 19,6 14,0 18,7 14,5 18,7 17,9
C16:1* 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,1
C18:0* 2,1 3,1 2,0 1,1 2,0 0,9
C18:1 N9* 26,0 42,4 25,8 9,1 23,9 11,4
C18:1 N7 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1
C18:2 N6* 1,5 1,0 1,4 0,9 1,8 1,2
C20:0* 0,5 1,1 0,5 0,2 0,5 0,2
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:0* 0,4 10,7 0,3 0,2 0,4 0,2
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4N6* 0,2 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,3 0,8 0,3 0,3 0,3 0,2
C20:5 N3* 3,0 0,5 29 5,6 3,2 5,9
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Aceite Final Esteres de esterol TAG AFG Esterol DAG

C24:0* 0,2 11,2 0,1 0,0 0,2 0,1

C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 2,1 1,3 2,2 1,5 2,2 1,9
C22:5 N3* 0,3 0,0 0,3 0,5 0,4 0,4
C22:6 N3* 43,6 12,7 43,1 64,5 44,0 58,1
Suma de % de FAME 100 100 100 100 100 100

Ejemplo 6

Se realizd un andlisis de los triacilglicéridos (los TAG) del aceite final descrito en el Ejemplo 5 usando técnicas
descritas en el Ejemplo 4. Se realiz6 la identificacion provisional de cada resto de acido graso, como se resume en
las Tablas 13 y 14 a continuacion.

Tabla 13: Identificacién provisional de especies TAG principales.

Tiempo de retencion max., min, Identificacion provisional (sn-1/sn-2/sn-3) Porcentaje del area

22,0 DHA/DHA/EPA 3,4
22,5 DHA DHA/DHA 10,4
24,7 DHA/DHA/DPA 2,1

28,2 DHA/16:0/EPA 3,4
28,7 DHA/16:0/DHA 23,0
31,0 DHA/16:0/DPA 3,3

35,2 DHA/16:0/16:0 11,6
37,6 DHA/16:0/18:0 4,3

40,4 18:1/18:1/18:1 14,0

Tabla 14: Identificacién provisional de especies TAG por LC/APCI-MS

Tiempo de Pico Identificacion provisional (sn- | Porcentaje del | [M + H] M+ Fragmentos

retencion 1/sn-2/sn-3) area * NH41* (DAG)
21,5 1 EPA/EPA/DHA 0,4 971,7 988,7 643,5; 669,5
22,0 2 DHA/DHA/EPA 3,4 997,8 | 1.014,7 669,4; 695,5
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27,4

21,7

28,2

28,7

29,8

30,0

30,6

31,0

31,3

32,6

33,9

35,2

36,4

37,6

40,0

Pico

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
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1/sn-2/sn-3)
DHA/DHA/DHA
DHA/DHA/ARA
DHA/DPA/DHA
DHA/DHA/ARA
DHA/DHA/DPA
EPA/14:0/DHA
DHA/14:0/DHA
DHA/15:0/DHA

EPA/16:0/EPA

DHA/16:0/EPA

DHA/16:0/DHA
DHA/16:0/ARA
DHA/16:0/DPA
DHA/16:0/ARA
DHA/16:0/DPA
DHA/18:0/DHA
DHA/14:0/16:0
DHA/15:0/16:0
DHA/20:0/DHA
DHA/16:0/16:0
DHA/22:0/DHA
DHA/18:0/15:0
DPA/16:0/16:0
DHA/16:0/18:0

DHA/16:0/20:0

Identificacion provisional (sn-

35

Porcentaje del
area

10,4
0,5
0,3
0,8
2,1
0,2
1,4
0,3

0,2

3.4

23,0
0,5
0,7
0,8
3.3
1,6

1,6

0,8

11,6

0,5

4,3

0.8

[M + H]

1.023,8
999,8
1.025,7
999,7
1.025,7
897,7
923,7
937,8

899,5
925,7

951,7
9277
953,8
9277
953,7
979,8
851,8
865,7
1.007,8
879,7
1.035,8
893,8
881,8
907,8

935,8

M +
NH41*

1.040,7
1.016,7
1.042,7
1.016,8
1.042,5
914,8
940,7
954,8

916,7
9427

968,7
944.,8
970,8
944.,8
970,7
996,8
868,8
882,7
1.024,8
896,8
1.052,8
910,8
898,8
924.,8

9562,8

Fragmentos
(DAG)

695,5
671,4; 695,3
697,5
671,5; 695,5
695,5; 697.4
569,4; 595,3
595,5; 695,5
609,3
597,5

597,5; 623,4;
669,3

623,5; 695,5
599,5; 623,5
623,4; 625,5
599,5; 623,5
623,4; 625,5
651,5
523,5
537,4
679,5
551,5; 623,5
7077
565,5
551,5; 625,4
579,5; 623,5

607,6; 623,5



10

15

20

25

30

35

ES 2602 121 T3

Tiempq ’de Pico Identificacion provisional (sn- Porce'ntaje del | [M + H] M + Fragmentos

retencion 1/sn-2/sn-3) area NH4] (DAG)
40,4 25 18:1/18:1/18:1 14,0 885,8 902,8 603,5
40,7 26 18:1/16:0/18:1 2,2 859,8 876,8 577,5
41,1 27 TAG que contiene DHA 1,6 1.092,0 | 1.108,8 763,7
42,4 28 TAG que contiene 24:0 0,5 963,8 980,9 5945
43,0 29 18:1/18:1/18:0 1,9 887,7 904,8 603,6; 605,6
45,9 30 DHA/22:0/22:1 0,9 1.045,9 | 1.062,9 717,6
46,6 31 DHA/20:0/22:0 0,7 1.019,8 | 1.036,8 691,5

Ejemplo 7

Se preparé un matraz de indculo de dos dias del traustoquitrido aislado depositado con el N° de Acceso ATCC PTA-
9695 en un cultivo alimentado con carbono y nitrégeno con 980 ppm de CI” (medio de traustoquitrido).

Se realiz6 mutagénesis segun el siguiente procedimiento:

Se vertié un matraz de T=2 dias, estéril, aproximadamente 50 ml, en un homogeneizador de vidrio de 40 ml, estéril.
El cultivo recibié 50 inmersiones en el homogeneizador. Se pipeted el cultivo y se filtré a través de un filiro de malla
de 50 micrometros, estéril, que se puso en un tubo estéril de 50 ml (la malla se usé como un medio para retener los
grumos mas grandes de colonias al tiempo que se dejaban las agrupaciones mas pequefias y pasaban las células
solas por la malla de 50 micrémetros). Se recogié el macerado concentrado completo en un tubo estéril de 50 ml. Se
sometio a agitacion vorticial el cultivo macerado y se realizaron diluciones a niveles hasta 1:100 veces en tubos que
contenian medio de traustoquitrido. Se agitaron de manera vorticial las muestras maceradas, diluidas, previamente a
la adicion de 200 pl de inéculo a una placa petri de agar con medio de traustoquitrido, 100 x 15 mm, que contenia 4-
5 perlas de vidrio (perlas de vidrio de 3 mm). Se agité suavemente cada placa en un esfuerzo por hacer que las
perlas extendieran el indculo uniformemente por la placa. Se retiraron las perlas de las placas y se dejaron reposar
las placas tapadas durante aproximadamente 5 minutos para secarse. Las luces tanto en la cubierta estéril como en
areas adyacentes se apagaron a medida que se realizaba el procedimiento con luz tenue. Hubo una luz minima
disponible para poder realizar el procedimiento pero sélo indirecta y tenue.

Se pusieron placas de cinco replicados en el suelo del reticulador XL (Spectronics Corporation, Nueva York) con las
tapas fuera mientras se irradiaban las muestras. El reticulador suministrd polvo en términos de microjulios y se buscé
un nivel que conseguia una destruccion del 90%-95%. Se inocularon placas de control de cinco replicados con
células no mutagenizadas usando el mismo protocolo. Estos recuentos de células se usaron para calcular el % de
destruccién. Una vez que acabd la irradiacion se sacaron las placas, se reemplazaron las tapas, se envolvieron las
placas con parafilm mediante una envoltura de hoja fina de aluminio. Fue indispensable que las placas se cultivaran
durante la primera semana en la oscuridad de manera que no se pudieran reparar los genes dafados.

Se pusieron las placas en una habitacion a 22,5°C durante aproximadamente 10 dias previamente al recuento de las
colonias. Cuando se realizaron los recuentos finales, se recogieron las colonias individuales con un bucle de
inoculacion estéril y se volvieron a sembrar en estrias en nuevas placas de medio de traustoquitrido. Se puso cada
colonia en una placa individual. Como las placas se tornaban densas se tomdé una muestra, usando un asa de
siembra y se inoculd en un matraz oscilante estéril de 250 ml que contenia 50 ml de medio de traustoquitrido. Este
matraz se puso en un agitador a 21 rad/s (200 rpm) en una habitacién a 22,5°C. A los T=7 dias se recogio el cultivo
del matraz oscilante a un tubo estéril de 50 ml. Se tomo el pH y se centrifugé la muestra para recoger el boton de
biomasa. Cada muestra se enjuagd y se volvié a suspender en una mezcla 50:50 de alcohol isopropilico y agua
destilada previamente a volver a centrifugar. Se liofilizd el botdn recogido, se peso y se realizé un analisis de FAME.
Los datos en las Tablas 15-21 representan mutantes producidos con el procedimiento anterior.
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Tabla 15: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 1 2 3 4 5 8 9 10
% 08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 09:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 12:0 0,10 0,10 0,08 0,08 0,13 0,07 0,11 0,08 0,08
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,11 0,11 0,17 0,13 0,12 0,18 0,11 0,15 0,14
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 1,79 1,85 1,49 1,37 2,36 1,29 1,85 1,72 1,57
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:0 30,98 28,75 29,96 29,97 30,33 29,86 30,97 30,11 29,20
% 16:1 0,27 0,20 0,31 0,14 0,25 0,27 0,16 0,27 0,24
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,12 0,15 0,13 0,17 0,27 0,12 0,16 0,13 0,13
% 18:0 1,29 1,22 1,38 1,47 1,22 1,57 1,25 1,34 1,34
% 18:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,03 0,00 0,00 0,07 0,00 0,03 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:0 0,39 0,36 0,42 0,45 0,34 0,46 0,37 0,40 0,40
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 1 2 3 4 5 8 9

% 20:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-3 0,37 0,38 0,32 0,42 0,44 0,32 0,41 0,33
% 20:4 ARA 0,55 0,55 0,94 0,57 0,80 0,89 0,60 0,73
% 20:5 n-3 2,62 2,94 3,01 2,40 3,64 2,83 2,54 2,81
EPA

% 22:0 0,08 0,08 0,09 0,09 0,07 0,10 0,07 0,09
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:5 n-6 3,19 3,19 2,94 3,43 3,35 2,87 3,34 3,01
% 22:5 n-3 0,18 0,18 0,21 0,23 0,20 0,18 0,20 0,17
% 22:6 n-3 56,88 58,63 57,56 57,85 54,87 57,98 56,62 57,53
DHA

% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09
% Grasa 46,83 46,10 31,23 47,39 49,78 30,62 54,71 37,72
% 0,85 0,46 0,35 0,51 0,51 0,36 0,50 0,38
Desconocido

Tabla 16: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 11 13 14 15 16 20 21
% 08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 09:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 11 13 14 15 16 20 21 22
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 12:0 0,10 0,10 0,08 0,09 0,11 0,11 0,09 0,09 0,10
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,11 0,15 0,16 0,14 0,13 0,12 0,17 0,16 0,13
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 1,79 1,89 1,43 1,75 1,83 1,98 1,76 1,77 1,81
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:0 30,98 31,08 30,27 29,92 31,79 30,18 28,84 30,05 30,81
% 16:1 0,27 0,32 0,26 0,28 0,21 0,24 0,23 0,23 0,33
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,12 0,24 0,15 0,13 0,15 0,12 0,14 0,16 0,14
% 18:0 1,29 1,36 1,44 1,31 1,36 1,21 1,28 1,34 1,33
% 18:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:0 0,39 0,38 0,42 0,39 0,40 0,37 0,37 0,38 0,38
% 20:1 n-9 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 11 13 14 15 16 20 21 22

% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-3 0,37 0,43 0,36 0,33 0,36 0,37 0,33 0,35 0,34
% 20:4 ARA 0,55 0,79 0,72 0,80 0,64 0,62 0,83 0,73 0,69
% 20:5 n-3

EPA 2,62 3,17 2,72 2,97 2,52 2,66 3,03 2,90 2,87
% 22:0 0,08 0,08 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:5 n-6 3,19 3,25 3,06 2,97 3,07 3,16 2,98 3,01 3,02
% 22:5 n-3 0,18 0,20 0,19 0,17 0,19 0,16 0,17 0,18 0,18
% 22:6 n-3

DHA 56,88 55,17 57,52 57,63 56,02 57,38 58,58 57,45 56,65
% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,08
% Grasa 46,83 46,19 37,00 38,41 48,46 47,32 37,71 40,23 43,55
%

Desconocido 0,85 0,47 0,39 0,36 0,47 0,44 0,37 0,39 0,38

Tabla 17: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 24 26 27 29 30 33 34 35
% 08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 09:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 24 26 27 29 30 33 34 35
% 12:0 0,10 0,11 0,09 0,09 0,08 0,08 0,10 0,11 0,09
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,11 0,12 0,13 0,14 0,16 0,14 0,12 0,12 0,10
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 1,79 1,98 1,71 1,69 1,63 1,66 1,93 2,01 1,59
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,54 0,39
% 16:0 30,98 30,61 30,32 30,21 29,70 29,50 30,26 32,28 30,78
% 16:1 0,27 0,19 0,22 0,22 0,26 0,26 0,29 0,26 0,16
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,12 0,15 0,18 0,16 0,13 0,13 0,26 0,16 0,12
% 18:0 1,29 1,24 1,31 1,31 1,32 1,30 1,32 1,37 1,34
% 18:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,11 0,09
% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:0 0,39 0,37 0,39 0,40 0,40 0,39 0,37 0,40 0,40
% 20:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,14
% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-3 0,37 0,38 0,37 0,35 0,35 0,35 0,00 0,00 0,00
% 20:4 ARA 0,55 0,61 0,59 0,69 0,68 0,32 0,34 0,24 0,28
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 24 26 27 29 30 33
0 . _
% 20:5 n-3 2,62 2,62 2,70 2,85 2,90 2,91 3,28
EPA
% 22:0 0,08 0,08 0,08 0,08 0,09 0,08 0,08
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:5 n-6 3,19 3,10 3,11 3,05 3,10 3,11 3,43
% 22:5 n-3 0,18 0,16 0,18 0,19 0,18 0,18 0,18
0 . _
SHA22.6 n-3 56,88 57,03 57,46 57,46 57,96 58,52 55,92
% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07
% Grasa 46,83 47,80 43,50 38,86 38,60 38,16 46,95
o,
/o . 0,85 0,45 0,42 0,39 0,37 0,82 1,25
Desconocido
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Tabla 18: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 36 37 38 39 40 42 43 44
% 08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 09:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 12:0 0,10 0,00 0,11 0,00 0,11 0,09 0,08 0,12 0,09
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,11 0,44 0,09 0,24 0,12 0,11 0,12 0,08 0,15
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 1,79 1,25 1,99 1,48 1,96 1,76 1,43 2,17 1,75
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,00 2,12 0,48 0,71 0,54 0,55 0,36 0,62 0,50
% 16:0 30,98 26,95 28,04 32,28 30,84 30,25 25,77 43,37 30,18
% 16:1 0,27 0,00 0,26 0,23 0,22 0,21 0,10 1,05 0,22
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,12 0,95 0,13 0,28 0,16 0,16 0,10 0,26 0,13
% 18:0 1,29 1,58 1,11 1,79 1,30 1,29 1,25 2,21 1,34
% 18:1 n-9 0,00 0,37 0,08 0,25 0,09 0,09 0,12 0,09 0,10
% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:0 0,39 0,34 0,31 0,43 0,38 0,39 0,36 0,61 0,40
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Acidos grasos | ATCC PTA-
9695 control

% 20:1 n-9

% 20:2

% 20:3 n-9

% 20:3 n-6

% 20:3 n-3

% 20:4 ARA

% 20:5 n-3
EPA

% 22:0

% 22:1

% 22:2

% 22:3

% 22:4 n-6

% 22:5 n-6

% 22:5 n-3

% 22:6 n-3
DHA

% 24:0

% 24:1

% Grasa

%
Desconocido

Tabla 19: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos grasos | ATCC PTA-
9695 control

% 08:0

% 09:0

0,00

0,00

0,00

0,00

0,37

0,55

2,62

0,08

0,00

0,00

0,00

0,00

3,19

0,18

56,88

0,00

0,00

46,83

0,85

0,00

0,00

36

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,41

5,36

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

2,40

0,00

57,52

0,00

0,00

12,73

0,29

45

0,00

0,00
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Mutante | Mutante

37

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,31

2,77

0,07

0,00

0,00

0,00

0,06

3,94

0,19

58,57

0,00

0,08

54,86

1,36

Mutante | Mutante

46

0,00

0,00

Mutante

38

0,43

0,00

0,00

0,00

0,00

0,24

4,00

0,14

0,00

0,00

0,00

0,00

2,57

0,00

54,20

0,00

0,00

18,08

0,73

Mutante

47

0,00

0,00

44

Mutante

39

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,27

2,72

0,07

0,00

0,00

0,00

0,00

3,48

0,17

56,24

0,00

0,08

45,74

1,26

Mutante

48

0,00

0,00

Mutante

40

0,14

0,00

0,00

0,00

0,00

0,24

2,80

0,08

0,00

0,00

0,00

0,00

3,29

0,17

57,09

0,00

0,09

42,59

1,20

Mutante

49

0,00

0,00

Mutante

42

0,15

0,00

0,00

0,00

0,00

0,30

3,21

0,07

0,00

0,00

0,00

0,00

3,89

0,30

60,99

0,00

0,08

42,48

1,31

Mutante

50

0,00

0,00

Mutante | Mutante

43

0,15

0,00

0,00

0,00

0,00

0,35

3,47

0,14

0,00

0,00

0,00

0,00

2,37

0,33

41,61

0,00

0,06

56,44

0,90

44

0,49

0,00

0,00

0,00

0,00

0,23

2,80

0,08

0,00

0,00

0,00

0,00

3,33

0,17

56,76

0,00

0,09

41,20

1,20

Mutante | Mutante

51

0,00

0,00

52

0,00

0,00
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 45 46 47 48 49 50 51 52
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 12:0 0,10 0,10 0,13 0,11 0,07 0,09 0,09 0,09 0,11
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,11 0,11 0,10 0,09 0,13 0,09 0,13 0,10 0,09
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 1,79 1,79 2,07 1,86 1,52 1,62 1,78 1,78 1,85
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,00 0,41 0,76 0,57 0,46 0,48 0,55 0,53 0,53
% 16:0 30,98 28,79 24,90 30,07 29,07 31,21 30,46 30,79 32,53
% 16:1 0,27 0,19 0,24 0,18 0,17 0,17 0,18 0,21 0,22
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,12 0,11 0,24 0,16 0,12 0,14 0,17 0,18 0,15
% 18:0 1,29 1,24 1,07 1,28 1,41 1,43 1,36 1,48 1,35
% 18:1 n-9 0,00 0,08 0,07 0,09 0,09 0,08 0,10 0,09 0,06
% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,00 0,12 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:0 0,39 0,36 0,29 0,37 0,42 0,42 0,39 0,40 0,41
% 20:1 n-9 0,00 0,15 0,13 0,11 0,24 0,13 0,19 0,16 0,19
% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Acidos grasos | ATCC PTA- | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante

9695 control 45 46 47 48 49 50 51 52

% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-3 0,37 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:4 ARA 0,55 0,29 0,65 0,26 0,18 0,21 0,22 0,24 0,24
% 20:5 n-3

EPA 2,62 3,05 4,28 2,66 2,93 2,46 2,71 2,94 2,44
% 22:0 0,08 0,07 0,06 0,07 0,09 0,09 0,08 0,08 0,08
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,06 0,07 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:5 n-6 3,19 3,59 4,28 3,46 3,07 3,32 3,17 3,18 3,24
% 22:5 n-3 0,18 0,25 0,27 0,18 0,17 0,17 0,16 0,17 0,17
% 22:6 n-3

DHA 56,88 57,74 58,32 56,70 58,65 56,45 56,83 56,19 55,06
% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,07 0,15 0,10 0,10 0,11 0,10 0,10 0,07
% Grasa 46,83 48,91 58,95 54,80 35,41 48,60 44,93 43,01 51,93
%

Desconocido 0,85 1,55 1,63 1,57 1,09 1,35 1,31 1,28 1,19

Tabla 20: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos ATCC
grasos PTA- Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante
9695 53 54 55 56 57 58 60 61 65
control
% 08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 09:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Acidos ATCC
grasos PTA- Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante
9695 53 54 55 56 57 58 60 61 65
control
% 12:0 0,10 0,09 0,08 0,12 0,08 0,08 0,08 0,08 0,10 0,08
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,11 0,11 0,12 0,08 0,09 0,13 0,16 0,14 0,09 0,14
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 1,79 1,74 1,63 2,13 1,67 1,59 1,59 1,59 1,85 1,58
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,00 0,53 0,52 0,48 0,51 0,52 0,45 0,50 0,51 0,48
% 16:0 30,98 30,13 29,54 33,01 31,08 29,37 30,65 29,39 31,15 30,03
% 16:1 0,27 0,21 0,23 0,26 0,26 0,14 0,25 0,22 0,26 0,25
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,12 0,15 0,14 0,14 0,14 0,16 0,12 0,13 0,14 0,13
% 18:0 1,29 1,30 1,30 1,37 1,38 1,37 1,46 1,30 1,30 1,35
% 18:1 n-9 0,00 0,08 0,08 0,00 0,06 0,11 0,09 0,10 0,07 0,07
% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:0 0,39 0,38 0,39 0,40 0,42 0,38 0,43 0,39 0,39 0,41
% 20:1 n-9 0,00 0,19 0,16 0,13 0,19 0,20 0,17 0,14 0,13 0,21
% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-3 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Acidos ATCC

grasos PTA- Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante
9695 53 54 55 56 57 58 60 61 65
control

% 20:4 ARA 0,55 0,25 0,21 0,26 0,22 0,25 0,51 0,20 0,24 0,19

% 20:5 n-3

EPA 2,62 2,75 2,78 2,81 2,67 2,78 5,76 2,72 2,59 2,82
% 22:0 0,08 0,08 0,08 0,08 0,09 0,08 0,09 0,08 0,08 0,09
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00
% 22:5 n-6 3,19 3,47 3,20 3,25 3,19 3,43 2,62 3,30 3,42 3,18
% 22:5 n-3 0,18 0,18 0,18 0,17 0,17 0,20 0,59 0,17 0,17 0,17
% 22:6 n-3

DHA 56,88 56,99 58,07 54,04 56,38 57,76 54,09 58,21 55,91 57,56
% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,09 0,09 0,07 0,10 0,09 0,11 0,10 0,07 0,08
% Fat 46,83 45,83 39,59 | 48,81 41,92 | 43,97 33,96 36,97 50,40 36,21

%
Desconocido 0,85 1,28 1,19 1,19 1,29 1,35 0,77 1,24 1,48 1,17

Tabla 21: Mutantes de cepa de traustoquitrido N° Acceso ATCC PTA-9695.

Acidos ATCC Mutante Mutante Mutante
grasos PTA- | Mutante | Mutante | 68 ATCC |Mutante | 70 ATCC |Mutante | 72 ATCC | Mutante | Mutante
9695 66 67 PTA- 69 PTA- 71 PTA- 73 74
control 9696 9697 9698
% 08:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 09:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 10:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 11:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 12:0 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00

48



ES 2602 121 T3

Acidos ATCC Mutante Mutante Mutante
grasos PTA- | Mutante | Mutante | 68 ATCC |Mutante | 70 ATCC |Mutante | 72 ATCC | Mutante | Mutante
9695 66 67 PTA- 69 PTA- 71 PTA- 73 74
control 9696 9697 9698
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22 0,00 0,00 0,00
% 14:0 2,42 2,29 2,07 2,09 2,11 2,21 2,27 2,29 1,97 2,05
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,55 0,47 0,48 0,47 0,47 0,44 0,46 0,40 0,50 0,47
% 16:0 39,19 | 31,02 | 26,20 25,84 27,79 28,14 28,89 33,49 2450 | 23,95
% 16:1 0,43 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19 0,21 0,00 0,00
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00
% 18:0 1,67 1,68 1,22 1,22 1,44 1,49 1,51 2,24 1,11 1,02

% 18:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 18:1 n-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 18:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 18:3 n-3 0,00 0,18 0,20 0,21 0,19 0,17 0,22 0,16 0,22 0,22

% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 20:0 0,49 0,41 0,32 0,31 0,35 0,37 0,44 0,52 0,29 0,27

% 20:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 20:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 20:4 ARA 0,18 0,16 0,33 0,27 0,24 0,37 0,30 0,27 0,38 0,39
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Acidos ATCC Mutante Mutante Mutante
grasos PTA- | Mutante | Mutante | 68 ATCC |Mutante | 70 ATCC |Mutante | 72 ATCC | Mutante | Mutante
9695 66 67 PTA- 69 PTA- 71 PTA- 73 74
control 9696 9697 9698

% 20:5 n-3
EPA 1,76 2,30 3,86 3,97 3,32 4,12 3,09 2,74 4,43 4,53
% 22:0 0,33 0,46 0,35 0,44 0,48 0,38 0,43 0,12 0,35 0,34
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

% 22:5 n-6 2,62 2,83 3,17 2,66 2,72 2,95 3,46 2,79 3,17 3,19

% 22:5 n-3 0,18 0,18 0,46 0,42 0,34 0,61 0,25 0,27 0,48 0,57
% 22:6 n-3

DHA 49,52 | 57,01 60,60 61,42 59,74 58,03 55,62 53,06 61,83 | 62,23
% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% Grasa 52,70 | 49,32 | 48,51 49,49 48,80 53,65 40,38 63,40 48,27 | 46,63
%

Desconocido | 0,35 0,82 0,73 0,66 0,67 0,73 2,46 1,18 0,78 0,76
Ejemplo 8

Se obtuvieron cuatro muestras de traustoquitridos de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y se analizo
en cada muestra el perfil de acidos grasos de la biomasa, el perfil de acidos grasos del aceite bruto extraido, la
fraccion de triacilglicérido (TAG) del aceite bruto y la fraccion de lipidos polares (LP) del aceite bruto. Las muestras
analizadas fueron ATCC 34304, 20890, 20889 y 20892. Se inocularon las cepas en matraces oscilantes de 250 ml
que contenian 50 ml del siguiente medio: 1 g de peptona, 1 g de extracto de levadura, 5 g de glucosa en 1 litro de
agua de mar artificial. Se incubaron los cultivos a 20°C con agitacion a 21 rad/s (200 rpm) en un agitador orbital.
Después de 7 dias se recogieron los cultivos por centrifugacion (5.087 xg), se lavaron con una mezcla de agua:
isopropanol (1:1) y se centrifugo de nuevo. Se liofilizé el boton resultante. Se extrajo el aceite bruto de la biomasa
seca usando el método de Bligh y Dyer (Can. J. de Biol. And Phys. 37: 911-917 (1.959)). Se aislaron los TAG y LP
del aceite bruto usando una variacion del método de la fase sdlida extraida (SPE, por sus siglas en inglés)
desarrollado por Kaluzny et al. (J. Lipid Res. 26: 135-140 (1.959)). Se analiz6 en el aceite bruto y las fracciones
aisladas el contenido en DHA y EPA asi como el contenido en acido graso total (como ésteres metilicos de acidos
grasos).

Extraccion de lipidos — Se extrajo aceite bruto de la biomasa liofilizada pesando 100 a 200 mg en un tubo de ensayo
de parte superior roscada de 1,5 x 10 cm, afiadiendo 8 ml de un sistema monofasico que consistia en cloroformo :
metanol : agua (CHCI3:MeOH:H,0) 1:2:0,8 homogeneizando con una unidad de dispersién PT 3100 POLYTRON®
provista de un agregado de PT-DA 3012/2. Se homogeneiz6 la muestra durante 2 minutos a 1.047 rad/s (10.000
rpm) mientras se sumergia en un bafio de hielo. Se produjo un sistema bifasico por adicion de 2,1 ml de CHClIs,
agitando de manera vorticial durante 1 minuto, afiadiendo 1,7 ml de H>.O y sometiendo a agitacion vorticial de nuevo
durante 1 minuto adicional. Se retir6 la capa del fondo (organica) usando una pipeta Pasteur y se puso en un matraz
de recogida. Se volvid a extraer la capa de MeOH-H,0 dejada en el tubo de ensayo, dos veces mas con porciones
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de 2,1 ml de CHCIs. Se combinaron las capas organicas y se sec6 bajo una corriente de nitrégeno.

Extraccion de fase solida — Se separaron las fracciones de TAG y LP del lipido bruto por SPE usando cartuchos de
aminopropilo de 500 mg (Burdick & Jackson) puestos en un aparato Vac Elut. Se acondicion6 el cartucho con 5 ml
de hexano y se disolvieron 10 a 20 mg de cada muestra en 400 pl de CHCI3 y se aplicaron al cartucho. Se lavo la
columna con 4 ml de CHCls: alcohol isopropilico 2:1 (AIP) para eluir todos los lipidos neutros, que se recogieron y se
secaron en nitrégeno. Después se eluyeron los acidos grasos con 5 ml de acido acético (HOAc) al 2% en éter, que
se desechd. Se eluyo la porcion de LP con 5 ml de MeOH, que se recogi6 y se seco en nitrdgeno. Se volvié a
disolver la fraccion de lipidos neutra en 400 ul de hexano y se aplicé a una segunda columna de aminopropilo
(acondicionada previamente con 5 ml de hexano). Se eluyeron de ésteres de esterol con 5 ml de acetato de etilo
(EtOACc) al 1% en hexano y se desecharon. Finalmente, se eluyeron los TAG con 5 ml de EtOAc al 3% en hexano,
que se recogieron y se secaron en nitrégeno.

Anadlisis TLC - Se realizdé cromatografia de capa fina en placas de gel de silice. Se eluyeron las placas usando un
sistema disolvente que consistia en éter de petrdleo : etil éter : acido acético (80:20:1) y se visualizaron usando
vapor de yodo.

Analisis de acidos grasos — Se analizé en las muestras de biomasa, aceite bruto, fracciones aisladas de TAG y LP la
composicion de acidos grasos como los FAME. Se pesaron las muestras directamente en tubos de ensayo con
tapon de rosca y se afiadié 1 ml de patrén interno C19:0 en tolueno y 2 ml de HCI 1,5 N en metanol a cada tubo. Se
sometieron los tubos a agitacion vorticial brevemente y se pusieron en un bloque térmico durante 2 horas a 100°C.
Se retiraron los tubos del bloque térmico, se dejaron enfriar y se afiadi® 1 ml de NaCl saturado en agua. Se
sometieron de nuevo los tubos a agitacion vorticial, se centrifugd y se puso una porcién de la capa de arriba
(organica) en un vial de GC y se analiz6 por GC-FID. Se cuantificaron los FAME usando una curva de calibracion de
patron interno de 3 puntos generada usando patron de referencia GLC Nu-Chek-Prep y se identificaron
provisionalmente basandose en tiempo de retencion. Los acidos grasos presentes se expresaron como mg/gy % de
FAME total.

ATCC 34304 — Se estimd que el contenido en lipidos de la biomasa ATCC 34304 era 9,1% como la suma de FAME
y la cantidad de aceite bruto obtenida después de extraccién de disolvente fue 9,2% en peso, dando una
recuperacion del 101% de grasa presente en la biomasa. Se determiné que el contenido en EPA y DHA de la
biomasa era 4,8 mg/g y 38,7 mg/g, respectivamente. El aceite bruto extraido contenia 25,9 mg/g de EPA y 238,7
mg/g de DHA. El TAG aislado contenia 13,9 mg/g de EPA y 303,9 mg/g de DHA, mientras el LP aislado 38,7 mg/g
de EPA y 237,980 mg/g de DHA. Los perfiles de acidos grasos totales de la biomasa, aceite bruto extraido, fraccion
de TAG y fraccién de LP se muestran a continuacion en la Tabla 22 y Tabla 23 calculados como mg/g y % FAME,
respectivamente.

Tabla 22: Perfil de acidos grasos de ATCC 34304 calculado como miligramos por gramo.

Biomasa Aceite bruto TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)

Cc12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 1,5 8,5 13,7 1,5
C14:1* 0,0 0,2 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cc16:0* 20,8 138,9 250,8 73,9
c16:1* 0,2 2,9 6,9 0,3
Cc18:0* 2,1 17,8 45,6 0,8
C18:1 N9* 3,8 29,8 74,2 4,2
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
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Biomasa Aceite bruto TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)

C18:2 N6* 1,5 12,0 31,0 25
C20:0* 0,1 0,7 1,7 0,1
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,1 0,3 0,0
C 18:4 N3 0,0 8,5 0,3 0,0
C20:2 N6* 0,1 0,8 2,2 0,0
C20:3 N6 0,0 25 6,3 0,5
C22:0* 0,3 52 0,3 0,0
C20:4 N7 0,4 2,7 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,6 0,0
C20:4N6* 3,4 20,8 20,9 27,5
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,1 0,6 1,3 0,3

C20:5 N3* 4,8 25,9 13,9 38,7
C24:0* 0,4 0,2 0,3 0,0
C22:4 N9 0,0 1,2 0,7 0,4
C24:1 N9* 0,9 6,9 18,2 0,8

C22:5 N6* 11,0 60,8 51,9 45,9
C22:5 N3* 0,4 3,1 6,8 1,0

C22:6 N3* 38,7 238,7 303,9 237,9

|
Suma de todo FAME 91,2 590,9 855,7 437,3
Tabla 23: Perfiles de acidos grasos de ATCC 34304 calculados como un porcentaje de FAME total.
Biomasa Aceite bruto TAG LP
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Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 1,7 1,5 1,6 0,4
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 22,8 24,2 29,3 16,9
Cc16:1* 0,2 0,5 0,8 0,1
C18:0* 2,3 3,1 53 0,2
C18:1 N9* 4,2 5,2 8,7 1,0
C1R:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C1R:2 N6* 1,6 2,1 3,6 0,6

C20:0* 0,1 0,1 0,2 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,1 0,1 0,3 0,0
C20:3 N6 0,0 0,4 0,7 0,1

C22:0* 0,3 0,9 0,0 0,0
C20:4 N7 0,5 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,1 0,0
C20:4N6* 3,7 3,4 2,4 6,3
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,1 0,1 0,2 0,1
C20:5 N3* 53 4,5 1,6 8,8

C24:0* 0,5 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,1 0,1
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Biomasa Aceite bruto TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C24:1 N9* 1,0 1,2 2,1 0,2
C22:5 N6* 12,1 10,5 6,1 10,5
C22:5 N3* 0,5 0,5 0,8 0,2
C22:6 N3* 42,5 41,5 35,5 54,4
Suma de % FAME 100,0 100,0 100,0 100,0

ATCC 20890 — Se estimé que el contenido en lipidos de la biomasa de ATCC 20890 era 9,2% como la suma de
FAME vy la cantidad de aceite bruto obtenida después de la extraccién con disolvente fue 10,2% en peso, dando una
recuperacion del 111% de grasa presente en la biomasa. Se determiné que el contenido en EPA y DHA de la
biomasa era 12,2 mg/g y 36,6 mg/g, respectivamente. El aceite bruto extraido contenia 64,7 mg/g de EPA y 194,2
mg/g de DHA. El TAG aislado contenia 41,9 mg/g de EPA y 230,2 mg/g de DHA, mientras que el LP aislado
contenia 54,4 mg/g de EPA y 149,5 mg/g de DHA. Los perfiles de acidos grasos totales de la biomasa, aceite bruto
extraido, la fraccion de TAG vy la fraccién de LP se muestran a continuacion en la Tabla 24 y Tabla 25 calculados
como mg/g y % FAME, respectivamente.

Tabla 24: Perfil de acidos grasos de ATCC 20890 calculado como miligramos por gramo.

Biomasa Aceite bruto TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)

Cc12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 0,6 5,2 22,6 3,2
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,2
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0

Cc16:0* 25,4 161,1 206,1 142,5
c16:1* 0,2 1,3 47 0,8
Cc18:0* 1,8 12,1 58,9 7,1
C18:1 N9* 1,0 9,7 37,6 2,4
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,8 4,8 6,9 3,9
C20:0* 0,1 0,0 0,0 0,3
C18:3N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
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Biomasa Aceite bruto TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 1,9 11,1 14,2 13,1
C20:3 N6 1,0 5,4 24 8,0
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4N6* 5,3 33,6 35,8 35,3
C22:1N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,2 0,0 0,0 1,1
C20:4 N3 0,1 2,2 0,0 3,1
C20:5 N3* 12,2 64,7 41,9 54,4
C24:0* 0,3 0,0 0,0 0,2
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,3 1,4 1,6 1,9
C22:5 N6* 0,5 2,4 1,4 3,0
C22:5 N3* 3,6 19,4 23,9 19,8
C22:6 N3* 36,6 194,2 230,2 149,5
Suma de todo FAME 92,3 535,1 735,0 450,9

55




ES 2602 121 T3

Tabla 25: Perfiles de acidos grasos de ATCC 20890 calculados como un porcentaje de FAME total.

Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 0,7 1,0 3,1 0,7
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 27,6 30,1 28,0 31,6
c16:1* 0,2 0,3 0,6 0,2
C18:0* 2,0 2,3 8,0 1,6
C18:1 N9* 1,1 1,8 5,1 0,5
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,9 0,9 0,9 0,9
C20:0* 0,1 0,0 0,0 0,1
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 2,1 2,1 1,9 2,9
C20:3 N6 1,1 1,0 0,3 1,8
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 5,8 6,3 4,9 7,8
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,2 0,0 0,0 0,3
C20:4 N3 0,1 0,4 0,0 0,7
C20:5 N3* 13,2 12,1 57 12,1
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Acido graso
C24:0*
C22:4 N9
C24:1 No*
C22:5 N6*
C22:5 N3*

C22:6 N3*

Suma de % FAME

ATCC 20889 — Se estimo que el contenido en lipidos de la biomasa era 3,3% como la suma de FAME vy la cantidad
de aceite bruto obtenida después de la extracciéon de disolvente fue 3,4% en peso, dando una recuperacion del
103% de grasa presente en la biomasa. Se determin6 que el contenido de EPA y DHA de la biomasa era 2,3 mg/g y
16,5 mg/g, respectivamente. El aceite bruto extraido contenia 26,8 mg/g de EPA y 205,1 mg/g de DHA. El TAG
aislado contenia 7,3 mg/g de EPA y 185,9 mg/g de DHA, mientras que el LP aislado contenia 35,2 mg/g de EPA y
218,6 mg/g de DHA. Los perfiles de acidos grasos totales de la biomasa, el aceite bruto extraido, la fraccion TAG y
la fraccion LP se muestran a continuacion en la Tabla 26 y Tabla 27 calculados como mg/g y % FAME,

respectivamente.
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Biomasa

% FAME

0,3

0,0

0,3

0,6

3.9

39,7

100,00

Aceite crudo

% FAME

36,3

100,0

0,0

0,0

0,3

0.4

3,6

TAG

% FAME

31,3

100,0

0,0

0,0

0,2

0,2

3.2

Tabla 26: Perfil de acidos grasos de ATCC 20889 calculado como miligramos por gramo.

Acido graso
Cc12:0*
C14:0*
C14:1*
C15:0
Cc16:0*
c16:1*
Cc18:0*

C18:1 No*
C18:1 N7

C18:2 N6*

Biomasa
FAME (mg/g)
0,0
0,5
0,0
0,0
6,6
0,1
0,3
0,6
0,0

0,0

Aceite crudo

FAME (mg/g)

57

0,0

8.3

0,0

0,0

80,3

1,7

4,8

6,6

0,0

0.4

TAG

FAME (mg/g)

0,0

32,0

0,0

0,0

150,8

12,3

9,7

7,6

0,0

1,1

LP
% FAME
0,0
0,0
0,4
0,7
4.4

33,2

100,0

LP
FAME (mg/g)
0,0
2,8
0,0
0,1
50,4
0,0
1,6
1,2
0,0

0,1
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Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)

C20:0* 0,0 0,1 21 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,1 0,7 0,1
C22:0* 0,0 0,0 0,1 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4N6* 0,4 1,4 1,1 7,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,0 0,5 0,9 0,5
C20:5 N3* 2,3 26,8 7,3 35,2
C24:0* 0,1 0,4 1,8 0,0
C22:4 N9 0,0 3,4 0,2 2,8
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,8 0,3
C22:5 N6* 5,0 63,6 76,2 45,9
C22:5 N3* 0,2 1,8 2,2 2,0

C22:6 N3* 16,5 205,1 185,9 218,6

| | | |
Suma de todo FAME 32,8 405,2 493,0 368,7
Tabla 27: Perfiles de acidos grasos de ATCC 20889 calculados como un porcentaje de FAME total.
Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
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Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 1,4 2,0 6,5 0,8
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 20,3 19,8 30,6 13,7
c16:1* 0,4 0,4 25 0,0
C18:0* 0,8 1,2 2,0 0,4
C18:1 N9* 1,8 1,6 1,5 0,3
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,1 0,1 0,2 0,0
C20:0* 0,0 0,0 0,4 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9~ 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,1 0,0
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,3 0,4 0,2 2,0
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,1 0,1 0,2 0,1
C20:5 N3* 7,0 6,6 1,5 9,5
C24:0* 0,3 0,1 0,4 0,0
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Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C22:4 N9 0,0 0,8 0,0 0,8
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,2 0,1
C22:5 N6* 15,3 15,7 15,5 12,5
C22:5 N3* 0,5 0,5 0,5 0,5
C22:6 N3* 50,2 50,6 37,7 59,3
Suma de % FAME 100,0 100,0 100,0 100,0

ATCC 20892 — Se estim6 que el contenido en lipidos de la biomasa era 8,8% como la suma de FAME vy la cantidad
de aceite bruto obtenida después de extraccion de disolvente fue 12,1% en peso, dando una recuperacion de 138%
de grasa presente en la biomasa. Se determiné que el contenido en EPA y DHA de la biomasa era 8,3 mg/g y 43,3
mg/g, respectivamente. El aceite bruto extraido contenia 50,5 mg/g de EPA y 260,1 mg/g de DHA. El TAG aislado
contenia 98,7 mg/g de EPA y 407,7 mg/g de DHA, mientras el LP aislado contenia 50,4 mg/g de EPA y 243,12 mg/g
de DHA. Los perfiles de acidos grasos totales de la biomasa, aceite bruto extraido, fraccién de TAG y fraccion de LP
se muestran a continuacién en la Tabla 28 y Tabla 29 calculados como mg/g y % FAME, respectivamente.

Tabla 28: Perfil de acidos grasos de ATCC 20892 calculado como miligramos por gramo.

Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)

C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 7,3 42,2 29,7 54,7
C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,2
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0

Cc16:0* 18,9 109,0 133,5 116,7
c16:1* 0,0 0,8 3,5 0,2
Cc18:0* 0,0 2,6 9,1 0,7
C18:1 N9* 0,6 7,3 22,0 1,3
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 1,4 9,7 0,4
C20:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
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Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)

C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C 18:4 N3 0,0 0,6 0,0 0,1
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,3 1,1 6,3 0,6
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,3 7,6 15,8 7,8
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,3 1,5 4,7 1,4
C20:5 N3 8,3 49,6 97,0 49,8
C24:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,2 0,0 0,0 0,1
C24:1 N9* 0,0 1,1 4,9 1,0
C22:5 N6* 2,8 16,1 25,3 15,8
C22:5 N3* 1,1 6,6 23,9 6,0

C22:6 N3* 43,4 2543 398,3 239,5

| | | |
Suma de todo FAME 87,5 508,0 800,7 498,2

Tabla 29: Perfiles de acidos grasos de ATCC 20892 calculados como un porcentaje de FAME total.

Biomasa Aceite crudo TAG LP

Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 8,3 8,3 3,6 11,0

61




ES 2602 121 T3

Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME

C14:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 21,6 21,4 16,4 23,4
c16:1* 0,0 0,2 0,5 0,0
C18:0* 0,0 0,5 1,1 0,1
C18:1 N9* 0,7 1,4 2,6 0,2
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,2 1,1 0,1
C20:0* 0,0 0,1 0,6 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9~ 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,1 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,3 0,2 0,7 0,1
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 1,9 0,8 1,6 0,2
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,4 1,5 1,9 1,6
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,3 0,3 0,5 0,3
C20:5 N3* 9,5 9,7 11,9 10,0
C24:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,2 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,2 0,5 0,2
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Biomasa Aceite crudo TAG LP
Acido graso % FAME % FAME % FAME % FAME
C22:5 N6* 3,2 3,1 3,0 3,2
C22:5 N3* 1,3 1,2 2,8 1,2
C22:6 N3* 49,6 49,8 49,0 48,0
Suma de % FAME 100,0 100,0 100,0 100,0
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<213> Schizochytrium sp.
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<400> 1
acctggttga

agtataaaca
tgatagtgta
ttcgagtggg
gtgattcatg
agtttctgee
acggagaatt
aaggcagcag
aatgaggagc
atcaattgga
attagagttg
cttggtctcg
tcatagtcgt
tattagtata
ggtaatgatt
tggatttaag

gaacgaaagt

tecectgecage
aattatacgg
tttctatatce
actttttggt
ataactttgce
ccatcagcectg
agggtttgat
gcgcegtaaat
gctttgegtt
gggcaagtct
ttgcagttaa
tatcatgggt
ttactgtaaa
ggataattag
aatagggaca

aaagtcgaac

taggggatcg
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tgtcatttgce
tgaaactgcg
tatttggata
accactgcat
gaatcgcagt
tcgatggtac
tccggagagg
tacccaatgg
tttcaatttg
ggtgccagca
aaagctcgta
ttattgtgece
aaaactggag
ataggacctg
atcgggggta
tactgcgaag

aagatgatta

tcgtctaaaa
aacggctcat
actgtggcaa
ttattagatt
agcgtcttgt
ggtattggce
acgcttgaga
ggactccccg
aatgagagaa
gccgcggtaa
gttgaatttc
aagatgatcg
tgtttaaage
tgattcttat
ttcgaattta
gcatttacca

gataccatcg

65

gattaagcca
tatatcagtt
ttctagagcect
ttgaagccaa
acgcggcgat
taccatggcet
gacggcgacc
aggtagtgac
tcgtacaatc
ctccagctcc
cgatagtctt
tcctctatgg
atttcetttgg
ttggttggtt
attgtcagag
aggatgtttt

tagtcttaac

tgcatgtcta
atagtttctt
aacacatgct
cgtaaaattg
gaatcattca
ttcacgggtg
acatccaagg
aagaaataaa
ctcatcgagg
aatagcaaat
tggcegtgtce
ttagtgatag
gaaaggtaca
tgtgagtcat
gtgaaattct
cattaataaa

tgtaaactat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gccgacttge
agaaatcaaa
ttgacggaag
acttaccagg
ggtggtggtg
gaacgagacc
ttettagagg
tgccectaga
tggagctttt
tgtcgtgatg
gcaagtcatc

taccgattga

<210> 2
<211> 924
<212> ADN

gattgtcecgt
gtttttgggt
ggcaccacca
tccagacata
catggcegtt
tcagectact
gacatttegg
tgttectgggce
gcttctctat
gggctagatt
agcttgecatt

acggtcctat

<213> Schizochytrium sp.
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cgttgttttt
tcegggggga
ggagtggagc
gtaaggattg
cttagttggt
aaatagtggt
gtttacecgga
cgcacgcgcg
tattactttt
tttgcaatta
gattacgtcc

gaaatcttcg

tcaaaaaaga
gtatggtcgce
ctgcggetta
acagattgag
ggagtgattt
gcatattgtg
aggaagtttg
ctacaatgac
ccgagaggaa
ttaatctcca
ctgcectttg

gat

66

gacctgggca
aaggctgaaa
attcgactca
agctctttcet
gtectggttaa
agatatgtga
aggcaataac
agattcaaca
tggttaatct
acgaggaatt

tacacaccge

gcagcacatg
cttaaaggaa
acacgggaaa
tgattctatg
ttcegttaac
caaaaatcge
aggtctgtga
agtccggtag
tctaaatgtc
cctagtaaac

ccgtegeace

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1713



<400> 2
atcgaccaga

ctcaagtacc
catcacacct
gaggcccccc
ttcaacgtgc
cgcaccaccg
gagggctacg
gactacatga
gaaatcgtgce
atgaagacgg
gtgatcacga
atcggcaagg
gtegatatce

gagggcatcg

aggatgccta
cgatcgagca
tctacaacga
tcaaccccaa
cggccatgta
gcgcecgtget
cgcteeegea
tgaagatcct
gcgacatcaa
ccgecegagte
tcggcaacga
aggccgccgg
gcaaggacct

ccgegegect
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cgtaggggac
cggcategtg
gctgegegtg
ggcgaaccgc
cgtcaacatc
cgattcggga
cgeggtgetg
gacggagcgce
ggagaagctg
gtegtegcetg
gegectteege
cgtgcacgag
gtacgccaac

ggagaaggag

gaggcgcaga
accaactggg
gcgecccgagg
gagcgcatga
caggccgtgce
gatggcgtca
cgcategace
gggtactecgt
tgctacgtgg
gagaagagct
tgcececcgagg
accatgttcc
atecgtcatgt

atggtgtcac

gcaagegtgg
acgacatgga
agcaccccgt
cccagatcat
tgtcecctgta
cgcacaccgt
tggetggeeg
tcacgacgac
cgctcgactt
acgagctgcc
tgctctteca
agacgatcat
ccggtggete

tggcgeecte

tgtgctgacg
gaagatctgg
gctgctcacce
gttcgagacc
cgctteggge
gcccatctac
cgacctgace
cgccgagege
cgaccaggag
ggacggcaac
gccgtegttce
gaagtgcgac
caccatgtac

caccatgaag

atcaaggtgg tcgcgccccc cgagcgcaag tactcggtgt ggatcggcgg ctccatcctg

gcctegetet ccaccttcca gcaa

<210> 3
<211> 291
<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.
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<400>

Val Leu Thr

1

Asp

Val

Pro

Asn

65

Ala

Thr

Leu

Ile

Ile

145

Asp

Tyr

Asp

Ala

Lys

50

Val

Ser

His

Arg

Leu

130

Val

Gln

Glu

Met

Pro

35

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

115

Thr

Arg

Glu

Leu

Leu

Glu

20

Glu

Asn

Ala

Arg

vVal

100

Asp

Glu

Asp

Met

Pro
180

Lys

Lys

Glu

Met

Thr

85

Pro

Leu

Arg

Ile

Lys

165

Asp

Tyr

Ile

His

Glu

Tyr

70

Thr

Ile

Ala

Lys
150

Thr

Gly
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Pro

Trp

Pro

Arg

55

Val

Gly

Tyr

Gly

Tyr

135

Glu

Ala

Asn

Ile

His

Val

40

Met

Asn

Ala

Glu

Arg

120

Ser

Lys

Ala

Val

Glu

His

25

Leu

Thr

Ile

vVal

Gly

105

Asp

Phe

Leu

Glu

Ile
185

68

His

10

Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

90

Tyr

Leu

Thr

Cys

Ser

170

Thr

Phe

Thr

Ile

Ala

75

Asp

Ala

Thr

Thr

Tyr

155

Ser

Ile

Ile

Tyr

Glu

Met

60

Val

Ser

Leu

Asp

Thr

140

Val

Ser

Gly

Val

Asn

Ala

45

Phe

Leu

Gly

Pro

Tyr

125

Ala

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

30

Pro

Glu

Ser

Asp

His

110

Met

Glu

Leu

Glu

Glu
190

Asn

15

Leu

Leu

Thr

Leu

Gly

95

Ala

Met

Arg

Asp

Lys

175

Arg

Trp

Arg

Asn

Phe

Tyr

80

Vval

Val

Lys

Glu

Phe

160

Ser

Phe



Arg

Ala

Asp

225

Thr

Leu

Lys

Phe

<210> 4

<211> 918

Cys

Gly

210

Ile

Met

Ala

Tyr

Gln
290

<212> ADN

Pro

195

VvVal

Arg

Tyr

Pro

Ser

275

Gln

Glu

His

Lys

Glu

Ser

260

Vval

<213> Schizochytrium sp.

vVal

Glu

Asp

Gly

245

Thr

Trp
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Leu

Thr

Leu

230

Ile

Met

Ile

Phe

Met

215

Tyr

Ala

Lys

Gln

200

Phe

Ala

Ala

Ile

Gly
280

69

Pro

Gln

Asn

Arg

Lys

265

Ser

Ser

Thr

Ile

Leu

250

vVal

Ile

Phe

Ile

Val

235

Glu

Vval

Leu

Ile

Met

220

Met

Lys

Ala

Ala

Gly

205

Lys

Ser

Glu

Pro

Ser
285

Lys

Cys

Met

Pro
270

Leu

Glu

Asp

Gly

Vval

255

Glu

Ser

Ala

Vval

Ser

240

Ser

Arg

Thr



<400> 4
gatctgcage

ccgegegeca
tttggccage
tgggccaagg
cgcaaggagg
ggcggcacgg
gaccgcatca
gagccctaca
gtcctecgaca
acctacggeg
cgctteeegg
ccgcgectece

taccgcgeccec

tgegececgecg
atgtcgacca

tttgtcgagt

tggagcgceat
tcctecatgga
tctteegecece
gccactacac
cagagtcgtg
gctcecggtat
tgctgacctt
acgcgacgcet
acgaggcgct
acctcaacca
gccagctcaa
acttcttcat

tgaccgttcc
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caacgtgtac
cctggagece
agacaacttc
tgagggcgeg
cgactgcctg
gggcacgctt
ctccatcgtg
cteggtgeac
gtacgacatc
cctegtgtge
ctecggacctg
gatcggcttc

ggagctcacg

ttcaacgagg
ggtacgatgg
gtectteggge
gagcttatcg
cagggcttcc
ctcatcagca
ccctcgececa
cagctegtgg
tgcttcegea
gccgecatga
cgcaagctgg
tcgccectea

cagcaggcgt

ccacgggcgg
actctgtceg
agacgggcgce
actcggtgcet
agatcaccca
agatccgcga
aggtgtcgga
agaacgccga
ccttgaagcet
gcgggtgcac
ccgtcaacct
cctcgegtgg

ttgacgctaa

ccgetacgtg
cgecggeccee
cggtaacaac
cgacgtggtg
ctegetegge
ggagtacccc
caccgtcgtg
cgaggtcatg
caccacgccce
gtgctgectg
ggtgccettt
ctcgcagcag

gaacatgatg

acccgegeca cggecgctac ctgacggega cgacgectcett cegegggege

aggaggtgga cgagcagatg ctcaacatcc agaacaagaa ctcgtcgtac

ggatccce

70

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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<210> 5

<211> 307

<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.
<400> 5

Asp Asp Leu Gln Leu Glu Arg Ile Asn Val Tyr Phe Asn Glu Ala Thr
1 5 10 15

Gly Gly Arg Tyr Val Pro Arg Ala Ile Leu Met Asp Leu Glu Pro Gly
20 25 30

Thr Met Asp Ser Val Arg Ala Gly Pro Phe Gly Gln Leu Phe Arg Pro
35 40 45

Asp Asn Phe Val Phe Gly Gln Thr Gly Ala Gly Asn Asn Trp Ala Lys
50 55 60

Gly His Tyr Thr Glu Gly Ala Glu Leu Ile Asp Ser Val Leu Asp Val
65 70 75 80

Val Arg Lys Glu Ala Glu Ser Cys Asp Cys Leu Gln Gly Phe Gln Ile
85 90 95

Thr His Ser Leu Gly Gly Gly Thr Gly Ser Gly Met Gly Thr Leu Leu
100 105 110

Ile Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Pro Asp Arg Ile Met Leu Thr Phe
115 120 125

Ser Ile Val Pro Ser Pro Lys Val Ser Asp Thr Val Val Glu Pro Tyr
130 135 140

Asn Ala Thr Leu Ser Val His Gln Leu Val Glu Asn Ala Asp Glu Val
145 150 155 160

Met Val Leu Asp Asn Glu Ala Leu Tyr Asp Ile Cys Phe Arg Thr Leu
165 170 175

Lys Leu Thr Thr Pro Thr Tyr Gly Asp Leu Asn His Leu Val Cys Ala
180 185 190
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Ala

Ser

His

225

Gln

Ala

Thr

Glu

Trp
305

Met

Asp

210

Phe

Tyr

Lys

Ala

Gln

290

Ile

Ser

195

Leu

Phe

Arg

Asn

Thr

275

Met

Pro

Gly

Arg

Met

Ala

Met

260

Thr

Leu

Cys

Lys

Ile

Leu

245

Met

Leu

Asn

Thr

Leu

Gly

230

Thr

Cys

Phe

Ile
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Cys

Ala

215

Phe

Val

Ala

Arg

Gln
295

Cys

200

Val

Ser

Pro

Ala

Gly

280

Asn

72

Leu

Asn

Pro

Glu

Asp

265

Arg

Lys

Arg

Leu

Leu

Leu

250

Pro

Met

Asn

Phe

Val

Thr

235

Thr

Arg

Ser

Ser

Pro

Pro

220

Ser

Gln

His

Thr

Ser
300

Gly
205

Phe

Gln

Gly

Lys

285

Tyr

Gln

Pro

Ala

Arg

270

Glu

Phe

Leu

Arg

Ser

Phe

255

Tyr

Val

vVal

Asn

Leu

Gln

240

Asp

Leu

Asp

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Un aceite microbiano que comprende una fraccion de triglicéridos de al menos 70% en peso, en el que el
contenido en acido docosahexaenoico de la fraccion de triglicéridos es al menos 40% en peso, en el que el
contenido en acido docosapentaenoico n-6 de la fraccion de triglicéridos es de al menos 0,5% en peso a 6% en peso
y en el que

a) el contenido en acido docosahexaenoico de la fraccion de triglicéridos es al menos 50% en peso o
b) la relacidn de acido docosahexaenoico a acido docosapentaenoico n-6 es mayor que 6:1.

2. El aceite microbiano segun la reivindicacion 1, en el que el contenido en acido docosahexaenoico de la fraccion
de triglicéridos es al menos 50% en peso.

3. El aceite microbiano segun la reivindicacién 2, que comprende ademas un contenido en acido araquidénico de la
fraccion de triglicéridos de 1,5% o menos en peso.

4. El aceite microbiano segun la reivindicacion 1, en el que la relacién de acido docosahexaenoico a acido
docosapentaenoico n-6 es mayor que 6:1.

5. El aceite microbiano de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que al menos 20% de los triglicéridos
en la fraccioén de triglicéridos contiene acido docosahexaenoico en dos posiciones en el triglicérido seleccionadas de
dos cualesquiera de las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3.

6. El aceite microbiano de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que al menos 5% de los triglicéridos en
la fraccion de triglicéridos contiene acido docosahexaenoico en las tres de las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3 en el
triglicérido.

7. El aceite microbiano de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas 5% en peso o
menos de acido heptadecanoico.

8. El aceite microbiano de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas 10% en peso o
menos de acido eicosapentaenoico.

9. El aceite microbiano de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el aceite es un aceite bruto
extraido de una biomasa de un microorganismo sin tratamiento adicional o un aceite refinado obtenido por
tratamiento de un aceite microbiano bruto con etapas de tratamiento adicionales seleccionadas de refinado,
blanqueo y desodorizacion.

10. El aceite microbiano segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el aceite es un aceite de
traustoquitrido.

11. Un producto alimenticio, cosmético o composicion farmacéutica para animales o seres humanos, que comprende
el aceite microbiano de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. El producto alimenticio segun la reivindicacion 11, en el que el producto alimenticio es una férmula infantil.

13. El producto alimenticio segun la reivindicacién 12, en el que la formula infantii es adecuada para bebés
prematuros.

14. Una férmula infantil que comprende el aceite de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, junto con un
aceite fisicamente refinado procedente de un microorganismo que produce acido araquidonico.

15. Una férmula infantil segun la reivindicacion 14, en la que el microorganismo es Mortierella alpina o Mortierella
sect. schmuckeri.

16. Una formula infantil enriquecida con el aceite de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, junto con un
aceite rico en acido araquidénico.

17. El producto alimenticio segun la reivindicacion 11, en el que el producto alimenticio es leche, una bebida, una
bebida terapéutica, una bebida nutricional o una combinacion de las mismas.

18. El producto alimenticio segun la reivindicacion 11, en el que el producto alimenticio es un aditivo para alimento
para animales o seres humanos.

19. El producto alimenticio segun la reivindicacion 11, en el que el producto alimenticio es un suplemento nutricional.
20. El producto alimenticio segun la reivindicacion 11, en el que el producto alimenticio es un pienso animal.

21. El pienso animal segun la reivindicacion 20, en el que el pienso animal es un pienso para acuicultura o en el que
73
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el pienso animal es un pienso para animales domésticos, un pienso para animales de zooldgico, un pienso para
animales de trabajo, un pienso para ganado o una combinacion de los mismos.
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