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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE DHA

DESCRIPCION

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un cultivo y a un proceso para la produccion de DHA
mediante el cultivo de un alga de la clase de los Laberintulidos (conocido también como

Labirinthulomicetes).

Antecedentes de la invencion

El acido Docosahexaenoico (DHA) es un acido graso omega 3 abundante, entre otros, en
peces y algas, y su consumo se ha relacionado con un menor riesgo de padecer Alzheimer
o enfermedades coronarias. Se ha demostrado que el DHA es esencial para el
mantenimiento del desarrollo normal de la retina asi como de la funcion de esta. También
hay pruebas de la importancia en el desarrollo neuronal. De hecho, las membranas de las
neuronas humanas, contienen un 40 % de DHA. También se conoce como acido cervonico y
su nombre IUPAC es acido (42,72,102,13Z,16Z,19Z)-docosa-4,7,10,13,16,19-hexaendico.
El descubrimiento de su produccion mediante fermentacién constituye una alternativa
interesante. Existe por tanto un interés por el disefio de medios de cultivo cada vez mas
eficientes y procesos de fermentacion optimizados. Una de las clases mas estudiadas ha
sido la de los Laberintulidos (conocido también como Labirinthulomicetes). Aunque se han
estudiado algunas variantes, el cultivo utilizado viene siendo el mismo desde hace ya
muchos afos, y sus componentes principales lo constituyen una fuente de carbono, una
fuente de nitrogeno, NaCl, diversas vitaminas, vitaminas del grupo B y sales de diversos
metales como el magnesio, el calcio y el potasio. La fuente de nitrégeno suele ser un
extracto de levadura (YE), complementada por una fuente secundaria de nitrogeno (SN,),
como la peptona o la triptona, en la que la YE y la SN, se afiaden en cantidades similares.
En Chi et al. (Z. Chi, Y. Liu, C. Frear, S. Chen, Study of a two-stage growth of DHA-
producing marine algae Schizochytrium limacinum SR21 with shifting dissolved oxygen
level., Appl. Microbiol. Biotechnol. 81, 1141-8 (2009)) se describe el cultivo de A. limacinum
en fed-batch variando la concentracién de oxigeno y utilizando un cultivo inicial que contiene
proporciones glucosa:YE:peptona de 10:2:2 en agua marina artificial compuesta por, entre
otros, 18 g/L de NaCl, 2,44 g/L de MgSO, -7H,0, 0,6 g/L de KCI, 1,0 g/L de NaNO3, 0,3 g/L
de CaCl, -2H,0, 0,05 g/L de KH,PO,, 1,0 g/L de Tris buffer, 0,027 g/L de NH,Cl, y 15,0 x 10°
8 g/L de vitamina B12. Ver también US 7,989,195.
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En Pyle et al. (D. J. Pyle, R. a Garcia, Z. Wen, Producing docosahexaenoic acid (DHA)-rich
algae from biodiesel-derived crude glycerol: effects of impurities on DHA production and
algal biomass composition, J. Agric. Food Chem. 56, 3933-9 (2008)) se utilizé un cultivo
similar con una combinacion de glucosa:YE:peptona (10:1:1) en agua marina artificial
compuesta por, entre otros, 18 g/L de NaCl, 2,44 g/L de MgSO, -7H,;0, 0,6 g/L de KClI, 1,0
g/L de NaNOs, 0,3 g/L de CaCl, -2H,0, 0,05 g/L de KH,POy,, 1,0 g/L de Tris buffer, 0,027 g/L
de NH,CI, y 15,0 x 108 g/L de vitamina B12. Tras el estudio de diversas fuentes de carbono,
Pyle et al. llegan a la conclusién de que el uso de glicerol reciclado no presentaba grandes
diferencias frente a la glucosa.

En Huang et al. (T. Y. Huang, W. C. Lu, I. M. Chu, A fermentation strategy for producing
docosahexaenoic acid in Aurantiochytrium limacinum SR21 and increasing C22:6
proportions in total fatty acid, Bioresour. Technol. 123, 8-14 (2012)) se estudi6 la relacion
entre la fuente de carbono y las fuentes de nitrégeno, llegando a la conclusion de que el
cultivo que optimiza la produccion de DHA contiene como fuentes de carbono y de nitrégeno
una mezcla de 100 g/L de glicerol, 40 g/L de extracto de levadura (YE) y 40 g/L de peptona,
el decir, en proporciones 10:4:4. El rendimiento obtenido fue equivalente a 0,69 g biomasal/g
de glicerol.

En Rosa et al. (Rosa SM, Soria MA, Vélez CG, Galvagno MA. Improvement of a two-stage
fermentation process for docosahexaenoic acid production by Aurantiochytrium limacinum
SR21 applying statistical experimental designs and data analysis. Bioresource Technology
101:2367-74 (2010)) se propone un sistema en 4 fases, en donde los dos parametros
fundamentales son la cantidad de indculo y unas proporciones C:N de 55:1, en donde se
propone el licor de maiz fermentado (CSL) como fuente de nitrdgeno en sustitucion de YE.
Los rendimientos maximos de DHA son de 100 mg/L con tasas de crecimiento maximas de
0,11 h™". Obtienen un enriquecimiento de DHA en el total de los lipidos, pero se pierde gran
cantidad de biomasa al avanzar por las diferentes fases, limitando su utilidad.

En Ganuza et al. (E. Ganuza, M. S. Izquierdo, Lipid accumulation in Schizochytrium G13/2S
produced in continuous culture, Appl. Microbiol. Biotechnol. 76, 985-990 (2007)) se ha
estudiado la estrategia de cultivo continuo para la cepa Schizochytrium G13/2S con
proporciones glucosa:YE:peptona de 10:1,25:2 en agua marina artificial compuesta por,
entre otros, 12,5 g/L de NaCl, 2,5 g/L de MgSO, -7H,0, 0,5 g/L de KCl, 0,1 g/L de CaCl,, 0,5
g/L de KH;PO,. El género Aurantiochytrium también se denominaba en el pasado
Schizochytrium.

Existe por lo tanto un interés permanente en mejorar la eficiencia de los procesos de

fermentacion dirigidos a producir DHA.
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Breve Descripcion de la Invencion

La presente invencion proporciona un medio que incrementa la productividad general, facilita
las operaciones y reduce el coste del proceso de obtencion del DHA. Concretamente,
incrementa un 53% la produccion de DHA y un 38% la de biomasa respecto a tecnologias
anteriores. Al mismo tiempo, el medio de cultivo utilizado es un 30% mas econdémico.

Un primer aspecto de la invencién es por tanto un cultivo para la producciéon de DHA (el
cultivo de la invencién) que comprende al menos un alga productora de DHA de la clase de
los Laberintulidos , al menos una fuente de carbono, al menos un extracto de levadura y una
o mas fuentes secundarias de nitrdgeno seleccionadas del grupo que consiste en triptona,
licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado porque la proporcion
entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro
de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta
comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la concentracion del extracto de
levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracién de la fuente de carbono en gramos
por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en donde la proporcidon entre la
concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo
y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo esta comprendida
entre 0,007 y 0,6.

El Rendimiento de biomasa producido respecto a cantidad de fuente de carbono inicial, es
mayor, asi como los rendimientos de DHA y biomasa. Por ejemplo, Huang et al., comentado
anteriormente, obtiene 0,69 g de biomasa por g de fuente de carbono, pero proporciones
glicerol:YE:peptona de 10:4:4. Los inventores han descubierto que una variacién entre la
cantidad de las distintas fuentes de nitrdgeno conduce a rendimientos sorprendentemente
altos de hasta 0,8 g de biomasa por g de fuente de carbono. Es decir, un mayor rendimiento
con una menor cantidad de fuentes de nitrégeno.

Un aspecto adicional de la invencién es por tanto un procedimiento para la produccién de
DHA que comprende cultivar el cultivo de la invencion. Un aspecto adicional se refiere al uso
del cultivo de la invencién para la produccion de DHA.

Un aspecto adicional de la invencion es un procedimiento para la preparacion del cultivo de
la invencion que comprende mezclar los componentes en las cantidades indicadas.

A continuacion se describen en detalle aspectos y realizaciones adicionales de la invencion.

Descripcion de la invencion

Definiciones
En la presente invencion la indicacién de una concentracion en “g/L” debe entenderse en su

sentido habitual de gramos del componente dado por cada litro de cultivo. La indicacion de
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una concentracién “mM” se debe entender como milimoles de la especie en cuestion por

cada litro de cultivo.

Cultivo

El medio de cultivo desarrollado para la presente invencion, ademas de proporcionar
mayores productividades, es mucho mas sencillo que los descritos hasta el momento. Por
ejemplo, es posible esterilizar todos los componentes de forma simultanea, algo que
simplifica mucho las operaciones. Asi, el medio de cultivo puede opcionalmente no
comprender al menos uno de los compuestos que se seleccionan del grupo que consiste en
KCI, NaNO; y Vitamina B12, y NH,CI. Estos componentes han venido formando parte de los
cultivos utilizados para la familia de los Laberintulidos, y se han considerado que tienen un
efecto positivo en las productividades, tal y como se describe, por ejemplo, en el documento
de Chi et al discutido arriba. Los inventores han encontrado ahora que sin embargo se
puede prescindir de su uso sin afectar a la productividad, simplificando el cultivo y
haciéndolo mas practico para su aplicacion industrial.

Ademas, se ha encontrado que otros componentes pueden estar presentes en cantidades
sorprendentemente bajas sin afectar a la eficiencia del proceso. Asi, el cultivo de la
invencion puede incluir una fuente de cation calcio, por ejemplo, en forma de CaCl,, aunque
el experto en la materia puede buscar sales alternativas de calcio adecuadas para el cultivo
de la invencion. Sin embargo, en contra de los niveles establecidos hasta el momento,
opcionalmente el cultivo comprende CaCl, en una concentracion de entre 0,01 y 1,00 g/L.
Otros rangos alternativos de concentracién de CaCl, son entre 0,05y 0,70 g/L, entre 0,10 y
0,40 g/L, preferiblemente entre 0,15 y 0,30 g/L. El cultivo de la invencion también incluye
opcionalmente una fuente de anién sulfato, cuya concentracion no es critica, y su fuente
suele encontrarse en la fuente de nitrégeno, pero puede aportarse por medio de la adicién
de otras sales como el MgSO,. Por ejemplo, el cultivo de la invencion puede comprender
una fuente de cation magnesio, por ejemplo MgSO,, en una concentracion de MgSO,
comprendida entre 0,01 y 0,30 g/L, preferiblemente entre 0,05 y 0,20 g/L. Por ejemplo, la
concentracion de MgSO, esta comprendida entre 0,01 y 0,20 g/L y la concentraciéon de
CaCl; esta comprendida entre 0,10 y 0,20 g/L. Alternativamente, la concentracion de MgSQO,
esta comprendida entre 0,01 y 0,20 g/L, la concentracion de CaCl, esta comprendida entre
0,10 y 0,20 g/L, y el cultivo esta sustancialmente libre de KCI. En general se prefiere que la
concentracion de MgSO, en el cultivo de la invencién sea menor de 1 g/L. En general se
prefiere que la concentracién de CaCl, en el cultivo de la invencion sea menor de 0,25 g/L.
Mas aun, los inventores han determinado que la combinacion de una concentracién éptima

de CaCl, en ausencia de KCI proporciona resultados mejorados. Asi, se prefiere que la
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concentracion de CaCl, se encuentre entre 0,15y 0,30 g/L al tiempo que la concentracion de
KCl es de 0 g/L.

Las fuentes de carbono que admite el cultivo de la invencién son las habituales para los
quimioorganotrofos, y en particular para la familia de los Laberintulidos. Los hidratos de
carbono se consideran la fuente de carbono y energia mas habitual, y algunos ejemplos no
limitativos se seleccionan del grupo que consiste en hexosas (por ejemplo, glucosa fructosa
o galactosa), pentosas (por ejemplo, arabinosa, xilosa, raminosa), disacaridos (por ejemplo,
lactosa, sacarosa, maltosa), trisacaridos como la farinosa, polisacaridos (por ejemplo,
almidén o glucdgenos), alcoholes tales como el glicerol, sorbitol o el manitol, glucésidos (por
ejemplo, salicina, y esculina) o mezclas de los mismos. La fuente de carbono puede ser una
determinada por el experto en la materia, dependiendo de los materiales de partida
disponibles en cada caso. Tipicamente la fuente de carbono es glicerol, preferiblemente
glicerol de reciclo, por ejemplo, derivado de la produccion de biodiesel. Dicho glicerol puede
ser opcionalmente pre-tratado ajustando su pH a 5,0-7,5 para hidrolizar posibles jabones
presentes y que éstos precipiten. Este pre-tratamiento se describe en los documentos de
Chi o Pyle comentados arriba.

El cultivo de la presente invencion se puede aplicar a las algas de la familia de los
Laberintulidos con capacidad de sintetizar DHA. Por ejemplo, se puede aplicar en algas del
género Aurantiochytrium, por ejemplo, un alga que selecciona del grupo que consiste en
Aurantiochytrium limacinum, Aurantiochytrium mangrovei y mezclas de las mismas. Por
ejemplo, se aplica a las Aurantiochytrium limacinum SR21 (I. Bonilla, M. Garcia-Gonzalez, P.
Mateo, Boron requirement in cyanobacteria: its possible role in the early evolution of
photosynthetic organisms., Plant Physiol. 94, 1554—60 (1990)). También se puede aplicar a
las algas pertenecen a las especies que se seleccionan del grupo que consiste en
Sicyoidochytrium minutum, Botryochytrium radiatum (por ejemplo la cepa NBRC104107) y
Ulkenia amoeboide (por ejemplo la cepa NBRC 104106).

El cultivo de la presente invencién puede incluir un "buffer" para controlar las alteraciones de
pH producidas por la actividad de los microorganismos. La utilizacion de una sal de fosfato,
preferiblemente KH,PO, — NaOH, permite alcanzar concentraciones elevadas de biomasa.
No se han apreciado diferencias significativas entre la generacion de biomasa y produccion
DHA a diferentes valores de pH, y el cultivo de la invencién tiene normalmente un pH de
entre 5y 7,5. Preferiblemente, el pH es aproximadamente 6,5 cuando se utiliza el KH,PO, -
NaOH como buffer, el cual permite alcanzar valores elevados de biomasa.

El cultivo de la invencién contiene suficiente NaCl como para reproducir las salinidades del
ecosistema natural en el que se encuentran las algas. El cultivo de la invencion admite

variaciones de entre 1y 60 g/L, Por ejemplo entre 10 y 30 g/L.



10

15

20

25

30

35

ES 2617081 Bl

El cultivo de la presente invencion incluye por tanto una fuente de nitrdgeno que comprende
extracto de levadura (YE) y una fuente secundaria de nitrégeno (SN.;) en proporciones
especificas.

Dicha fuente secundaria de nitrégeno es tipicamente triptona, preferiblemente de caseina.
Puede conseguirse en forma de polvo soluble en agua procedente de digestién enzimatica
de caseina y contiene diversas fuentes de nitrégeno (por ejemplo, aminoacidos o péptidos).
El cultivo de la presente invencién admite un amplio rango de variabilidad en el contenido y
cantidades de nitrogeno presente en la triptona, y el experto puede elegir entre distintos
disponibles comercialmente. Por ejemplo, el contenido de nitrogeno en la triptona oscila
entre el 5% y 50%, por ejemplo entre el 7 % y el 20 %, preferiblemente entre el 10% vy el
14% con respecto al peso total de la triptona.

La fuente secundaria de nitrégeno también puede estar compuesta por licor de maiz
fermentado, peptona o casaminoacido, todos ellos comercialmente disponibles con
contenidos en nitrogeno como los indicados para la triptona. Las peptonas son productos de
la hidrdlisis acida o enzimatica de proteinas de origen animal o vegetal (carne, soja, caseina,
gelatina, harina de maiz y girasol). Los productos de hidrélisis pueden tener longitud
variable, desde aminoacidos, hasta dipéptidos, tripéptidos, polipéptidos, albumosas,
proteosas. Los casaminoacidos son una mezcla de aminoacidos y pequefios péptidos
obtenidos de la hidrdlisis acida de la caseina, y se diferencian de la triptona en que
predominantemente contienen aminoacidos libres. El licor de maiz fermentado (CSL en sus
siglas en inglés) es un subproducto de la molienda del maiz que se utiliza como fuente de
nitrégeno.

Los extractos de levadura son mezclas complejas de nutrientes. El cultivo de la presente
invencion admite diferentes fuentes/origenes, y el proceso es robusto a variaciones. Los
extractos de levadura suelen presentarse como un polvo soluble en agua procedente de
autolisis de levaduras que contiene esencialmente fuentes de nitrégeno (aminoacidos y
péptidos), asi como otros componentes como vitaminas o carbohidratos. Por ejemplo, el
contenido de nitrdgeno en el extracto de levadura oscila entre el 5% y 50%, por ejemplo
entre el 7 % y el 20 %, preferiblemente entre el 9% y el 12% con respecto al peso total del
extracto de levadura. Los extractos de levadura aportan ademas oligoelementos tales como
por ejemplo factores de crecimiento, vitaminas como la tiamina, la riboflavina y la biotina. El
contenido en nitrdgeno se calcula de acuerdo con la cuantificacién que proporciona el
proveedor en cada caso o se puede calcular siguiendo el método de Kjeldahl (STM E258 -
07(2015)).
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El cultivo de la presente invencion permite rendimientos sorprendentemente altos gracias al
control preciso de la proporcion de las diferentes fuentes de nitrogeno frente a la fuente de
carbono y entre si, concretamente aquellas en las que [SN,)/[C] = 0,005-0,4, [YE]J/[C] =
0,008-1 y [SNJ/[YE] = 0,007-0,6, en claro contraste con los cultivos utilizados anteriormente,
en los que bien se utiliza una unica fuente de nitrégeno o bien se utilizan dos que se
encuentran en las mismas proporciones; a veces incluso en donde la cantidad de fuente de
nitrégeno secundaria es mayor que la cantidad de extracto de levadura. Asi, se prefiere que
la proporcion [YE)/[C] esté comprendida entre 0,08 y 0,4 al tiempo que la proporcion
[SN2J/[C] sea de entre 0,01 y 0,1, por ejemplo, que dichas proporciones sean de entre 0,1 y
0,3 y de entre 0,02 y 0,08, respectivamente. Al contrario que en los cultivos descritos hasta
el momento, en donde la relacion entre el extracto de levadura y una fuente secundaria de
nitrdgeno no tenia importancia, los inventores también han encontrado que el control de las
proporciones entre ambos tiene un impacto sorprendente en la productividad del proceso.
Asi, la proporcién entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno en
gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de
cultivo ([SN2J/[YE]) puede también estar comprendida entre 0,05 y 0,7, también entre 0,08 y
0,5, mas preferiblemente entre 0,09 y 0,3. Los mejores resultados se han obtenido con las
proporciones [SN,]/[C]=0,04 y [YE]/[C]=0,23, de acuerdo la siguiente ecuacion:

Fuente N (g) = (2,3g Extracto levadura*[C]/10) + (0,49 SN,*[C]/10)

En donde dicha fuente secundaria de nitrégeno es preferiblemente triptona.

La optimizacién de la composicién de la presente invencion permite prescindir de fuentes de
cation cobalto y del H3;BO3, simplificando ain mas su produccién, y reduciendo el riesgo que
conlleva la manipulacion de estos compuestos y haciendo el proceso mas econdémico, asi
como evitando la proliferacion de especies contaminantes que dependen del catién cobalto
para su supervivencia.

Se prefiere que el cultivo de la invencion comprenda Glutamato, por ejemplo glutamato
monosodico. A medida que se aumenta la concentracién de glutamato en el medio de cultivo
se observa una mayor produccion y acumulacion de pigmentos, tal y como se discute con
mayor detalle mas adelante. El cultivo de la presente invencion puede comprender por tanto
una concentracion de glutamato mayor de 6 mM o mayor de 18 mM, preferiblemente entre 6
mM y 500 mM. Por ejemplo, la concentracion de glutamato sédico puede ser de entre 1 g/L
y 20 g/L, mas preferiblemente entre 2 y 15 g/L. Los mejores resultados se han obtenido con
concentraciones superiores a 6 g/L. Los pigmentos obtenidos son tipicamente tetraterpenos
(por ejemplo carotenos y xantofilas), y se pueden utilizar en diversas aplicaciones, como por

ejemplo, antioxidante o colorante en diversas industrias como la farmacéutica, alimentaria,
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pintura. Incluso es posible utilizar el DHA y los pigmentos como un unico producto. Los

pigmentos protegen el DHA gracias a sus propiedades antioxidantes.

Proceso

El cultivo de la presente invencion se puede aplicar a procesos en régimen discontinuo
(batch), discontinuo alimentado (fed-batch) y en continuo, independientemente de que se
utilice una, dos o mas fases, y puede depender del material y productos de partida
disponibles. Los mejores resultados se han obtenido con procesos continuos debido a la
facilidad de procesado y a la posibilidad de tratar menores volumenes. El proceso continuo
facilita ademas el escalado de factores como la aeracién y la agitacion.

Se prefiere que el proceso de la invencidon sea continuo con dos o mas fases. En la primera
fase se aplican condiciones que optimizan la produccion de biomasa, es decir, del nimero
de células. En la segunda se establecen las mejores condiciones para estimular la
produccion de DHA. Normalmente el proceso tiene lugar en tanques, aunque otros medios
disponibles también son apropiados. Tanto la primera como la segunda fase pueden tener
lugar en uno o mas tanques, de acuerdo con las condiciones que se buscan y el tamafio de
reactores disponible.

Por tanto, en el primer tanque es ventajoso buscar condiciones que garanticen una tasa de
crecimiento tan alta como sea posible, a fin de ofrecer la maxima produccion de biomasa.
Esta estrategia puede comprender una o mas de las siguientes condiciones:

» Las concentraciones de la fuente de carbono son tipicamente de entre 10g/L y 100
g/L. la eleccion apropiada de la cantidad de fuente de nitrégeno ha permitido en este
caso utilizar cantidades de fuente de carbono particularmente bajas, mejorando aun
mas la eficiencia del proceso. Preferiblemente se utilizan concentraciones de fuente
de carbono de 40-60 g/L, preferiblemente glicerol reciclado.

= Concentraciones de las diferentes fuentes de nitrégeno de modo que las
proporciones frente a la fuente de carbono y entre si, sean las proporciones
inventivas discutidas anteriormente: [SN,)J/[C] = 0,005-0,4, [YE}/[C] = 0,008-1 y
[SN.)/[YE] = 0,007-0,6

= Una temperatura de 15-35°C, preferiblemente 15-30°C, alternativamente entre 20-
35°C, mas preferiblemente entre 25-28°C, para estimular la produccion de biomasa
frente a DHA.

» La agitacion debe ser suficiente como para garantizar una buena disponibilidad de
oxigeno, y puede depender de diversos factores como, por ejemplo, la escala del
reactor, que el experto en la materia puede ajustar. Valores tipicos en esta primera

etapa son de entre 400 rpm y 800 rpm, por ejemplo entre 550 rpm y 700 rpm
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= La aireaciéon debe ser lo suficientemente elevada como para alcanzar una buena
produccién de biomasa sin provocar todavia excesiva produccion de DHA. Valores
tipico se encuentran entre 1y 5 L/min, preferiblemente entre 2 y 4 L/min.

= Volumen del reactor: El volumen del primer reactor puede estar comprendido entre
un 5% y un 25%, preferiblemente entre el 10% y el 20% del volumen total del
sistema.

= Conviene que la tasa de dilucién sea tan alta como sea posible, para establecer una
elevada tasa de crecimiento. Esto repercutira en la productividad final de DHA. Se
puede trabajar entre: 0,0211 a 0,070 h'. La Optima seria entre 0,050 y 0,060 h.

Por lo tanto, todas las condiciones estan encaminadas a maximizar la produccion de
biomasa, y el experto en la materia puede aplicar distintas variaciones dependiendo de las
circunstancias de cada caso.

En la segunda fase se busca la maxima produccién de DHA, aumentando su contenido en
las células que se han producido en la primera fase. Para ello se busca un tiempo de
residencia adecuado para acumular cantidades significativas de DHA. Esto se puede
conseguir, por ejemplo, reduciendo la tasa de dilucién e incrementando asi el volumen en la
segunda fase, lo cual se puede hacer en un unico tanque si es suficientemente grande, o en
varios tanques. De esta forma se provoca una mayor residencia de las células en esta fase.
La dilucion en esta segunda fase se establece preferentemente entre 0,0001h™ y 0,0100h™",
preferiblemente entre 0,001h™ y 0,010h™". EI volumen total en el o los tanques de esta
segunda fase esta pues preferiblemente comprendido entre el 75% y el 95%,
preferiblemente entre el 80% y 90%, del volumen total del sistema. Condiciones que
tipicamente estimulan la produccién de DHA son una o mas de las siguientes:

* Modulacién de la concentracion de la fuente de carbono. Los inventores han
encontrado que una concentracion de glicerol menor que en la primera etapa, por
ejemplo de entre 0,1 y 8 g/L, estimula de forma sorprendente la acumulacion de
acidos grasos, un efecto que hasta el momento no se habia observado en la
literatura. Asi, por ejemplo, se comprobé que al finalizar un cultivo, la adicion de una
pequefa cantidad de glicerol (hasta los 5g/l) aumento el rendimiento un 30%.

= Esta reduccion en la concentracion de la fuente de carbono puede venir acompanada
de una menor temperatura a la utilizada en la primera fase, por ejemplo entre 10-
20°C. En WO 2004/083442 se describe un proceso de fermentacion en dos etapas
en donde la segunda etapa comprende bajar la temperatura a 10°C, pero no se
describe el efecto de la reduccion de la concentracion de la fuente de carbono.

= Una menor agitacion, por ejemplo, entre 200 rpm y 500 rpm, o superior a 350 rpm

para garantizar una buena disponibilidad de oxigeno.
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» Una menor aireacion, por ejemplo entre 0,1 y 1 g/min para estimular la produccion de
DHA de forma casi exclusiva.
= Concentracién nula o despreciable de la fuente de nitrégeno.
= Al mismo tiempo, las condiciones de esta segunda fase pueden ser tales que
provocan el estrés necesario como para provocar la generacion de pigmentos en
presencia de las cantidades adecuadas de glutamato. Estas condiciones implican por
lo general baja disponibilidad de oxigeno y de temperaturas bajas.
Por tanto, los investigadores han encontrado que la combinacibn de una primera
temperatura mas elevada en la primera fase con una temperatura menor en la segunda,
eleva la eficiencia en la produccion de DHA de una forma sorprendente. En el estado de la
técnica ya se habia observado que una menor temperatura favorece la produccion de DHA
(Y. Taoka et al., Effects of cold shock treatment on total lipid content and fatty acid
composition of Aurantiochytrium limacinum strain mh0186., J. Oleo Sci. 60, 217—-20 (2011)).
No obstante, el crecimiento de la biomasa resulté ser tan bajo, que la productividad final
hacia el proceso inviable para la escala industrial. Se intentd por otro lado un choque
térmico, es decir, almacenar la biomasa a temperaturas bajas después de una fermentacién
a mayor temperatura, sin obtener un incremento en la cantidad de DHA producido.
Por otro lado, la presencia en bajas concentraciones de la fuente de carbono en la segunda
fase (bien porque se adiciona o porque proviene de la primera fase) permite que los
rendimientos de DHA aumenten alrededor de entre un 5% y un 15%. El proceso de la
invencion puede comprender una tercera fase en la que se almacena el cultivo a
temperaturas menores de 10°C, preferiblemente menores de 7°C, en presencia de glicerol.
Como ocurre con la temperatura, en el caso del oxigeno las condiciones para una mejor
produccion de DHA y biomasa, no convergen. Muchos trabajos, han identificado que cuando
la disponibilidad de oxigeno se baja, aumenta la concentracién de DHA. Por ejemplo, en la
primera fase la concentracién de oxigeno disuelto, puede ser tan alta como sea posible, por
ejemplo puede estar entre el 2 y el 70%, preferiblemente a mas del 20%, mientras que
puede bajar a menos del 2% durante la segunda fase.
Hay que afadir que si se combinan temperaturas de 15°C o menores, asi como una baja
disponibilidad de oxigeno, por ejemplo de entre un 0,5 y el 20 %, preferiblemente entre el 1y
el 10 %, se generan los pigmentos con capacidad antioxidante anteriormente mencionados.
Este fendmeno es importante, pues protege los DHA en el momento de la extraccién. Por
tanto, el proceso de la invencion puede ser un proceso continuo en donde la primera fase
tiene lugar a una temperatura y concentracion de oxigeno mayores que en segunda fase, y
la segunda fase tiene lugar en presencia de una concentracion de glutamato mayor de 10

mM. Alternativamente, la primera fase tiene lugar a una temperatura de entre 20°C y 35°C,
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en presencia de una concentracion de oxigeno de mas del 20%, y la segunda fase a una
temperatura menor de 20°C, en presencia de una concentracién de oxigeno menor del 20%
y una concentracion de glutamato mayor de 10 mM.

Preferiblemente, el procedimiento de la invencién comprende una etapa que comprende

extraer las moléculas organicas resultantes.

Aplicaciones
El DHA tiene importantes aplicaciones industriales en las industrias de la alimentacién y de

la salud. Por tanto, el producto puro (o con un nivel de pureza adecuado) de DHA u otros
lipidos tienen valor. Uno de los problemas que presenta la preparacion del DHA con la
pureza requerida, son los procesos de oxidacion que degradan el producto. Como se
comenta mas arriba, los inventores han encontrado ahora que bajo las condiciones
adecuadas la produccion de DHA puede ir acompafiada de la produccion de pigmentos, los
cuales tienen propiedades antioxidantes y actuan como un protector del DHA. La elevada
produccion de pigmentos alcanzada mediante el uso del cultivo de la invencién y/o de los
procedimientos de fermentacién aqui descritos, hacen del producto de fermentacién de la
invencion una mezcla unica con unas propiedades caracteristicas que permite obtener DHA
con menores niveles de oxidacion y hace su manipulacion mas sencilla. Es por tanto un
aspecto adicional de la invencién un producto de fermentaciéon que comprende al menos un
alga de la clase de los Laberintulidos , DHA y un pigmento, preferiblemente un tetraterpeno.
Esta mezcla compleja tiene unas caracteristicas unicas y se puede describir como el
producto de fermentacion que comprende al menos un alga de la clase de los Laberintulidos
, DHA y al menos un pigmento, preferiblemente un tetraterpeno, en donde dicho producto de
fermentacion es obtenible por un procedimiento que comprende cultivar un cultivo que
comprende al menos un alga productora de DHA de la clase de los Laberintulidos :

(i) durante una primera fase en presencia de al menos una fuente de carbono, al menos un
extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrdgeno seleccionadas del grupo
que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion en el cultivo entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias
de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en
gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la
concentracién del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la
fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en
donde la proporcion entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno

en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro
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de cultivo estd comprendida entre 0,007 y 0,6; a una temperatura mayor de 20°C y una
concentracion de oxigeno mayor del 20%; y

(i) durante una segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia de una
concentracion menor de oxigeno del 20% y una concentracion de glutamato mayor de 10
mM.

Preferiblemente, el producto de fermentacion tiene una concentracion de dichos pigmentos,
como por ejemplo Astaxantina, superior a 20 pug de pigmento por g de biomasa,
preferiblemente mayor de 30 pg de pigmento por g de biomasa. Tipicamente, la
concentracién del pigmento se encuentran entre 20 y 300 pg de pigmento por g de biomasa.
Estas elevadas concentraciones de pigmento se obtienen directamente del proceso de
fermentacion sin necesidad de adicion externa, y cuyas propiedades antioxidantes durante
el proceso de fermentacion y la posterior manipulacion, permiten obtener mas facilmente un
DHA de mayor pureza. Estas composiciones que comprende DHA y al menos un pigmento,
preferiblemente un tetraterpeno, en concentraciones superiores a 20 ug de pigmento por g
de biomasa constituyen también un aspecto de la presente invencion, como también lo es
una composicion que comprende DHA y al menos un pigmento, preferiblemente un
tetraterpeno, en donde dicha composicion es obtenible por un procedimiento que comprende
cultivar un cultivo que comprende al menos un alga productora de DHA de la clase de los
Laberintulidos:

(i) durante una primera fase en presencia de al menos una fuente de carbono, al menos un
extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo
que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion en el cultivo entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias
de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en
gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la
concentracién del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la
fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en
donde la proporcion entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro
de cultivo estd comprendida entre 0,007 y 0,6; a una temperatura mayor de 20°C y una
concentracion de oxigeno mayor del 20%;

(i) durante una segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia de una
concentracion de oxigeno menor del 20% y una concentracion de glutamato mayor de 10
mM;

(iii) extraer de la biomasa resultante al menos los lipidos y pigmentos resultantes.
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Por otra parte, la invencién no esta limitada a las realizaciones concretas que se han
descrito sino abarca también, por ejemplo, las variantes que pueden ser realizadas por el
experto medio en la materia (por ejemplo, en cuanto a la eleccion de materiales,
dimensiones, componentes, configuracion, etc.), dentro de lo que se desprende de las

reivindicaciones.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos muestran la eficacia y las mejoras de un cultivo de acuerdo con la

presente invencion frente a un cultivo preparado de acuerdo con el estado de la técnica
(Medio estandar). Los cultivos se prepararon de acuerdo con las composiciones indicadas

abajo en la Tabla 1.

Componente Concentracion Componente Concentracion

KH,PO, 0.85g/L Na,EDTA-2H,0 0.20 mM
NaOH 0.14 g/L H3BO3 1mM
NaCl 18 g/L MnSO,4-H,0O 0.097 mM
CaCl, 0.19g/L ZnS0O,-7H,0 7 UM
MgSO, 0.1g/L FeSO,-7H,0 0.83 mg/L

Extracto de levadura 2.3-(C/10)
Triptona 0.4-(C/10) Medio de la

Fuente de carbono | Valorde Centre 10 [ presente invencidn
g/Ly 100 g/L

Componente Concentracion Componente Concentracion
Tris 1g/L Na,EDTA-2H,0 0.20 mM
CH;COONH, 1glL H;BO; 1mM
NaCl 18 g/L MnSO,-H,0O 0.097 mM
MgSQO,-7H,0 25¢g/L ZnS0O,4-7H,O 7 uM
CaCl, 0.3g/L CoCl,'6H,0 2 um
KCI 0.6 g/L FeSO,4 7H,0 0.83 mg/L
NaNO3 1glL FeClz-6H20 0.018 mM
NH,CI 0.03 g/L
KH,PO, 0.05g/L
Extracto de levadura 1g/L
Peptona 1glL Medio estandar
Vitamina B, 0.15 pg/L

Valor de C entre 10

Fuente de carbono g/Ly 100 g/L

Tabla 1: composicion de los cultivos
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Como se puede ver, el medio de la presente invencion presenta una concentracion de
extracto de levadura de 0,23 g YE/L por cada g/L de fuente de carbono usado, una
concentracién de Triptona de 0,04 g/L por cada g/L de fuente de carbono usado, siendo por
tanto la proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
respecto de la concentracion del extracto de levadura de 0,17. Sin embargo, esta proporcion
en el medio estandar es de 1

Estos dos medios se compararon en diferentes condiciones. Asi, se compardé un medio
estandar en modo batch (dos experimentos en las mismas condiciones), y uno estandar en
continuo (Chemostat) con uno segun la presente invencion en modo continuo (Chemostat)
bajo las mismas condiciones de operacion. Ademas, estos dos ultimos se compararon con
un doble reactor utilizando un medio segun la presente invencion (Chemostat).

Como puede observarse de los resultados mostrados en la tabla 2, los medios segun la
presente invencion proporcionan mayores productividades tanto en modo batch, como en

modo continuo.
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Comparando estrategias de cultivo, se puede ver que el medio segun la presente invencion
tiene un efecto positivo en las productividades también cuando se utiliza un sistema
continuo, proporcionando los nutrientes necesarios para mantener un crecimiento sostenido,
incluso en situaciones de elevada concentracion de biomasa. Por otro lado, con el sistema
multi-tanque se pueden incluso producir pigmentos y DHA de forma simultanea y sostenida.

Ademas, el coste por litro de medio se reduce un 30%.

Aspectos y realizaciones de la invencion pueden encontrarse en las siguientes clausulas
numeradas:

Clausula 1: Cultivo para la produccién de DHA que comprende al menos un alga productora
de DHA de la clase de los Laberintulidos , al menos una fuente de carbono, al menos un
extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo
que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en gramos por litro
de cultivo estda comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcién entre la concentracion del
extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de
carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en donde la
proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en
gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de
cultivo esta comprendida entre 0,007 y 0,6.

Clausula 2: Cultivo para la producciéon de DHA que comprende al menos un alga de la clase
de los Laberintulidos en presencia de al menos una fuente de carbono y de al menos una
fuente de nitrégeno, caracterizado porque comprende MgSO, en una concentracion menor
de 1 g/L.

Clausula 3: Cultivo para la producciéon de DHA que comprende al menos un alga de la clase
de los Laberintulidos en presencia de al menos una fuente de carbono y de al menos una
fuente de nitrégeno, caracterizado porque comprende CaCl, en una concentracion menor de
0,25 g/L.

Clausula 4: Cultivo para la produccion de DHA que comprende al menos un alga de la clase
de los Laberintulidos en presencia de al menos una fuente de carbono y de al menos una
fuente de nitrégeno, caracterizado porque no contiene uno o mas de los compuestos que se

seleccionan del grupo que consiste en KCI, NaNO; y vitamina B12.
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Clausula 5: Cultivo segun una cualquiera de las clausulas 2, 3 0 4 que comprende al menos
una fuente de carbono, al menos un extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias
de nitrégeno seleccionadas del grupo que consiste en triptona, licor de maiz fermentado,
peptona y casaminoacido, caracterizado porque la proporcién entre la concentracion de la
suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion
de la fuente de carbono en gramos por litro de cultivo estd comprendida entre 0,005y 0,4, y
la proporcion entre la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y
la concentraciéon de la fuente de carbono en gramos por litro de cultivo estd comprendida
entre 0,008 y 1, y en donde la proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes
secundarias de nitrogeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de
levadura en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,007 y 0,6.

Clausula 6: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores en donde la
proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en
gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de
cultivo esta comprendida entre 0,09y 0,3.

Clausula 7: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores que comprende al
menos un alga del género Aurantiochytrium.

Clausula 8: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores que comprende un
alga que selecciona del grupo que consiste en Aurantiochytrium limacinum, Aurantiochytrium
mangrovei y mezclas de las mismas.

Clausula 9: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores en donde dicha
fuente secundaria de nitrdgeno comprende triptona.

Clausula 10: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores en donde dicha
fuente de carbono comprende un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en
hexosas, pentosas, disacaridos, trisacaridos, polisacaridos, alcoholes, glucésidos o mezclas
de los mismos.

Clausula 11: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores que comprende
glicerol.

Clausula 12: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores que comprende
glicerol reciclado.

Clausula 13: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas anteriores que comprende uno
0 mas compuestos que se seleccionan del grupo que consiste en NaCl y un buffer.

Clausula 14: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas 1 o 6-13 que comprende

MgSOQO, en una concentracion menor de 1 g/L.
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Clausula 15: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas 1 o 6-14 que comprende CaCl,
en una concentraciéon menor de 0,25 g/L.

Clausula 16: El cultivo segun una cualquiera de las clausulas 1 o0 6-15 que no contiene uno o
mas de los compuestos que se seleccionan del grupo que consiste en KCI, NaNO; y
vitamina B12.

Clausulas preferidas serian una de las siguientes combinaciones de clausulas:

Clausula 17: 1,6y 14

Clausula 18: 1,6y 15

Clausula 19:1,6y 16

Clausula 20: Procedimiento para la producciéon de DHA que comprende cultivar un cultivo de
acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1-19.

Clausula 21: El procedimiento segun la clausula 20 que es discontinuo, discontinuo
alimentado o continuo.

Clausula 22: El procedimiento segun una cualquiera de las clausulas 20 o 21 que es
continuo con al menos dos fases con distintas condiciones de cultivo.

Clausula 23: El procedimiento continuo segun la clausula 22 en donde la primera fase tiene
lugar a una temperatura y concentraciéon de oxigeno mayores que en segunda fase, y la
segunda fase tiene lugar en presencia de una concentraciéon de glutamato mayor de 10 mM.
Clausula 24: El procedimiento continuo segun la clausula 23 en donde la primera fase tiene
lugar a una temperatura de entre 20°C y 35°C, en presencia de una concentracion de
oxigeno de mas del 20%, y la segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia
de una concentraciéon menor del 20% y una concentracion de glutamato mayor de 10 mM.
Clausula 25: El procedimiento continuo segun la clausula 24 que comprende una tercera
etapa a una temperatura menor que en la segunda etapa, preferiblemente por debajo de
10°C.

Clausula 26: El procedimiento segun una cualquiera de las clausulas 20-25 que comprende
una etapa que comprende extraer las moléculas organicas resultantes.

Clausula 27: Un producto de fermentacion que comprende al menos un alga de la clase de
los Laberintulidos , DHA y un pigmento.

Clausula 28: Un producto de fermentacion que comprende al menos un alga de la clase de
los Laberintulidos , DHA y al menos un pigmento, en donde dicho producto de fermentacion
es obtenible por un procedimiento que comprende cultivar un cultivo que comprende al

menos un alga productora de DHA de la clase de los Laberintulidos :
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(i) durante una primera fase en presencia de al menos una fuente de carbono, al menos un
extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo
que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion en el cultivo entre la concentraciéon de la suma de fuentes secundarias
de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en
gramos por litro de cultivo estd comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la
concentracién del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la
fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en
donde la proporcion entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro
de cultivo estd comprendida entre 0,007 y 0,6; a una temperatura mayor de 20°C y una
concentracion de oxigeno mayor del 20%; y

(i) durante una segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia de una
concentracion menor del 20% de oxigeno y una concentracion de glutamato mayor de 10
mM.

Clausula 29: El producto de la clausula 28 en donde dicho pigmento es un tetraterpeno.
Clausula 30: El producto segun una cualquiera de las clausulas 28 o 29 en donde la
concentracion de dicho pigmento es superior a 20 yg de pigmento por g de biomasa.
Clausula 31: Una composicion que comprende DHA y al menos un pigmento en
concentraciones superiores a 20 ug de pigmento por g de biomasa.

Clausula 32: Una composicion que comprende DHA y al menos un pigmento, en donde
dicha composicién es obtenible por un procedimiento que comprende cultivar un cultivo que
comprende al menos un alga productora de DHA de la clase de los Laberintulidos :

(i) durante una primera fase en presencia de al menos una fuente de carbono, al menos un
extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo
que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion en el cultivo entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias
de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en
gramos por litro de cultivo estd comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la
concentracién del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la
fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en
donde la proporcion entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno

en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro
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de cultivo estd comprendida entre 0,007 y 0,6; a una temperatura mayor de 20°C y una
concentracion de oxigeno mayor del 20%;

(i) durante una segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia de una
concentracion menor del 20% y una concentraciéon de glutamato mayor de 10 mM;

(iii) extraer de la biomasa resultante al menos los lipidos y pigmentos resultantes.

Clausula 33: La composicion segun una cualquiera de las clausulas 31 o 32 en donde la
concentracion de dicho pigmento es superior a 20 yg de pigmento por g de biomasa.
Clausula 34: Procedimiento para la preparacion del cultivo de la clausula 1 que comprende
mezclar en un medio acuoso al menos un alga productora de DHA de la clase de los
Laberintulidos , al menos una fuente de carbono, al menos un extracto de levadura y una o
mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo que consiste en triptona,
licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido de forma que la proporcion entre la
concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo
y la concentracién de la fuente de carbono en gramos por litro de cultivo estd comprendida
entre 0,005y 0,4, y la proporcion entre la concentracion del extracto de levadura en gramos
por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en gramos por litro de cultivo
esta comprendida entre 0,008 y 1, y en donde la proporcién entre la concentracion de la
suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion
del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,007 y 0,6.
Clausula 35: Procedimiento para la preparacion de un cultivo segun la clausula 2 que
comprende mezclar en un medio acuoso al menos un alga de la clase de los Laberintulidos ,
al menos una fuente de carbono, al menos una fuente de nitrégeno, y MgSO,4 en una
concentracion menor de 1 g/L.

Clausula 36: Procedimiento para la preparacion de un cultivo segun la clausula 3 que
comprende mezclar en un medio acuoso al menos un alga de la clase de los Laberintulidos ,
al menos una fuente de carbono, al menos una fuente de nitrégeno, y CaCl, en una
concentracion menor de 0,25 g/L.

Clausula 37: Procedimiento para la preparacion de un cultivo segun la clausula 4 que
comprende mezclar en un medio acuoso al menos un alga de la clase de los Laberintulidos ,
al menos una fuente de carbono, al menos una fuente de nitrégeno, en ausencia uno o mas
de los compuestos que se seleccionan del grupo que consiste en KCI, NaNO; y vitamina
B12.

Clausula 38: Uso del cultivo segun una cualquiera de las clausulas 1-19 para la produccién
de DHA.
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Clausula 39: Procedimiento para la produccién de DHA que comprende cultivar un cultivo de

acuerdo con una cualquiera de las clausulas 17, 18 o0 19.
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REIVINDICACIONES
1.- Cultivo para la produccion de DHA que comprende al menos un alga productora de DHA
de la clase de los Laberintulidos, al menos una fuente de carbono, al menos un extracto de
levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo que
consiste en ftriptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en gramos por litro
de cultivo estda comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcién entre la concentracion del
extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de
carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en donde la
proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en
gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de
cultivo esta comprendida entre 0,007 y 0,6.
2.- El cultivo segun la reivindicacién 1, en donde la proporcion entre la concentracion de la
suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion
del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,05y 0,7.
3.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende al
menos un alga del género Aurantiochytrium.
4.- El cultivo segun la reivindicacion 3, que comprende un alga que selecciona del grupo que
consiste en Aurantiochytrium limacinum, Aurantiochytrium mangrovei y mezclas de las
mismas.
5.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha fuente
secundaria de nitrdgeno comprende triptona.
6.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha fuente
de carbono comprende un compuesto que se selecciona del grupo que consiste en hexosas,
pentosas, disacaridos, trisacaridos, polisacaridos, alcoholes, glucdsidos o mezclas de los
mismos.
7.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha fuente
de carbono comprende glicerol.
8.- El cultivo segun la reivindicacion 7, en donde dicho glicerol es glicerol reciclado.
9.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende uno o
mas compuestos que se seleccionan del grupo que consiste en NaCl y un buffer.
10.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende

MgSQO, en una concentracion menor de 1 g/L.
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11.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
CaCl; en una concentracion menor de 0,25 g/L.

12.- El cultivo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que no contiene uno
o mas de los compuestos que se seleccionan del grupo que consiste en KCI, NaNO; y
vitamina B12.

13.- Procedimiento para la produccion de DHA que comprende cultivar un cultivo que
comprende al menos un alga productora de DHA de la clase de los Laberintulidos , en
presencia de al menos una fuente de carbono, al menos un extracto de levadura y una o
mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo que consiste en triptona,
licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado porque la proporcion en
el cultivo entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos
por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en gramos por litro de cultivo
esta comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcidon entre la concentracion del extracto de
levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en gramos
por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en donde la proporcidon entre la
concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo
y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo esta comprendida
entre 0,007 y 0,6.

14.- El procedimiento segun la reivindicacion 13, que es discontinuo, discontinuo alimentado
o continuo.

15.- El procedimiento segun la reivindicacién 14, que es contindo con al menos dos fases
con distintas condiciones de cultivo.

16.- El procedimiento continuo segun la reivindicacion 15, en donde la primera fase tiene
lugar a una temperatura y concentraciéon de oxigeno mayores que en segunda fase, y la
segunda fase tiene lugar en presencia de una concentraciéon de glutamato mayor de 10 mM.
17.- El procedimiento continuo segun la reivindicacion 16, en donde la primera fase tiene
lugar a una temperatura de entre 20°C y 35°C, en presencia de una concentracion de
oxigeno de mas del 20%, y la segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia
de una concentraciéon menor del 20% y una concentracion de glutamato mayor de 10 mM.
18.- El procedimiento continuo segun cualquiera de las reivindicaciones 15-17, que
comprende una tercera fase a una temperatura menor que en la segunda fase,
preferiblemente por debajo de 10°C.

19.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 13-18, que comprende una

etapa que comprende extraer las moléculas organicas resultantes.
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20.- Un producto de fermentacion que comprende al menos un alga de la clase de los
Laberintulidos, DHA y al menos un pigmento, en donde dicho producto de fermentacion es
obtenible por un procedimiento que comprende cultivar un cultivo que comprende al menos
un alga productora de DHA de la clase de los Laberintulidos :

(i) durante una primera fase en presencia de al menos una fuente de carbono, al menos un
extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas del grupo
que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido, caracterizado
porque la proporcion en el cultivo entre la concentraciéon de la suma de fuentes secundarias
de nitrdgeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en
gramos por litro de cultivo estd comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la
concentracién del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la
fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en
donde la proporcion entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro
de cultivo estd comprendida entre 0,007 y 0,6; a una temperatura mayor de 20°C y una
concentracion de oxigeno mayor del 20%; y

(i) durante una segunda fase a una temperatura menor de 20°C, en presencia de una
concentracion menor del 20% y una concentraciéon de glutamato mayor de 10 mM.

21.- El producto segun la reivindicacién 20, en donde dicho pigmento es un tetraterpeno.
22.- El producto segun cualquiera de las reivindicaciones 20 o 21, en donde la
concentracion de dicho pigmento es superior a 20 ug de pigmento por g de biomasa

23.- Procedimiento para la preparacion del cultivo definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1-12, que comprende mezclar en un medio acuoso al menos un alga
productora de DHA de la clase de los Laberintulidos , al menos una fuente de carbono, al
menos un extracto de levadura y una o mas fuentes secundarias de nitrégeno seleccionadas
del grupo que consiste en triptona, licor de maiz fermentado, peptona y casaminoacido de
forma que la proporcion entre la concentracién de la suma de fuentes secundarias de
nitrégeno en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la fuente de carbono en
gramos por litro de cultivo estd comprendida entre 0,005 y 0,4, y la proporcion entre la
concentracién del extracto de levadura en gramos por litro de cultivo y la concentracion de la
fuente de carbono en gramos por litro de cultivo esta comprendida entre 0,008 y 1, y en
donde la proporcion entre la concentracion de la suma de fuentes secundarias de nitrégeno
en gramos por litro de cultivo y la concentracion del extracto de levadura en gramos por litro

de cultivo esta comprendida entre 0,007 y 0,6.
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24.- Uso del cultivo definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para la produccion de
DHA.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201531814

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 27.02.2017

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-19, 21-24 Sl
Reivindicaciones 20 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-24 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201531814

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2015150716 A2 (FERMENTALG) 08.10.2015
D02 MANIKAN V et al. A new strain of docosahexaenoic acid producing 30.04.2015

microalga from Malaysian coastal waters. Algal Research May 2015
Elsevier B.V. Netherlands 00/05/2015 VOL: 9 Paginas: 40 - 47 ISSN 2211-
9264. Resumen

D03 SULEEPORN KITCHA et al. Screening of Oleaginous Yeasts and
Optimization for Lipid Production Using Crude Glycerol as a Carbon
Source. Energy Procedia Elsevier, NL // VOL: 9 Paginas: 274 - 282 ISSN
1876-6102.resumen.

D04 CN 103614427 A (UNIV FUJIAN) 05.03.2014

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

Las reivindicaciones 1-19, 23, 24 de la presente solicitud cumplirian con el requisito de novedad tal y como se menciona en
el art. 6 de la ley 11/1986, puesto que ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga un cultivo para la
produccién de DHA, y un procedimiento para la produccion de DHA que contenga las mismas caracteristicas técnicas del
que aparecen en tales reivindicaciones.

La reivindicacion 20 no cumpliria con el requisito de novedad puesto que D02 divulga un producto conteniendo un alga de la
clase Labetintullidos y un colorante, en concreto Sudan Black. Se hace notar que las reivindicaciones que definen un
producto obtenible por un procedimiento, es decir las denominadas de producto por proceso, carecen de novedad si en el
estado de la técnica se encuentra un producto esencialmente idéntico al reivindicado, aun cuando el procedimiento para su
obtencion sea distinto.

El documento D01, que se considera el documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la invencion que
aparece en las reivindicaciones 1, 13, y dependientes, se refiere a un método para cultivar un protista del género
Aurantiochytrium mangrovei. Con este método se consigue un alto rendimiento de biomasa y de lipidos, en concreto acido
docosahexaenoico (DHA), con el consiguiente enriquecimiento de los protistas asi cultivados. El medio de cultivo contiene
glucosa 20-60 g/L, (NH4),S04 2-9 g/L y tiamina 1-50 mg/L, y una baja cantidad de iones Na" y CI".

D02 divulga un protista pertenecientes a la clase Labyrinthula. Este grupo de microbios se considera una fuente alternativa
aceites omega-3 de alto valor, especialmente acido docosahexaenoico (DHA). Cuando se cultivé en un medio compuesto de
glucosa, sal marina, glutamato monosadico, y extracto de levadura produjo una cantidad de biomasa de 13,177 g/Ly 3,6 g/
L de DHA. La visualizacion del desarrollo de gotitas lipidicas en SW1 usando el colorante negro Sudan B revel6 que las
gotitas de lipido se agrandan para ocupar casi todo el volumen celular dentro de las 72 a 96 horas de cultivo. También se
encontré que esta cepa era capaz de utilizar diversos sacaridos como fuente de carbono.

D03 se refiere a un método de produccién de lipidos mediante el uso de levaduras oleaginosas usando nitrégeno inorganico
en lugar de extracto de levadura en orden a reducir los costes de produccion. En organismo productores de aceites, tales
como Kodamaea ohmeri y Trichosporonoides sapthulata, se utilizé el sulfato aménico como fuente apropiada para
incrementar la produccion de biomasa y de lipidos (resumen; pagina 276, parrafo 3, pagina 278, parrafos 1-4).

D04 muestra un método para la produccion de acido docosahexaenoico (DHA) en cantidades de entre 10,3-15,4 g/l de DHA,
haciendo uso de Aurantiochytrium. El medio de cultivo (100 ml) comprende 1-2 g de peptona, 1-2 g de extracto de levadura,
2-3 g de agua de mar, 0,04-0,06 g de fosfato monopotasico, 0,02-0,03 g de sulfato de amonio, 0,2-0,4 g de sulfato sodico y
resto agua. Consta de cuatro etapas: la etapa (a) se realiza a una temperatura de 80-100 ° C durante 30-60 minutos. La
etapa (b) se realiza a 50-55 ° C durante 6-7 dias. El paso (c) se realiza afiadiendo 10 - 12 ml de Aurantiochytrium y
controlando la temperatura del medio de cultivo entre 27,5-28,5°C, fermentando continuamente a 85 - 95 horas y
controlando la temperatura del cultivo a 24,5-25,5°C.

La diferencia entre el documento D01 y el objeto de las reivindicaciones 1-20 seria, en términos de porcentajes, las distintas
cantidades de las fuentes de nitrégeno en relacion con el extracto de levadura, y las fuentes de carbono. El efecto técnico
producto de esta diferencia seria el incremento de la produccién de DHA (un 53%, segun aparece en la linea 3, pagina 3), y
de la produccion de biomasa (un 38%, segun se menciona en la linea 3, pagina 3). El problema técnico planteado seria el
desarrollo de un medio de cultivo que incremente la produccion de biomasa enriquecida con DHA usando bacterias del
grupo de Aurantiochytrium, mas concretamente Laberintdlidos. La solucién a este problema, tal y como aparece en las
reivindicaciones 1, 13, 20 y dependientes seria la obtencion de un medio de cultivo que contiene una proporcion entre
fuentes secundarias de nitrégeno y de extracto de levadura, en g/l, entre 0,007 y 0.6, y una concentraciéon de fuente de
carbono, en g/l, ente 0.005 y 0.4.
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La solucién al problema planteado, tal y como aparece propuesto en la reivindicacion 1 de la presente solicitud, no divulga de
manera clara las concentraciones especificas que permiten alcanzar los incrementos, tanto en biomasa como en DHA, que
se mencionan en la descripcion. En la tabla 1 ( pagina 13 de la descripcion) no se establece con la necesaria claridad cuéles
fueron las concentraciones concretas de los compuestos utilizados como fuente de carbono y de nitrégeno que permitan
definir los rangos reivindicados en la reivindicacion 1, y ser comparadas con las cantidades utilizadas en los documentos del
estado de la técnica. Tampoco se aportan datos concretos sobre las cantidades, en g/l, tanto de biomasa como de DHA que
se obtuvieron con el medio de cultivo y el procedimiento objeto de la invencion, de forma que permitan comparar con los
documentos del estado de la técnica si los incrementos alcanzados son mayores que los alcanzados por otros métodos
alternativos a los que se refieren los distintos documentos que conforman el estado de la técnica.

Asi pues, son esenciales para la definicion de la invencién que aparezcan de manera clara las cantidades de las fuentes de
carbono y nitrégeno utilizadas, asi como las de extracto de levadura, que permitan establecer sin ambigliedad los rangos y
proporciones tal y como se reivindican. También seria esencial conocer las cantidades obtenidas de biomasa y de DHA para
poder compararlos con los del estado de la técnica, con el fin de evaluar los porcentajes de incremento como efecto técnico
alcanzado.

Las reivindicaciones 21, 22, tampoco cumplirian con el requisito de actividad inventiva puesto que la clase y concentracion
del pigmento no parece traer consigo efecto técnico alguno.

Por tanto, ese considera que el objeto de las reivindicaciones 1-24 no cumplirian con el requisito de actividad inventiva tal y
como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986.
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