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@Resumen:

Un método y un sistema, para el cultivo de consorcios
ad-hoc de especies de microalgas y cianobacterias en
biofilm, y una biomasa de consorcio para fines
industriales.

El método comprende las etapas de elaboracion del
medio de cultivo, cultivo de cepas puras y cultivos
axénicos y finalmente la siembra de las especies en el
sistema de cultivo. En cada etapa se establecen el
tipo de medio de cultivo, la iluminacion, la temperatura
y la conductividad.

El sistema comprende un Foto-fermentador Abierto de
Células Inmobilizadas (FACI) y un mecanismo de
bombeo del medio de cultivo. Este FACI opera al
menos de dos maneras: controlando el medio de
cultivo, el caudal y la conductividad o; controlando
ademas la temperatura y/o la iluminacién, el nivel de
particulas y/o el CO{sub,2} en la atmésfera que rodea
al FACI.

La biomasa de consorcio que contiene al menos una
especie de microalga y una especie cianobacteria, de
medio marino, terrestre o de agua dulce.
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DESCRIPCION

Método de cultivo, sistema de cultivo y biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y

cianobacterias en biofilm con fines industriales.

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion pertenece al sector de la industria de las microalgas y cianobacterias y

mas concretamente a los métodos y a los sistemas de produccion de biomasa.

El objeto principal de la presente invencion es una metodologia y un sistema que permiten
cultivar de manera combinada (en consorcio ad-hoc) una amplia gama de especies de
microalgas y cianobacterias en biofilm, con la que se obtiene una biomasa que contiene
diversos Compuestos Bioactivos de Alto Valor (CAVAS) que son de interés para la industria, en

especial la industria cosmética.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Métodos de cultivo de microalgas y cianobacterias

Los métodos de cultivo de microalgas y cianobacterias con fines de produccién de biomasa se
realizan utilizando técnicas de microbiologia y procedimientos de escalado industrial para
aumentar los volumenes de produccion. El proceso se inicia a partir de una cepa de una
especie, procedente de una coleccion publica o privada, que es cultivada en volumenes
pequefios y posteriormente se escala a mayores volumenes de cultivo. Durante este proceso,
existen diversas metodologias para el control de los principales parametros fisicoquimicos que

intervienen en el cultivo: temperatura, iluminacion, suministro de CO2 y fuente de nutrientes.

Dodd etal (2014), en US 2014/0051131 A1, describen un método para el monocultivo de
especies de microalgas o cianobacterias con fines de produccion de biomasa, optimizando la
produccién a partir de estimulos de iluminacion controlada. En estas condiciones es posible
incrementar la produccion de ciertos metabolitos. Entre las especies que se citan estan

Chlorella sp, Synechococcus sp y Trachidiscus sp.

En ocasiones las microalgas son cultivadas en ausencia de luz. En US8557249 B2, Brooks &

Franklin (2013) reivindican un método para la produccién de microalgas por medios
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heterotroficos para la obtencién de biomasa con fines cosméticos, proporcionando como

ejemplo el cultivo de Chlorella sp.

Ganuza et al (2014), en WO 2014074769 A2, han desarrollado un método para el cultivo no
axénico (no puro) de microorganismos en condiciones mixotréficas en el que intervienen las
microalgas. Los autores describen, ademas, un método para el control del crecimiento de
bacterias y aumento de la productividad utilizando oxigeno. Esta invencion reivindica el uso de
una fuente de carbono y suplemento de sales como fuente nutritiva, el uso de tanques de
cultivo, control de pH y fotoperiodo y la fuente de iluminacion. Pese a las mejoras sobre el
control de las condiciones de cultivo, este sistema no contempla el desarrollo de consorcios ad

hoc de microalgas y cianobacterias.

De particular interés para la presente invencion, Le Bihan et al. (2014), en US20140356931 A1,
describen un método y un sistema de tanque fotobiorreactor abierto para la produccién de
microalgas, basado en el principio de consorcio de al menos dos especies de microalgas. Con
este sistema se controla la iluminacién y, ademas, se favorece los procesos de floculacion para
la cosecha, sin afectar el crecimiento de las microalgas en el medio de cultivo. Este sistema
subraya las ventajas de cultivo de consorcios, sin embargo, solamente establecen el cultivo de
microalgas y no la asociacion con cianobacterias. Ademas, para controlar la calidad de los

cultivos no se describe la manera de establecer los consorcios.

En la presente invencion se describe un método para el cultivo de consorcios ad-hoc de al
menos una microalga y una cianobacteria en biofilm, que garantiza la trazabilidad, desde el
cultivo de las especies en condiciones axénicas en laboratorio hasta el cultivo de consorcios

ad-hoc en foto-fermentadores.

Sistemas de cultivo de microalgas y cianobacterias

Los sistemas que se utilizan para el cultivo de microalgas o cianobacterias constan de un
contenedor o un sustrato, denominado foto-biorreactor o Foto-fermentador, dentro del cual se
dispone de un medio de cultivo al que se incorporan sustancias nutritivas (sales inorganicas y/o

compuestos organicos), una fuente de iluminacién y una fuente de CO..

Estos sistemas de produccidén de microalgas y cianobacterias se clasifican en dos grandes
grupos: los sistemas abiertos y los sistemas cerrados.

Los sistemas abiertos son aquellos en donde las microalgas crecen en contacto con el aire y
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donde existe la posibilidad de contaminacién por otros microorganismos. Asi mismo, los
cultivos estan expuestos a los cambios de temperatura, pluviosidad e insolacion del medio
ambiente circundante. Por lo general, tienen un gran consumo de agua y baja productividad,
aunque tienen bajo coste de construccién y mantenimiento.

Los sistemas abiertos mas utilizados son tanques rectangulares o circulares de escasa
profundidad. Las principales especies que se cultivan con estos sistemas son: Arthrospira
platensis (espirulina), Dunaliella salina, Hematococcus pluviatilis. Estas especies suelen crecen
en medio liquido en condiciones extremofilas, lo que reduce las probabilidades de

contaminacion por otros microorganismos.

Una variante de los sistemas abiertos lo constituye los bioreactores de células inmovilizadas.
Este tipo de sistemas permiten reducir el uso de agua, son de bajo coste econdmico y suelen
ser facilmente escalables. Pese a estas ventajas este tipo de sistemas no consideran métodos
de control de la produccién de las especies en cultivo. Algunos ejemplos son:

Plitt et al. 1996 describen, en US5585266 A, un sistema conformado por un panel de tejido de
fibras naturales o artificiales contenido en un marco bastidor cerrado, estanco al aire y al agua.
Fernandez (2011), en WO2011/138477 A1, presenta un sistema similar, pero no estanco al aire
y al agua con una camara interior para la difusion de gases. Con este tipo de foto-biorreactores
se mejora la productividad respecto a los otros sistemas abiertos, gracias a la aportacién de
CO, desde el interior.

Gross & Wen (2014) en US 20140273171 A1 describe un mecanismo con el que los paneles se
hace pasar un medio liquido utilizando un sistema de poleas y un motor para generar el
movimiento del tejido. Con este sistema, ademas, se automatiza la recogida de las microalgas
y se indica que es idoneo para el monocultivo de diversas especies de microalgas y

cianobacterias, sin embargo, no se presenta como un sistema escalable industrialmente.

Por otra parte, los sistemas cerrados consisten en foto-biorreactores aislados del contacto con
el medio externo y en donde se desarrolla el cultivo en condiciones controladas de
temperatura, iluminacién, salinidad e intercambio de gases. En estos sistemas se incrementa la
productividad de las especies que estan siendo cultivadas en régimen de monocultivo. Segun
Enzing et al. (2014. JRC Scientific and policy reports). las especies que mas se cultivan en
estos sistemas son: Nannochloropsis sp, Phaeodactylum sp, Niztchia sp, Cryptocodinium sp,

Chlorella vulgaris, Scenedesmus almeriensis, Coelastrella striolata.

De manera general, los sistemas cerrados suelen requerir de elevado coste de inversion,

presentan un alto gasto energético y estan disefiados para la produccién de especies en
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régimen de monocultivo.

En la presente invencion se describe un sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas
y cianobacterias en biofilm. Este es un sistema de cultivo abierto de células inmovilizadas, con
la ventaja de presentar bajo coste de operacién y escalabilidad. Ademas, tiene la ventaja de
operarse como otros sistemas cerrados, controlando las variables de cultivo (temperatura,
intercambio de gases, pH, salinidad, caudal de agua, entre otros). Estas ventajas favorecen el

rendimiento de la produccion, y el control de la calidad de la biomasa que se produce.

El cultivo de consorcio ad-hoc genera asociaciones beneficiosas entre microalgas vy
cianobacterias para promover unas caracteristicas bioquimicas particulares en la biomasa del
producto final. Los CAVAS que se obtienen proceden de las propias especies y ademas de la

matriz extracelular que se forma, producto de la interaccién entre ellas.

La base conceptual del cultivo de consorcios ad-hoc, de esta invencion, procede del hecho de
que es bien conocida la cooperacién mutualista entre las microalgas y las bacterias. En esta
cooperacion ocurre intercambio de nutrientes y dindamicas interacciones a través de senales
moleculares que pueden ir en beneficio o detrimento del desarrollo entre especies. Cooper &
Smith (2015. Curr. Opin. Plant Biol., 26) y Unnithan et al. (2014. Algal Research, 4) dan cuenta
en diversos ejemplos de cooperacidén entre especies de microalgas y cianobacterias. Uno de
los principales retos de la industria de las microalgas es aprovechar estas interacciones
mutualisticas para beneficiarse de posibles escenarios para mejorar el rendimiento del cultivo y
obtener nuevos CAVAS (Cooper & Smith, 2015, op. cit.).

Estos fendmenos de interaccion entre microorganismos en consorcio se manifiestan como una
comunicacion a través de senales moleculares y son conocidos como “quorum sensing”
(Bassler, 2002. Cell (109); Dobretsov et al. 2013. Biofouling (25); Montgomery et al. 2013. Life
(Basel) 3(1)). Este fendmeno es tipificado en la formacién de biofilms por la dependencia de la
densidad celular y normalmente ocurre cuando se alcanza un numero critico de individuos en
cada especie.

En la presente invencion se utiliza un método y un sistema para el cultivo de consorcios ad-hoc
de especies de microalgas y cianobacterias que conforman un biofilm, en el que las especies

que intervienen han sido seleccionadas a propdsito.

Biomasa de microalgas y cianobacterias en biofilm con fines industriales

Las microalgas y cianobacterias estan siendo objeto de cultivo en diversos paises y son
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utilizados como ingredientes para alimentacion animal, para alimentacion humana
(suplementos, nutracéuticos, antioxidantes, vitaminas, entre otros) y para la produccion de
CAVAS como lipidos, proteinas, azucares, minerales, vitaminas, pigmentos, polimeros y otras
moléculas de aplicacién en la industria cosmética, farmacéutica, la industria quimica, la

industria de la energia y la industria de los materiales.

Encontramos diversas especies que estan siendo producidas para su aprovechamiento
industrial. WIPO, OMPIC & MASCIR. (2016. www.wipo.int/edocs) y Priyadarashani & Rath
(2012. J. Algal Biomass Utin 3 (4)) realizan una sintesis de las principales especies de
microalgas y cianobacterias que han sido objeto de patente en la industria en general,
incluyendo la industria cosmética. Las especies mas utilizadas en la industria cosmética son:
Arthrospira platensis, Chlorella sp, Nannochloropsis oculata y Dunaliella salina. Existen otras
especies que estan siendo utilizadas, como son: Phaedactylum tricornutum, Skeletonema

costatum, Rhodosorus marinus y Dysmorphococcus globosus (fuente propia).

En la industria cosmética, la biomasa de las microalgas o las cianobacterias esta siendo
utilizada como producto o como ingrediente de productos, debido a diversos efectos
cosmeéticos reivindicados por los productores. Asi, por ejemplo, algunas especies destacan su
efecto antiedad, antiarrugas, exfoliante, revitalizante, reafirmante o antienrojecimiento de la piel
(Wang et al 2015. Bioresour Technol. ;184). Estas reivindicaciones estan sustentadas en el

efecto de los CAVAS presentes en cada una de ellas de manera individual.

Algunos de los CAVAS con actividad bioldgica son: la vitamina E, la vitamina C, los acidos
grasos poliinsaturados (especialmente acido linoléico y Alfa linoléico), los polifenoles y los
minerales como el Zinc, Selenio, Magnesio. Estos CAVAS actuan para promover las
reivindicaciones cosmeéticas citadas previamente. Estos compuestos estan presentes en las
microalgas y cianobacterias cumpliendo diversas funciones celulares junto a otros compuestos

mas complejos como son los pigmentos: clorofilas, ficobilinas, ficoeritrinas y beta-catorenos.

Las microalgas y cianobacterias son ricas en antioxidantes, lo que las hace idoneas para
combatir el envejecimiento, asi como en los cambios degenerativos de los diferentes 6rganos
(Datla, 2011. http://www.valensa.com/images3). Segun WIPO, OMPIC & MASCIR (2016.
op.cit.) los pigmentos, polisacaridos y proteinas en las microalgas y cianobacterias son los

principales productos que han sido registrados para su uso cosmético.

Las vitaminas son de gran importancia para el bienestar de la piel. Segun Angelo (2012. Linus
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Pauling Institute) el retinol (vitamina A) es una de las vitaminas que mejor se absorben en este
tejido; tanto en la epidermis como en la dermis existen proteinas y receptores que intervienen
en el metabolismo de esta vitamina. Esta vitamina participa en la reduccion de arrugas finas,

incrementa la hidratacion de la piel y disminuye la hiperpigmentacion.

La vitamina C contribuye a la sintesis del colageno y tiene excelentes propiedades como
antioxidante, previendo el dano producido por la luz solar (Michael & Draelos, 2011. Linus
Pauling Institute). La vitamina C es deficitaria con la edad y a mayor exposicion a la radiacion
solar. El uso de productos (por via oral o cutanea) que contengan vitamina C, como son las

microalgas, podria contribuir a incrementar los niveles de este compuesto.

La vitamina E es en esencia un antioxidante que actua contra las moléculas reactivas al
oxigeno (ROS, en sus siglas en ingles). Es capaz de absorber energia de los rayos ultravioleta
y actia también como antiinflamatorio (Michael & Traber, 2012. Linus Pauling Institute). Rhie et
al (2001. J. Invest Dermatol. 117) subraya la importancia de esta vitamina en la epidermis y la
dermis y su funcion protectora contra los rayos UV. Asi mismo destaca la importancia en el

mantenimiento del potencial redox en la piel.

Diversas especies de microalgas presentan un perfil de vitaminas mucho mas elevado que
otros alimentos convencionales. En general son ricas en vitaminas liposolubles. Las vitaminas
A, Cy E se encontraron en altas concentraciones comparado con el contenido en vitaminas de
otros alimentos tradicionales (Fabregas & Herrero, 1990. J. of Industrial Microbiology 5(4)).
Estos autores encontraron en especies como Tetraselmis suecica, Chlorella stigmatophora y
Dunaliella tertiolecta un contenido de 493.750; 82.300 y 137.500 IU / kg de vitamina A
respectivamente; 421,8; 669,0 y 116,3 mg/kg de vitamina E respectivamente y 191,0; 100,2 y

163,2 de vitamina C respectivamente.

Los pigmentos tienen una potente capacidad antioxidante y son naturalmente abundantes en
las microalgas y cianobacterias. Estos microorganismos estan sometidos a altos niveles de
radiacién ultravioleta, sin embargo, sus pigmentos actuan como protector contra la radiacion.
Lanfer-Marquez et al. (2005. Food Research International 38) estudian el efecto antioxidante de
las clorofilas, carotenos y otros pigmentos derivados. En su estudio concluyen que el efecto
antioxidante es debido a su capacidad para proteger los acidos grasos de la oxidacién vy
prevenir la descomposicion de los hidroperoxidos. Ferruzzi & Blakeslee (2007. Nutrition
Research 27) describen los principales avances sobre el conocimiento del efecto de la clorofila

y sus derivados (clorofila a, clorofila b, feofitinas y pirofeofitinas) sobre la salud. Estas
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sustancias contribuyen a la prevencion del cancer, son antioxidantes y antimutagénicas.

Los compuestos polifendlicos son considerados uno de los antioxidantes naturales mas
potentes. En las plantas, estos compuestos cumplen funciones de fotoproteccién y ademas
proteccion frente a patdogenos. En humanos se ha constatado su efecto terapéutico como
anticancer, antioxidante, antibacterial, antialérgico, antidiabetes, Antiedad, antiinflamatorio y
cierta actividad anti VIH (Tomas & Kim, 2011. Environ. Toxicol. Pharmacol (32)). Angelo & Stahl
(2012. Linus Pauling Institute) subrayan que estos compuestos pueden absorber la radiacion
UVB e inhiben enzimas que participan en procesos de inflamacion dérmica relacionados con la
exposicion a la radiacién solar.

Machu et al (2015) encontraron compuestos polifendlicos en la microalga Chlorella pyrenoidosa
y en la cianobacteria Arthrospira platensis en concentraciones de 18,2 y 43,2 mg / ¢

respectivamente.

El envejecimiento prematuro es debido a multiples factores que combinados producen el
deterioro celular. La presencia de radicales libres procedentes de los alimentos, los rayos
ultravioleta, la polucion del aire son la principal causa de los dafos celulares. Capello (2009)
explica en US 7473427 B2, como ciertos componentes presentes en las cianobacterias actuan
como promotores de la regeneracion de células madre y Capello (2014) las incorpora como

ingrediente en una formulacion antiaging.

Los acidos grasos poliinsaturados w-3 y w-6 participan en el desarrollo del tejido neuronal y
ademas participan en la prevencion de varias enfermedades en general y especialmente a nivel
de la piel (Gogus y Smith, 2010. Int. J. of Food Sc. and Tech. (45)). Estos compuestos son muy
importantes para mantener la integridad de los tejidos, en particular; participan como agentes
terapéuticos a nivel de la rehabilitacion de la piel, debido a su efecto retardador del
envejecimiento. El acido linolénico (GLA) es un nutriente esencial para la sintesis de
prostaglandinas de la membrana celular por la via de ciclo y lipooxigenasa, para el sistema
inmune y otros procesos. Por ejemplo, en US8557249 B2, Brooks & Franklin, 2013 describen el
uso del extracto lipidico o de las células completas de Chlorella para el desarrollo de productos

cosmeéticos.

La presente invencién reivindica la produccién de una biomasa en consorcio de microalgas y
cianobacterias en biofilm. La condicidon de consorcio le confiere a la biomasa una composicion
bioquimica mas compleja y diversa, comparada con la que puede tener la biomasa de una

especie en monocultivo. El cultivo de consorcio somete a las especies a interaccion, de
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competencia y /o cooperacion por recursos nutritivos en el medio de cultivo. Esta interaccion es
de caracter quimica y de ella resulta la generacién de nuevos CAVAS que incrementan la

accién cosmetica del producto final.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La descripcion de la invencién esta dividida en dos epigrafes. La seccién |.; Definiciones;
especialmente indicado para los no expertos y la seccion Il.; Detalles de la invencién. En esta
seccion se describe en el apartado A. Método de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y
cianobacterias en biofilm; en B. Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y
cianobacterias en biofilm y en C. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias

en biofilm.
l. DEFINICIONES

Las definiciones descritas a continuacion son ampliamente aceptadas por expertos de la
materia. Algunas de ellas se encuentran referenciadas algunas referencias bibliograficas:
Richmond (2004. Blackwell Publish. Oxford); Enzing et al. (2014. op. cit.).

Axénico: referido a cultivo de microoganismos, como las microalgas o cianobacterias, de una

sola especie en ausencia de otras especies contaminantes.

Biofilm: pelicula o capa de material de origen bioldgico conformada por moléculas organicas de
origen microbiano que albergan microorganismos que se desarrollan en comun (bacterias,

microalgas, hongos, entre otros)

CAVAS: compuestos activos de alto valor. También se definen como moléculas de caracter
estructural o de reserva, constituyentes de las células, en este caso referido a las microalgas o
a las cianobacterias. Se pueden considerar CAVAS a moléculas como: las proteinas, lipidos,
hidratos de carbono, minerales y ademas componentes completos; o componentes
fraccionados, tales como aminoacidos, péptidos; o conformando compuestos mas complejos,

tales como pigmentos, vitaminas y otros.

Cianobacteria: son organismos procariotas; bacterias conocidas como algas azul-verdosas por
ser portadoras de pigmentos y tener capacidad fotosintética. Viven de manera individual o de
forma colonial.

Consorcio ad hoc: hace referencia a una asociacién de especies de microorganismos de
grupos taxonomicos diferentes (microalgas, cianobacterias, hongos, levaduras, entre otros),

que se realiza de manera deliberada, para lograr la proliferacién de las especies y generar un
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rendimiento en biomasa de entre 1,2 y 4 g/m?/dia. Estas interacciones dan lugar a un equilibrio

dinamico de la comunidad microbiana.

Equilibrio de quérum: concepto acunado en esta invencién para describir la etapa de mayor
crecimiento de la biomasa, en donde la densidad celular de cada especie alcanza su estado de

equilibrio.

Foto-fermentadores: son dispositivos, abiertos o cerrados, provistos de iluminacién, natural o
artificial, utilizados para el cultivo de microalgas y cianobacterias. También son conocidos como

foto-biorreactores.

Heterotroéfico: referido a cultivo de microorganismos, como las microalgas o cianobacterias, en

donde se proporcionan una fuente de carbono como fuente de alimentacion.

Ingrediente cosmético: es una sustancia que constituye una férmula mas compleja, de un
producto cosmético final. En este caso, la biomasa de microalgas constituye un ingrediente

cosmético.
Metabolito (molécula bioactiva): Véase CAVAS.

Microalgas: son organismos eucariotas portadores de pigmentos y con capacidad fotosintética.

Viven de manera individual o de forma colonial.

Mixotréfico: referido a cultivo de microorganismos, como las microalgas o cianobacterias, en
donde se proporcionan condiciones adecuadas para que los microorganismos consuman

alimento directamente del exterior (heterotrofia) o la produzcan ellos mismos (autotrofia).

Monocultivo: cultivo de una sola especie. En el caso de esta invencion se trata de cultivos de

una sola especie de microalga o cultivos de una sola especie de cianobacteria.

Quorum sensing: es un tipo de comunicacién celular entre microorganismos que regula la

expresion génica y la densidad celular interespecifica de cada poblacion.

Sala blanca: o sala limpia es un espacio cerrado disefiado para obtener bajos niveles de
contaminacion, a través del control de la calidad del aire, la temperatura, la humedad y las

particulas en suspension.

10
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I. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A Método de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm.

Este método de cultivo de consorcio ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm conlleva
varias etapas (figura 1) a través de las cuales se cultivan las especies de manera individual y
posteriormente en consorcio. Estas etapas incluyen: A1. La elaboraciéon del medio de cultivo
(1); A2. La incubacién de cepas puras (2); A3. La preparacion de cultivo de arranque (3); A4. El
procedimiento de cultivo de consorcios ad-hoc de especies en Foto-fermentadores Abiertos de
células inmovilizadas (FACI) (4); A5. El cosechado y el procesado de la biomasa en consorcio

(5 y 6); A6. El control de calidad de la biomasa en consorcio.
Las principales ventajas del método de esta invencion son las siguientes:

v' El método de cultivo de consorcios ad-hoc permite integrar cultivos puros de especies
de microalgas y cianobacterias, siendo, hasta el momento el unico método que es

utilizado para este fin.

v' El método descrito permite realizar distintas combinaciones ad-hoc de especies,
mejorando el control de la aparicion de otras especies, como ocurre con métodos de

cultivos abiertos tradicionales de microalgas y cianobacterias.

v" El método mejora la trazabilidad del proceso productivo, respecto a los cultivos abiertos
y cerrados tradicionales, porque el medio de cultivo se puede fabricar, controlando las

sales basicas y nutritivas que utilizan las microalgas para crecer.

v' El método permite obtener una biomasa de consorcio de especies, con una
composicion bioquimica mas compleja porque estd compuesta de los metabolitos de
cada especie, de microalgas y cianobacterias, y por los metabolitos producidos por la

interaccion entre las especies en el medio de cultivo.

A continuacion, se describe cada una de las etapas del método de cultivo de consorcios ad-

hoc:
A1. Elaboracién del medio de cultivo (1):

El medio de cultivo se prepara con una formulacién basica y una formulaciéon nutritiva. La
primera incorpora los electrolitos necesarios para configurar el medio de cultivo para las
especies en consorcio; la segunda aporta los nutrientes necesarios para el crecimiento de las

especies en consorcio. La combinacion de la formulacion basica y la formulacién nutritiva
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permiten establecer las condiciones optimas de conductividad y salinidad para el cultivo de los
consorcios de microalgas y cianobacterias de agua dulce, de agua de mar o aguas duras
(figura 2). Estos medios de cultivo son necesarios para el desarrollo de las etapas ulteriores del

método de la invencion.

La forma de realizacion preferente de la formulacién basica para el agua dulce, hasta alcanzar
una conductividad deseada (figura 2), se logra a partir de la combinacion de las siguientes
sales en proporcion variable, segun los requerimientos de las especies de microalgas o
cianobacterias en cultivo: CaCO; (40 a 30%), NaHCO; (20 a 10%), Mg SO, (10 a 5%), NaCl (5
a 3%), y KCI (5 a 2%). La forma de realizacion preferente para la formulacion nutritiva para
consorcios de agua dulce y de aguas duras utiliza una formula modificada de otros medios
nutritivos convencionales para microalgas y cianobacterias: Medio de Rodriguez — Lépez
(Rodriguez- Lépez, 1978. Medio nutritivo), medio Bold Basal (Bischoff & Bold, 1963, University
of Texas Publications no., 6318) y medio nutritivo para cianobacterias ASN-IIl + solucién traza
A5+Co (Rippka, 1988. Meth Enzymol 167).

La forma de realizacion preferente de la formulacion basica para el agua de mar comprende
una mezcla de sales, hasta alcanzar la conductividad deseada (figura 2), con las siguientes
sales en proporcion variable, segun los requerimientos de las especies de microalgas o
cianobacterias en cultivo: NaCl (60 a 80%); Mg SO,* 7 H,O (6 a 8%); Mg Cl, (4 a 6%);
CaCl,*2H,0 (1 a 3%); KCI (0,5 a 1%) y NaHCO; (0,5 a 1%). La forma de realizacion preferente
para la formulacién nutritiva para consorcios de agua de mar utiliza una mezcla de medios
nutritivos para microalgas y cianobacterias marinas: Medio de Miguel (Allen-Nelson, 1910.
Kinne Eds. Marine Ecology, Ill), medio guillard F %2 (Guillard, 1973. Cambridge, Universa Press)

y medio nutritivo para cianobacterias marinas: ASN-Ill + solucion traza A5+Co (Cyanosite.bio).
A2. Incubacién de cepas puras (2):

Esta etapa permite mantener en condiciones axénicas las cepas de microalgas y
cianobacterias. Estas cepas pueden obtenerse de centros oficiales o pueden ser aisladas
directamente del medio natural. La renovacion de los cultivos puros se realiza cada mes y cada
dos meses, para los cultivos en medio liquido y para los de medio sdlido respectivamente. Este
tipo de cultivos permiten conservar las cepas para su uso, cada vez que sea necesario iniciar

un nuevo cultivo de arranque.

La forma de realizacion preferente para el cultivo de cepas puras de agua marina, aguas duras
y de agua dulce se realiza utilizando los mismos medios nutritivos citados anteriormente. Se

realizan cultivos en medio sodlido, en un soporte cajas de Petri, y en medio liquido, en
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volumenes de entre 10 y 125 ml en tubos de ensayo y erlemmeyers. Los medios liquidos y
sélidos se esterilizan con técnicas clasicas de microbiologia. Las condiciones fisicoquimicas de
incubacion de las cepas (figura 2) son de al menos 18°C, un fotoperiodo de entre 16:8 (luz:

oscuridad) y una irradiancia de entre 30 a 50 ymol/m?/seg en incubadora.
A3. Preparacion de cultivos de arranque (3):

A partir de las cepas puras en medio liquido se inician los cultivos de arranque. Estos cultivos
se realizan de forma independiente de cada una de las especies de microalgas y de
cianobacterias que van a ser incorporadas al consorcio. El cultivo de estas cepas se realiza
hasta que cada especie alcanza el estado de fase exponencial de crecimiento, lo que ocurre

entre 7 y 12 dias, segun las especies.

La forma de realizacion preferente para el cultivo de arranque consiste en cultivar cada una de
las cepas puras, pasando de un matraz de al menos 125 ml a botellas de al menos 500 ml y
luego de mas de 3 litros. Los cultivos de arranque se realizan en botellas de cristal, con
suministro de aire filtrado por filtro de cartucho de 0,45 um, a mas de 22°C de temperatura, de
fotoperiodo en torno a 16:8 (luz: oscuridad) y una irradiancia de entre 1.000 y 2.000

umol/m?/seg en incubadora.

A4. Procedimiento de cultivo de consorcios ad-hoc de especies de microalgas y cianobacterias

en Foto-fermentadores Abiertos de Células inmovilizadas (FACI) (4):

En esta etapa se combinan el medio nutritivo y los cultivos de arranque, obtenidos en los pasos
anteriores, de al menos una especie de microalga y una especie de cianobacteria.
Periédicamente es necesario realizar labores de mantenimiento y alimentacién con medio

nutritivo y cosecha.
La forma de realizacion preferente del método de cultivo en FACI se describe a continuacion.

1. Hidratacién del sustrato fibroso polimérico: se incorpora el medio de cultivo, compuesto de
al menos 30 It de la formulacion basica y las sales de la formulacién nutritiva, para que el
panel absorba el agua y tenga lugar la adhesién de sales minerales en el sustrato (10).
Estas sales proceden del medio de cultivo (formulacion basica y formulacion nutritiva). Esta
etapa debe realizarse en un periodo de 24 a 48 horas.

2. Mezcla de cultivos de arranque: se realiza la mezcla de cultivos de arranque de las
microalgas y cianobacterias en el depdsito del FACI que contiene al menos 30 litros del
medio de cultivo. El primer paso es incorporan entre 3 y 6 litros de cultivo de arranque de al

menos una especie de cianobacteria. Pasados 48 horas, una vez las cianobacterias haya
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colonizado el sustrato fibroso (figuras 4), se incorporan entre 3 y 6 litros de al menos una
especie de microalga. En este punto las cianobacterias forman un entramado de fibras que
favorecen la fijacion pasiva de conglomerados de microalgas, para dar lugar a la estructura
final del consorcio de microalgas y cianobacterias en biofilm (11) (figura 4).

3. Alimentacién y mantenimiento de cultivos en FACI: para garantizar el desarrollo del
consorcio es necesario incorporar las sales de la formulacion nutritiva al menos cada 3
dias y realizar la limpieza del FACI cada 10 dias. A partir de los 35 dias se considera
establecido el consorcio, cuando las especies alcanzan “un equilibrio de quérum”. Este
estado se define como el momento a partir del cual la biomasa obtenida regularmente se
mantiene sin variaciones, en cuanto a composicion de especies (figura 5) y en cuando a
productividad. La productividad media de este tipo de consorcios se establece entre 1,48 y
4 gr de materia seca / m? de sustrato / dia, segln las especies que intervengan en el

consorcio.

En la forma de realizacion preferente la temperatura, la iluminacién y el caudal de cultivo en
FACI se mantienen segun se describe en la figura 2 y las sales nutritivas para agua dulce, agua

de mar o agua dura, segun las especies de cultivo como se describe en los epigrafes A1.

En otra forma de realizacién preferente se puede modificar el medio de cultivo si se pretende
obtener determinados CAVAS en la biomasa en consorcio final. Por ejemplo, para incrementar
el contenido en proteinas se aumenta en proporcién el contenido en solucion de nitratos en
relacion 4:1 respecto al resto de los medios nutritivos. En el caso de incrementar el contenido
en lipidos totales se incorpora cualquier fuente de carbono organico (por ejemplo: glucosa o

glicerol) en relacion 1:1 con la solucién de nitratos.

En otra forma de realizacion preferente se puede modificar la iluminacion, cuando se pretende
realizar el cultivo en FACI en atmdsfera controlada (sala blanca). Se incorpora iluminacion LED
combinando longitud de onda roja (660 nm) y azul (420 a 470 nm), con el fin de cumplir con los
requerimientos de las microalgas y cianobacterias, cuyas necesidades de longitud de onda son

diferentes debido a su composicion en pigmentos fotosintéticos.

En otra forma de realizacion preferente se puede modificar la iluminacion, cuando se pretende
realizar el cultivo en FACI en atmdsfera controlada (sala blanca). El cultivo se puede realizar en
ausencia de luz y afiadiendo una fuente de carbono organico como suplemento alimenticio. De
este modo la biomasa de consorcio modifica su forma de produccidén a heterotréfica, siendo

especialmente indicada para la produccion de lipidos de alto valor.
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En otra forma de realizacion preferente se puede modificar la atmdsfera para incorporar CO,
con el fin de aumentar la productividad en un 30%. En esta realizacion el CO, sera transferido a

la atmésfera circundante a una concentracion del 5%.
A5. Cosechado y procesamiento de la biomasa de consorcios (5 y 6):

Una vez el consorcio alcanza su maximo estado de desarrollo se procede al cosechado de las
microalgas. El cosechado se realiza con el fin de obtener la biomasa en consorcio para fines de
uso industrial. Una vez se realiza la cosecha, la biomasa remanente en el sustrato fibroso
polimérico inicia un nuevo ciclo de produccion. La biomasa cosechada se somete a varias
etapas de procesado que consisten en: un pre - homogenizado, un homogenizado con

tecnologia HPH, congelacién y finalmente liofilizacién.

En la forma de realizacion preferente el método de cosechado consiste en detener el paso del
medio de cultivo sobre el sustrato fibroso polimérico y dejar entre 10 minutos y 1 hora de
reposo para alcanzar la maxima deshidratacion, del 80 al 90%. Entonces, se procede al
arrastre de la biomasa de arriba hacia abajo con una herramienta de acero inoxidable: una

espatula de borde liso y uniforme.

En la forma de realizacion preferente el método de procesado consiste en una pre-
homogenizacion en un homogeneizador a 2000 RPM, con el fin de fragmentar al maximo las
colonias de cianobacterias. Entonces, esta biomasa es sometida a un proceso de disrupcién
celular con la tecnologia de homogenizacion en alta presién (HPH, siglas en inglés). Esta
tecnologia HPH es proceso puramente mecanico que somete un fluido a pasar a través de una
ranura a alta presién. Se utilizé el equipo Emulsiflex C3 (Avestin, Inc., Canada) con una
capacidad de caudal de 3 L/h. Las condiciones de trabajo utilizadas son de 2000 bares de
presion y en ciclo continuo, para obtener un tamafo de particula en el producto final de entre 2
y 10 um. La muestra fue diluida para bajar la concentracion de la biomasa para lograr una
condicion optima de trabajo. Finalmente, la biomasa obtenida es transferida a un congelador a -
18°C y posteriormente sometida a un proceso de liofilizacion para que el producto final alcance

un contenido de humedad menor al 5%.
AB. Control de calidad de la biomasa de consorcio:

Se realiza un control de calidad microbiolégica sobre la biomasa final para la deteccion
microorganismos patdgenos que puedan ser inviable el uso de la biomasa con fines

industriales.
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En el modo de realizacion preferente, para su uso en cosmética, los analisis microbiolégicos
que se llevan a cabo son: anaerobios mesofilos, Candida albicans, Pseudomonas aeurogionsa,
Staphylococcus aureus; y una determinacion de metales pesados: Plomo, cadmio, arsénico y
mercurio. Previo a la etapa de congelacion, sobre la biomasa fresca se realiza una prueba de

fitotoxinas para la deteccion de anatoxina-a, Nodularina y microcistinas.

B. Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm:

El sistema que se describe a continuacién hace referencia a un Foto-fermentador de Células
Inmovilizadas (13) que opera en condiciones abiertas al ambiente o en atmaosfera controlada

(sala blanca).
Las principales ventajas del sistema de cultivo descrito en esta invencién son las siguientes:

v' El Foto-fermentador Abierto de Células Inmovilizadas FACI es un sistema abierto que
permite cultivar consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, siendo

hasta el momento el Unico sistema que es utilizado para este fin.

v' El artefacto descrito simplifica la estructura de otros fotobiorractores de células
inmobilizadas, mejorando la eficiencia en las labores de siembra, cosechado y limpieza

en cada ciclo de cultivo.

v' EL FACI incorpora un modo de distribucién de agua denominado “canal desbordante”

que garantiza la uniformidad de la lamina de agua sobre el Fotofermentador.

v' El FACI incorpora unos tensores que permite ajustar la tension superficial de la lamina
de sustrato fibroso polimérico, asi como sumergirla parcialmente en el medio de cultivo.
Esto favorece el flujo ascendente de las sales nutritivas y el crecimiento de las

cianobacterias.

v' EL FACI dispone de una valvula de ajuste de caudal y un caudalimetro, que permiten
modificar el caudal de medio que discurre entre el sustrato y la cuba de siembra. El
caudal es una variable critica para el tipo de cultivo de consorcio ad-hoc que se desea

obtener.

El artefacto que se describe en la invencion (FACI) esté especialmente indicado para el cultivo

de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm.

Esta compuesto por un chasis apoyado en cuatro pies de soporte y nivelado. El chasis soporta
cuatro conjuntos tensores por medio de alas soporte que permiten ajustar la tension a la que

esta sometida una lamina vertical de sustrato fibroso polimérico por medio del conjunto de
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varilla roscada, tuercas y arandelas. La tensién superficial del sustrato es una variable que
influye en el tipo de consorcio que se desea cultivar. A diferencia de la patente
WO02011/138477 no dispone de marco bastidor para camara de gases ya que no se realiza
aporte de gases. Otra diferencia es la disposicion semi-sumergida de la lamina de geotextil,
para favorecer el flujo ascendente, lo que mejora el crecimiento del consorcio, especialmente
de las cianobacterias. Adicionalmente, en la presente invencion, no existe lamina de malla
interna de 5mm de ojo de malla (por ambas caras), se trata de una unica lamina de sustrato

fibroso polimérico.

El sustrato fibroso polimérico se encuentra parcialmente sumergido, en su zona inferior, en una
cuba de siembra. Esto permite, por medio de la capilaridad, la penetracion de las sales
nutritivas del medio de cultivo. Esta caracteristica también favorece el cultivo del consorcio,

especialmente, el crecimiento de las cianobacterias.

Adicionalmente, se realiza un vertido de medio de cultivo desde la cuba de siembra por la parte
superior del sustrato. Para ello, se utiliza una bomba sumergida y una tuberia que elevan el
medio de cultivo hasta un canal desbordante. En dicha tuberia, entre la bomba y el canal
desbordante, se disponen una valvula de corte y un caudalimetro. Mediante estos elementos
se puede variar el caudal elevado hasta el canal desbordante. El caudal bombeado es

determinante en el proceso de cultivo, favoreciendo la aparicién de un tipo de consorcio u otro.

El canal desbordante garantiza (gracias al nivelado del chasis) un reparto totalmente
homogéneo del medio de cultivo sobre el sustrato fibroso polimérico ya que produce un efecto
de lamina desbordante sin salpicaduras. El medio de cultivo se recircula constantemente desde
la cuba de siembra hasta el canal desbordante y de ahi cae por sustrato fibroso polimérico de

nuevo a la cuba de siembra.

La forma de realizacién preferente (figuras 7 a 13) es la construccién del chasis (18) mediante
un tubo cuadrado de acero inoxidable de 40x40 milimetros y 2 milimetros de espesor. Dicho
chasis se apoya en 4 pies de soporte y nivelado (14) de chapa circular de acero inoxidable de
100 milimetros de diametro y 10 milimetros de espesor. A cada uno de dichos pies se suelda
una varilla roscada de acero inoxidable de métrica 10 en el centro del disco (14). En cada
varilla se inserta una tuerca y su correspondiente arandela también de acero inoxidable (14).
En cada uno de los 4 tubos cuadrados de acero inoxidable (en su parte inferior) se sueldan 4
tapas en cuyo centro se realiza un taladro de 11 milimetros que permite el paso de la varilla
roscada. Mediante sistema de tuerca y arandela dicha varilla habilita la variacion de la altura de

cada pata lo que permite nivelar perfectamente el FACI.
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A fin de ajustar perfectamente la tension superficial del sustrato fibroso polimérico (23) se
disponen 4 conjuntos tensores. Tanto las alas soporte tensoras (16 y 19) como los tensores (15
y 20) se construyen con el mismo tubo cuadrado del chasis. Dichas alas se sueldan al chasis.
Se realizan taladros de 11 milimetros tanto en las alas como los tensores. Estos taladros
permiten el paso de las varillas roscadas que, junto con las tuercas y arandelas (17),

proporcionan un ajuste milimétrico del conjunto.

Los conjuntos de varilla roscada, tuercas y arandelas (17) son idénticos a los utilizados en los

pies de apoyo.

En esta forma de realizacion preferente, el sustrato fibroso polimérico (23) es de polipropileno.
Dicho sustrato polimérico se pliega sobre si mismo en sus dos extremos y posteriormente se
cose longitudinalmente. De este modo se genera un tunel que sirve para colgar el sustrato

fibroso por medio de los tensores superior (20) e inferior (15).

Asi mismo, sobre el tensor superior se monta el canal desbordante (22) consistente en un perfil
en U de acero inoxidable de 40 milimetros de ancho y 20 de alto por 3 milimetros de espesor.
En los extremos de este canal se sueldan dos pletinas en angulo de 90° para cerrar el mismo.
En cada una de estas pletinas (en su cara no soldada al canal desbordante) se realiza un
taladro de 11 milimetros. Nuevamente, a través de dichos taladros mediante varilla roscada,

tuercas y arandelas se fija el canal desbordante al tensor superior.

En esta forma de realizacion preferente, el medio de cultivo es contenido en una cuba de acero
inoxidable (24) con una capacidad total de entre 10 y 150 litros. El acero inoxidable tiene un
acabado superficial 2B. Para mejorar la limpieza de la cuba, una forma de realizacién aun mas

preferente es la utilizacién de un acero inoxidable con acabado 2R o BA.

Gracias a la bomba sumergida (27) el medio de cultivo es bombeado a través de la tuberia de
PVC de 16 milimetros (28) hasta inundar de manera homogénea el canal desbordante gracias

a las 4 salidas dispuestas en el mismo.

Como se ha mencionado, el control del caudal de medio de cultivo es de suma importancia.
Para garantizar dicha regulacién, se dispone una valvula de ajuste de caudal de PVC (29) y un

caudalimetro (20).

En otra forma de realizacion preferente se puede utilizar, como sistema de cultivo de
consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, otro tipo de fotobiorreactores,

tales como: fotobiorreactores abiertos: lagunas, estanques y raceway; o fotobiorreactores
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cerrados: bolsas, cilindros tubulares, paneles planos de plastico o metacrilato, en vertical y/o

horizontal y airlift, todos estos, con las variantes posibles que cada uno de ellos.

C. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm:

El tercer aspecto de esta invencion hace referencia a la biomasa de consocios de al menos una
especie de microalga y una especie de cianobacteria. Ademas, podrian estar presentes otros
grupos de microorganismos (otras bacterias, mohos y levaduras) pero siendo tan solo < 5% de

la biomasa. Esta biomasa es obtenida con el método y el sistema detallados anteriormente.

Las principales ventajas de la biomasa de consorcios descrito en esta invencion son las

siguientes:

v' La biomasa de consorcios puede realizarse con especies de interés comercial cuyas

propiedades sean complementarias para determinadas aplicaciones industriales.

v En cuanto a la productividad, la biomasa de consorcios, alcanzan un equilibrio que
permite obtener un mayor numero de ciclos de produccién comparado al de un

monocultivo, sin necesidad de detener el funcionamiento de los fotofermentadores.

v' La biomasa de consorcios tiene una composicion bioquimica mas diversa que la
biomasa de microalgas o cianobacterias en monocultivo. La composicion de la biomasa
de consorcios incluye los metabolitos de cada especie y los que se producen por la

interaccion de las especies en cultivo.

La biomasa de consorcios contiene microalgas que pueden pertenecer a los siguientes grupos
taxondmicos:  Chlorophyta, @ Rhodophyta,  Glaucophyta, Dinophyta, @ Euglenophyta,
Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta y Chlorarachniophyta) y cianobacterias que

pueden pertenecer a los grupos taxonémicos Cyanophyta y Prochlorales.

Los consorcios se especies se obtienen ad-hoc, mezclando especies preseleccionadas y
manteniéndolas en cultivo durante un periodo minimo de 30 dias hasta lograr la produccion de
una biomasa estable. El cultivo se realiza utilizando un método (descrito en el epigrafe A4) y un
sistema de cultivo (descrito en el epigrafe B), utilizando un medio de cultivo nutritivo como se
describira mas adelante. Son posibles distintas modalidades de consorcios de

microorganismos.

La forma de realizacion preferente de la biomasa de consorcios ad-hoc esta compuesta por las
microalgas marinas verdes Nannochloropsis gaditana y Tetraselmis chuii y la cianobacteria

Oscillatoria sp, y se ha denominado Marine Algaemass (11). Esta biomasa alcanza un alto
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rendimiento en produccién (1,6 gr de materia seca/m?dia), cuando el consorcio de especies
alcanza un estado de equilibrio en la densidad de celular (12), a los 30 dias aproximadamente.
Este estado, que hemos denominado “equilibrio de quérum” se alcanza durante el ciclo de

cultivo.
Otras modalidades de consorcio que se pueden obtener son las siguientes:

¢ microalgas diatomeas marinas: Navicula sp, Pinnularia sp y la cianobacteria Oscillatoria
sp. Esta modalidad estd dominada por la biomasa de diatomeas, en donde su contenido
en silicio organico es altamente elevado.

¢ microalgas marinas diatomeas y flageladas: Skeletonema costatum, Monochrysis luteri
e Isochrysis galbana y la cianobacteria Moorea sp.;

e microalgas de agua dulce: Ullothrix sp, Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp y la
cianobacteria de agua dulce Pseudolyngbya sp. Esta modalidad de biomasa presenta
un alto contenido de fibra celulosa y tiene un gran potencial para aplicaciones en
biomateriales;

e microalgas de agua alcalina extremofila (en medio de cultivo con pH superior a 10):
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp; y la cianobacteria. Arthrospira platensis;

e microalgas marinas en medio de cultivo con salinidad > 90 ppm: Dunaliella salina,

Nannochloropsis gaditana, Phaeodactylum tricornutum y la cianobacteria: Haloespirulina

Sp;
Se ha estudiado la composicién bioquimica de la biomasa Marine Algaemass.

La biomasa de la forma de realizacién preferente contiene en fraccion de peso seco entre 60,9
y un 35,7 % de proteina total; 45,7 y 0,7% de lipidos totales; 30,5 y 12,4% de hidratos de
carbono; 10,15y 5,14% de sales y 20,50 y 17,4 % de fibra alimentaria (31) (Figura 14).

En la fraccion proteica se identificaron 4 tipos de aminoacidos de gran interés por su elevada
concentracion (32) (Figura 16). Entre los aminoacidos esenciales destaca el elevado contenido
en Leucina (9 %). Este aminoacido tiene funciones especiales en la cosmética como
ingrediente de fragancia, agente acondicionador del cabello y acondicionador de la piel. Entre
los no esenciales destaca el elevado contenido en acido aspartanico y glutamico (13,2%).
Estos aminoacidos tienen funciones especiales en la cosmética para la elaboracion de cremas

revitalizantes para la piel.

El cromatograma de acidos grasos (33) (Figura 16) reveld un elevado contenido de acido
palmitico (43,95%) y acido linolénico (17,08%). Este perfil es especialmente abundante en las

especies de cianobacterias. El acido palmitico es utilizado en cosmética como ingrediente de
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fragancia, agente de opacidad, surfactante, agente limpiante, emulsificante y emoliente. Este
acido esta considerado en el ranking como uno que tiene mas utilidad en cosmética, segun

EWG cosmetic database.

Se realizé la extraccion de vitaminas por el método de HPLC y LC-MS/MS. El contenido de
vitaminas es variable (34) (Figura 17), sin embargo; destacan por su elevado contenido en
vitamina E (71 mg/kg) y C (69 mg/kg), que representaron en conjunto el 88,5% del total de

vitaminas.

El contenido en pigmentos de la biomasa Marine Algaemass (35) (Figura 18) fue extraido por el
método HPLC. Los principales pigmentos encontrados fueron la clorofila A (180 mg/kg) y el
beta-caroteno (79,52 mg/kg), sin embargo; en su composicién también destacan T- luteina
(33,09 mg/kg), cantaxantina (11,79 mg/kg) y clorofila C (25,30 mg/kg).

Tras un estudio de la composicién de polifenoles, los principales compuestos encontrados
fueron: 4-hidroxibenzaldehido y acido p-cumarico, entre otros. Se cuantificéd la composiciéon de
fenoles totales que fue de 67,765 £11,575 mg/mL equivalente de acido galico (EAG). Se
realizaron pruebas de capacidad de captura de radicales DPPH cuyo resultado fue de
80,01+7,57 equivalente de acido ascoérbico (EAA).

Probablemente la accion conjunta de estos compuestos, sumado a la presencia de los
pigmentos y las vitaminas estén relacionados con la alta capacidad antioxidante de Marine

Algaemass.

Se han identificado aplicaciones industriales de la biomasa de consorcio ad-hoc de microalgas
y cianobacterias en biofim de la forma de realizacion preferente (Marine Algaemass). La

principal aplicacion es para el campo de la industria cosmética y de la dermatologia clinica.

A partir de un estudio in-vitro se evalué la eficacia cosmética de Marine Algaemass mediante

un screening enzimatico y no enzimatico sobre diversas acciones.

Se evalud el potencial de capacidad des-pigmentante / proteccién natural UV, basada en la
actividad de la enzima tirosinasa. También se evalud el potencial reafirmante / antiarrugas
basado en la inhibicion de las actividades de las enzimas elastasa, hialuronidasa y colagenasa.
Finalmente se evalué la capacidad antienvejecimiento basado en la inhibicion de las

actividades de glicosilacion, oxidacion general y de peroxidacion lipidica.

Para la ejecucion de los ensayos enzimaticos y los ensayos no enzimaticos la muestra se

analizé a una concentracion del 0,3%. La cuantificacion de los productos finales de la reaccion
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enzimatica y no enzimatica se realizé6 mediante espectrofotometria o fluorimetria, respecto a

controles positivo y negativo.

El extracto de Marine Algaemass al 0,3% fue efectivo para inhibir la actividad de la enzima
tirosinasa en un 51,48% respecto al control negativo de inhibicién (CNI) (36) (Figura 19). El
extracto también fue efectivo en la inhibicion de la actividad de la enzima hialuronidasa en un
50,08% (37) (Figura 19).

Marine Algaemass al 0,3% presentd una actividad antiglicosilacion del 34,23% (38) (Figura 19)

y una capacidad antioxidante a 58,33 uyM en equivalente TROLOX (39) (Figura 19).

Estos resultados indican que Marine Algaemass muestra efectos positivos frente a diversos

procesos de interés en cosmética:

- Por una parte, actua como regenerador celular.

- Aporta luminosidad a la piel debido a la capacidad de inhibicion de la enzima tirosinasa
del 51,48%.

- Tiene actividad reafirmante / antiarrugas ya que protege frente a la degradacion del
acido hialurénico, debido a la capacidad de inhibir la enzima hialuronidasa en un 50,08%

- Protege frente al envejecimiento prematuro, foto-envejecimiento y efectos de la
contaminacion gracias a su actividad protectora frente a la glicosilacion y por los

resultados de equivalente TROLOX.
Otras aplicaciones industriales posible de esta biomasa son:
- Acuicultura: formulacion para alimentacion de zooplancton y peces herviboros;

- Pesca deportiva: formulacion para elaborar cebo de pesca, con propiedades de

atraccion especialmente en carpfishing;

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafa como parte integrante de
dicha descripcion, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha

representado lo siguiente:

Figura 1. Método de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacion preferente. Descripcion de cada etapa del método.

Figura 2. Método de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
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segun la realizacién preferente. Parametros fisicoquimicos en cada etapa del método.

3. Método de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacion preferente. Detalle de la etapa de cultivo en FACI: asentamiento de
sales nutritivas y formacién del biofilm de microalgas y cianobacterias (400x). Fibra
artificial del sustrato fijo (S) y Matriz de mucopolisacarido con asentamiento bacteriano
(M).

4. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacion preferente. Marine Algaemass compuesta por: O. Oscillatoria sp
(cianobacteria), N. Nannochloropsis gaditana, T. Tetraselmis chuii.

5. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacién preferente. Detalle de la composicion relativa de las especies del consorcio
Marine Algaemass. La flecha indica el punto de “equilibrio de quérum”.

6. Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacién preferente.

7 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacién preferente. Vista frontal A: vista frontal del Fotobiorreactor Abierto
de Células Inmobilizadas (FACI) sin la cuba para medio de cultivo.

8 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacién preferente. Seccion A: seccion del FACI sin la cuba para medio de
cultivo.

9 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacién preferente. Alzado: vista lateral del FACI con la cuba para medio de
cultivo.

10 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacion preferente. Vista frontal B: vista frontal del FACI con la cuba para
medio de cultivo.

11 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacion preferente. Seccion B: seccion transversal del FACI con la cuba
para medio de cultivo.

12 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacion preferente. Seccion C: seccion longitudinal del FACI con la cuba
para medio de cultivo.

13 Sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
segun la realizacion preferente. Hidraulica: seccion transversal del FACI con la cuba
para medio de cultivo, bomba sumergida, tuberias, valvula de ajuste de caudal y

caudalimetro.
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Figura 14. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacion preferente. Composicion proximal.

Figura 15. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacion preferente. Composicién de aminoacidos.

Figura 16. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacién preferente. Composicion de acidos grasos.

Figura 17. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacién preferente. Composicion de vitaminas.

Figura 18. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacién preferente. Composicion de fitopigmentos.

Figura 19. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm, segun la
realizacién preferente. Resultados de los estudios in-vitro de eficacia cosmética. De
arriba abajo: capacidad de inhibicion de la tirosinasa, capacidad de inhibicion de la
hialuronidasa, capacidad de inhibicion de la glicosilacion y capacidad antioxidante

segun equivalente TROLOX de fitopigmentos.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

A Método de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm

El modo de realizacién preferente de cada una de las etapas del método de cultivo de

consorcio ad-hoc de microalgas y cianobacterias (figura 1), se describe a continuacion:

A1. Elaboracion del medio de cultivo (1):

El medio de cultivo se prepara con una formulacién basica y una formulacion nutritiva.

La forma de realizacion preferente de la formulacion basica para el agua dulce, hasta alcanzar
una conductividad deseada (figura 2), se logra a partir de la combinacién de las siguientes
sales en proporcion variable, segun los requerimientos de las especies de microalgas o
cianobacterias en cultivo: CaCO; (40 a 30%), NaHCO; (20 a 10%), Mg SO, (10 a 5%), NaCl (5
a 3%), y KCI (5 a 2%). La forma de realizacién preferente para la formulacion nutritiva para
consorcios de agua dulce y de aguas duras utiliza una formula modificada de otros medios
nutritivos convencionales para microalgas y cianobacterias: Medio de Rodriguez — Lopez
(Rodriguez- Lépez, 1978. Medio nutritivo), medio Bold Basal (Bischoff & Bold, 1963, University
of Texas Publications no., 6318) y medio nutritivo para cianobacterias ASN-IIl + solucion traza
A5+Co (Rippka, 1988. Meth Enzymol 167).
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La forma de realizacién preferente de la formulacion basica para el agua de mar comprende
una mezcla de sales, hasta alcanzar la conductividad deseada (figura 2), con las siguientes
sales en proporcion variable, segun los requerimientos de las especies de microalgas o
cianobacterias en cultivo: NaCl (60 a 80%); Mg SO,* 7 H,O (6 a 8%); Mg Cl, (4 a 6%);
CaCl,;*2H,0 (1 a 3%); KCI (0,5 a 1%) y NaHCO; (0,5 a 1%). La forma de realizacion preferente
para la formulacién nutritiva para consorcios de agua de mar utiliza una mezcla de medios
nutritivos para microalgas y cianobacterias marinas: Medio de Miguel (Allen-Nelson, 1910.
Kinne Eds. Marine Ecology, Ill), medio guillard F 2 (Guillard, 1973. Cambridge, Universa Press)

y medio nutritivo para cianobacterias marinas: ASN-IIl + solucion traza A5+Co (Cyanosite.bio).

A2. Incubacién de cepas puras (2):

La forma de realizacién preferente para el cultivo de cepas puras de agua marina y de agua
dulce se realiza utilizando los mismos medios nutritivos citados anteriormente. Se realizan
cultivos en medio sdlido, en un soporte cajas de Petri, y en medio liquido, en volumenes de
entre 10 y 125 ml en tubos de ensayo y erlemmeyers. Los medios liquidos y sdlidos se
esterilizan con técnicas clasicas de microbiologia. Las condiciones fisicoquimicas de
incubacién de las cepas (figura 2) son de al menos 18°C, un fotoperiodo de al menos 12:12

(luz: oscuridad) y una irradiancia de entre 40 y 50 pmol/m?/seg en incubadora.

A3. Preparacion de cultivos de arranque (3):

La forma de realizacion preferente para el cultivo de arranque consiste en cultivar cada una de
las cepas puras, pasando de un matraz de al menos 125 ml a botellas de al menos 500 ml y
luego de mas de 3 litros. Los cultivos de arranque se realizan en botellas de cristal, con
suministro de aire filtrado por filtro de cartucho de 0,45 ym, a mas de 22°C de temperatura, de
fotoperiodo en torno a 16:8 (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 1.000 y 2.000 pymol/m?/seg

en incubadora.

A4. Procedimiento de cultivo de consorcios ad-hoc de especies de microalgas y cianobacterias

en Foto-fermentadores Abiertos de Células inmovilizadas (FACI):

La forma de realizacion preferente del método de cultivo en FACI se describe a continuacion.
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1. Hidratacion del sustrato fibroso polimérico: se incorpora el medio de cultivo, compuesto de
al menos 30 It de la formulacién basica y las sales de la formulacion nutritiva, para que el
panel absorba el agua y tenga lugar la adhesion de sales minerales en el sustrato. Estas
sales proceden del medio de cultivo (formulacidn basica y formulacion nutritiva). Esta etapa
debe realizarse en un periodo de 24 a 48 horas.

2. Mezcla de cultivos de arranque: se realiza la mezcla de cultivos de arranque de las
microalgas y cianobacterias en el depésito del FACI que contiene al menos 30 litros del
medio de cultivo. El primer paso es incorporan entre 3 y 6 litros de cultivo de arranque de al
menos una especie de cianobacteria. Pasados 48 horas, una vez las cianobacterias haya
colonizado el sustrato fibroso (figuras 3 y 4), se incorporan entre 3 y 6 litros de al menos
una especie de microalga. En este punto las cianobacterias forman un entramado de fibras
que favorecen la fijacion pasiva de conglomerados de microalgas unicelulares (figura 4).

3. Alimentacién y mantenimiento de cultivos en FACI: para garantizar el desarrollo del
consorcio es necesario incorporar las sales de la formulaciéon nutritiva al menos cada 3
dias y realizar la limpieza del FACI cada 10 dias. A partir de los 35 dias se considera
establecido el consorcio, cuando las especies alcanzan “un equilibrio de quérum”. Este
estado se define como el momento a partir del cual la biomasa obtenida regularmente se
mantiene sin variaciones, en cuanto a composicién de especies (figura 5) y en cuando a
productividad. La productividad media de este tipo de consorcios se establece entre 1,48 y
4 gr de materia seca / m? de sustrato / dia, segin las especies que intervengan en el

CONSOrcio.

En la forma de realizacién preferente la temperatura, la iluminacion y el caudal de cultivo en
FACI se mantienen segun se describe en la figura 2, segun el medio de cultivo y las especies a
cultivar. En general, la temperatura desde 22°C a 30°C, pH el fotoperiodo desde 0:24 a 24:0

(luz: oscuridad) y una irradiancia entre 0 y 3.000 pmol/m?/seg en incubadora.

Las sales nutritivas para agua dulce, agua de mar o agua dura, segun las especies de cultivo,

son las mismas que se describe en los epigrafes A1.

En otra forma de realizacion preferente se puede modificar el medio de cultivo si se pretende
obtener determinados CAVAS en la biomasa de consorcio final. Por ejemplo, para incrementar
el contenido en proteinas se aumenta en proporcién el contenido en solucion de nitratos en
relacién 4:1 respecto al resto de los medios nutritivos. En el caso de incrementar el contenido
en lipidos totales se incorpora cualquier fuente de carbono organico (por ejemplo: glucosa o

glicerol) en relacion 1:1 con la solucion de nitratos.
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En otra forma de realizacion preferente se puede modificar la iluminacion, en el cultivo en FACI
en atmosfera controlada (sala blanca). Se incorpora iluminacion LED combinando longitud de
onda roja (660 nm) y azul (420 a 470 nm), con el fin de cumplir con los requerimientos de las
microalgas y cianobacterias, para incrementar la productividad de la biomasa de consorcios en

al menos un 15%.

En otra forma de realizacién preferente se puede modificar la iluminacion, cuando se pretende
realizar el cultivo en FACI en atmésfera controlada (sala blanca). El cultivo se puede realizar en
ausencia de luz y afadiendo una fuente de carbono organico como suplemento alimenticio. De
este modo la biomasa de consorcio modifica su forma de producciéon a heterotrofica, siendo

especialmente indicada para la produccion de lipidos de alto valor.

En otra forma de realizacion preferente se puede modificar la atmdsfera para incorporar CO,
con el fin de aumentar la productividad en al menos un 20%. En esta realizaciéon el CO, sera

transferido a la atmdsfera circundante a una concentracion como maximo el 5%.

A5. Cosechado y procesamiento de la biomasa en consorcio (4):

En la forma de realizacion preferente el método de cosechado consiste en detener el paso del
medio de cultivo sobre el sustrato fibroso polimérico y dejar entre 10 minutos y 1 hora de
reposo para alcanzar la maxima deshidratacion, del 80 al 90%. Entonces, se procede al
arrastre de la biomasa de arriba hacia abajo con una herramienta de acero inoxidable: una

espatula de borde liso y uniforme.

En la forma de realizacion preferente el método de procesado consiste en una pre-
homogenizacion en un homogeneizador a 2000 RPM, con el fin de fragmentar al maximo las
colonias de cianobacterias. Entonces, esta biomasa es sometida a un proceso de disrupcion
celular con la tecnologia de homogenizaciéon en alta presion (HPH, siglas en inglés). Esta
tecnologia HPH es proceso puramente mecanico que somete un fluido a pasar a través de una
ranura a alta presién. Se utilizé el equipo Emulsiflex C3 (Avestin, Inc., Canada) con una
capacidad de caudal de 3 L/h. Las condiciones de trabajo utilizadas son de 2000 bares de
presion y en ciclo continuo, para obtener un tamafo de particula en el producto final de entre 2
y 10 ym. La muestra fue diluida para bajar la concentracion de la biomasa para lograr una
condicién 6ptima de trabajo. Finalmente, la biomasa obtenida es transferida a un congelador a -
18°C y posteriormente sometida a un proceso de liofilizacion para que el producto final alcance

un contenido de humedad menor al 5%.
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B. Sistema de cultivo de consorcio ad-hoc de microalgas y cianobacterias:

La forma de realizacién preferente (figuras 7 a 13) es la construccién del chasis (18) mediante
un tubo cuadrado de acero inoxidable de 40x40 milimetros y 2 milimetros de espesor. Dicho
chasis se apoya en 4 pies de soporte y nivelado (14) de chapa circular de acero inoxidable de
100 milimetros de diametro y 10 milimetros de espesor. A cada uno de dichos pies se suelda
una varilla roscada de acero inoxidable de métrica 10 en el centro del disco (14). En cada
varilla se inserta una tuerca y su correspondiente arandela también de acero inoxidable (14).
En cada uno de los 4 tubos cuadrados de acero inoxidable (en su parte inferior) se sueldan 4
tapas en cuyo centro se realiza un taladro de 11 milimetros que permite el paso de la varilla
roscada. Mediante sistema de tuerca y arandela dicha varilla habilita la variaciéon de la altura de

cada pata lo que permite nivelar perfectamente el FACI.

A fin de ajustar perfectamente la tension superficial del sustrato fibroso polimérico (23) se
disponen 4 conjuntos tensores. Tanto las alas soporte tensoras (16 y 19) como los tensores (15
y 20) se construyen con el mismo tubo cuadrado del chasis. Dichas alas se sueldan al chasis.
Se realizan taladros de 11 milimetros tanto en las alas como los tensores. Estos taladros
permiten el paso de las varillas roscadas que, junto con las tuercas y arandelas (17),

proporcionan un ajuste milimétrico del conjunto.

Los conjuntos de varilla roscada, tuercas y arandelas (17) son idénticos a los utilizados en los

pies de apoyo.

En esta forma de realizacion preferente, el sustrato fibroso polimérico (23) es de polipropileno.
Dicho sustrato polimérico se pliega sobre si mismo en sus dos extremos y posteriormente se
cose longitudinalmente. De este modo se genera un tunel que sirve para colgar el sustrato

fibroso por medio de los tensores superior (20) e inferior (15).

Asi mismo, sobre el tensor superior se monta el canal desbordante (22) consistente en un perfil
en U de acero inoxidable de 40 milimetros de ancho y 20 de alto por 3 milimetros de espesor.
En los extremos de este canal se sueldan dos pletinas en angulo de 90° para cerrar el mismo.
En cada una de estas pletinas (en su cara no soldada al canal desbordante) se realiza un
taladro de 11 milimetros. Nuevamente, a través de dichos taladros mediante varilla roscada,

tuercas y arandelas se fija el canal desbordante al tensor superior.

En esta forma de realizacion preferente, el medio de cultivo es contenido en una cuba de acero
inoxidable (24) con una capacidad total de entre 10 y 150 litros. El acero inoxidable tiene un
acabado superficial 2B. Para mejorar la limpieza de la cuba, una forma de realizacién aun mas

preferente es la utilizacion de un acero inoxidable con acabado 2R o BA.
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Gracias a la bomba sumergida (27) el medio de cultivo es bombeado a través de la tuberia de
PVC de 16 milimetros (28) hasta inundar de manera homogénea el canal desbordante gracias

a las 4 salidas dispuestas en el mismo.

Como se ha mencionado, el control del caudal de medio de cultivo es de suma importancia.
Para garantizar dicha regulacion, se dispone una valvula de ajuste de caudal de PVC (29) y un

caudalimetro (20).

C. Biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm:

La forma de realizacion preferente de la biomasa de consorcios ad-hoc esta compuesta por las
microalgas marinas verdes Nannochloropsis gaditana y Tetraselmis chuii y la cianobacteria
Oscillatoria sp, denominada Marine Algaemass (11) (figura 4). Marine Algaemass alcanza un
alto rendimiento en produccion (1,6 gr de materia seca/m?/dia) cuando el consorcio de especies
alcanza un estado de equilibrio en la densidad de celular(12) (figura 5)., a los 30 dias
aproximadamente. Este estado, que hemos denominado “equilibrio de quérum” se alcanza

durante el ciclo de cultivo

La biomasa de la forma de realizacién preferente contiene en fraccion de peso seco entre 60,9
y un 35,7 % de proteina total; 45,7 y 0,7% de lipidos totales; 30,5 y 12,4% de hidratos de
carbono; 10,15y 5,14% de sales y 20,50 y 17,4 % de fibra alimentaria (31) (Figura 14).

En la fraccion proteica se identificaron 4 tipos de aminoacidos de gran interés por su elevada
concentracion (32) (Figura 16). Entre los aminoacidos esenciales destaca el elevado contenido
en Leucina (9 %). Este aminoacido tiene funciones especiales en la cosmética como
ingrediente de fragancia, agente acondicionador del cabello y acondicionador de la piel. Entre
los no esenciales destaca el elevado contenido en &cido aspartanico y glutdmico (13,2%).
Estos aminoacidos tienen funciones especiales en la cosmética para la elaboracion de cremas

revitalizantes para la piel.

El cromatograma de acidos grasos (33) (Figura 16) reveld un elevado contenido de acido
palmitico (43,95%) y acido linolénico (17,08%). Este perfil es especialmente abundante en las
especies de cianobacterias. El acido palmitico es utilizado en cosmética como ingrediente de
fragancia, agente de opacidad, surfactante, agente limpiante, emulsificante y emoliente. Este
acido esta considerado en el ranking como uno que tiene mas utilidad en cosmética, segun

EWG cosmetic database.
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Se realizé la extraccion de vitaminas por el método de HPLC y LC-MS/MS. EIl contenido de
vitaminas es variable (34) (Figura 17), sin embargo; destacan por su elevado contenido en
vitamina E (71 mg/kg) y C (69 mg/kg), que representaron en conjunto el 88,5% del total de

vitaminas.

El contenido en pigmentos de la biomasa Marine Algaemass (35) (Figura 18) fue extraido por el
método HPLC. Los principales pigmentos encontrados fueron la clorofila A (180 mg/kg) y el
beta-caroteno (79,52 mg/kg), sin embargo; en su composicién también destacan T- luteina
(33,09 mg/kg), cantaxantina (11,79 mg/kg) y clorofila C (25,30 mg/kg).

Tras un estudio de la composicion de polifenoles, los principales compuestos encontrados
fueron: 4-hidroxibenzaldehido y acido p-cumarico, entre otros. Se cuantificé la composicion de
fenoles totales que fue de 67,765 £11,575 mg/mL equivalente de acido galico (EAG). Se
realizaron pruebas de capacidad de captura de radicales DPPH cuyo resultado fue de
80,01+7,57 equivalente de acido ascoérbico (EAA).

Probablemente la acciéon conjunta de estos compuestos, sumado a la presencia de los
pigmentos y las vitaminas estén relacionados con la alta capacidad antioxidante de Marine

Algaemass.

Se han identificado aplicaciones industriales de la biomasa de consorcio ad-hoc de microalgas
y cianobacterias en biofilm de la forma de realizacion preferente (Marine Algaemass). La

principal aplicacion es para el campo de la industria cosmética y de la dermatologia clinica.

A partir de un estudio in-vitro se evalué la eficacia cosmética de Marine Algaemass mediante

un screening enzimatico y no enzimatico sobre diversas acciones.

Se evalué el potencial de capacidad des-pigmentante / proteccién natural UV, basada en la
actividad de la enzima tirosinasa. También se evalud el potencial reafirmante / antiarrugas
basado en la inhibicion de las actividades de las enzimas elastasa, hialuronidasa y colagenasa.
Finalmente se evalu6 la capacidad antienvejecimiento basado en la inhibicion de las

actividades de glicosilacion, oxidacion general y de peroxidacion lipidica.

Para la ejecucion de los ensayos enzimaticos y los ensayos no enzimaticos la muestra se
analizé a una concentracion del 0,3%. La cuantificacion de los productos finales de la reaccién
enzimatica y no enzimatica se realiz6 mediante espectrofotometria o fluorimetria, respecto a

controles positivo y negativo.

El extracto de Marine Algaemass al 0,3% fue efectivo para inhibir la actividad de la enzima

tirosinasa en un 51,48% respecto al control negativo de inhibicién (CNI) (36) (Figura 19). El
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extracto también fue efectivo en la inhibicion de la actividad de la enzima hialuronidasa en un
50,08% (37) (Figura 19).

Marine Algaemass al 0,3% present6 una actividad antiglicosilacion del 34,23% (38) (Figura 19)

y una capacidad antioxidante a 58,33 uyM en equivalente TROLOX (39) (Figura 19).

5 Estos resultados indican que Marine Algaemass muestra efectos positivos frente a diversos

procesos de interés en cosmética:

- Por una parte, actua como regenerador celular.

- Aporta luminosidad a la piel debido a la capacidad de inhibicion de la enzima tirosinasa
del 51,48%.

10 - Tiene actividad reafirmante / antiarrugas ya que protege frente a la degradacion del

acido hialurénico, debido a la capacidad de inhibir la enzima hialuronidasa en un 50.08%

- Protege frente al envejecimiento prematuro, foto-envejecimiento y efectos de la
contaminacion gracias a su actividad protectora frente a la glicosilacién y por los
resultados de equivalente TROLOX.

15  Otras aplicaciones industriales posible de esta biomasa son:
- Acuicultura: formulacion para alimentacion de zooplancton y peces herviboros;

- Pesca deportiva: formulacion para elaborar cebo de pesca, con propiedades de

atraccion especialmente en carpfishing;

20
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REIVINDICACIONES

Un método o procedimiento para el cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y
cianobacterias en biofilm, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) La elaboracion del medio de cultivo (1);

b) La incubacion de cepas puras (2);

¢) Laincubacién de cultivo de arranque (3);

d) El cultivo de consorcios de especies en Foto-fermentadores Abiertos de células

inmovilizadas (FACI) (4);

e) El cosechado y procesado de la biomasa (5 y 6);

Un método, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el medio de cultivo contiene

una formulacién basica y una formulacién nutritiva para realizar los cultivos de cepas

puras, cultivos de arranque o cultivos en FACI.

Un método, segun la reivindicacién 2, con una formulacidén basica que contiene una

mezcla de sales, en proporcion variable, segun las especies a cultivar, como sigue:

a. Para agua dulce: CaCO; (40 a 30%), NaHCO; (20 a 10%), Mg SO, (10 a 5%),
NaCl (5 a 3%), KCI (5 a 2%) y otras sales de carbonato y sulfato.

b. Para agua dura: CaCO; (60 a 50%), NaHCO; (40 a 30%), Mg SO, (20 a 10%),
NaCl (5 a 3%), y KCI (5 a 2%) y otras sales de carbonato.

C. Para agua marina: NaCl (60 a 80%); Mg SO,* 7 H,O (6 a 8%); Mg Cl, (4 a 6%);
CaCl,*2H,0 (1 a 3%); KCI (0,5 a 1%) y NaHCO; (0,5 a 1%) y otras sales de
cloruro y sulfato.

Un método, segun la reivindicacion 2, con una formulacion nutritiva que contiene una

formula modificada de medio nutritivo de sales, a partir de los medios nutritivos

convencionales para microalgas y cianobacterias, en proporcion variable segun las
especies a cultivar:

a. Para agua dulce y de aguas duras: Medio de Rodriguez — Lépez, medio Bold
Basal, medio nutritivo para cianobacterias ASN-Ill + solucion traza A5+Co y la
mezcla de otros medios nutritivos.

b. Para agua de mar: Medio de Miguel, medio Guillard F %2, ASN-IIl + solucién
traza A5+Co y la mezcla de otros medios nutritivos.

Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las condiciones

fisicoquimicas de incubacion de cepas puras (7) comprenden:
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a. Con medio de cultivo de agua dulce: 5 a 10 mS/cm de conductividad eléctrica, 0
a 5 ppm de salinidad, 6,5 a 7 unidades de pH, 18°C de temperatura, 16:8 horas
de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 300 y 500 umol/m?/seg.

b. Con medio de cultivo de agua de mar: 5.000 a 6.000 mS/cm de conductividad
eléctrica, 35 a 50 ppm de salinidad, 7,5 a 8,5 unidades de pH, 18°C de
temperatura, 16:8 horas de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre
300 y 500 pmol/m?seg.

c. Con medio de cultivo de aguas duras: > 6.000 mS/cm de conductividad
eléctrica, 9 a 11 unidades de pH, 25 a 30°C de temperatura, 16:8 horas de
fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 300 y 500 umol/m?/seg.

Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las condiciones

fisicoquimicas de incubacién de los cultivos de arranque (8) comprenden:

a. Con medio de cultivo de agua dulce: 5 a 10 mS/cm de conductividad eléctrica, 0
a 5 ppm de salinidad, 6,5 a 7 unidades de pH, 22 a 26°C de temperatura, 16:8
horas de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 1.000 a 2.000
umol/m?/seg.

b. Con medio de cultivo de agua de mar: 5.000 a 6.000 mS/cm de conductividad
eléctrica, 35 a 50 ppm de salinidad, 7,5 a 8,5 unidades de pH, 22 a 24°C de
temperatura, 16:8 horas de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre
1.000 a 2.000 umol/m?/seg.

C. Con medio de cultivo de aguas duras: > 6.000 mS/cm de conductividad
eléctrica, 9 a 11 unidades de pH, 25 a 30°C de temperatura, 16:8 horas de
fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 1.000 a 2.000 pmol/m?/seg.

Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de cultivo de

consorcios ad-hoc de especies en Foto-fermentadores Abiertos de Células

Inmovilizadas (FACI) (4) comprende 3 etapas:

a. La etapa de hidratacion del sustrato fibroso polimérico, que consiste en
incorporar un volumen de entre 30 y 200 Its de la formulacion basica y afiadir las
sales de la formulacion nutritiva en el depésito para que el panel, conformado
por el sustrato fibroso polimérico se hidrate, durante al menos 48 horas.

b. la etapa de mezcla de cultivos de arranque que consiste en incorporar al menos
3 litros de cultivo de una especie de cianobacteria y, transcurridas al menos 48
horas, incorporar al menos 3 litros de cultivo de una especie de microalga,

ambos, en la cuba para medio de cultivo del FACI.
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C. La alimentacién y mantenimiento de cultivos en FACI que consiste en incorporar
las sales de la formulacion nutritiva al menos 2 veces por semana y realizar la
limpieza del FACI al menos 1 vez por semana.

Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las condiciones

fisicoquimicas de incubacion de los cultivos en FACI (9) comprenden:

a. Con medio de cultivo de agua dulce: 5 a 10 mS/cm de conductividad eléctrica, 0
a 5 ppm de salinidad, 6,5 a 7 unidades de pH, 22 a 26°C de temperatura, desde
0:24 a 24:0 horas de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 0 a
3.000 umol/m?/seg.

b. Con medio de cultivo de agua de mar: 5.000 a 6.000 mS/cm de conductividad
eléctrica, 35 a 50 ppm de salinidad, 8,5 a 9,5 unidades de pH, 22 a 24°C de
temperatura, desde 0:24 a 24:0 horas de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una
irradiancia entre 0 a 3.000 pmol/m?/seg.

C. Con medio de cultivo de aguas duras: > 6.000 mS/cm de conductividad
eléctrica, 9 a 11 unidades de pH, 25 a 30°C de temperatura, desde 0:24 a 24:0
horas de fotoperiodo (luz: oscuridad) y una irradiancia entre 0 a 3.000
umol/m?/seg.

Un método, segun las reivindicaciones 7 y 8, en donde, transcurridos al menos 30 dias,

la tasa de productividad de biomasa de consorcio de microalgas y cianobacterias

comprende una ratio entre 1,48 y 4 gr de materia seca/m?/dia, segun las especies que
intervengan en el consorcio.

Un método, segun la reivindicacion 2 y 4, que comprende un aumento de la proporcion

en el contenido en solucion de nitratos en relacion 4:1 respecto al resto de los medios

nutritivos para promover un incremento en el contenido en proteinas de la biomasa de

Consorcios.

Un meétodo, segun la reivindicacién 2, 4 y 8, que comprende el suministro de cualquier

fuente de carbono organico (por ejemplo: glucosa o glicerol) y la ausencia de luz, en

relacién 1:1 con la solucion de nitratos, para promover un incremento en el contenido en
lipidos totales y lipidos de alto valor de la biomasa de consorcios.

Un método, segun la reivindicacion 8, que comprende el uso de iluminacién artificial

LED, combinando longitud de onda roja (660 nm) y azul (420 a 470 nm) en atmdsfera

controlada, para promover un incremento en la productividad de la biomasa de

consorcios, en al menos un 15%.

Un método, segun la reivindicacién 9, que comprende el uso de una fuente artificial de

CO,, en una concentracion del 5% en atmésfera controlada para promover un
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incremento la productividad del consorcio de microalgas y cianobacterias, al menos un

20%.

Un método, segun la reivindicacion 1, caracterizado por un cosechado (5) y un

procesado (6), al menos 1 vez por semana, que comprende las siguientes etapas:

a. Detener el paso del medio de cultivo sobre el sustrato fibroso polimérico hasta
alcanzar una deshidratacion del 80 al 90%.

b. Realizar el arrastre de la biomasa de arriba hacia abajo con una herramienta de
acero inoxidable, de borde liso y uniforme.

Pre-homogenizar la biomasa en un homogeneizador de al menos 200 RPM.
Disrupcién celular y homogenizar la biomasa, pre-hidratada con agua destilada
hasta 97,5% de humedad, utilizando la tecnologia de Homogeneizacion a alta
presion (HPH, siglas en inglés), que comprende un caudal de 3 L/h y 2.000
bares de presién en ciclo continuo hasta obtener un producto final con tamafo
de particula de 2 a 10 um.

e. Almacenar la biomasa obtenida en congelador a -18°C.

f. Liofilizar la biomasa congelada hasta alcanzar un maximo de 5% de humedad.

Un sistema de cultivo de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm

(13), caracterizado porque comprende un Foto-fermentador Abierto de Células

Inmobilizadas (FACI) y un mecanismo de bombeo del medio de cultivo:

a. Un chasis de soporte (18) al que se sueldan las alas soporte para tensor inferior
y superior (16 y 17) sobre las que se montan los tensores: inferior (15) y superior
(20),

b. un sustrato fibroso polimérico (23) soportado por los tensores inferior (15) y
superior (20), por el que fluye en sentido descendente un medio liquido de
cultivo que contiene un consorcio de microalgas y cianobacterias bombeado
desde una cuba para medio de cultivo (24) a la que vuelve a caer dicho medio
de cultivo y en la que el sustrato fibroso polimérico (23) se encuentra
parcialmente sumergido,

C. cuatro pies de soporte y nivelado (14), uno en cada una de las 4 extremidades
del chasis de soporte (18).

d. un canal desbordante (22) de medio de cultivo en su parte superior, que permite
un reparto homogéneo de dicho medio de cultivo, por el principio de lamina
desbordante al sustrato fibroso polimérico (23).

e. un tensor inferior (15) y otro superior (20) para ajustar la altura y tensién del

sustrato fibroso polimérico (23). Estos tensores (15 y 20) permiten mediante sus
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correspondientes varillas roscadas, tuercas y arandelas un ajuste perfecto de la
tension a la que se somete el sustrato fibroso polimérico (23). Asi mismo,
permiten sumergir parcialmente hasta una altura variable el sustrato fibroso
polimérico (23) en el medio de cultivo (25) contenido en la cuba para medio de
cultivo (24).

f. una bomba sumergida (27) encargada de trasegar el medio de cultivo desde la
cuba para medio de cultivo (24) al canal desbordante (22) mediante una tuberia
(28) en la que hay intercalados un caudalimetro (30) y una valvula de ajuste de
caudal (29),

g. una valvula de ajuste de caudal (29) y un caudalimetro (30) para la regulacion
del caudal de medio de cultivo que fluye desde la cuba para medio de cultivo
(12) hasta el canal desbordante (22).

Un sistema de cultivo, segun la reivindicacion 15, caracterizado porque estan integradas

al menos dos unidades de sistema de cultivo.

Un sistema de cultivo, segun la reivindicacion 15, utilizando otro tipo de

fotobiorreactores distintos al FACI, tales como: fotobiorreactores abiertos: lagunas,

estanques y raceway; o fotobiorreactores cerrados: bolsas, cilindros tubulares, paneles

planos de plastico o metacrilato, en vertical y/o horizontal y airlift, todos estos, con las

variantes posibles que cada uno de ellos.

Una biomasa de consorcios ad-hoc de microalgas y cianobacterias en biofilm,
caracterizada porque comprende al menos una especie de microalga (de los grupos
taxonémicos: Chlorophyta, Rhodophyta, Glaucophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta y Chlorarachniophyta) y una especie de
cianobacteria (de los grupos taxonémicos Cyanophyta y Prochlorales) y, ademas, otros
grupos de microorganismos (otras bacterias, mohos y levaduras) que se encuentran en
menor proporcion, en torno al < 5% de la biomasa.
La composicion de los consorcios ad-hoc pueden comprender las siguientes
combinaciones de especies:
a. Las microalgas marinas verdes Nannochloropsis gaditana y Tetraselmis chuii y
la cianobacteria Oscillatoria sp, denominada Marine Algaemass (12).
b. microalgas marinas diatomeas Navicula sp, Pinnularia sp y la cianobacteria
Oscillatoria sp.;
Cc. microalgas marinas diatomeas vy flageladas: Skeletonema costatum,

Monochrysis luteri e Isochrysis galbana y la cianobacteria Lyngbya sp.;
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microalgas de agua dulce: Ullothrix sp, Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp y la
cianobacteria de agua dulce Pseudolyngbya sp;

microalgas de agua alcalina extremdfila (en medio de cultivo con pH superior a
10): Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp; y la cianobacteria. Arthrospira
platensis;

microalgas marinas en medio de cultivo con salinidad > 90 ppm: Dunaliella
salina, Nannochloropsis gaditana, Phaeodactylum tricornutum y la cianobacteria:
Haloespirulina sp;

Otros consorcios de microalgas y cianobacterias.

Una biomasa de consorcio, segun reivindicacién 18, caracterizada porque la

composicion bioquimica del tipo de consorcio Marine Algaemass comprende:

a.

Una composicién proximal (31) de entre 60,9 y un 35,7 % de proteina total; 45,7
y 0,7% de lipidos totales; 30,5 y 12,4% de hidratos de carbono; 10,15y 5,14%
de sales y 20,50 y 17,4 % de fibra alimentaria.

Una fraccion proteica con al menos 4 tipos de aminoacidos (32), siendo la
leucina al menos 9% y los acidos aspartanico y glutamico de al menos el 13,2%.
Una fraccién lipidica (33) con al menos el 43,95% de acido graso palmitico con y
al menos 17,08% de acido graso linolénico.

Una composicion de vitaminas (34). Con al menos entre 0 y 150 mg /kg de
vitamina A y/o C y/o E, en proporcion variable, constituyendo en conjunto al
menos el 80% del total de vitaminas.

Un contenido en pigmentos totales (35) de entre 250 y 400 mg/ kg con al menos
clorofila A, B, C, betacaroteno, T-luteina, cantaxantina y filicoproteinas.

Un contenido en polifenoles con al menos entre 5 y 100 mg /ml equivalente de
acido galico y que comprende al menos una parte de acido paracumarico y una

parte de 4-hidroxibenzldehido, en proporcion variable.

Una biomasa de consorcio, segun reivindicacién 18, caracterizada porque las

aplicaciones industriales del consorcio Marine Algaemass comprenden: cosmeética,

alimentacion animal, alimentacion humana, acuicultura, farmacéutica, la industria

quimica, la industria de la energia y la industria de los materiales.

Una biomasa de consorcio, segun reivindicacién 18, caracterizada porque los usos

cosméticos del consorcio Marine Algaemass comprenden:

a.

Producto para la regeneracion celular, porque incrementa el crecimiento de los

queratinocitos a una concentracion del al menos 0,03%.
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. Aplicacién en productos blanqueantes, porque aporta luminosidad a la piel

debido a la capacidad de inhibicion de la enzima tirosinasa al menos en un
51,48% (36).

Aplicacién en productos reafirmantes y antiarrugas, ya que protege frente a la
degradacion del acido hialurénico, debido a la capacidad de inhibir la enzima
hialuronidasa en un 50,08% (37).

. Aplicacién en productos para contrarrestar el envejecimiento prematuro, foto-

envejecimiento y los efectos de la contaminacién gracias a su actividad
protectora frente a la glicosilaciéon de al menos el 34,23% (38) y frente a la

oxidacion en equivalentes TROLOX (39).
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Medios de
cultivo

*Preparacion de agua de mar
eElaboracion de soluciones nutritivas

Cepas puras

eCultivo de cepas puras de microalgas y cianobacterias en agar marino,
e Cultivo de cepas puras en 10 ml de medio marino nutritivo.

Cultivo
axenicos

¢Cultivo de cepas en matraz de 125 ml de medio marino nutritivo,

eCultivo de las cepas en botella de al menos 3 L de medio marino
nutritivo.

Cultivo en
FAC

*Mezcla de cultivos de arranque de las cepas en FAC,
¢ Cultivo de consorcios ad-hoc de cepas de microalgas y cianobacterias.

N

Cosecha

eExtraccion de la biomasa.

W

Procesado

*Pre-homogeneizado a 2000 RPM.
eDisrupcion celular por homogenizacion a alta presion (HPH).
eCongelacién a -182C y deshidratacion por liofilizacion

N

FIGURA 1
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Etap.a de Pa’rar.netros Unidades Agua Agua de mar Agua
cultivo optimos dulce dura
Conductividad mS/cm 5a10 5.000 a 6.000 >6.000
Salinidad ppm 0ab 35a50
A2. pH U. pH 6,5a7 7,5a8,5 9a11
Cepas  Temperatura °C 18 18 25a 30
puras Fotoperiodo
(luz:oscuridad) lisres) 1629
lluminacion pmol/m?/seg 300 a 500
Conductividad mS/cm 5a10 5.000 a 6.000 > 6.000
A3 Salinidad ppm 0Oab 35a50
Cultivos pH U. pH 6,5a7 7,5a8,5 9a 11
de Temperatura °C 22 a 26 22a24 25a30
arranque  |luminacion pmol/mzlseg 1.000 a 2.000
Fotoperiodo .
(luz:oscuridad) (horas) 16:8
Conductividad mS/cm 5a10 5.000 a 6.000 >6.000
Salinidad ppm 0ab 35a50
A4 pH U. pH 6,5a7 8,5a9,5 9a 11
FACI Temperatura °C 22 a 26 22a24 25a30
lluminacion pmol/mzlseg 0 a 3.000
Fotoperiodo . .
(luz:oscuridad) (horas) 0:24 a 24:0
FIGURA 2

40



ES 2673369 Al

(10)

FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 6
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Aminograma Cantidad % en el total de
(gr /100 gr) proteinas

Essenciales
His 0,06 1,2
Thr 0,28 5,6
Lys 0,23 4,6
Met 0,07 1,4
Val 0,32 6,4
lle 0,28 5,6
Leu 0,45 9
(32) Phe 0,26 5,2
No essenciales
Ser 0,25 5
Arg 0,31 6,2
Gly 0,28 5,6
Asp 0,61 12,2
Glu 0,66 13,2
Ala 0,42 8,4
Pro 0,23 4.6
Cys 0,05 1
Tyr 0,23 4,6
FIGURA 15
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Acido graso % total
de
grasas
C (14:0) Acido Miristico 0,86
C (14:1) Acido Miristoléico 0,2
C (15:0) Acido Pentadecandico 0,76
C (16:0) Acido Palmitico 43,95
C (16:1) Acido Palmitoleico 5,95
C (17:0) Acido Margarico 1,07
C (17:1) Acido Margaroléico 0,5
C (18:0) Acido Estearico 2,447
C (18:1) Acido Oleico 17,08
C (18:2) (w8) Acido linoléico 15,35
C (18:3) (w3) Acido alfa-linolénico 4,87
C (18:4) (w3) Acido Estearidénico 3,98
C (20:0) Acido Araquidico 0,33
C (20:2) Acido Eicosadiendico 0,92
C (20:4) (wb) Acido Araquidénico (EPA) 0,48
C (20:5) (w3) Acido Eicosapentaendico 0,46
C (22:5) (wB) Acido Osmond 0,24
C (22:6) (w3) Acido Docosohexaendico 0,55
(DHA)
FIGURA 16
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Determinaciones: Método mg /kg Cantidad
relativa (%)

Vitamina A HPLC 4,9 3,10

Vitamina E HPLC 71 44,89

Vitamina B1 LC- 0,9 0,57
MS/MS

Vitamina B2 LC- 1,86 1,18
MS/MS

Nicotinamida- LC- 3,5 2,21

Vitamina B3 MS/MS

Vitamina B5 LC- 7 4,43
MS/MS

Vitamina C HPLC 69 43,63

FIGURA 17
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Tipo de pigmento Unidades Valor
Pigmentos carotenoides mg/Kg 142
Beta-caroteno % 56
t-Luteina % 23,3
Cantaxantina % 8,3
t-Zeaxantina % 5,5
Xantofilas amarillas No % 4,3
identificadas

Alfa, Beta-Criptoxantina % 2,7
Otros % <0,1
Clorofilas totales mg/kg 222,6
Clorofila A mg/kg 180
Clorofila B mg/kg 17,3
Clorofila C mg/kg 25,3

FIGURA 18
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