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DESCRIPCION

Procedimiento de enriquecimiento de la biomasa de microalgas del género Traustochytrium en DHA y en aminoacidos
Argy Glu

La presente invencién se refiere a un nuevo procedimiento fermentativo de enriquecimiento de la biomasa de
microalgas del género Traustochytrium, mas particularmente Schizochytrium sp o Schizochytrium mangrovei, en acido
docosahexanoico (o DHA) y en aminoacidos arginina y acido glutamico, asi como a un procedimiento de produccion
del aceite extraido de esta biomasa de microalgas.

Campo técnico de los lipidos
Los lipidos constituyen una de las tres grandes familias de macronutrimientos con las proteinas y los glucidos.
Entre los lipidos, se distinguen en particular los triglicéridos y los fosfolipidos:

- los triglicéridos (también denominados triacilgliceroles o triacilglicéridos o TAG) son unos glicéridos en los que los
tres grupos hidroxilos del glicerol se esterifican por unos acidos grasos. Son el constituyente principal del aceite vegetal
y de las grasas animales.

Los triglicéridos representan aproximadamente el 95% de los lipidos alimenticios ingeridos por el hombre. En el
organismo, estan presentes principalmente en los tejidos adiposos y constituyen la forma principal de almacenamiento
de la energia.

- los fosfolipidos son unos lipidos anfifilos, es decir constituidos de una “cabeza” polar (hidrofila) y de dos “colas”
alifaticas (hidréfobos).

Los fosfolipidos son unos lipidos de estructura, ya que son unos constituyentes de las membranas celulares de las
cuales aseguran entre otro la fluidez.

Triglicéridos y fosfolipidos estan compuestos mayoritariamente de acidos grasos que son al mismo tiempo aportados
por la alimentacion y, para algunos de ellos, sintetizados por el organismo.

La clasificacion bioquimica (basada en el nimero de dobles enlaces contenidos en la molécula de acido graso)
distingue los acidos grasos saturados (AGS), los acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI).

Desde el punto de vista fisioldgico, se distinguen:

- los acidos grasos indispensables necesarios para el desarrollo y al buen funcionamiento del cuerpo humano, pero
que nuestro cuerpo no sabe fabricar;

- los acidos grasos denominados “condicionalmente” indispensables, esenciales para el crecimiento normal y las
funciones fisiolégicas de las células, pero que pueden fabricarse a partir de su precursor si se aporta por la
alimentacion. Por lo tanto, se requieren rigurosamente si su precursor indispensable esta ausente.

- los acidos grasos no indispensables.

El conjunto de los acidos grasos indispensables y “condicionalmente” indispensables constituyen los acidos grasos
esenciales.

Los otros acidos grasos se denominan no esenciales.

Entre los acidos grasos no indispensables, se encuentran en particular:

- el acido eicosapentaenoico (EPA) de la familia de los acidos grasos omega 3,

- el acido oleico, el acido graso monoinsaturado mayoritario en nuestra alimentacion, y el acido palmitoleico,
- los acidos grasos saturados, tales como el acido laurico, el acido miristico o el acido palmitico.

Mas particularmente, los acidos grasos poliinsaturados se clasifican en funcion de la posicion del primer doble enlace,
a partir de la funcién metilo final.

“yn ENTaR ]

Asi, en la nomenclatura, para omega “x” o “nx”, “x” corresponde a la posicion de la primera insaturacion.

Se distinguen dos grandes familias de acidos grasos esenciales: los acidos grasos omega 6 (o AGPI n-6), cuyo
precursor y representante principal es el acido linoleico (LA) y los acidos grasos omega 3 (o AGPI n-3) cuyo precursor
es el acido alfa-linolénico (ALA).
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La mayoria de los acidos grasos poliinsaturados de interés bioldgico pertenece a la familia de los omega 6 (acido
araquiddnico o ARA) u omega 3 (acido eicosapentaenoico o EPA, acido docosahexaenoico o DHA).

Ademas, en la nomenclatura, se define también el nimero de carbono que constituye la cadena; asi el EPA se describe
como C20:5y el DHA como C22:6.

El “5” y “6” corresponden asi al nimero de insaturaciones de la cadena carbonada presentadas por EPA y por DHA.

El DHA, de la familia de los acidos grasos omega 3, es un acido graso que el organismo sabe sintetizar a partir del
acido alfa-linolénico, o que se aporta por el consumo de pescados grasos (atun, salmén, arenque, etc.).

El DHA tiene un papel importante en la estructura de las membranas y en el desarrollo y el funcionamiento del cerebro
y de la retina.

Los aceites de pescado se utilizan principalmente como fuente de acidos grasos de tipo omega 3, tales como el DHA
y el EPA, pero se encuentran también en los aceites de microalgas a partir de los cuales se extraen o bien en mezcla,
o bien separadamente, como es el caso, por ejemplo, de los aceites procedentes de algunas cepas seleccionadas,
tales como aquellas del género Schizochytrium, que contienen solamente trazas de EPA pero altos contenidos en
DHA.

Campo técnico de los péptidos y aminoacidos

Los péptidos y aminoacidos se valorizan clasicamente como agentes funcionales o complementos alimentarios en
NUMErosos campos.

En el ambito de la aportacién de aminoacidos de interés, puede ser ventajoso en efecto disponer de fuentes de
péptidos ricos en arginina y en acido glutamico.

La arginina es un aminoacido que presenta numerosas funciones en el reino animal.
La arginina puede degradarse y asi servir de fuente de energia, de carbono y de nitrogeno a la célula que lo asimila.

En diversos animales, entre ellos los mamiferos, la arginina se descompone en ornitina y en urea. Esta ultima es una
molécula nitrogenada que puede eliminarse (por excrecion en las orinas) a fin de regular la cantidad de compuestos
nitrogenados presente en las células de los organismos animales.

La arginina permite la sintesis del monodxido de nitrogeno (NO) por la NO sintetasa, que interviene asi en la
vasodilatacion de las arterias, lo que reduce la rigidez de los vasos sanguineos, aumenta el flujo sanguineo y mejora
asi el funcionamiento de los vasos sanguineos.

Los complementos alimentarios que contienen la arginina se recomiendan para promover la salud del corazon, la
funcién vascular, para prevenir la “agregacion de plaquetas” (riesgo de formaciéon de coagulos sanguineos) y para
disminuir la presion arterial.

La implicacion de la arginina en la cicatrizacion de las heridas esta relacionada con su papel en la formacién de prolina,
otro aminoacido importante para la sintesis de colageno.

La arginina es, finalmente, un componente frecuentemente utilizado, en particular por los deportistas, en las bebidas
energéticas.

El acido glutamico, por su parte, no es sélo uno de los bloques elementales utilizados para la sintesis de las proteinas,
sino que es también el neurotransmisor excitador mas extendido en el sistema nervioso central (encéfalo + médula
espinal) y es un precursor de GABA en las neuronas GABAérgicas.

Bajo el cédigo “E620”, el glutamato se utiliza como elevador de sabor de los alimentos. Se adiciona a las preparaciones
alimentarias para reforzar su sabor.

Ademas del glutamato, el Codex Alimentarius ha reconocido también como elevador de sabor sus sales de sodio
(E621), de potasio (E622), calcio (E623), amonio (E624) y magnesio (E625).

El glutamato (o sus sales) esta frecuentemente presente en las comidas preparadas (sopas, salsas, patatas fritas,
platos cocinados). Se utiliza también habitualmente en cocina asiatica.

Actualmente se utiliza frecuentemente en combinacién con aromas en los aperitivos (sabor a beicon, sabor a queso).
Esto permite elevar el sabor a beicon, queso, etc. Es raro encontrar un aperitivo que no lo contenga.

Se encuentra también en algunas capsulas de medicamentos pero por sus funciones gustativas.

Finalmente, es el componente principal de los ayudantes de cocina (cubos de caldo, base de salsas, salsas, etc.).
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Produccion de lipidos, en particular de acidos grasos, por las microalgas

El cultivo de las microalgas del género Schizochytrium se realiza clasicamente en fermentadores (condiciones
heterotroéficas: en la oscuridad, en presencia de una fuente carbonada).

Cabe sefialar que la explotacion rentable de estas microalgas necesita generalmente el control de las condiciones de
fermentacion.

Para llegar a este resultado, los primeros procedimientos de fermentacion que permiten obtener altas densidades
celulares (acrénimo inglés: HCD por High-Cell-Density) se trabajaron, por lo tanto, mucho, a fin de obtener unos
rendimientos y unas productividades maximos en los lipidos.

El objetivo de estos cultivos HCD eran la obtencion de la concentracion mas elevada posible de lipidos deseados en
el intervalo de tiempo mas corto.

Sin embargo, se puso de manifiesto rapidamente para los especialistas del campo que se necesita por ejemplo
someter las microalgas a un estrés nutricional que limita su crecimiento cuando se desea hacerle producir importantes
reservas lipidicas.

Por lo tanto, se procede clasicamente al desacoplamiento crecimiento/produccién en los procedimientos fermentativos.

Por ejemplo, para favorecer la acumulacion de acidos grasos poliinsaturados (aqui el acido docosahexaenoico o DHA),
la solicitud de patente WO 01/54510 recomienda disociar el crecimiento celular y la producciéon de acidos grasos
poliinsaturados.

Esta mas particularmente reivindicado un procedimiento para la produccién de lipidos microbianos, que comprende
las etapas que consisten en:

(a) efectuar una fermentacion de un medio que comprende unos microorganismos, una fuente de carbono y una fuente
nutritiva limitante y asegurando unas condiciones suficientes para mantener un porcentaje de oxigeno disuelto en al
menos alrededor del 4% de la saturacion en dicho medio de fermentacion para aumentar la biomasa;

(b) después proporcionar unas condiciones suficientes para mantener un porcentaje de oxigeno disuelto
aproximadamente igual o inferior al 1% de la saturacion en dicho medio de fermentacidon y proporcionar unas
condiciones suficientes para permitir a dichos microorganismos producir dichos lipidos;

(c) y recoger dichos lipidos microbianos, en los que al menos alrededor del 15% de dichos lipidos microbianos estan
constituidos de lipidos poliinsaturados;

y en el que una densidad de biomasa de al menos alrededor de 100 g/l se obtiene durante la fermentacion.

En la microalga Schizochytrium sp cepa ATCC 20888, se procede asi mas particularmente a una primera fase de
crecimiento en presencia de una fuente carbonada y de una fuente nitrogenada, pero sin limitacion en oxigeno, a fin
de favorecer la obtencion de una alta densidad celular y después, en una segunda fase, detener la aportacion de
nitrégeno y ralentizar progresivamente la aportacién en oxigeno (gestion de la presion en oxigeno disuelto o pO; del
10% al 4%, y después el 0,5%), con el fin de estresar la microalga, ralentizar su crecimiento e iniciar la produccion de
los acidos grasos de interés.

Li J. et al. (OMICS A Journal of Integrative Biology, vol. 17(5), 2013, paginas 269-281) divulga un procedimiento de
enriquecimiento de una biomasa de microalgas del género Schizochytrium en aminoacidos. En la microalga
Crypthecodinium cohnii, el contenido mas elevado en DHA se obtiene a baja concentracion en glucosa (del orden de
5 g/l), y asi a bajo porcentaje de crecimiento (Jiang y Chen, 2000, Process Biochem., 35(10), 1205-1209).

De este modo, en los casos en los que la formacién de los productos no se correlaciona con un crecimiento celular
elevado, se ensefia que es juicioso controlar el porcentaje de crecimiento celular.

En general, el experto en la materia elige controlar el crecimiento de las microalgas por el control de las condiciones
de fermentacion (temperatura, pH, etc.) o por la alimentacion regulada en componentes nutricionales del medio de
fermentacion (condiciones semi continuas denominadas “fed-batch”).

Si elige controlar el crecimiento de las microalgas en heterotrofia mediante la aportacion en fuentes carbonadas, el
experto en la materia elige generalmente adaptar la fuente carbonada (glucosa pura, acetato, etanol, etc.) a la
microalga (C. cohnii, Euglena gracilis, etc.) en funcion del metabolito producido (por ejemplo un acido graso
poliinsaturado de tipo DHA).

La temperatura puede también ser un parametro clave. Por ejemplo, se ha detallado que la sintesis de acidos grasos
poliinsaturados en algunas especies de microalgas, tal como EPA por Chlorella minutissima, se favorece a una
temperatura mas baja que la requerida para el crecimiento 6ptimo de dicha microalga.
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Para optimizar la produccion en triglicéridos, el experto en la materia tendra también que optimizar el flujo carbonado
hacia la produccién de aceite, actuando sobre el entorno nutricional del medio de fermentacion.

Asi, se conoce que la acumulacién de aceite se produce durante una aportacién carbonada suficiente, pero en
condiciones de carencia de nitrégeno.

La relacion C/N es por lo tanto aqui determinante, y se admite que los mejores resultados se obtienen actuando
directamente sobre el contenido de nitrégeno, no siendo el contenido de glucosa limitante.

Para optimizar la produccion de aceite, es, por lo tanto, primordial para el experto en la materia controlar el flujo
carbonado desviandolo hacia la produccion de aceite, en detrimento de la produccidon de las proteinas; el flujo
carbonado se redistribuye y se acumula en sustancias de reserva lipidicas cuando las microalgas se coloquen en
medio carente de nitrégeno.

Produccioén de proteinas por las microalgas

Como se ha detallada anteriormente, para optimizar la produccion de triglicéridos, el experto en la materia tiene que
optimizar el flujo carbonado hacia la produccion de aceite, actuando sobre el entorno nutricional del medio de
fermentacion.

En un estudio realizado en una microalga de tipo Chlorella, se ha observado que una carencia de nitrégeno afecta el
crecimiento celular, lo que resulta en un porcentaje de crecimiento disminuido del 30% con respecto al porcentaje de
crecimiento normal de la microalga (Xiong et al., Plant Physiology, 2010, 154, p.1001-1011).

Para explicar este resultado, Xiong et al., en el articulo citado anteriormente, demuestran en efecto que, si se divide
la biomasa de Chlorella en sus 5 componentes principales, en particular hidratos de carbono, lipidos, proteinas, ADN
y ARN (que representa el 85% de su materia seca), la relacion C/N no tiene ningin impacto sobre el contenido de
ADN, ARN e hidratos de carbono, pero se vuelve preeminente para el contenido de proteinas y de lipidos.

Es por eso que las células de Chlorella cultivadas con una relacién C/N baja contienen un 25,8% de proteinas y un
25,23% de lipidos, mientras que una relacion C/N elevada permite la sintesis de un 53,8% de lipidos y un 10,5% de
proteinas.

Para optimizar la produccion de proteinas, es, por lo tanto, primordial para el experto en la materia controlar el flujo
carbonado desviandolo hacia la produccién de proteinas en detrimento de la produccion de lipidos; el flujo carbonado
se redistribuye y se acumula en sustancias de reserva proteicas cuando las microalgas estan colocadas en medio no
carente de nitrégeno.

Con arreglo a esta ensefianza, para la produccion de biomasas ricas en proteinas y por lo tanto en aminoacidos que
las constituyen, el experto en la materia tiene por lo tanto que trabajar las condiciones de fermentacion favoreciendo
en cambio una relacion C/N baja, y por lo tanto:

- realizar una aportacion importante de fuente de nitrégeno al medio de fermentacion, manteniendo al mismo tiempo
constante la carga de fuente carbonada que se convertira en proteinas, y

- estimular el crecimiento de la microalga.
Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de una biomasa de microalgas del género
Thraustochytrium cuya fraccion lipidica es rica en DHA y cuyo contenido de aminoacidos arginina y acido glutamico
sobre aminoacidos totales es elevado.

Este procedimiento se basa en el control del porcentaje de crecimiento de la microalga, ejerciéndose este control a fin
de reducirlo a su minimo, manteniendo al mismo tiempo o introduciendo en continuo una fuente de nitrégeno en el
medio de fermentacion.

Este resultado puede obtenerse, por ejemplo, por la reduccion o el agotamiento de oligoelementos del medio de
fermentacion o por la limitacion de la transferencia en O..

En un modo preferido de realizaciéon del procedimiento conforme a la invencion, se elige asi limitar el porcentaje de
crecimiento de la microalga limitando la aportacion de oxigeno.

En el sentido de la invencion, la limitacion del porcentaje de crecimiento se aprecia por la relacion entre el porcentaje
de crecimiento real de la microalga (u) frente a su porcentaje de crecimiento 6ptimo (umax), en el que “u” es la
velocidad de crecimiento expresada en g de biomasa formada por g de biomasa y por hora, es decir (h™").

Mas particularmente, el procedimiento de la invencién es un procedimiento de enriquecimiento de una biomasa de
microalgas del género Thraustochytrium en DHA y en aminoacidos arginina y acido glutamico, caracterizado por que
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comprende una etapa que consiste en mantener o afiadir una fuente de nitrégeno en el medio de fermentacion cuando
el valor de la relacion de los porcentajes de crecimiento p/umax de las microalgas se vuelve inferior a 0,2.

Preferentemente, las microalgas son del género Schizochytrium sp o Schizochytrium mangrovei.

De manera mas especifica, las microalgas pueden ser una cepa seleccionada entre las cepas CNCM 1-4469 y CNCM
I-4702 depositadas a la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos del instituto Pasteur respectivamente el
14 de abril de 2011 y el 22 de noviembre de 2012.

Facultativamente, el procedimiento puede comprender ademas la recogida de la biomasa, eventualmente la
preparacion de un extracto o lisado celular a partir de esta biomasa, después facultativamente la extraccién de un
aceite bruto rico en DHA y en aminoacidos arginina y acido glutamico.

El procedimiento segun la presente invencion se puede caracterizar por que la biomasa obtenida comprende:
- como minimo un 45% de DHA en peso de acidos grasos totales; y

- como minimo un 10% de arginina y al menos un 25% de acido glutamico en peso sobre aminoacidos totales,
preferentemente como minimo un 15% de arginina y al menos un 40% de acido glutamico en peso sobre aminoacidos
totales.

Descripcion detallada de la invencion

En el ambito de la invencioén, la compania solicitante ha elegido explorar una via original de optimizacion de la
produccion de DHA y de aminoacidos arginina y acido glutamico proponiendo un nuevo conducto de fermentacion.

La compaiiia solicitante ha encontrado asi, lo que va en contra de los prejuicios técnicos en la materia, que es posible
producir por fermentacion unas biomasas de microalgas:

- ricas en lipidos (mas del 25% en peso seco de biomasa, preferentemente como minimo un 30%) de los cuales el
acido graso preponderante es el acido docosahexaenoico (DHA), y

- ricas en aminoacidos arginina y acido glutamico (mas del 35% en peso de los aminoacidos totales, preferentemente
como minimo un 55%),

sin que sea indispensable, como se describe en el estado de la técnica, maximizar la relacion C/N (carbono consumido
sobre nitrdgeno consumido mol/mol).

La compaifiia solicitante ha encontrado asi que se puede modificar la composicion en lipidos y en aminoacidos de la
biomasa producida por fermentacion, gracias al mantenimiento, no convencional para una produccion de lipidos, de
la alimentacion en nitrégeno a lo largo de la fermentacion, incluso cuando el porcentaje de crecimiento p/umax es
inferiora 0,2.

En efecto, la compaiiia solicitante ha entendido que cuando la relacién p/umax se vuelve inferior a 0,2, tras una
limitacion en un sustrato nutritivo diferente de los sustratos nitrogenados o carbonados, es posible desviar las
producciones metabodlicas hacia la produccion de aminoacidos arginina y acido glutamico, conservando al mismo
tiempo una produccién de DHA importante.

En un modo de realizacion, la limitacion que permite disminuir el porcentaje de crecimiento puede ser la limitacion de
la aportacion en oxigeno (OTR, velocidad de transferencia del oxigeno).

En particular, el OTR durante la fase de fermentacion es preferentemente de 30 a 35 mmoles/I/h.

La limitacion de crecimiento puede también inducirse por el agotamiento de oligoelementos o minerales,
preferentemente seleccionados entre el fosfato, el magnesio o el potasio.

Mas particularmente, la compaiiia solicitante ha encontrado que se necesita realizar una aportacion de nitrogeno,
preferiblemente en forma de amoniaco (utilizado por ejemplo en la regulacion de pH), o que se necesita mantener la
aportacion en nitrégeno, hasta el final del cultivo, cuando p vale menos del 20% de pmax.

En un modo de realizacion preferido, la aportacion de nitrégeno inicial se completa por la regulacién del pH,
consumiéndose el nitrégeno asi compensado por el de la regulaciéon del pH. Esto permite obtener una relacién C/N
(carbono consumido sobre nitrégeno consumido mol/mol) al final del cultivo inferior a 20, por ejemplo comprendido
entre 10 y 15, y preferentemente de aproximadamente 15.

Las cepas a utilizar en los métodos de la presente invencion son del género Thraustochytrium, mas particularmente
Schizochytrium mangrovei o Schizochytrium sp. Tales cepas son conocidas por el experto en la materia.

La compaifiia solicitante ha identificado, durante sus busquedas, varias cepas de microalgas productoras de DHA de
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gran interés. En particular, la compafiia solicitante estd muy particularmente interesada por dos cepas que ha
identificado.

La primera cepa es una cepa de Schizochytrium sp., depositada en Francia el 14 de abril de 2011 en la Coleccion
Nacional de Cultivos de Microorganismos del instituto Pasteur (CNCM), 25 rue de Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15, Francia, bajo el numero 1-4469 pero también en China en la CHINA CENTER FOR TYPE CULTURE COLLECTION
(CCTCC) de la universidad de Wuhan, Wuhan 430072, P.R. China bajo e nimero M 209118. Esta cepa produce
principalmente un DHA y en menor medida acido palmitico y acido palmitoleico. Se ha caracterizado por secuenciacion

parcial del gen que codifica el ARN 18S (SEQ ID n° 1):

1
51
121
181
241

301

361
421

GAGGGTTITTA
CICGTCACTA
TGTGGTAGCC
TATAGTCACC
TTCATCGCTC

ACCTAATAAG
TTACTGCAGG
TTCGCAGTTT

CATTGCTCIC
CCTCGTGGAG
GTCICTCAGG
GTAGGCCAAT
CGAARAAGCGA

TGCGGCCCIC
TATCCGTATA
CACAGTATAA

aTTCCaATAG
TCCACATTGG
CTCCCTCICC
ACCCTACCGT
TCTGCTCAAT

CCCGAARGTIC
BAGGAACTAC
TTCGCTTATA

CRaGACGCGA
GTAATTTACG
GGAGTCGAGC
CGACAACTGA
TATCATGACT

GGGCCCGTAC
CGAAGGGATT
CTTACACATG

AGCGCCCCGC
CGCCTGCTGC
CCTAACTCCC
TGGGGCAGAA
CACCAAGAGA

AGCACGTATT
ATAACTGATA
CATGGCTTAG

ATTGATATTT
CTTCCTTGGA
CGTCACCCGT
ACTCAARCGA
GTTGGCTTAG

AATTCCAGAR
TAATGAGCCG
TCTTTGAGA

lo que ha permitido identificarla como siendo una cepa de tipo Schizochytrium sp. Esta cepa se designara “CNCM 1-
4469” ulteriormente en la presente solicitud.

Por otro lado, la segunda cepa es una cepa de Schizochytrium mangrovei. Produce DHA y acido palmitico en
proporcion relativamente igual. Se ha depositado por la compaiiia solicitante en Francia el 22 de noviembre de 2012
en la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos del instituto Pasteur (CNCM), 25 rue de Docteur Roux, 75724
Paris Cedex 15, Francia, bajo el nimero CNCM 1-4702. Se ha caracterizado por secuenciacion de los genes que

codifican ARNr 18 S (SEW ID n° 2):

1
61
121
181
241
301
361
421

GGTTTTACAT
CGTCCTACCT
GGTAGCCGTC
AGTCACCGTA
ATCGACCAARL
CTAATAAGTG
GGTATCCATA
TCTCACAGTA

TGCTCTCATT
CGTGGAGTCC
TCTCAGGCTC
GTCCAATACA
AWAGTCAATC
CAGCCCCATA
TAAAAGAAAC
CAATCGCTTA

CCGATAGCAA
ACAGTGGGTA
CCTCTCCGGA
CTACCGTCGA
TGCTCAATTA
CAGGGCTCTT
TACCGAAGAA
TACTTACACA

ALCGCATACA
ATTTACGCGC
GTCGAGCCCT
CAACTGATGG
TCATGATTCA
ACAGCATGTA
ATTATTACTIG
GCAG

CGCTTCGCAT
CTGCTGCTAT
AACTCTICCGT
GGCAGAARCT
CCAATAARAT
TTATTTCCAG
ATATAATGAG

CGATATTTCT
CCTTGGATAT
CACCCGTTAT
CAARCGATTIC
CGGCTTCAAT
AATTACTGCA
CCGTTCGCAG

lo que ha permitido identificarla como siendo una cepa de tipo Schizochytrium mangrovei. Esta cepa se designara
“CNCM 1-4702” ulteriormente en la presente solicitud.

Por otro lado, los procedimientos fermentativos seguin la presente invencién se realizan en condiciones de cultivo
heterotroficos. Estas condiciones adaptadas a las microalgas consideradas, asi como los medios de cultivo se conocen
bien por el experto en la materia.

La fuente carbonada necesaria para el crecimiento de la microalgas es preferiblemente la glucosa.

Preferentemente, la aportacion de glucosa es tal que la concentracion de glucosa durante la fermentacion se mantiene
a una concentracion de 20 g/l o mas. Al final de la fermentacion, la concentracion de glucosa es de al menos 5 g/l.

La fuente de nitrdgeno puede ser unos extractos de levadura, urea, glutamato de sodio, sulfato de amonio, amoniaco
en regulacion de pH, tomados solos o0 en combinacion.

Generalmente, la etapa de cultivo comprende una etapa de precultivo, para revivificar la cepa, después una etapa de
cultivo o de fermentacién propiamente dicha. Esta Ultima etapa corresponde a la etapa de produccién de los lipidos
de interés, en particular de DHA.

Preferentemente, el pH se regula durante la fermentacion a un pH comprendido entre 5y 7, preferiblemente alrededor
de 6.

Preferentemente, la temperatura durante la fermentacion es de 26-30°C, preferentemente alrededor de 28°C.

La duracién de la fermentacion es preferentemente de al menos 50 horas, preferentemente entre 65 y 90 horas, de
manera aun mas preferida entre 70 y 85 horas.
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El procedimiento de fermentacion segun la presente invencion permite (o se realiza con el fin de obtener) obtener una
biomasa que comprende como minimo un 45% de DHA en peso de acidos grasos totales. Ademas, el procedimiento
garantiza un porcentaje de lipidos en peso con respecto a la biomasa de al menos un 25%. Asi, la biomasa se
enriquece bien con DHA.

Por otro lado, el procedimiento de fermentacién segun la presente invencion permite (o se realiza con el fin de obtener)
obtener una biomasa que comprende como minimo un 40% de proteinas en peso con respecto a la biomasa. Ademas,
la proporciéon de acido glutamico con respecto a los aminoacidos totales es de al menos un 25%. Aquella en arginina
es de al menos un 10%.

Para la cepa CNCM 1-4702, los resultados obtenidos con el procedimiento de fermentacion segun la invencion son
una biomasa que comprende aproximadamente un 47% de DHA en peso de acidos grasos totales con un porcentaje
de lipidos en peso con respecto a la biomasa de aproximadamente un 35%, y de aproximadamente un 53% de
proteinas con una proporcion de acido glutamico de aproximadamente un 40% y de arginina de aproximadamente un
16%.

Para la cepa CNCM 1-4469, los resultados obtenidos con el procedimiento de fermentacion segun la invencion son
una biomasa que comprende aproximadamente un 52% de DHA en peso de acidos grasos totales con un porcentaje
de lipidos en peso con respecto a la biomasa de aproximadamente un 26%, y de aproximadamente un 43% de
proteinas con una proporcion de acido glutamico de aproximadamente un 26% et de arginina de aproximadamente un
10%.

Cuando se hace referencia a un porcentaje en peso, se entiende en peso seco.

Ademas de la biomasa, la presente invencion se refiere también a un extracto o lisado celular preparado a partir de
esta biomasa. En particular, este extracto o lisado se prepara a partir de la biomasa recuperada después de la
fermentacion. Este extracto o lisado es rico en DHA y en aminoacidos arginina y acido glutamico.

La ruptura de las células para la extracciéon del contenido lipidico se puede efectuar mediante diferentes vias entre las
cuales las vias mecanica, quimica, enzimatica.

A continuacion, se puede extraer un aceite del lisado celular.

Asi, el método de produccion de lipidos de interés, preferentemente DHA, y de aminoacidos arginina y acido glutamico,
comprende el procedimiento de fermentacion segun la presente invencion, la recogida de la biomasa, la preparacion
de un extracto o lisado celular y la extraccion de un aceite bruto que comprende los lipidos de interés, preferentemente
DHA, y facultativamente de aminoacidos arginina y acido glutamico.

Por “aproximadamente” se entiende el valor + o — 10% de este, preferentemente + o — 5% de este.

La invencion se entendera mejor con la ayuda de los ejemplos siguientes, los cuales quieren ser ilustrativos y no
limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Condiciones de cultivo de la cepa CNCM [-4702

El protocolo comprende un precultivo para una inoculacion del fermentador a 0,1 g/l de biomasa para la cepa
Schizochytrium mangrovei CNCM 1-4702.

Precultivo

El precultivo (100 ml de medio) en un matraz Erlenmeyer de 500 ml con deflectores dura 24h a 28°C. El conjunto de
los componentes del medio se esteriliza por filtracion.

Tabla |
Medio de precultivo % (9/9)
Glucosa anhidra 3
Extracto de levadura 0,4
Glutamato de sodio monosddico 6,42
NaCl 1,25
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MgSQO4 7(H20) 0,4
KCI 0,05
CaCl; 2(H20) 0,01
NaHCO3 0,05
KH2PO4 0,4
Vitaminas solucién madre B1, B6, B12 | 0,1
Oligoelementos soluciéon madre 0,8

El cultivo
El medio se esteriliza en 3 partes.
La glucosa se esteriliza con KH2PO4 para una adicion justo antes de To.

El resto de las sales se esteriliza en un fermentador con 0,75 ml/l de Clearol FBA 3107. Los oligoelementos y vitaminas
se esterilizan por filtracion.

El volumen a T, representa un 75% del volumen final. El pH se ajusta a Ty por amoniaco y después se regula a 6
siempre con amoniaco.

Tabla Il
Medio de cultivo % (P/P)
KH2PO4 0,80
(NH4)2S04 0,33
Na2S04 0,67
NaCl 0,27
Ca CI2 2 (H20) 0,03
Mg SO4 7(H20) 1,00
Glucosa anhidra 6,00
Vitaminas solucion madre B1, B6, B12 0,20
Oligoelementos solucién madre 0,27

Se aporta en continuo un Fed-batch de glucosa (concentracion: 500 g/l) a partir de To a un ritmo constante (a adaptar
segun calculos) para no estar a una concentracion inferior a 20 g/l. Al final, se agotara la glucosa sin bajar debajo de
los 5 g/l durante la detencién de la fermentacion.

El cultivo se lleva a 28°C y dura de 70 a 85 horas con un OTR (“oxigen uptake rate” o velocidad de transferencia del
oxigeno) fija y constante de 20 a 30 mmoles de O/l/h.

Soluciones madres

vitaminas g/l
B1 45
B6 45
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B12 0,25
Oligoelementos g/l
MnCI2 2h20 8,60
CoCl2 6H20 0,2
NiSO4 6H20 7,50
Na2MoO4 2H20 0,15
ZnS04 7H20 5,70
Cu So4 5h20 6,50
FeSO4 7 H20 32,00
Acetato de Zinc 0,01
EDTA PuestoapH >3

Se utilizan dos condiciones de fermentacion:

- en control: condiciones denominadas “estandar”, en las que se maximiza la relacion C/N (carbono consumido sobre
nitrégeno consumido) a fin de producir esencialmente unos lipidos interrumpiendo la aportacion de nitrégeno pero no
la del sustrato carbonado, sin limitacion en O,. Estas condiciones estan, por lo tanto, carentes de nitrégeno.

La sobreexpresion de la aportacion en nitrogeno se efectia cuando una o varias sales se agotan. El crecimiento
propiamente dicho es entonces imposible o muy limitado: la velocidad de multiplicacién celular cae en beneficio del
enriquecimiento en lipidos de las células presentes. La masa global de las células aumenta, pero el nimero de células
evoluciona poco ya que el porcentaje de crecimiento cae.

- segun la invencioén: condiciones que permiten producir unos lipidos ricos en DHA con unos aminoacidos ricos en
arginina y acido glutamico limitando la velocidad de crecimiento por la limitacion de la transferencia de O, de manera
que p cae a w/umax < 0,2 rapidamente, manteniendo al mismo tiempo la aportaciéon de la glucosa y del nitrégeno
preferiblemente gracias a la regulacion de pH con amoniaco.

La figura 1 presenta la evolucion de la proporcion de arginina y acido glutamico entre los aminoacidos en funcion del
CIN calculado al final del cultivo.

Parece que el procedimiento favorece la produccion de aminoacidos arginina y acido glutamico cuando la relacion C/N
es inferior a 15 (n° W/pmax < 0,2).

La tabla Ill siguiente traduce, parala cepa CNCM 1-4702, la composicion en acidos grasos y aminoacidos de la biomasa
producida segun las condiciones de realizaciones “clasicas” y conforme a la invencion.

Tabla lll
Cultivo clasico Utilizacion del procedimiento de la
invencion
Lipidos sobre biomasa (9/9) 0,60 0,35
Proteinas sobre biomasa segun N 6,25 (g/g) 0,12 0,53
DHA / Acidos grasos (9/g) 0,24 0,47
Acido aspartico sobre ¥ AAT (9/9) 0,12 0,05
Treonina sobre ~ AAT (9/9) 0,06 0,03

10



10

ES 2718771 T3

Serina sobre ~ AAT (9/9) 0,06 0,03
Acido glutamico sobre sur £ AAT (g/g) 0,11 0,40
Glicina sobre ¥ AAT (9/9) 0,05 0,03
Alanina sobre ~ AAT (9/9) 0,07 0,04
Valina sobre ~ AAT (9/9) 0,06 0,03
Isoleucina sobre ¥ AAT (9/9) 0,05 0,03
Leucina sobre ¥ AAT (9/9) 0,08 0,04
Tirosina sobre ¥ AAT (9/9) 0,04 0,02
Fenilalanina sobre ~ AAT (9/9) 0,04 0,03
Lisina sobre ¥ AAT (9/9) 0,07 0,04
Histidina sobre ~ AAT (9/9) 0,02 0,01
Arginina sobre £ AAT (g/g) 0,06 0,16
Prolina sobre ~ AAT (9/9) 0,05 0,03
Cistina sobre ¥ AAT (9/9) 0,02 0,01
Metionina sobre ¥ AAT (9/9) 0,03 0,02
Triptéfano sobre ¥ AAT (9/9) 0,02 0,01

La proporcion de acido glutamico sobre la suma de los aminoacidos se multiplica por 3,75 y la proporcién de arginina
sobre la suma de los aminoacidos se multiplica por 2,75.

La composicion de lipido se reduce, pero el contenido de DHA de los acidos grasos se multiplica casi por dos.
Ejemplo 2: Condiciones de cultivos de la cepa CNCM 1-4469

Las condiciones de cultivo de esta microalga son las mismas que las del ejemplo 1 (con la excepcion del porcentaje
de inoculo elegido en precultivo, del orden de 5 g/l para Schizochytrium sp).

Segun dos condiciones de cultivo llevadas a cabo de manera “clasica” y segun la invencion.

La tabla IV siguiente traduce la composicién de acidos grasos y aminoacidos de la biomasa producida segun las
condiciones de realizacion “clasicas” y conforme a la invencion.

Tabla IV
Cultivo clasico Utilizacion del procedimiento de la
invencion
Lipidos sobre biomasa (9/9) 0,46 0,26
Proteinas sobre biomasa segun N 6,25 (g/g) 0,21 0,43
DHA / Acidos grasos (9/g) 0,42 0,52
Acido aspartico sobre ¥ AAT (9/9) 0,12 0,08
Treonina sobre ~ AAT (9/9) 0,05 0,04
Serina sobre ~ AAT (9/9) 0,05 0,04

11
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Acido glutamico sobre sur £ AAT (g/g) 0,15 0,26
Glicina sobre ¥ AAT (9/9) 0,05 0,05
Alanina sobre ~ AAT (9/9) 0,08 0,06
Valina sobre ~ AAT (9/9) 0,06 0,05
Isoleucina sobre ¥ AAT (9/9) 0,04 0,03
Leucina sobre ¥ AAT (9/9) 0,08 0,06
Tirosina sobre ¥ AAT (9/9) 0,04 0,03
Fenilalanina sobre ~ AAT (9/9) 0,04 0,03
Lisina sobre ¥ AAT (9/9) 0,06 0,05
Histidina sobre ~ AAT (9/9) 0,02 0,02
Arginina sobre £ AAT (g/g) 0,06 0,10
Prolina sobre ~ AAT (9/9) 0,04 0,07
Cistina sobre ¥ AAT (9/9) 0,02 0,01
Metionina sobre ¥ AAT (9/9) 0,02 0,02
Triptéfano sobre ¥ AAT (9/9) 0,02 0,01

Para la cepa Schizochytrium sp, los efectos son idénticos, pero de menor amplitud. Por otro lado, se observa también
un aumento del 75% de la proporcién de prolina entre los aminoacidos.

Los contenidos de aminoacidos arginina y acido glutamico aumentan respectivamente del 60 al 75% mientras que el
contenido en proteinas se duplica.

El contenido en DHA en los acidos grasos aumenta del 23%.
Listado de secuencias
<110> ROQUETTE FRERES

<120> PROCEDIMIENTO DE ENRIQUECIMIENTO DE LA BIOMASA DE MICROALGAS DEL GENERO
TRAUSTOCHYTRIUM EN DHA'Y EN AMINOACIDOS ARG Y GLU

<130> B1954PC

<160> 2

<170> Patentln version 3,5
<210> 1

<211> 479

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp
<400> 1
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gagggtttta
ctegteacta
tgtggtagcc
tatagtcacc
ttcatcgecte
acctaataag
ttactgcagg
ttegecagttt
<211> 454

<212> ADN

cattgetetce
cctegtggag
gtctctcagg
gtaggccaat
cgaaaagcga
tgecggeccte
tatcegtata

cacagtataa

attccaatag
tecacattgg
ctcectetee
accctaccgt
tctgectcaat
ccecgaaagte
aaggaactac

ttegettata

<213> Schizochytrium mangrovei

<400> 2

ggttttacat
cgtectacet
ggtagccgtc
agtcaccgta
atcgaccaaa
ctaataagtg
ggtatccata

tctcacagta

tgctctcatt
egtggagtee
tctcaggetce
gtccaataca
awagtcaatcec
cagccccata
taaaagaaac

caatcgetta

ccgatagcaa
acagtgggta
cctctococgga
ctaccgtcga
tgctcaatta
cagggctett
taccgaagaa

tacttacaca
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caagacgcga
gtaatttacyg
ggagtcgagc
cgacaactga
tatcatgact
gggcccgtac
cgaagggatt

cttacacatg

aacgcataca
atttacgege
gtcgagccct
caactgatgg
tcatgattca
acagcatgta
attattactg

gcag
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agcgceccyge
cgectgetge
cctaactcce
tggggcagaa
caccaagaga
agcacgtatt
ataactgata

catggcttag

cgctteogeat
ctgetgetat
aactctccgt
ggcagaaact
ccaataaaat
ttattteccag

atataatgag

attgatattt
cttocttgga
cgtcacccgt
actcaaacga
gttggettag
aattccagaa
taatgagccg

tctttgaga

cgatatttet
ecttggatat
cacccgttat
caaacgattc
cggcttcaat
aattactgca

ccegttegeag

60

120

180

240

300

360

420

479

60

120

180

240

300

360

420

454
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de enriquecimiento de una biomasa de microalgas del género Thraustochytrium en acido
docosahexaenoico (DHA) y en aminoacidos arginina y acido glutamico, caracterizado por que comprende una etapa
que tiene como objetivo limitar el porcentaje de crecimiento de la microalga manteniendo al mismo tiempo o
introduciendo en continuo una fuente de nitrégeno en el medio de fermentacién cuando el valor de la relacion de los
porcentajes de crecimiento y/umax de las microalgas se vuelven inferior a 0,2.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las microalgas son del género Schizochytrium sp o
Schizochytrium mangrovei.

3. Procedimiento segun una u otra de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que las microalgas son una
cepa seleccionada entre las cepas CNCM 1-4469 y CNCM [-4702 depositadas a la Coleccion Nacional de Cultivos de
Microorganismos del Instituto Pasteur respectivamente el 14 de abril de 2011 y el 22 de noviembre de 2012.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la limitacion del
porcentaje de crecimiento de la microalga se obtiene por la reduccién o el agotamiento de oligoelementos del medio
de fermentacion o por la limitacién de la transferencia en O», preferentemente por la limitacién de la transferencia en
0O..

5. Procedimiento seguin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que comprende ademas
la recogida de la biomasa, eventualmente la preparacion de un extracto o lisado celular a partir de esta biomasa,
después facultativamente la extraccion de un aceite bruto rico en DHA.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la biomasa obtenida
comprende como minimo un 45% de DHA en peso de acidos grasos totales.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la biomasa obtenida
comprende como minimo un 40% de proteinas en peso de biomasa (g/g) expresadas en N,6,25 de las cuales como
minimo un 10% de arginina y como minimo 25% de acido glutamico en peso sobre los aminoacidos totales.
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Figura 1
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