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DESCRIPCION

Procedimiento mejorado para obtener caroteno y carotenoides de algas y cianobacterias.
Objetivo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para obtener carotenos o carotenoides de algas o
cianobacterias, especialmente para la fabricacion de astaxantina a partir de cepas de Haematococcus.

Estado de la técnica

El cultivo de algas, particularmente Haematococcus pl., para la produccion de carotenos y carotenoides, por ejem-
plo, beta-caroteno o astaxantina, se divide en la llamada “Fase Verde”, que se dirige al crecimiento de la masa de
algas, y una “Fase Roja”, para la produccién de los carotenoides en las células. Ambas partes del procedimiento de
cultivo tienen que optimizarse para dar tanto carotenoide como sea posible por unidad de tiempo en un volumen de
fotobiorreactor dado. Una visién de conjunto se da en: Amos Richmond, “Handbook of micro-algae culture: Biote-
chnology and Applied Physiology”, pp 70-72 (2004), Blackwell Science Ltd, Oxford, donde también se analiza la
influencia negativa de altas concentraciones de oxigeno en el cultivo del alga Spirulina y se indica una fotoinhibicién
para la produccion.

EP 0877817 B1 (Ben Gurion University) se refiere a un procedimiento para la produccion a gran escala de astaxan-
tina a partir de Haematococcus. Con mas detalle, la patente muestra un procedimiento de cultivo bifésico, la primera
fase proporciona el mantenimiento de un crecimiento vegetativo éptimo de las células bajo condiciones ambientales
controladas. Este primer estadio o fase se caracteriza porque las células tienen division celular continua y una rela-
cion astaxantina/clorofila entre aproximadamente 0,1 y 0,4, y un incremento en el contenido de clorofila durante el
procedimiento de cultivo. En la segunda fase de este procedimiento, se alcanzaba la induccién de la produccion y la
acumulacién de astaxantina dentro de las células al recoger las células del cultivo de células verdes anterior y someter-
las a estrés mediante privacion de nutrientes al resuspender las células en agua corriente enriquecida con CO,, seguido
por el cultivo de las células bajo exposicién a altas intensidades luminicas, p. €j., luz solar completa.

Boussiba describe la carotenogénesis en el alga verde Haematococcus pluvialis [Physiol. Plant 108: 111-117
(2000)] y ha estudiado las diversas condiciones de estrés ambiental, como intensidades luminicas, limitaciones de
nitrégeno y fosfato y estrés salino. Sugiere que ademads de las altas intensidades luminicas, las especies de oxigeno
reactivas, p. €j., radicales oxigeno generados a través de la adicion de colorantes fotosensibilizadores a la suspensién
de cultivo, median en la induccién de la sintesis de astaxantina.

También se hace referencia a Biotechnology Letters, Vol. 23(7), p. 519-523 (2001). Este documento divulga un
procedimiento de acuerdo con el cual la microalga Chlorococcum sp. se somete a estrés quimico mediante la adicién
de peréxido de hidrogeno para mejorar la estimulacion de la produccion de astaxantina. Sin embargo, el sometimiento
a estrés tiene lugar durante la llamada “Fase Verde”.

Los costes de produccién de los carotenos y carotenoides, p. €j. beta-caroteno, licopeno, luteina y especialmente
astaxantina, a partir de algas son altos debido a los grandes volimenes de reactor y las altas intensidades luminicas
para cada célula de alga en la llamada Fase Roja. Habitualmente, la luz no puede penetrar mas de aproximadamente
5 cm en fermentaciones de algas de alta densidad. Estas condiciones luminicas éptimas para la Fase Roja no estdn
disponibles en Europa del norte.

Por lo tanto, el objetivo que subyace a la presente invencidn ha sido desarrollar un procedimiento para producir
carotenoides, particularmente astaxantina, en la Fase Roja con aproximadamente las mismas intensidades luminicas
bajas que en la Fase Verde para producir econémicamente carotenoides también bajo las condiciones luminicas euro-
peas. Por lo tanto, mas particularmente, los principales propésitos han sido

e Separacién del cultivo en dos etapas principales, de modo que cada etapa pueda llevarse a cabo en reactores
separados usando diferentes medios de cultivo,

e Adicién controlada de nutrientes que contienen C en la fase de crecimiento (Fase Verde),
e Procedimiento controlado de division celular y agrandamiento celular (Fase Verde),
e Induccién de sintesis de astaxantina bajo las mismas condiciones luminicas bajas después de la reduccién de
nutrientes y fertilizantes cuando se cambia a la Fase Roja.
Descripcion de la invencion

La presente invencién reivindica un procedimiento mejorado para la produccién de carotenos o carotenoides a
partir de algas o cianobacterias, que comprende
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(a) cultivar algas o cianobacterias que tienen capacidad para la biosintesis de carotenos o carotenoides bajo
condiciones adecuadas para el crecimiento vegetal 6ptimo de dichas células en la llamada “Fase Verde”, y

(b) recoger las células asi obtenidas y cultivarlas [a temperaturas en el intervalo de 5 a 35°C e intensidades
luminicas de 30 a 200 4E x m™ x s7! en la llamada “Fase Roja”,

que se caracteriza porque la intensidad luminica en la etapa (b) no se incrementa en comparacién con la etapa (a)
y porque las células cultivadas se someten a estrés quimico afiadiendo una sustancia que libera especies de oxigeno
activas para la induccién de la sintesis de carotenos o carotenoides en una etapa o repetidamente a lo largo de todo el
periodo de la Fase Roja.

Para solucionar el problema descrito anteriormente, el solicitante ha llevado a cabo una investigacion sistemdtica
para optimizar las condiciones de reaccion en las Fases Verde asi como en la Roja. La fase de crecimiento se ha
establecido como cultivo mixotréfico con la adicién controlada de nutrientes como glucosa o acetato sédico ademas
del uso de di6éxido de carbono para asegurar un crecimiento celular rapido. Mediante este método, la velocidad de
crecimiento o la productividad para la masa de algas se mejoraba en un factor de 5 a 10. Para mejoras adicionales de
la fase de crecimiento se ha encontrado ventajoso tener dos estadios con

(i) division celular controlada y

(i) engrandecimiento de las células pequefias antes de cambiar a la Fase Roja (produccién de carotenoides).

También se han probado diferentes factores de estrés para inducir la formacién de carotenoides en la Fase Roja.
Las algas se preparan para que sobrevivan, y una teoria generalmente analizada es que los carotenoides se producen
para proteger al fotosistema de las algas. Por lo tanto, un enfoque comtn del estado de la técnica ha sido comenzar la
Fase Roja con una intensidad luminica muy superior en comparacién con la Fase Verde.

Sorprendentemente, el solicitante ha encontrado que puede alcanzarse un nivel de produccién atin mayor de caro-
tenoides en general, y mds particularmente de astaxantina, manteniendo las mismas condiciones luminicas a lo largo
de toda la fermentacién (Fases Verde y Roja) si la suspension de algas se somete a estrés quimico afiadiendo sustan-
cias que liberan especies de oxigeno activas, particularmente mediante la adicién de perdxidos, y mds particularmente
perdéxido de hidrégeno. De acuerdo con el procedimiento de la invencidn, se alcanza una induccién potenciada de la
ruta de carotenoides, que conduce a un nivel superior de enzimas directamente implicadas en el metabolismo. Esto
lleva consigo una biosintesis potenciada de carotenoides en general, y mds particularmente de astaxantina.

Los mejores resultados alcanzados mediante la adicién de peréxido de hidrégeno daban como resultado una reduc-
cién econémicamente importante del tiempo de cultivo en un factor de 5 a 8 para alcanzar las mismas concentraciones
de astaxantina en comparacién con una induccién de alta intensidad luminica con la misma cepa. Por ejemplo, en
total, los costes de fabricacién de algas que contenian de 3 a 4% en peso de astaxantina podrian reducirse en un factor
de 5 a 10 frente al estado de la técnica conocido de la bibliografia.

Carotenos y carotenoides

Los carotenos representan un grupo de tetraterpenos insaturados que tienen de 11 a 12 dobles enlaces. De principal
importancia son los tres carotenos isémeros a, 8y ¥, que muestran todos la misma estructura que comprende 9 dobles
enlaces conjugados y un resto de S-ionona en el extremo de la molécula. En lo siguiente, se muestran algunos carotenos
que pueden obtenerse a partir de algas:

Beta-caroteno
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CH;

Astaxantina

Ademis de los isdmeros ya mencionados, también pueden tenerse en cuenta el J-, el e- y el {-caroteno (lico-
peno), aunque el S-caroteno (provitamina A) es de principal importancia, que pueden dividirse en dos moléculas
de retinal mediante ciertas enzimas. Los derivados que contienen oxigeno de dichos carotenos se denominan caro-
tenoides o xantdfilos. Su estructura general consiste en 8 unidades de isopreno (tetraterpenos). Puede considerarse
que los carotenoides estdan formados por dos isoprenoides C20 que estan conectados de modo que los grupos metilo
centrales estén en posicidon 1,6. Ejemplos tipicos son (3R,6’R)-B-g-caroteno-3,3’-diol (luteina), (3R,3’S,5°R)-3,3’-
dihidroxi-g,k-caroten-6-ona (capsantina), éster 6’-metilico de acido 9’-cis-6,6’-diapocarotenodicarboxilico (bixina),
(3S,3’S,5R,5’R)-3,3’-dihidroxi-«,k-caroteno-6,6’-diona (capsorrubina) y especialmente (3S,3’S)-3,3’-dihidroxi- §8,58’-
caroteno-4,4’-diona (astaxantina). Carotenoides adicionales de la presente invencion se seleccionan del grupo que
consiste en luteina, licopeno, violaxantina, criptoxantina, anteraxantina, neoxantina, zeaxantina, fitoeno y fitoflueno.

A lo largo de la presente invencion, la expresion “carotenos y carotenoides’” también cubrird productos tipicos que
se obtienen mediante la escisién de los compuestos citados, como, p. €j., 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexenil)-
2,4,6,8-nonatetraen-1-ol (retinol, vitamina Al) y 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetil- 1-ciclohexenil)-2.4,6,8-nonatetraenal
(retinal, aldehido de vitamina A1).

Algas

El procedimiento de la presente invencién se dirige a algas que tienen capacidad para la biosintesis de carotenos
y carotenoides. Sin limitar la invencidn, ejemplos tipicos son Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sp, Chlorella
fusca, Chlorella salina, Chlorella sorokiniana, Chlorella stigmatofora, Chlorella vulgaris, Chlorella autotrophica,
Chlorella luteoviridis, Chlorella protothecoides, Chlorococcum sp, Chlorococcum citriforme, Cyanidium caldarium,
Euglena sp., Euglena gracilis, Monoraphidium braunii, Muriellopsis sp., Nannochloropsis gaditana, Nannochloris
sp, Nannochloris maculata, Nannochloris oculata, Nannochloropsis salina, Navicula pelliculosa, Neospongiococcum
gelatinosum, Scenedesmus vacuolatus, Porphyridium purpureum, Dunaliella sp., Dunaliella tericiolecta, Micromonas
pusilla, Neospongiococcum excentricum, Porphyridium cruentum, Pynococcus provasolli, Scenedesmus armatus, Sce-
nedesmus obliquus, Scenedesmus quadricauda, Anacystis nidulans, Oscillatoria nubescens, Aphanocapsa sp., Gym-
nodinium sp., Microcystis aeruginosa, Athrospira sp., Phormidium laminosum, Phormidium persicium, Phormidium
luridum y Phormidium faveolarum.
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Ejemplos preferidos son Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, Haematococcus lacustris, Murielopsis sp-
haerica 'y Chlorella zofingiensis.

Dunaliella y Haematococcus, p. €j., representan ejemplos tipicos de microalgas verdes que bajo ciertas condiciones
ambientales son capaces de acumular una gran cantidad de carotenos o carotenoides, como beta-caroteno o astaxantina.
La microalga Haematococcus muestra un ciclo vital inico, que comprende varios estadios que comprenden flagelados,
palmeloides, quistes, cigotos, flagelados rojos y gametos, pero en principio también pueden distinguirse dos estadios
para Dunaliella y Haematococcus: un estadio vegetativo mévil verde en el que las células se dividen continuamente y
sintetizan clorofila, y un estadio de reposo inmévil rojo (quiste) en el que la division celular se detiene, el contenido de
clorofila permanece constante y el contenido de carotenos/carotenoides y el peso celular seco se incrementan continua-
mente. Las condiciones ambientales y nutricionales Optimas requeridas para estos dos estadios son bastante diferentes.
Para el crecimiento vegetativo, son esenciales un medio lleno de nutrientes, una intensidad luminica moderada y una
temperatura y un valor de pH adecuados. Sin embargo, para el estadio de reposo, no se requiere nutriente (excepto
carbono) y - habitualmente - es necesaria una intensidad luminica superior (p. €j., luz solar) para una acumulacién de
principio activo mds rapida. Debido a tal discrepancia, los dos estadios se separan habitualmente en diferentes sistemas
de cultivo con un medio diferente de acuerdo con esto. Las estrategias de crecimiento para cada estadio también son
diferentes. En la Fase Verde, las condiciones Optimas para la divisién celular se mantienen para alcanzar el maximo
ndmero de células.

En la Fase Roja, las condiciones inductoras éptimas deben proveerse para la acumulacién de carotenos/carotenoi-
des. Una realizacion preferida de la presente invencion es obtener astaxantina a partir de cepas de Haematococcus.
Para los propésitos del procedimiento de la invencién, puede emplearse cualquier nimero de cepas de Haematococcus,
por ejemplo, cepas tales como las mostradas en la Tabla I posteriormente.

TABLA I
Cepas de Haematococcus
Cepas y Especies de Haematococcus Fuente
H. pluvialis flotow CCAG CCAGQG, Géttingen (Alemania)
H. pluvialis flotow NIES NIES, Tsukaba, Japon
H. pluvialis flotow ETTL 1958/3 ETTL, Republica Checa
H. pluvialis flotow TAKAOOVA 1983/1 ETIL, Republica Checa
H. pluvialis flotow 1844 em. Willie K-0084 SCCAP, Dinamarca
H. lacustris UTEX 16 CCAT, EE. UU. de A.
H. lacustris ATCC 30453 ATCC, Maryland (EE. UU. de A.)
H. lacustris CCAP 34/8 CCAP, Escocia
H. lacustris NIES 144 NIES, Tsukaba, Japon
H. lacustris 192.80 CCAG, Géttingen, Alemania
H. lacustris SAG 34-1b CCAGQG, Géottingen, Alemania
H. Droechkensis CCAP 43/G CCAP, Gran Bretafia
H. Cognis 2004 Cognis GmbH

Las cepas anteriores estdn bien documentadas en la técnica. La cepa preferida de acuerdo con la invencién es la cepa
ejemplificada posteriormente en la presente memoria, H. pluvialis Flo. (K-0084), que tiene entre sus caracteristicas
una tendencia muy baja a aglutinarse, haciéndola particularmente til para cultivos a gran escala. Debe entenderse
que cualquier otra cepa de Haematococcus que pueda someterse eficazmente a los procedimientos de acuerdo con la
invencién también podria emplearse de acuerdo con la invencion.

Condiciones generales para la recoleccion de células de alga

Se conocen muchas condiciones de cultivo y medios de cultivo para cultivos de reserva a pequefia escala y cultivos
a gran escala de células de alga. Sin embargo, para los propdsitos de la presente invencion, se ha encontrado que
las condiciones y los medios de cultivo éptimos son realmente las condiciones y los medios relativamente simples
descritos en la presente memoria posteriormente, siendo estos por lo tanto los preferidos de acuerdo con la invencion.
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La intensidad luminica en las Fases tanto Verde como Roja podria estar en cualquier parte en el intervalo de
aproximadamente 30 a 200, preferiblemente de 50 a 150 y més preferiblemente de 80 a 120 uE x m™ x s7".

Se ha encontrado que las células pueden cultivarse tanto en la Fase Verde como en la Roja a una temperatura en el
intervalo de 5 a 35, mds particularmente entre 18 y 28°C. El limite superior para la temperatura en la Fase Roja podria
de hecho alcanzar 35°C, mientras que el limite inferior en este estadio podria ser tan bajo como 5°C. Los mejores
resultados se obtuvieron cuando el limite superior se mantenia por debajo de 32°C, y el limite inferior a 15°C.

En una realizacion preferida adicional de la invencidn, las algas se hacen crecer mixotréficamente (con nutrientes
adicionales para potenciar el crecimiento celular), mas particularmente las algas se hacen crecer mixotréficamente en
la Fase Verde. Més preferiblemente, las algas se hacen crecer mixotréficamente en la Fase Verde y el estrés tiene lugar
preferiblemente en ausencia de los nutrientes de la Fase Verde mixotroéfica.

Factores de estrés quimico

En contraste con el prejuicio de que las altas concentraciones de oxigeno en el cultivo de algas tienen una influencia
negativa y puede provocar fotoinhibicidn para la produccién de principios activos, se ha encontrado sorprendentemente
que los factores de estrés quimico, preferiblemente las sustancias que liberan especies de oxigeno activas como oxigeno
singlete, radical oxigeno o peroxicompuestos, y mds preferiblemente peréxido de hidrégeno, estimulan la produccién
de carotenos y carotenoides en algas. De hecho, se ha encontrado que el sometimiento a estrés quimico de las células es
mas eficaz en comparacién con otros factores de estrés, p. ej., la potenciacion de la intensidad luminica o la privacién
de nutrientes (aunque la potenciacioén adicional de la intensidad luminica no es una desventaja, pero el incremento
afiadido de la productividad habitualmente es compensado en exceso por los factores econdmicos). Habitualmente,
dichos factores de estrés quimico se afaden en una cantidad de 0,05 a 5, preferiblemente de 0,1 a 1 mmol por litro de
suspensién de cultivo.

Preferiblemente, estos factores de estrés se afiaden a las células cultivadas después de que la Fase Verde haya
acabado. Mds particularmente, el sometimiento a estrés de la célula cultivada puede tener lugar en una etapa o repeti-
damente a lo largo de todo el periodo de la Fase Roja. Aunque la biosintesis no se ha aclarado con detalle, parece que
la adicion de factores de estrés quimico induce enzimas de la ruta biosintética de los carotenoides que son responsables
de la produccién de antioxidantes para proteger las células vegetales.

Se observé que bajo las condiciones de estrés y crecimiento anteriores, la velocidad de produccién de células
de alga, en particular células de Haematococcus, era aproximadamente de 0,35 a 0,5 g/l d, y las células contenian
aproximadamente de 3 a 4% en peso de carotenos o carotenoides, particularmente astaxantina. Habitualmente, el
procedimiento de cultivo en Fase Roja se realiz6 durante aproximadamente de cuatro a seis dias antes de la recoleccién
y el secado de las células. La anterior productividad de carotenos o carotenoides, particularmente de astaxantina, no se
ha conseguido en ningtin procedimiento a gran escala descrito previamente, ya que proporciona un nimero de ventajas
sobre los procedimientos descritos previamente: es altamente eficaz para el incremento de la biomasa de células de alga
asi como para la induccién y la acumulacion de carotenos y carotenoides en estas células. El fin mds interesante para
la produccién econémica de estos principios activos es la productividad, que significa masa producida de carotenos
o carotenoides por volumen del reactor y tiempo. Esta cifra tiene la mayor influencia sobre los costes de produccién
y sobre el éxito en el mercado si este procedimiento se compara con otros procedimientos, p. €j., para la produccién
de astaxantina, como sintesis quimica o la produccién por la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous (previamente
conocida como Phaffia rhodozyma).

Procedimiento y condiciones de cultivo detallados

Aunque se han descrito muchos aparatos, sistemas y condiciones para el crecimiento de células de alga, ninguno
de estos podria dirigirse a la optimizacién de las dos fases de crecimiento celular simplemente, eficazmente y econd-
micamente. De acuerdo con esto, el sistema, el aparato y las condiciones preferidos de la presente invencién son los
ejemplificados en la presente memoria posteriormente.

Fase Verde

En una realizacién preferida de la presente invencion, las cepas de alga se hacen crecer en un medio de crecimiento
BG-11 modificado que contiene:

1) 0,32 g/l de K,HPO,-3H,0;
(i) 0,2 g/l de MgSO,-7H,0;y
@iii) 0,1 g/l de Na,COs,

ademads de los otros constituyentes minerales contenidos en el medio de crecimiento BG-11 estandar.
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Se ha mostrado actualmente que la anterior adicién de fosfato, magnesio y carbonato proporciona condiciones
Optimas para el crecimiento en el estadio verde de las células. El medio BG-11 no modificado no puede soportar
cultivos a largo plazo o cultivos densos debido a tener menos de estos aditivos, entrando a menudo tales cultivos en
BG-11 no modificado en la Fase Roja de crecimiento antes de lo deseado, es decir, antes de que se haya obtenido la
cantidad 6ptima de células “verdes”. El medio basal se mezcla habitualmente con el medio BG-11 modificado para el
crecimiento 6ptimo de la cepa de alga en el estadio inicial de solamente hacer crecer las células sobre placas de agar
o superficies inclinadas. El medio basal usado era el medio basal estdndar que es descrito por Kobayashi ef al. (1991).

El procedimiento de crecimiento en Fase I tiene las siguientes etapas:

(a) Cultivo de cepas de alga sobre superficies inclinadas o placas de agar sélido: Una cepa axénica se hace
crecer y se mantiene en superficies inclinadas o placas de agar sélido que contienen una mezcla de medio
BG-11 modificado y medio basal (1:1 v/v) bajo condiciones de intensidad luminica que varian entre 30 y
40 uE x m2 s7! a 20°C.

(b) Cultivo de cultivos de reserva liquidos de las algas: Cepas de alga procedentes de las placas o las super-
ficies inclinadas de agar de (a) anteriores se inoculan en 100 ml de medio liquido (siendo el medio BG-
11 modificado como en (a)) en matraces de cultivo de 250 ml y subsiguientemente en matraces mayores
(o incluso columnas de vidrio) de entre 500 ml y 2,5 1 de volumen. Los matraces se incuban en una incu-
badora giratoria estdndar que tiene una fuente de luz controlable bajo condiciones de intensidad luminica
que varian entre 50 y 70 uE x m™2s™" a 23°C (o, cuando se usaban columnas de vidrio, la agitacién era por
medio de aireacién con una mezcla de aire que contenia 1,5% v/v de CO,). Los cultivos de algas obtenidos
en estos cultivos de reserva liquidos son cultivos del llamado tipo de “cultivo verde”, estando las células
de alga en la Fase Verde de crecimiento apuntada anteriormente.

Fotobiorreactor

En una realizacién preferida adicional de la presente invencion, las células se cultivan en un fotobiorreactor, pre-
feriblemente un fotobiorreactor tubular o de panel, que tiene la ventaja de una superficie especifica muy grande con
respecto a su volumen para la produccién éptima a gran escala de células de alga en la Fase Verde de crecimiento.
Habitualmente, tales biorreactores tienen un volumen en el intervalo de 100 a 35.000 litros, dependiendo de la escala
de produccién que se desee, y contienen como componentes integrales tubos de PVC, material acrilico (Plexiglas),
policarbonato o vidrio disponibles comercialmente que tienen un didmetro de aproximadamente 3 a 5 cm. Durante el
funcionamiento, las células del cultivo en agua corriente, a la que se afiade CO,, se hacen circular a través del dispo-
sitivo usando una bomba. Los cultivos verdes procedentes de los cultivos de reserva liquidos (o indculos) se inoculan
en dicho fotobiorreactor, en el que las algas se rocian con una mezcla de CO, al 1,5% en aire. La rociadura y el bom-
beo también sirven para evitar la aglomeracion de las células. Debe mencionarse que en una realizacién especial el
procedimiento puede llevarse a cabo en un fotobiorreactor sin recoger la masa de algas entre las Fases Verde y Roja.

La concentracién inicial de células en el fotobiorreactor se ajusta preferiblemente hasta entre aproximadamente
0,1y 0,3 x 109 células/ml a concentraciones de células (masa seca) durante el cultivo del procedimiento de entre 0,1-
8 g de biomasa seca/l, mediante dilucién con medio BG-11 modificado reciente. La intensidad luminica se mantiene
habitualmente en el intervalo de entre 70 y 90 uE x m™2s™!, que se proporciona mediante lamparas fluorescentes frias
blancas estdndar que tienen una potencia nominal de 40 vatios. Se ha encontrado ventajoso mantener la temperatura
en el fotobiorreactor en el intervalo entre 22-25°C. Bajo estas condiciones de cultivo, puede obtenerse una velocidad
de produccién de células de alga, especialmente de células de Haematococcus, en el intervalo de al menos 0,7 g de
células/I de cultivo/dia.

Usando un invernadero como una cadmara de cultivo interno es facil mantener temperaturas por debajo de 32°C
en Europa central o del norte en verano. Ademas, el fotobiorreactor tubular y el emplazamiento en interiores tienen
la ventaja de una operacion 11mp1a a largo plazo y controlada, Ys si el fotobiorreactor estd hecho de tubos de vidrio
en lugar de pléstico, no requiere un mantenimiento o una revision costosos para funcionar durante mucho tiempo.
Ademds, las condiciones de cultivo son extremadamente econdmicas, haciéndose crecer las células en agua corriente
con la adicién de diéxido de carbono como, esencialmente, la principal fuente de nutrientes.

Fase Roja

En otra realizacion preferida del procedimiento de la invencion, las células obtenidas del procedimiento de cultivo
en Fase Verde se usan como indculos para el fotobiorreactor. Las células verdes se inoculan en forma de una suspensién
de células verdes en agua corriente, resuspendiéndose habitualmente las células verdes obtenidas del cultivo en Fase
Verde en agua corriente en una dilucién de aproximadamente 1:3, dando como resultado concentraciones de biomasa
de 0,5 a 5 g/l de materia seca. Se aflade CO, a la suspension de las células verdes en el biorreactor mediante la
inyeccion de una premezcla con aire. La temperatura en el biorreactor se mantiene ventajosamente a temperaturas por
debajo de 32°C.

Sin embargo, debe apuntarse que, en un nimero de experimentos, se encontré que las células procedentes del
estadio de crecimiento verde podian recogerse, concentrarse mediante sedimentacién natural debido a su tendencia a
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sedimentar, y almacenarse en una cdmara fria (aproximadamente 5°C) durante hasta aproximadamente 2 a 3 semanas,
antes de su inoculacién en el fotobiorreactor de la Fase Roja de crecimiento. Las células recogidas y almacenadas de
este modo también pueden empobrecerse en su medio nutritivo inicial, lo que también sirve para inducir estrés en las
células y, de ahi, la produccién de carotenos o carotenoides segtin se muestra en EP 0877817 B1.

Se observ6 que bajo las condiciones de crecimiento en Fase II anteriores, la velocidad de produccién de células de
alga era aproximadamente 0,4 g/l x d, y que las células de alga contenian aproximadamente 4% en peso de caroteno o
carotenoide. Habitualmente, el procedimiento de cultivo en Fase Roja se realiza durante aproximadamente de cuatro
a seis dias antes de la recoleccion y el secado de las células que son ricas en caroteno o carotenoide. En caso de que
el cultivo tenga lugar en exteriores, en tales cultivos, especialmente los que crecen en los meses de verano cuando las
temperaturas ambientales pueden alcanzar, en algunos lugares, tantos grados como de 40 a 45°C, es crucial el control
de la temperatura. Segtn se apunta anteriormente, es necesario mantener la temperatura en el biorreactor por debajo
de 32°C para el cultivo 6ptimo de las células de alga, habiéndose conseguido esto mediante el uso de una aspersién de
agua, por lo que agua fria se asperjaba directamente sobre el biorreactor para mantener su temperatura por debajo de
32°C.

Ademés, en la Fase Roja de crecimiento, las células de alga requieren solamente carbono como la principal fuente
de nutrientes, habiéndose suministrado este, seglin se apunta anteriormente, mediante inyeccién de CO,. Esta inyec-
cién de CO, puede realizarse durante el dia y durante la noche. Sin embargo, el CO, es esencial sélo durante el dia y
asi puede conseguirse un ahorro adicional de CO, interrumpiendo la inyeccién durante la noche.

Purificacion

Para obtener un producto enriquecido en carotenos o carotenoides a partir de las células de alga “rojas” inducidas,
se han descrito muchos procedimientos, por ejemplo, los procedimientos de WO 89/006910. Aunque estos procedi-
mientos pueden emplearse de acuerdo con la presente invencion, el procedimiento preferido es el de centrifugacién
o filtracién bajo vacio para concentrar las células y secado de las células concentradas. A continuacién, la masa de
células secada se almacena preferiblemente a bajas temperaturas (p. €j., -20°C o incluso inferiores) bajo condiciones
libres de oxigeno, p. ej., mediante envasado a vacio, o, preferiblemente, mediante introduccién en bolsas de pléstico o
similares junto con nitrégeno (N,) para eliminar el oxigeno.

En otra realizacion preferida de la invencidn, el procedimiento comprende las siguientes etapas adicionales:

(c) Recolectar las células cultivadas en la etapa (b) recogiendo dichas células para formar una suspensién
concentrada,

(d) Afadir antioxidantes y emulsionantes a dicha suspension, rompiendo las células recogidas y secdndolas
para obtener un producto enriquecido en carotenos o carotenoides.

Generalmente, la recogida y la concentracién de dichas células se lleva a cabo mediante centrifugacion o filtracién
bajo vacio, y en donde el secado de dichas células se realiza mediante liofilizacién, secado y trituracién combinados
(molino de torbellino de aire) o secado por aspersion.

Mas particularmente, después de la Fase Roja, siendo cada ciclo de cultivo dptimamente de aproximadamente
cuatro a seis dias, se realiza el siguiente procedimiento de recoleccién basandose en el hecho de que las células de
alga, especialmente las células rojas, sedimentan ficilmente una vez recogidas del fotobiorreactor. Asi, la biomasa
de células rojas procedente del fotobiorreactor se recoge en un embudo de gran volumen estdndar, p. ej. un embudo
de Imhoff, y se deja reposar durante unas pocas horas (aproximadamente 3-5 horas) para facilitar la sedimentacién
de las células rojas. Se encontré que aproximadamente 30% en peso del volumen total de biomasa procedente del
biorreactor representaba el sedimento de células rojas, mientras que el restante aproximadamente 70% en peso del
volumen total recogido representaba el agua corriente usada en el cultivo en Fase Roja. Esta agua corriente puede asi
recogerse facilmente y usarse para una nueva inoculacién al biorreactor y un procedimiento de cultivo en Fase Roja (es
decir, el agua corriente originalmente usada es casi completamente reciclable). El cultivo de células rojas precipitadas
y concentradas anterior se recoge a continuacién del embudo y se somete a centrifugacién o filtracién a vacio para
concentrar adicionalmente las células rojas. Normalmente, se obtiene un rendimiento de biomasa de aproximadamente
40% en peso de sélidos (pasta de células rojas) después de la etapa de centrifugacioén, o aproximadamente 30% en
peso de sélidos después de la filtracidon a vacio. Aqui, ademds, el aproximadamente 60% en peso del volumen total
sometido a centrifugacién, o aproximadamente el 70% en peso del volumen total sometido a filtracién a vacio, que es
el volumen de sobrenadante, también podria recogerse y usarse para otra ronda del procedimiento de cultivo en Fase
Roja, siendo este sobrenadante principalmente el agua corriente original usada en el procedimiento en Fase Roja.

A continuacidn, la lechada de células rojas concentrada obtenida de la etapa de centrifugacién anterior se homoge-
neiza y se estabiliza afladiendo antioxidantes y a continuacion se seca, preferiblemente mediante liofilizacién, aunque
el secado por aspersion también resultd ser eficaz. Tales antioxidantes se seleccionan del grupo que consiste en etoxi-
quina, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado (BHT), tocoferoles, di-terc-butil-paracresol y galato de propilo.
Sin embargo, el antioxidante preferido es un producto de tocoferol natural que contiene 30% en peso de alfa-tocoferol
para tener al menos un producto natural real. Habitualmente, la cantidad de antioxidante afiadida en el procedimiento
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de trituracién variard de aproximadamente 0,05 a 5% (p/p) de la cantidad de polvo seco. Los polvos se envasan en una
bolsa de pléstico precargada con nitrégeno gaseoso para eliminar el oxigeno (que provoca la oxidacién del pigmento,
es decir la degradacién del principio activo) y se almacenan a continuacién a -20°C antes, p. €j., del procesamiento
para preparar el aditivo alimentario para la coloracion de peces.

El estadio final para producir un producto enriquecido en carotenos o carotenoides en forma de pequefias parti-
culas facilmente digeridas por los peces también puede llevarse a cabo de un nimero de modos como los descritos
previamente en la técnica. El procedimiento preferido es el ejemplificado en la presente memoria posteriormente, que
implica el uso de un molino de bolas estdndar en el que la lechada de biomasa se desintegra como una suspension en
agua en presencia de cualquier antioxidante adecuado para evitar la oxidacién del producto enriquecido en astaxanti-
na. Después de secar, esto da un producto pulverulento de pequefio tamafio de particula, particularmente til como un
aditivo para comidas para peces, digiriéndose facilmente estas particulas pequefias ricas en astaxantina.

El polvo que se obtiene el procedimiento anterior puede utilizarse a continuacién directamente o mezclado con
otros ingredientes como un aditivo para una comida para peces para obtener coloracién o en aplicaciones alimentarias
como suplementos dietéticos. En otro procedimiento, los carotenos o carotenoides pueden concentrarse mediante un
procedimiento de extraccion para usarlos para la formulacién de productos de suplemento alimentario o farmacéuticos.
Ejemplos
Seleccion de cepas de Haematococcus

De la gran variedad de cepas de Haematococcus, se usaron las siguientes:

e ATCC 30453, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland (Sinénimo Haematococcus lacustris)

CCAP 34/8, Culture Collection of Algae and Protozoa, Escocia

Nies 144, Culture Collection Japan

192.80, Culture Collection, Géttingen, (Sinébnimo Haematococcus lacustris)

SAG 34-1b, Culture Collection, Gottingen.

Ademds, se us6 una nueva cepa de Haematococcus resultante de la mutagénesis y la clasificacion celular, llamada
Cognis2004. El procedimiento para cultivar las cepas productoras de astaxantina de Haematococcus de acuerdo con
la presente invencidn consiste en dos fases, verde y roja, seglin se describe posteriormente.

Cultivo en Fase Verde de cepas de Haematococcus
Para el cultivo en Fase Verde, se usé un “Medio OHM-N-BG 11 modificado” que contenia:
(1 0,32 g/l de K,HPO, x 3H,0
(i) 0,2 g/l de MgSO, x 7TH,O'y
(iii) 0,1 g/l de Na,COs,
ademads de otros constituyentes minerales contenidos en el medio de crecimiento OHM estandar como, por ejemplo,

se describe en US 6.022.701, que se incorpora en la presente memoria mediante referencia.

Se realiz6 el cultivo de cultivos de reserva liquidos de células de Haematococcus en 100 ml de medio liquido, como
en matraces de cultivo de 250 ml y subsiguientemente en matraces mayores de entre 500 ml-2,0 I de volumen. Los
matraces se incubaron en una incubadora giratoria estdndar que tenia una fuente de luz controlable bajo condiciones
de intensidad luminica que varfan entre 30-60 uE/m*/s a 25°C. Los cultivos de Haematococcus obtenidos en estos
cultivos de reserva liquidos son cultivos del llamado tipo de “cultivo verde”, que significa planosporas y una gran
cantidad de células pequeiias.
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Ejemplo 1
Produccion de cultivos a gran escala de Haematococcus en un fotobiorreactor tubular
1. El procedimiento de cultivo en Fase Verde

Los cultivos verdes procedentes de los cultivos de reserva liquidos anteriores se inocularon en un fotobiorreactor,
en el que las algas se rocian con una mezcla de CO, al 1,5% en aire bombeada a través de la parte fotorreceptora tubular
del biorreactor. El bombeo y la rociadura también sirven para evitar la aglomeracién de las células. El fotobiorreactor
usado para estos cultivos a gran escala era uno de tipo tubular de vidrio desarrollado por IGV Potsdam. En este
fotobiorreactor, la concentracion inicial de células de Haematococcus se ajustd hasta entre aproximadamente 0,1 y 0,5
g/, mediante dilucién con medio BG-11 modificado reciente. La intensidad luminica se mantuvo en el intervalo de
entre 120-180 uE x m™s™', que se proporcionaba mediante ldmparas fluorescentes frias blancas estdndar que tienen
una potencia nominal de 40 vatios. La temperatura en el fotobiorreactor se mantuvo en el intervalo de 25°C. Bajo estas
condiciones de cultivo, era posible obtener una velocidad de produccién de células de Haematococcus en el intervalo
entre 0,2-1,0 g/l dia. Habitualmente, el procedimiento de cultivo en Fase Verde se realiz6 como una fermentacién en
lotes repetidos con recoleccion parcial de células verdes cada dos dias de cultivo.

II. El procedimiento de cultivo en Fase Roja

El dispositivo de cultivo usado era un fotobiorreactor tubular estandar disponible con volimenes que varian de
30 a 35.000 litros. Durante la operacion, el cultivo (células de Haematococcus en agua corriente, a las que se afiade
CO,) se hace circular a través del dispositivo usando una bomba. Para el cultivo de las células de Haematococcus en
su “estadio rojo” de crecimiento, las células verdes se usaron como inéculos para el fotobiorreactor tubular anterior.
El fotobiorreactor tubular se puso en un invernadero. Las células verdes se inocularon en la forma de una suspen-
sion de células verdes en agua corriente, y las células verdes obtenidas del cultivo en Fase Verde se resuspenden
en agua corriente en una dilucién aproximadamente 1:3. Se afiadié CO, a la suspension de las células verdes en el
fotobiorreactor tubular. La temperatura en el fotobiorreactor tubular se mantuvo a temperaturas por debajo de 32°C.

En lo siguiente, tenfa lugar una adicién no recurrente de 1 mmol de peréxido de hidrégeno al caldo de cultivo y
una fermentacién durante cinco dias a intensidades luminicas por debajo de 200 uE x m™2s™! y daba como resultado
biomasa que contenia entre 3 y 3,5% de astaxantina en el caso de Haematococcus. En comparacion, el cultivo sin la
adicién de un estresante quimico llevaba como minimo 7 dias y necesitaba intensidades luminicas entre 800 y 1.500
uE x m™2s™! para alcanzar un contenido de carotenoides de 3,5% basado en la materia seca.

El procedimiento de cultivo en Fase Roja se realizé durante de cuatro a cinco dias antes de la recoleccién y el
secado de las células. La velocidad de produccion de astaxantina alcanzaba un nivel de 0,42 g/l d, lo que significa que
las células de Haematococcus contenian aproximadamente 3% en peso de astaxantina.

III. Recoleccion de Haematococcus

Después del cultivo en Fase Roja de células de Haematococcus, siendo cada ciclo de cultivo éptimamente de
aproximadamente tres a seis dias, se realizé el siguiente procedimiento de recoleccion, basado en el hecho de que las
células de Haematococcus (especialmente las células rojas) sedimentan facilmente una vez recogidas del fotobiorreac-
tor tubular. Asi, la biomasa de células rojas procedente del fotobiorreactor tubular se recogié en un recipiente estidndar
de gran volumen desde el que puede concentrarse adicionalmente por medio de centrifugacién o filtracién. La fase
acuosa separada podria asi recogerse facilmente y reutilizarse para un nuevo procedimiento de inoculacién y cultivo en
un biorreactor tubular. Se obtenia una concentracién de biomasa de aproximadamente 25% en peso de sélidos después
de la etapa de centrifugacion. La suspension concentrada de células rojas obtenida de la etapa de centrifugacion ante-
rior se desintegrd a continuacién en un molino de bolas, se estabiliz6 mediante la adicién de 0,15% (p/p) de tocoferol
natural y se seco, preferiblemente mediante secado por aspersion. El polvo secado resultante se envasé en bolsas de
aluminio precargadas con nitrégeno gaseoso para eliminar el oxigeno y a continuacién se almacend.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccién de carotenos o carotenoides a partir de algas o cianobacterias, que com-
prende

(a) cultivar algas o cianobacterias que tienen capacidad para la biosintesis de carotenos o carotenoides bajo
condiciones adecuadas para el crecimiento vegetal 6ptimo de dichas células en la llamada “Fase Verde”, y

(b) recoger las células asi obtenidas y cultivarlas a temperaturas en el intervalo de 5 a 35°C e intensidades
luminicas de 30 a 200 4E x m™ x s™! en la llamada “Fase Roja”,

caracterizado porque la intensidad luminica en la etapa (b) no se incrementa en comparacion con la etapa (a)
y porque las células cultivadas se someten a estrés quimico afiadiendo una sustancia que libera especies de oxigeno
activas para la induccién de la sintesis de carotenos o carotenoides en una etapa o repetidamente a lo largo de todo el
periodo de la Fase Roja.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque se cultivan algas que tienen capaci-
dad para la biosintesis de carotenos o carotenoides seleccionados del grupo que consiste en beta-caroteno, capsantina,
bixina, capsorrubina, astaxantina, luteina, licopeno, violaxantina, criptoxantina, anteraxantina, neoxantina, cantaxan-
tina, zeaxantina, fitoeno, fitoflueno, retinol y retinal.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 y/o 2, caracterizado porque se cultivan algas que se
seleccionan del grupo que consiste en Dunaliella sp, Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta, Haematococcus sp,
Haematococcus pluvialis, Haematococcus lacustris, Murielopsis sp, Anabaena spaerica, Chlorella sp, Chlorella zo-
fingiensis, Chlorococcum sp, Neospongiuococcum sp, Coelastrum sp 'y Scenedesmus sp.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las células se
someten a las mismas intensidades luminicas tanto en la Fase Verde como en la Roja en el intervalo de aproximada-

mente 30 a 200 uE x m™ x s7L.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque las células se
cultivan tanto en la Fase Verde como en la Roja a una temperatura en el intervalo de 5 a 35°C.

6. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque las algas se
hacen crecer mixotréficamente.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado porque las algas se hacen crecer mixotro-
ficamente en la Fase Verde.

8. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 6 y/o 7, caracterizado porque las algas se hacen crecer
mixotréficamente en la Fase Verde y el estrés tiene lugar en ausencia de los nutrientes de la Fase Verde mixotréfica.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque las células se
someten a estrés quimico mediante la adicidn de sustancias que liberan especies de oxigeno activas seleccionadas de
oxigeno singlete, radical oxigeno o peroxicompuestos.

10. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque las células se
someten a estrés quimico mediante la adicién de per6xido de hidrégeno.

11. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 9 y/o 10, caracterizado porque dichos factores de estrés
quimico se afiaden en una cantidad de 0,05 a 5 mmol por litro de suspensién de cultivo.

12. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque dichas
células se inoculan en una solucién de crecimiento que consiste en agua corriente a la que se afiade diéxido de carbono.

13. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque dichas
células se cultivan en un fotobiorreactor.

14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13, caracterizado porque dicho fotobiorreactor es un
biorreactor tubular o de panel.

15. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque la concen-

tracion inicial de c€lulas usada para el cultivo es de aproximadamente 0,1 a 0,3 x 10° células/ml a concentraciones de
células (masa seca) durante el cultivo del procedimiento de entre 0,1-8 g de biomasa seca/l.
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16. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque comprende
las siguientes etapas adicionales:

(c) recolectar las células cultivadas en la etapa (b) recogiendo dichas células para formar una suspensién
concentrada,

(d) afadir antioxidantes y/o emulsionantes a dicha suspension, rompiendo las células recogidas y secdndolas
para obtener un producto enriquecido en carotenos o carotenoides.

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 16, caracterizado porque la recogida y la concentracion de
dichas células se llevan a cabo mediante sedimentacion seguida por centrifugacién o filtracién bajo vacio, y en el que
el secado de dichas células se realiza mediante liofilizacion, secado y trituracién combinados o secado por aspersion.

18. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 y/o 17, caracterizado porque los
antioxidantes se seleccionan del grupo que consiste etoxiquina, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado (BHT),
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tocoferoles, di-terc-butil-paracresol y galato de propilo.
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