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DESCRIPCION
Métodos para la produccion de biomasa de diatomeas
Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos de produccién de biomasa de diatomeas. Mas particularmente, la invencion se
refiere a métodos para producir una biomasa de diatomeas utilizando un cultivo continuo. En una realizacion
preferida, la biomasa comprende &acidos grasos altamente insaturados.

Antecedentes de la invencion

Las diatomeas son un grupo generalizado de microalgas que se pueden encontrar en los océanos, el agua dulce y
en los suelos. La biomasa procedente del cultivo de diatomeas (ya sea producida natural o comercialmente)
contiene una serie de productos de interés comercial, incluidos los lipidos, acidos grasos (particularmente acidos
grasos altamente insaturados — HUFA), aminoacidos, pigmentos y productos naturales complejos de interés
farmacoldgico. La biomasa en si también tiene aplicaciones dietéticas (particularmente en la acuicultura), y el
tratamiento del agua contaminada por fésforo y nitrdgeno en la acuicultura efluente, o metales pesados
(biorremediacion). Otra aplicacién en desarrollo es el uso de silicio derivado de fristulas (la pared celular o capa
externa de las diatomeas) en nanotecnologia. Sin embargo, la relevancia comercial de los productos derivados de
las diatomeas dependera del coste de su produccion.

La fermentacion industrial es un proceso costoso en términos de equipamientos capitales, nutrientes y energia, y
generalmente solo se justifica cuando se produce un producto de valor relativamente alto en grandes cantidades.

Son posibles diferentes modos de cultivo o fermentacion. EI modo de fermentaciéon mas simple y el que se utiliza
casi exclusivamente en los procesos industriales es la fermentacion por lotes. En la fermentacion por lotes, las
células se inoculan en medio nutritivo, se cultivan durante un periodo de tiempo y luego se recuperan. La
fermentacion por lotes de alimentacion es similar a la de lotes en general, pero difiere en que los nutrientes
concentrados se suministran al cultivo durante el periodo de crecimiento. La fermentacion continua implica una
recuperacion del producto continua del cultivo que comprende biomasa y una solucién de nutrientes del recipiente
de fermentacién y su sustitucion por una solucién nutritiva recién preparado. La tasa de recuperacion del producto
en la fermentacion continua se elige para que la densidad de las células en cultivo se mantenga constante. La
fermentacion semicontinua es similar a la fermentacion continua, excepto que las recuperaciones del producto son
periddicas en lugar de continuas. La fermentacién por perfusion implica una recuperacién del producto continua de
un medio de cultivo que contiene el producto de interés, mientras que las células que producen el producto son
retenidas en el cultivo.

Cuando el producto de interés se produce dentro de las células, las células se cultivan generalmente a las
densidades de biomasa mas altas posibles para obtener la productividad volumétrica mas eficiente (es decir, la
cantidad de producto producido por volumen de medio de fermentacion por unidad de tiempo), minimizando asi el
coste de produccién del producto de interés. Sin embargo, a altas densidades de biomasa puede haber dificultades
para proporcionar suficiente oxigeno, nutrientes y, en su caso, luz. Por ejemplo, en una fermentacién por lotes de
alimentacion o simplemente por lotes, los cultivos microbianos se encuentran generalmente en una fase estacionaria
en el momento de la recuperacion del producto. Es habitual que el medio o el régimen de alimentacién en este tipo
de fermentaciones resulte en que el cultivo esté altamente limitado para uno o0 mas nutrientes, a menudo como un
medio para inducir la formacion de metabolitos secundarios (que a menudo son productos de interés comercial).

Anteriormente se sabia que los organismos fotosintéticos (por ejemplo, las microalgas) se pueden cultivar
fototréficamente en condiciones de cultivo continuo o semicontinuo. En estas condiciones, la luz se utiliza como
fuente de energia, en lugar de reducir el carbono. Muchos autores (por ejemplo, Richardson et al. (1969) Applied
Microbiology 18:245-250; Droop (1974) J. Mar. Biol. Ass. U.K. 54:825-855; Laing (1991) Lab.Leafl. MAFF
Direct.Fish.Res., Lowestoft, (67) 31pp) han descrito medios para cultivar algas en cultivos fototroficos continuos o
semicontados (turbidostatos). En tales cultivos, las células estan generalmente limitadas por la cantidad de luz
disponible y, por lo tanto, las densidades de cultivo son bajas dando lugar a una productividad volumétrica muy baja.
Los avances en la tecnologia de los fotobiorreactores han superado el problema de la limitacion de la luz hasta cierto
punto al estrechar el plano 6ptico y permitir que los cultivos alcancen concentraciones de biomasa mas altas (Zou et
al. (2000) Eur. J. Phycol. 35:127-133). Sin embargo, esto requiere un aumento en la relacién superficie-volumen del
cultivo y aumenta significativamente la estructura de costes de capital de los reactores. Ademas, en estas
concentraciones el crecimiento es lento (ligeramente limitado) y, por lo tanto, la productividad volumétrica es de
nuevo baja. Estos sistemas de fotobiorreactores también tienen la desventaja de que es poco econdémico
construirlos para voliumenes lo suficientemente grandes como para abastecer la demanda industrial e, incluso, los
mejores disefos de fotobiorreactores comercialmente escalables todavia producen densidades de biomasa en solo
alrededor de una décima parte de la que es capaz en un fermentador. Estos fotobiorreactores son por lo tanto
generalmente considerados como sélo una herramienta de laboratorio para el estudio del crecimiento de organismos
fotosintéticos.
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Los productos farmacéuticos, alimentos médicos y suplementos nutricionales que contienen &cidos grasos altamente
insaturados (HUFA) se utilizan actualmente para tratar a cientos de miles y, potencialmente, pronto se utilizaran para
tratar a millones de pacientes. El acido eicosapentaenoico (EPA) es un HUFA utilizado como un metabolito activo en
sustancias farmacologicas. El acido docosahexaenoico (DHA) también tiene un gran potencial para su uso en la
industria farmacéutica, alimentos médicos y suplementos nutricionales. Un ejemplo de su uso es el propio
tratamiento o el tratamiento profilactico de la enfermedad cardiovascular.

Los HUFA no pueden sintetizarse quimicamente de novo econémicamente, por lo que deben extraerse de una
fuente bioldgica. Los fabricantes farmacéuticos actualmente confian en el pescado como fuente de HUFA para la
produccion de sustancias farmacolégicas. La dependencia exclusiva del aceite de pescado para tales fines, sin
embargo, conlleva una serie de riesgos graves para los fabricantes de productos farmacéuticos y companias
farmacéuticas, asi como potencialmente para los pacientes que reciben tales medicamentos. Tales riesgos incluyen,
entre otros, aquellos asociados con la escasez de un suministro potencial, lo que puede ser devastador
financieramente para las compafias farmacéuticas, y puede afectar negativamente a los pacientes que dependen de
medicamentos para su bienestar. El aceite de pescado en si no es un material de referencia especifico ya que su
composicion difiere drasticamente entre diferentes especies de peces. Incluso dentro de una sola especie de pez la
composicion varia de un lugar a otro e incluso varia en diferentes épocas del afio en un solo lugar. Tal variabilidad
en el material de partida hace que la fabricacion de un producto farmacéutico final sea muy dificil. Ademas, existe
una creciente preocupacion por los contaminantes téxicos, como los poli(bifenilos clorados) (PCB), la dioxina y el
metilmercurio que aparecen en los aceites de pescado. También hay preocupaciones generalizadas sobre la
sostenibilidad a largo plazo de las poblaciones de peces silvestres y la acuicultura.

Por lo tanto, existe una necesidad precisa de fuentes alternativas de HUFA al aceite de pescado que sean
coherentes, fiables y, por lo tanto, adaptativas a los métodos de produccion comerciales y sostenibles. La
fermentacion industrial es una alternativa posible para la produccion comercial de HUFA. Sin embargo, hay una serie
de problemas asociados al uso de la fermentacion industrial a escala comercial.

Varios autores han descrito el cultivo continuo de microorganismos para la produccién de lipidos (por ejemplo, Hall y
Ratledge (1977) App. Env. Microbiol 33:577-584; Gill et al. (1977) App. Env. Microbiol. 33231-239; Ykema et al.
(1988) Appl. Microbiol. Biotechnol. 29:211-218; Brown et al. (1989) J. Ferm. Bioeng. 68:344-352; Kendrick &
Ratledge (1992) Appl. Microbiol. Biotechnol. 37:18-22; Papanikolaou & Aggelis (2002) Bioresouce Technology 82:43-
49). Mientras que algunos de estos describen una alta productividad volumétrica de biomasa, ninguno de los
organismos descritos produce acidos grasos altamente insaturados (HUFA; acidos grasos con 20 o mas carbonos y
4 o0 mas enlaces dobles).

Otros tipos de organismos, en particular las microalgas del género Crypthecodinium y los hongos marinos de la
familia Thraustochytriales (incluyendo las especies de Schizochytrium, las especies de Thraustochytrium y las
especies de Ulkenia) pueden ser mas adecuados para la producciéon de HUFA vy, particularmente, el DHA del
OMEGA-3, Si bien estos organismos producen las mayores cantidades de DHA en condiciones limitantes de
nitrogeno y, por lo tanto, son adecuados para los cultivos por lotes alimentados utilizados en los procesos
industriales, algunos autores han descrito cultivos heterotréficos continuos de estas especies para la produccién de
DHA. Sin embargo, la mayoria de estos cultivos continuos sélo se demostraron en el laboratorio y tenian bajas tasas
de produccion, las cuales no son comercialmente viables.

Ganuza e Izquierdo ((2007) Appl. Microbiol. Biotechnol. 76:985-990) describen un cultivo continuo de Schizochytrium
G13/2S para la produccién de DHA. Su productividad maxima de biomasa se produjo a una diluciéon de 0,04 por hora
y un peso en seco de 7,7 g/L proporcionando una productividad volumétrica de sélo 7,4 g/L/dia.

Ethier et al. ((2011) Bioresource Technology 102:88-93) describen un cultivo continuo de Schizochytrium limacinum
para producir DHA. Su mayor productividad de biomasa fue de sélo 3,88 g/L/dia.

Pleisner 'y Errikson (http://www.marbio.sdu.dk/uploads/MarBioShell/Pleissner%20-%20VejleNuthetalPoster.pdf,
recuperado el 8 de febrero de 2013), describe un cultivo continuo de Crypthecodinium cohnii para producir DHA,
pero soélo logra una productividad de biomasa de 12 g/L/dia. Ademas, a esta productividad volumétrica, el contenido
de HUFA de la biomasa era de sélo el 1,67%, lo que hacia que la extraccién final y el procesamiento fueran
problematicos.

Por el contrario, Wumpelmann en el documento W0O2005/021735 describe un cultivo continuo de Schizochytrium
limnaceum para la producciéon de DHA a altas densidades de cultivo y a través de esto logra productividades de
biomasa superiores a 100 g/L/dia. El autor describe métodos que son particularmente adecuados para producir DHA
a partir de este organismo, indicando, por ejemplo, que la tension de oxigeno disuelto debe mantenerse a niveles
bajos, pero no proporciona una orientacién suficiente sobre si tales condiciones pueden utilizarse incluso para otros
tipos de microorganismos o, en caso afirmativo, cémo deben variarse esas condiciones para permitir este tipo de
productividades para otros organismos con requisitos ambientales y nutricionales completamente diferentes. Los
métodos descritos por el autor tampoco son adecuados para la produccién a una escala industrialmente relevante.
De hecho, los ejemplos descritos sélo se llevan a cabo en fermentadores de 2 L en el laboratorio y el coste de
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utilizar sélo uno de los componentes de los medios constituyentes (por ejemplo, acidos casamino) como fuente de
nitrégeno seria prohibitivamente caro a escalas de 100 L o mas.

Otros tipos de organismos, en particular las diatomeas, pueden ser mas adecuados para la produccion de la EPA de
omega-3, especialmente cuando es ventajoso que la EPA se produzca con cantidades relativamente bajas de DHA
presentes.

Wen y Chen describen el cultivo heterotréfico de la diatomea Nitzschia laevis para la produccion de EPA del acido
graso omega-3, Sin embargo, en cultivos continuos verdaderos su productividad méaxima de biomasa fue de sélo 2,8
g/L/dia ((2002) Biotechnol. Prog. 18:21-28), mientras que con la adicion de perfusién (donde las células y los medios
se separan, las células se devuelven al fermentador y se afaden otros medios recién preparados), esto se elev6 a
6,75 g/L/dia ((2001) Appl Microbiol Biotechnol 57:316-322).

Griffiths et al. (documento WO2011/155852) describieron el cultivo heterotrofico de la diatomea Nitzschia laevis tanto
en un cultivo continuo asistido por perfusién como en un cultivo continuo real. Mientras que los autores no describen
las productividades volumétricas de los cultivos, los pesos en seco del cultivo fueron de alrededor de 10 g/L o menos
y en cultivos continuos asistidos por perfusion el volumen total eliminado del cultivo fue un volumen de fermentador
al dia. Incluso si todo este volumen era recuperado y ninguno se sometia a perfusion, la productividad maxima de
biomasa era significativamente mayor de la descrita por Wen y Chen, aunque todavia se encontraba en alrededor de
10 g/L/dia.

Compendio de la invencion

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para producir una biomasa de diatomeas a una
tasa de produccién volumétrica de biomasa de al menos 20 g de peso seco/L/dia, en el que la diatomea produce al
menos un acido graso altamente insaturado (HUFA), comprendiendo el método los pasos de cultivar de forma
heterotréfica y continua en un medio de cultivo y eliminar al menos el 50% del volumen total del cultivo cada 24
horas y su sustitucion por medio recién preparado, donde el medio de cultivo esta disefiado para proporcionar los
nutrientes esenciales y mantener la diatomea bajo un crecimiento en fase logaritmica y en el que se afnade
continuamente una fuente de silicato durante el curso del cultivo.

Preferiblemente se selecciona al menos un acido graso altamente insaturado (HUFA) de uno cualquiera o0 mas de
uno de EPA, DHA y ARA.

En particular, la biomasa de diatomeas contiene una mezcla de EPA y DHA a un nivel de al menos 2% peso celular
en seco de la biomasa.

En particular, la biomasa de diatomeas contiene EPA a un nivel de al menos el 2% del peso celular en seco de la
biomasa.

Preferiblemente, la diatomea se selecciona de cualquiera de una especie de Nitzschia, una especie de Cyclotella,
una especie de Phaeodactylum.

Preferiblemente, el método incluye la sustitucién de al menos el 10% del volumen de cultivo por medio recién
preparado cada 4 horas.

Preferiblemente, el método incluye la sustitucion de al menos el 5% del volumen de cultivo por medio recién
preparado cada 2 horas.

Preferiblemente, el método incluye la sustitucion de al menos 0,2% del volumen de cultivo con medio recién
preparado cada 5 min.

Segun otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para producir una composicién de un &cido graso
altamente insaturado (HUFA) o un éster del mismo, incluyendo el método el paso de extraer el HUFA o su éster de
la biomasa producida por los métodos de la invencién segun se describe en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Se describiran a continuacion las realizaciones de la invencién, a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos que
las acompanan en los que:

La Figura 1 muestra la cantidad de biomasa recuperada en gramos por dia por litro de un cultivo continuo de la
invencion.

La Figura 2 muestra los pesos en seco de cultivos a lo largo del tiempo para cultivos con diferentes provisiones de
azufre.

La Figura 3 muestra el grafico de pesos en seco de cultivo logrados frente a la provisidén de azufre.
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La Figura 4 muestra un grafico del peso de las células en seco en el que los cultivos divergieron del crecimiento en
fase logaritmica frente al suministro de azufre.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En términos generales, la invencion se refiere a métodos de cultivo de una diatomea para producir biomasa de
diatomeas a tasas de producciéon comercialmente Utiles.

La biomasa de diatomeas contiene una serie de productos de interés comercial, incluyendo lipidos, acidos grasos,
aminoacidos, pigmentos y productos naturales complejos de interés farmacolégico. La biomasa en si también tiene
uso comercial.

La produccion de &cidos grasos altamente insaturados (HUFA) es de particular interés, particularmente la
produccion del acido eicosapentaenoico HUFA (EPA). Se ha encontrado que las diatomeas pueden ser inducidas
para producir EPA en ausencia de altos niveles de compuestos conjuntamente concentrantes como el DHA, lo que
permite la produccién de EPA, que es capaz de ser concentrado y purificado.

Anteriormente se pensaba que la produccién de biomasa por microbios sélo podia ser econémica si los microbios se
cultivaban en lotes o se alimentaban en condiciones de fermentacion por lotes donde se alcanzaba la densidad
maxima de biomasa microbiana. En particular, también se creia que algunas clases de microbios, como las
diatomeas, ni siquiera podian utilizarse para la produccion econémica de biomasa en condiciones de fermentacion
por lotes o condiciones de fermentacion de lotes alimentados porque los cultivos sufrian de un crecimiento lento y/o
tenian una proporcién relativamente baja de su biomasa como producto comercial deseado, o sus necesidades
nutricionales Unicas hacian que fueran muy dificiles de cultivar. Las diatomeas tienen necesidades ambientales y
nutricionales particulares e inusuales, incluyendo un requerimiento de grandes cantidades de silice (un elemento
estructural de sus paredes celulares) y, en su mayor parte, un requerimiento de un medio de crecimiento salino.
Mientras que estos microbios fermentativos pueden ser cultivados en modo de lote alimentado en fermentadores
clasicos en el laboratorio, las caracteristicas de los organismos dan lugar a una productividad volumétrica tan baja
que el coste de la fermentacion a escala industrial se convierte en prohibitivo.

Las fases del crecimiento microbiano se clasifican ampliamente como fase inicial (donde los microbios se estan
adaptando a las condiciones de crecimiento), fase logaritmica (también conocida como fase logaritmica o fase
exponencial, donde los microbios se multiplican a una tasa exponencial), fase estacionaria (cuando se alcanza la
densidad celular maxima segun se igualan la tasa de crecimiento y la tasa de mortalidad; esto es debido a menudo a
un factor limitante del crecimiento como la eliminacién de nutrientes) y la fase de mortalidad (cuando la tasa de
mortalidad es mayor que la tasa de crecimiento).

Sorprendentemente, los inventores han encontrado posible lograr productividades volumétricas lo suficientemente
altas como para ser econdémicas a través del uso del cultivo continuo de las diatomeas. Al mantener el cultivo en un
crecimiento en fase logaritmica, o cerca de ésta, estas diatomeas pueden tener una menor densidad de biomasa y /
o contenido de las moléculas deseadas en el momento de recuperar el producto en comparacion con los cultivos en
fase estacionaria convencionales producidos por la fermentacion por lotes y por lotes alimentados, pero se encontrd
que la productividad general del cultivo era mucho mayor de lo que se podia lograr en un cultivo por lotes o por lotes
alimentados. Ademas, la productividad del HUFA deseado era mas alta. Tipicamente, la transferencia a la fase
estacionaria de un cultivo da como resultado la inducciéon de la produccion de grandes cantidades de productos
comercialmente Utiles y la transferencia a la fase estacionaria de un cultivo microbiano se inicia tipicamente por
alguna forma de limitacién de nutrientes, tipicamente la limitacion de nitr6geno. Los inventores, sin embargo,
sorprendentemente encontraron que con las diatomeas, particularmente las diatomeas que se pueden cultivar
heterotroficamente, esto a menudo no es el caso y la limitacion de nutrientes puede dar como resultado la
produccion de moléculas no deseadas en lugar de los productos para los que se esta cultivando el cultivo.
Sorprendentemente, los inventores alcanzaron una productividad volumétrica mucho mayor de la biomasa y ciertos
productos deseados, como los HUFA, cuando los nutrientes no fueron limitados y el cultivo se mantuvo en una fase
logaritmica de crecimiento.

Un cultivo es continuo cuando se agrega continuamente un medio de cultivo recién preparado, mientras que un
cultivo activo que se mantiene con un crecimiento en fase logaritmica se retira continuamente para mantener
constante el volumen del cultivo. Un cultivo semicontinuo se produce cuando un volumen del cultivo activo (es decir,
la actividad de las células que crece en fase logaritmica en un medio de cultivo) se retira a intervalos de tiempo
regulares o, al menos, periddicos, y se agrega un volumen igual o sustancialmente similar (es decir,
aproximadamente equivalente) del medio recién preparado de nuevo al cultivo para reemplazar el que se ha retirado
de modo que el volumen medio del cultivo activo se mantiene sustancialmente constante en el tiempo del cultivo.
Para un cultivo semicontinuo es habitual retirar primero una parte del cultivo activo antes de reemplazar el volumen
con un medio de cultivo recién preparado, ya que esta secuencia de eventos no requiere de ningln espacio
adicional en el recipiente fermentador. Sin embargo, es posible revertir la secuencia de eventos si hay beneficios
comerciales particulares para hacerlo. Para evitar dudas, a menos que el contexto exija claramente lo contrario, a lo
largo de la descripcion y las reivindicaciones, se debe tomar la referencia de que "cultivo continuo" o "cultivo
continuo o similar" incluyen tanto un cultivo continuo como un cultivo semicontinuo.
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Todo experto en la técnica es consciente de que el medio de cultivo requiere nutrientes para permitir y mantener el
crecimiento del microbio. Un medio de cultivo comprendera una fuente de nitrégeno, (por ejemplo, entre otras, iones
de amonio, nitrato, extracto de levadura, harina de soja, peptona, triptona), una fuente de fosfato y una fuente de
azufre. Sin embargo, para el crecimiento de las diatomeas el medio de cultivo también es necesario proporcionar
una fuente de silice, ya que la silice es la base de las paredes celulares de todas las diatomeas. El medio de cultivo
contiene ademas uno o mas de: magnesio, calcio, cobalto, manganeso, boro, zinc, molibdeno, hierro, cromo, niquel,
selenio, cobre y vitaminas. Sera evidente para todo experto en la técnica que los nutrientes en el medio de cultivo de
las diatomeas seran significativamente diferentes de los de otros microorganismos. Sin embargo, cuando se
proporciona la guia en la presente aplicacion, todo experto en la técnica puede ser consciente o utilizar la
experimentacion para determinar los componentes requeridos en el medio de cultivo sin limitar el crecimiento de las
diatomeas.

Sin embargo, sorprendentemente, los inventores han descubierto que existen diferencias clave en la forma en que
un medio debe disefarse para apoyar el cultivo continuo. Tradicionalmente, la limitacién en un solo nutriente se
puede utilizar para determinar cuanto de este nutriente particular se requiere para preparar un cierto peso en seco
de biomasa. Para los cultivos continuos, sin embargo, los inventores han descubierto que el medio esta disefiado
preferentemente para que el cultivo activo permanezca en fase logaritmica. Los inventores han encontrado que esto
da como resultado mayores requerimientos de nutrientes sobre una base de peso de células en seco por gramo. En
los métodos de la invencion, el medio de cultivo preferentemente estd disefiado para proporcionar todos los
nutrientes esenciales en cantidades que mantengan las diatomeas en un crecimiento en fase logaritmica, o cerca de
éste.

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que no es suficiente simplemente con tomar procesos que
operen a bajas densidades de cultivo y escalar después la concentracién de nutrientes en el medio de cultivo para
producir mas biomasa; debe ser dada particularmente una cuidadosa atencién para cultivar el disefio de medios. Los
inventores han descubierto que a bajas densidades de cultivo, los desequilibrios en los nutrientes son relativamente
poco importantes ya que las concentraciones de compuestos son generalmente bajas. Sin embargo, para un
crecimiento rapido y continuo a alta densidad de biomasa (como se muestra en la presente invencion), la provision
de nutrientes debe estar estrechamente adaptada a las necesidades del organismo mientras crece en la fase
logaritmica. Para lograr altas densidades de cultivo, se requieren concentraciones relativamente altas de nutrientes,
pero los inventores también han encontrado que los nutrientes proporcionados en exceso a las diatomeas también
pueden acumularse con el tiempo a niveles en los que alteran la composicion de la biomasa y/o inhiben la tasa de
crecimiento. Ciertos requisitos celulares como el zinc o el cobre pueden ser toxicos para las diatomeas cuando se
proporcionan a una concentracion demasiado alta. La adiciéon de sales de cobre, por ejemplo, es un método bien
establecido para matar las diatomeas y evitar su nuevo crecimiento en estanques, lagunas y piscinas. Las diatomeas
parecen ser inesperadamente susceptibles al sobreaprovisionamiento de una serie de nutrientes que tienen efectos
téxicos a alta concentracion.

Los nutrientes que se infrasuministran se agotan en el transcurso de varias recuperaciones del producto
consecutivas, lo que de nuevo da como resultado cambios indeseables en la composicién de la biomasa o
alteraciones en el crecimiento. Los inventores han constatado que, si bien, en determinadas circunstancias, pueden
ser deseables ligeras limitaciones de uno o mas nutrientes, por ejemplo, si resulta en una mayor proporciéon de
HUFA en la biomasa, en general la reduccién de la tasa de crecimiento (es decir, la transferencia a una fase
estacionaria) es indeseable. Por lo tanto, los inventores han constatado que debe prestarse una particular atencion a
elementos del medio, como trazas de metales y fosfato, para los que las diatomeas pueden tener almacenamientos
internos significativos, ya que el agotamiento de estos se producird en un periodo de tiempo mas largo.

Incluso si se ha logrado un equilibrio de nutrientes correcto a un nivel particular de productividad de la biomasa, no
se puede simplemente duplicar el nivel de todos los ingredientes en el medio y esperar el doble del nivel de
productividad de la biomasa. La adicién de algunos ingredientes, como una menor fuente de carbono, puede estar
directamente relacionada con la cantidad de biomasa que se produce, pero también puede tener un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento a concentraciones mas altas. Como consecuencia, las estrategias de alimentacion tienen que
hacerse evolucionar para mejorar este problema fundamental. Por ejemplo, puede ser preferible proporcionar un
medio de cultivo de reemplazo para las diatomeas en porciones discretas a lo largo del tiempo en lugar de
reemplazar todo el volumen del producto recuperado a la vez. Algunos ingredientes como el cloruro de sodio, por
ejemplo, estan presentes para el equilibrio osmético del medio y, por lo tanto, no se proporcionan directamente en
proporcion a la biomasa producida. Algunos nutrientes, como el zinc, deben mantenerse dentro de un cierto intervalo
de concentraciones. Tanto unas tasas de crecimiento demasiado bajas como caidas en las tasas de crecimiento y
efectos demasiado altos y téxicos originan un menor crecimiento del cultivo y, finalmente, hasta su propia muerte.
Algunos nutrientes, como el potasio, desempefian un papel doble, por lo que hay que hacer un equilibrio entre, por
ejemplo, su efecto osmdético, y su uso como nutriente. Si bien las cantidades de nutrientes en el cultivo dependen del
microbio utilizado y del volumen de cultivo, de acuerdo con la guia y descripcion de la presente aplicacion de que es
recomendable mantener a las células diatomeas en crecimiento en fase logaritmica en los cultivos continuos, y que
ademas esto requiere una composicion de medios diferente a la requerida para las fermentaciones normales, todo
experto en la técnica es capaz de utilizar la experimentacion de rutina para determinar las cantidades de los
componentes requeridos en el medio de cultivo en crecimiento en fase logaritmica o cerca de ésta. Por ejemplo, los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 825062 T3

inventores han mostrado en el Ejemplo 8 un ejemplo de un procedimiento para determinar la cantidad de azufre
necesaria para mantener un crecimiento activo en fase logaritmica de una diatomea.

Un asunto particular cuando se trata de cultivos de diatomeas es la provision de silicatos. Incluso a concentraciones
relativamente modestas, los inventores han encontrado que el silicato puede interactuar con otros ingredientes
medios para formar precipitados y geles, eliminando tanto a este mismo como a otros nutrientes de la solucion y
haciéndolos no disponibles para su uso por las diatomeas. A medida que aumenta la cantidad de biomasa que se
produce, es necesario prestar una atencion especial a la adicién del silicato (que se proporciona proporcionalmente
a la biomasa que se va a producir) para evitar que esto ocurra. El silicato se afiade preferentemente de forma
continua durante el curso del cultivo para ayudar en la reduccién de la formacion de precipitados de silicato, y para
prestar ayudar a la hora de proporcionar una cantidad de silicatos y mantener el cultivo en un crecimiento en fase
logaritmica, o cercano a éste, (por ejemplo, un método de adicién de silicato se describe en el documento
W02012/053912). La fuente de silicato es preferiblemente un silicato de metal alcalino, por ejemplo (entre otros)
silicato de sodio o silicato de potasio. En las realizaciones preferidas, el silicato de sodio se afiade continuamente a
un nivel de entre 20 y 120 mg de metasilicato de sodio pentahidrato por cada gramo de peso celular en seco de
biomasa producida en el cultivo, mas preferiblemente entre 40 y 100 mg de metasilicato de sodio pentahidrato por
gramo de peso celular en seco de biomasa producida, y lo mas preferiblemente 75 mg de metasilicato de sodio
pentahidrato para cada gramo de peso de célula en seco de biomasa producida en el cultivo.

Los inventores han descubierto que es posible cultivar continuamente diatomeas a altas densidades, en la regién de
20 g de Peso de Célula en Seco (DCW)/L o superior, por ejemplo de 20 a 150g DCW/L o, mas preferiblemente, de
30 a 100 g DCWIL, aun mas preferiblemente de 30 a 70 g DCW/L. Preferiblemente el peso de la célula en seco del
cultivo en el momento de recuperar el producto permanece dentro de +/- 5% de la media de las recuperaciones del
producto durante el tiempo por el cual el cultivo se realiza con el fin de mantener una alta densidad de diatomeas en
el cultivo. Tales densidades de diatomeas en el cultivo continuo de la invenciéon permiten generar altas tasas de
produccion volumétricas de al menos 20 gramos de DCW de biomasa por litro de cultivo activo por dia (DCW/L/dia)
(es decir. 20 gramos de biomasa producida por litro de cultivo activo en el recipiente de fermentacion al dia), mas
preferiblemente al menos 30 gramos de DCW de biomasa por litro de cultivo activo al dia, pero se puede optimizar
utilizando la ensefianza de la presente aplicacion para ser tan alto como 50 g DCW/L/dia de biomasa, mas
preferiblemente 60 g DCWY/L/dia de biomasa, ain mas preferiblemente 70 g DCW/L/dia de biomasa o mas. Por lo
tanto, el intervalo de las tasas de produccion es cualquiera de los valores minimos preferidos para cualquiera de los
valores maximos preferidos, por ejemplo (entre otros), de 20 a 50 g DCW/L/dia de biomasa, mas preferiblemente de
20 a 60 g DCWY/L/dia de biomasa, mas preferiblemente de 20 a 70 g DCW/L/dia de biomasa.

Los cultivos continuos de los métodos de la invencién incluyen preferentemente la sustitucion de al menos el 50% en
volumen del cultivo activo cada 24 horas, mas preferiblemente al menos el 60% en volumen. Los métodos
alternativamente incluyen la sustitucion de al menos el 10% en volumen del cultivo activo cada 4 horas, mas
preferiblemente al menos 12% en volumen, mas preferiblemente al menos 15% en volumen. En otra alternativa, los
métodos de la invencién incluyen preferentemente la sustitucién de al menos el 5% en volumen del cultivo activo
cada 2 horas, mas preferiblemente al menos un 6% en volumen, mas preferiblemente al menos un 7% en volumen.
En otra alternativa, los métodos de la invencion incluyen preferentemente la sustitucién de al menos el 0,2% por
volumen del cultivo activo cada 5 minutos, mas preferiblemente al menos un 0,3%, mas preferiblemente al menos un
0,35% en volumen. El volumen de recuperacion del producto y sustitucion debe elegirse para que coincida con una
tasa de crecimiento del organismo en fase logaritmica para que la densidad del cultivo en recuperaciones del
producto secuenciales no caiga y el cultivo no entre en fase estacionaria. Al tiempo que se proporciona una
recuperacion del producto semicontinua cada 24, 4 y 2 horas y una recuperacion del producto continua a través de
ejemplos, cualquier intervalo de menos de 24 horas que permita que las células permanezcan en crecimiento
logaritmico se puede utilizar, de modo que el intervalo entre las recuperaciones del producto se pueda elegir para
adaptarse a las necesidades de procesamiento aguas abajo. Aunque se ha observado que, para un peso en seco
dado en la recuperacion del producto y la tasa de crecimiento, recuperaciones del producto mas frecuentes
proporcionan una productividad de biomasa mas alta.

En algunos casos, los métodos de cultivo anteriores han utilizado la perfusion para aumentar la densidad y la
productividad de los cultivos de microbios. La perfusion ocurre cuando se separan las células y el medio del cultivo
activo, las células se devuelven al fermentador y se afiade otro medio recién preparado. Los métodos de la presente
invencion no incluyen preferentemente la perfusién del cultivo activo, ya que este procedimiento afiade otros costes
y procedimientos que no serian practicos a escala industrial para la produccion de biomasa. Los cultivos de
perfusion también son extremadamente susceptibles a la contaminacion y requieren medidas extraordinarias para
mantener los cultivos axénicos durante largos periodos de tiempo. El mantenimiento de la esterilidad es importante
porque los organismos contaminantes invasores, que crecen mas rapidamente que el organismo de produccién,
pueden llegar rapidamente a dominar el cultivo en el curso de varias recuperaciones del producto hasta tal punto
que el cultivo termina por ser abandonado. Los métodos de la invencidn sorprendentemente proporcionan un cultivo
de alta productividad, sin necesidad de perfusion. Si bien los inventores han encontrado que se debe tener cuidado
de mantener los contaminantes fuera del fermentador durante la puesta en operacién de los métodos de la
invencion, particularmente tanto en la recuperacion del producto de cultivo como en la recarga de medios recién
preparados, este problema se reduce por la falta de necesidad de perfusion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 825062 T3

Los inventores han demostrado que los métodos de la invencién pueden llevarse a cabo a escalas de al menos 12
litros de cultivo activo, méas preferiblemente al menos 14 litros de cultivo activo, mas preferiblemente al menos 400
litros de cultivo activo, alin mas preferiblemente al menos 500 litros de cultivo activo. Sin embargo, una vez provisto
de la descripcion de la presente aplicacion los cultivos a mayor escala, tales como al menos 10,000 litros, al menos
100,000 litros, e incluso al menos 200,000 litros se pueden utilizar para la produccién industrial.

Para ser comercialmente viables, los cultivos continuos de la invencion son preferiblemente sostenibles durante un
periodo de tiempo. Los inventores han demostrado que los métodos de la invenciéon pueden mantenerse durante al
menos 72 horas (3 dias), mas preferiblemente al menos 5 dias, ain mas preferiblemente una semana (7 dias), ain
mas preferiblemente al menos un mes (30 dias), mas preferiblemente al menos 2 meses (60 dias). Para un cultivo
semicontinuo el ciclo de eliminacion de una porcion de cultivo activo y la sustitucién del medio de cultivo recién
preparado se repite preferentemente al menos 5 veces. Sin embargo, en los ejemplos de la invencién previstos en la
presente aplicacion (véanse los ejemplos 1-5), los cultivos se suspendieron después de 60 dias (después de la
eliminacion del cultivo activo y la sustitucion por un medio recién preparado mas de 100 veces) sin ninguna
indicacion de que los cultivos pudieran mantenerse durante mas tiempo. Por lo tanto, no hay indicios de que los
cultivos no puedan de hecho continuar durante periodos de meses o afos sin problemas. En una realizacién
preferida, la tasa media de produccion volumétrica de biomasa es de al menos 20 g de peso seco/L/dia durante un
periodo de al menos 72 horas (3 dias), méas preferiblemente al menos una semana (7 dias), mas preferiblemente al
menos un mes (30 dias), aun mas preferiblemente al menos 2 meses (60 dias).

Preferiblemente los métodos de la invencién comprenden cultivar una diatomea identificada. Preferiblemente se
selecciona la cepa de diatomea, cuando en condiciones de cultivo, para una capacidad de produccién de al menos
un HUFA, preferiblemente EPA y/o DHA. Todo experto en la técnica sera consciente de las especies de diatomeas
que son capaces de producir HUFA, o que seria capaz de llevar a cabo experimentos rutinarios para determinar esto
(por ejemplo, véase Dunstan et at. (1993) Phytochemistry 35:155-161). En las realizaciones preferidas, la diatomea
se selecciona, por ejemplo, entre una especie de Nitzschia, una especie Cyclotella o una especie Phaeodactylum.
Mas preferiblemente, la diatomea es Nitzschia laevis, por ejemplo (entre otras) la cepa In1CS20 de Nitzschia laevis.

Todo experto en la técnica debe ser consciente de los métodos utilizados para "sembrar” la fermentacién con el
microbio requerido. La fermentacion se llevard a cabo generalmente en un recipiente de fermentacion, u otro
recipiente adecuado como seria evidente para todo experto en la técnica.

La biomasa de diatomeas producida por los métodos de la presente invencién se encuentra en un estado metabdlico
(fase de crecimiento logaritmica) que es muy diferente en composicion de los cultivos en fase estacionaria. Cuando
se utilizan diatomeas capaces de producir acidos grasos altamente insaturados (HUFA), estas condiciones dan lugar
a niveles relativamente altos de uno o mas HUFA. Més preferiblemente, el HUFA es EPA, pero también puede ser
beneficioso una mezcla de méas de un HUFA, preferiblemente EPA, DHA y ARA, mas preferiblemente EPA y DHA.
Tanto EPA como DHA son &cidos grasos omega-3 y se sabe que tienen propiedades para la salud particularmente
beneficiosas. Estos &cidos grasos, o sus formas esterificadas, se pueden utilizar como productos farmacéuticos,
alimentos médicos, aditivos alimenticios o alimentos, productos cosméticos, o suplementos nutricionales. ARA es un
acido graso omega-6 y también se sabe que tiene propiedades beneficiosas para la salud. Preferiblemente la
biomasa de diatomeas contiene un nivel total de HUFA (que puede estar compuesto por una mezcla de diferentes
HUFA) de al menos el 2% del peso celular en seco de la biomasa, mas preferiblemente al menos el 3% del peso
celular en seco de la biomasa. Méas preferiblemente, la biomasa de diatomeas contiene una mezcla de EPA y DHA a
un nivel de al menos 2% de peso celular en seco de la biomasa, aun mas preferiblemente al menos el 3% de peso
celular en seco de la biomasa. Al menos un HUFA se produce preferentemente por los métodos de la invencién a un
nivel de al menos el 2% de peso celular en seco de la biomasa (es decir, un solo HUFA a un nivel del 2%), mas
preferiblemente al menos el 2,5% de peso celular en seco de la biomasa, mas preferiblemente al menos el 2,7% de
peso celular en seco de la biomasa, incluso mas preferiblemente al menos el 3,2% de peso celular en seco de la
biomasa. EI HUFA producido es mas preferiblemente EPA. El nivel maximo de HUFA total o HUFA Unico en la
biomasa dependera de la puesta a punto de las condiciones y la eleccién de la diatomea, una vez que el experto en
la técnica proporcione la descripcién en la memoria descriptiva. Sin embargo, los inventores creen que es probable
que el limite maximo esté en la region del 5%, mas preferiblemente el 10%, mas preferiblemente el 15%, incluso
mas preferiblemente el 20% de peso celular en seco. El intervalo del contenido de uno o mas HUFA en la biomasa
es, por lo tanto, cualquiera de los valores minimos preferidos para cualquiera de los valores maximos preferidos, por
ejemplo (entre otros), el nivel de HUFA es preferiblemente del 1 al 20% de peso celular en seco de la biomasa, mas
preferiblemente del 2 al 15% de peso celular en seco de la biomasa, mas preferiblemente del 2 al 10 % de peso
celular en seco de la biomasa, mas preferiblemente del 2,7 al 10% de peso celular en seco de la biomasa, mas
preferiblemente entre el 3,2 y el 10% de peso celular en seco de la biomasa.

La técnica actual muestra que la mayoria de las microalgas deben ser cultivadas fotosintéticamente para producir
HUFA. En un aspecto particularmente preferido de la invencién, los inventores han encontrado sorprendentemente
que las diatomeas son capaces de ser cultivadas heterotréficamente utilizando la fermentacion continua para
producir HUFA a una alta productividad. Esto permite una produccion comercial sin necesidad de proporcionar luz
para la fermentacion a alta densidad, superando asi los problemas de ingenieria asociados con una provision
suficiente de luz a los cultivos de alta densidad previamente discutidos. Cuando las diatomeas se cultivan
heterotréficamente, se proporciona preferiblemente una menor fuente de carbono en el medio de -cultivo.
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Preferiblemente la menor fuente de carbono se selecciona (entre otras) de uno o mas de: glucosa, fructosa, jarabe
de maiz de alta concentracion de fructosa, monosacaridos, disacaridos, alcoholes, acido acético o sus sales.

La técnica actual muestra que, para obtener una alta productividad volumétrica de HUFA, se deben utilizar
condiciones de lotes o lotes alimentados cuando las células se toman en fase estacionaria, en las cuales se induce
un estado de oleogénesis, generalmente mediante el uso de la limitaciéon de nitrégeno y/o fosfato y la composicién
de la biomasa de algas es, por lo tanto, significativamente diferente de las composiciones de biomasa que crecen en
fase logaritmica. En un aspecto particularmente preferido de la invencion, los inventores han determinado
sorprendentemente que las diatomeas se pueden cultivar heterotréficamente utilizando una fermentacién continua
de la diatomea mantenida en fase logaritmica para producir HUFA a una alta productividad volumétrica. Esto permite
la produccion comercial de organismos, como las diatomeas, que son inadecuadas para la fermentacion por lotes o
fermentacion por lotes de alimentacion, superando asi los problemas con el crecimiento a escala.

Los inventores también han encontrado que el pH de cultivo se mantiene preferiblemente dentro del intervalo de 7,0
a 9,0, mas preferiblemente dentro del intervalo de 7,5 a 8,5, mas preferiblemente dentro del intervalo de 8,0 a 8,5. La
temperatura del cultivo se mantiene preferiblemente entre 15 y 30°C, mas preferiblemente a una temperatura de
entre 20 y 25°C. Se proporciona preferiblemente agitacién y/o contrapresion para mantener un nivel de oxigeno
disuelto en un nivel del 10% o por encima de éste, mas preferiblemente 20%, incluso méas preferiblemente 30% de
saturacion de aire. El nivel de oxigeno disuelto se mantiene ain mas preferiblemente en un 40% de saturacion de
aire o por encima. Estas condiciones promueven el crecimiento de la formacioén de diatomeas y HUFA (cuando se
utiliza una diatomea capaz de producir HUFA). Los niveles de oxigeno disueltos se mantienen preferentemente
durante al menos el 80%, mas preferiblemente el 90% del tiempo de cultivo. Las breves caidas por debajo de los
niveles de oxigeno disuelto preferidos se consideran dentro del ambito de la presente invencién, ya que no deben
afectar significativamente al cultivo.

La invencion también incluye un cultivo activo (es decir, un crecimiento de actividad para las células diatomeas en
fase logaritmica en el medio de cultivo) en un cultivo continuo que, antes de la separacién de la biomasa por etapas
de extraccion o purificacion, incluira en el medio de cultivo las diatomeas a una densidad de biomasa de al menos 20
g/L. Preferiblemente, cuando se utiliza una diatomea capaz de producir HUFA, la biomasa de diatomeas contiene un
acido graso altamente insaturado (HUFA).

Tras la separacion en porciones del cultivo activo del cultivo continuo, el componente de biomasa de diatomeas se
concentra preferentemente para eliminar o separar sustancialmente el componente liquido y producir un
concentrado de biomasa, por ejemplo mediante una centrifugacion a secas o una centrifugacién continua u otros
medios conocidos en la técnica de la recuperacion de la biomasa, por ejemplo, como la centrifugacién, floculacion,
filtracion y/o flotacion. Las células de la biomasa también pueden lavarse opcionalmente para eliminar el exceso de
medio y/o eliminarlas por tratamiento térmico (por ejemplo, pasteurizacién) o con otros modos (por ejemplo,
desnaturalizando enzimas enddgenas que puedan hacer disminuir el rendimiento del producto). La biomasa se seca
opcionalmente para reducir o eliminar el agua, por ejemplo, mediante un secado por pulverizacion, liofiliacién,
secado con tuneles, secado al vacio y/o secado en tambor. La biomasa seca se muele opcionalmente para formar
un polvo fino, u opcionalmente se forma en peletes. Alternativamente, la porcién del cultivo activo extraida del cultivo
continuo puede secarse directamente sin preconcentracion.

La biomasa de diatomeas de la invencién puede ser sometida a uno o0 mas pasos de extraccién para extraer los
productos deseados, por ejemplo HUFA o ésteres de los mismos, de la biomasa para producir una composicion
(ejemplo de una composicion HUFA). Las técnicas de extracciébn adecuadas son habituales en la técnica y
dependeran del producto deseado. Por ejemplo, para extraer un HUFA, la biomasa puede extraerse con un
disolvente lipidico no selectivo (por ejemplo, cerca de un éter dimetilo critico o etanol) y recuperarse del disolvente
como residuo. Alternativamente, la biomasa puede extraerse utilizando otros disolventes polares o no polares,
incluyendo, entre otros, hexano, alcohol, acetona, diéxido de carbono supercritico o liquido, o mezclas de los
mismos (por ejemplo, hexano e isopropanol). La biomasa se puede extraer con disolventes, ya sea en un lote o de
forma contracorriente. El disolvente (que contiene el HUFA) se separa de la biomasa extraida, por ejemplo (entre
otros) por sedimentacién, filtracion, centrifugaciéon. El HUFA (o éster del mismo) se recupera del disolvente.

El HUFA presente en la biomasa esta en forma de acidos grasos libres y/o formas esterificadas del acido graso.
Ejemplos de formas esterificadas del acido graso incluyen ftriglicéridos, fosfolipidos, y glucélidos (colectivamente
conocidos como lipidos). Los lipidos son la forma nativa del HUFA, (es decir, la forma que se encuentra
naturalmente en la biomasa antes de cualquier modificacion quimica externa). Los acidos grasos libres se dividen de
los lipidos mientras todavia estan en la biomasa (por ejemplo, por la accién de las enzimas), o pueden
opcionalmente escindirse de los lipidos (por ejemplo, para formar un éster alternativo, o al acido graso libre) durante
los pasos de extraccion, enriquecimiento y/o purificacion.

Después de la extraccion, el paso adicional del enriquecimiento de HUFA o la purificacion de uno o mas HUFA de la
mezcla se puede realizar utilizando las técnicas habituales en la técnica. Por ejemplo, el material extraido puede
tratarse con &cidos, alcalis y/o enzimas en presencia de alcohol o agua para formar acidos grasos libres o ésteres de
alquilo de acidos grasos. Por ejemplo, el HUFA puede ser transesterificado para formar el éster etilico del acido
graso (FAEE). El éster puede ser purificado opcionalmente con el fin de lograr un estandar requerido de pureza.
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Algunos ejemplos de procesos de purificacion son la cromatografia, la destilacion molecular y/o la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). Para evitar dudas, la HPLC a veces se conoce como cromatografia liquida de alta
presion. Alternativamente los lipidos en la biomasa se saponifican para formar los acidos grasos libres. Los acidos
grasos libres se purifican o separan opcionalmente, por ejemplo, por cromatografia (entre otros). EI HUFA, purificado
en forma de acido graso libre, puede ser utilizado como tal o convertido en un éster etilico (FAEE) utilizando
procesos habituales en la técnica.

Después de la purificacion del HUFA, o el éster del mismo, el HUFA puede utilizarse después para diversas
aplicaciones de alimentos o alimentacion adecuadas para el consumo humano y/o animal, incluidos, entre otros,
productos farmacéuticos, alimentos médicos, aditivos alimentarios, productos cosméticos, suplementos dietéticos o
aditivos alimenticios. En algunos casos la propia biomasa se puede utilizar para diversas aplicaciones de alimentos o
alimenticias incluyendo, entre otras, productos farmacéuticos, alimentos médicos, aditivos alimentarios, productos
cosmeéticos, suplementos dietéticos, o aditivos alimenticios.

Mediante el uso de los métodos de la invencion para proporcionar un cultivo controlado de una diatomea, un
producto HUFA puede proporcionarse de forma consistente, sostenible y trazable (es decir, mediante buenos
procesos de fabricacion) sin que exista una preocupacion por los contaminantes ambientales, todos los cuales se
propagan en el aceite de pescado como fuente de productos HUFA similares.

Definiciones y abreviaturas

El &cido graso altamente insaturado (HUFA) es un &cido graso que contiene 20 carbonos o mas, con 4 0 mas
enlaces dobles. Pueden ser omega-3 u omega-6.

Los acidos grasos se describen en la forma CX:Y, donde el nimero X describe el nimero de atomos de carbono y el
nuamero Y describe el nimero de enlaces dobles en el acido graso. Cuando Y es igual a cero el acido graso se
describe como saturado, cuando Y es mayor que cero el acido graso se describe como insaturado. La posicion y el
tipo de los enlaces dobles pueden especificarse como, por ejemplo, "cis 5, 11, 14" donde los numeros reflejan la
ubicacién de los enlaces dobles de carbono:carbono, contando desde el extremo del acido carboxilico de la
molécula.

A menos que el contexto exija claramente lo contrario, a lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, se debe
referirse al "acido graso" cuando se incluyan tanto los acidos grasos libres como las formas esterificadas del acido
graso que son adecuadas para uso humano (por ejemplo, para el consumo o aplicaciones topicas). Ejemplos de
formas esterificadas del acido graso que son adecuadas para el consumo humano incluyen triglicéridos, fosfolipidos,
glucolidos y ésteres etilicos. Los ésteres metilicos son desfavorables en las composiciones para el consumo humano
porque liberan metanol en el cuerpo durante el procesamiento en el intestino humano y, por lo tanto, no son
preferidos dentro de las composiciones y los métodos para la produccién. Un término como C20:5, por ejemplo, se
entiende que incluye tanto el acido graso libre como las formas esterificadas del &cido graso (sin incluir ésteres de
metilo) haciendo referencia el numero de atomos de carbono y enlaces dobles Unicamente a la porcién de acidos
grasos del éster.

El acido graso omega-3 es un acido graso con el primer doble enlace de tres atomos de carbono del extremo metilo
(el extremo omega) de la molécula. Omega-3 a menudo se acorta a n-3 ambos términos se utilizan en este
documento indistintamente.

El 4cido graso omega-6 es un &cido graso con el primer doble enlace seis atomos de carbono del extremo metilo de
la molécula. Omega-6 a menudo se acorta a n-6.

EPA, C20:5 n-3, &acido eicosapentaenoico, es un acido graso omega-3 con veinte atomos de carbono y cinco
enlaces dobles.

ARA, C20:4 n-6, &cido araquidénico, es un acido graso omega-6 con veinte atomos de carbono y cuatro enlaces
dobles.

DHA, C22:6 n-3, acido docosahexaenoico, es un acido graso omega-3 con veintidés atomos de carbono y seis
enlaces dobles.

DCW, peso de la célula en seco, significa el peso de una biomasa una vez que se ha eliminado toda el agua.

Fase logaritmica o crecimiento logaritmico se utiliza como sinénimo de crecimiento exponencial a lo largo de esta
descripcion y ambos se utilizan de forma similar a las definiciones habituales en la técnica.

Cultivo heterotréfico significa un cultivo de organismos para los cuales al menos el 90% del suministro de energia
para el cultivo se deriva de nutrientes suministrados que suelen ser una forma o varias formas en las que se
presenta el carbono organico (por ejemplo, glucosa, acetato). Por lo tanto, un maximo del 10% del suministro de
energia puede derivarse de energia luminica. Preferiblemente, menos del 5% o mas preferiblemente menos del 1%
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del suministro de energia se deriva de la energia luminica. Mas preferiblemente, el suministro total de energia
proviene de nutrientes suministrados.

Cultivo activo significa una biomasa con cierta actividad celular que crece en fase logaritmica en un medio de cultivo
contenido en un recipiente adecuado, por ejemplo, un fermentador.

Cultivo fotoautotréfico (o microbios fotoautotréficos o diatomeas) significa un cultivo de organismos para los que la
Unica fuente de energia es la luz.

La limitacion de nutrientes significa que la ausencia o el bajo nivel del nutriente en cuestion hace que el organismo
se someta a cambios metabdlicos que no se producirian si el nutriente estuviera presente a niveles mas altos y es
esencialmente la entrada en la fase estacionaria de un cultivo. Un cultivo se considera en una condicion de
nutrientes no limitante si el crecimiento procede de una manera logaritmica.

A menos que el contexto exija claramente lo contrario, a lo largo de la descripcién y las reivindicaciones, se hace
referencia a "cultivo continuo" o a "cultivo continuamente" cuando se incluye tanto un cultivo continuo estrictamente
hablando (en el que el medio de cultivo recién preparado se afiade continuamente, mientras que en un cultivo activo
se elimina éste continuamente para mantener el volumen del cultivo constante) como un cultivo semicontinuo
(cuando se elimina un volumen de cultivo activo a intervalos de tiempo regulares o, al menos, periédicos y se afiade
un volumen igual o sustancialmente similar de medio recién preparado al cultivo para reemplazar el que se ha
eliminado; de tal manera que el volumen medio de cultivo activo permanece sustancialmente constante en el tiempo
del cultivo). Para un cultivo semicontinuo es habitual eliminar primero una parte del cultivo activo antes de
reemplazar el volumen por un medio de cultivo recién preparado, ya que esta secuencia de eventos no requiere
ningun espacio adicional en el recipiente del fermentador. Sin embargo, es posible invertir la secuencia de eventos.

A menos que el contexto exija claramente lo contrario, a lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, "diatomeas"
o "diatomea" hace se referencia a la inclusion de todos los organismos de la clase Bacillariophyceae, incluyendo,
entre otros, diatomeas pinadas (por ejemplo, Nitzschia) y céntricas (por ejemplo, Cyclotella).

A menos que el contexto exija claramente lo contrario, a lo largo de la descripcién y las reivindicaciones, las palabras
"comprende”, "que comprende” y similares, deben interpretarse en un sentido inclusivo en lugar de en un sentido
exclusivo o exhaustivo, es decir, en el sentido de "que incluyen, entre otros".

Se pretende que la referencia a una serie de nimeros descritos en el presente documento (por ejemplo, del 1 al 10)
también incorpore la referencia a todos los nimeros racionales dentro de ese intervalo (por ejemplo, 1, 1,1, 2, 3, 3,9,
4,5,6,6,5 7,8,9y 10) y también cualquier intervalo de nimeros racionales dentro de ese intervalo (por ejemplo, de
2a8,de1,5a55yde3,1a4,7).

Ejemplos
Ejemplo 1 - Cultivo semicontinuo de Nitzschia laevis.

Un cultivo de la cepa In1CS20 de Nitzschia laevis fue cultivado en un cultivo de 14L en un recipiente agitado de 20L.
El pH se mantuvo a 8,0 o mas por la adicion de NaOH, la temperatura se mantuvo en 20°C, y la presién se mantuvo
en aproximadamente 500 mbar por encima de la presion atmosférica. Se proporcion6 agitacién para mantener
disuelto oxigeno por encima del 40% de saturacion.

Las células fueron cultivadas hasta una densidad de aproximadamente 40 g de peso celular en seco por litro de
cultivo y la recuperacion de producto fue iniciada. Cada 4 horas, 1,4 litros de cultivo se retiran del recipiente como
recuperacion del producto, y el volumen se recupera en hasta 14L con alimentaciones por hora de aproximadamente
400 ml de medio recién preparado. Esto se mantuvo durante 7 dias.

El medio recién preparado estaba compuesto por:

g/L
Monohidrato de glucosa 95
Nitrato de sodio NaNOgs 10,1
Extracto de levadura 3,1
Na2HPO4 1,16
Cloruro de sodio NaCl 8,4
Cloruro de potasio KCI 1,17

Sulfato de magnesio heptahidrato MgSOas,7H20 4,9
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Cloruro de calcio dihidrato CaClz2H20 0,204
Sulfato de sodio 0,586
mg/L
Cloruro de cobalto hexahidrato CoCl2,6H20 0,081
Cloruro de manganeso 4-hidrato MnCl2,4H20 0,843
Acido bérico HsBOs 103,1
Cloruro de zinc ZnCl2 1,05
Molibdato de sodio dihidrato Na2MoQO4,2H20 1,363
Cloruro férrico hexahidrato 7,22
Citrato 675
Sulfato de cobre 0,024
Vitamina B12 202,7
Tiamina 0,34
Biotina 0,34

Ademas de las alimentaciones por hora, también se proporciond al cultivo metasilicato de sodio como una
alimentacion separada, casi continua, de tal manera que se proporcionara en torno al 7,5% de metasilicato sédico
(pentahidrato)/peso de células en seco.

La densidad éptica del cultivo se registré cada 10 minutos y se mantuvo dentro de un intervalo +/-2% del promedio
durante un periodo de 7 dias. El peso de las células en seco del cultivo (DCW) se midi6 a partir de una muestra
adicional de 100 ml tomada en el momento de recuperar el producto uno en cuatro de los siete dias. Esta muestra
también se utiliz6 para el analisis de su composicion.

Las medidas del peso de células en seco se utilizaron para calcular el DCW en cada una de las otras
recuperaciones del producto.

Al multiplicar el volumen de recuperacién del producto por la DCW, se calcula la recuperacion de biomasa y, por lo
tanto, la productividad de la biomasa.

En la Tabla 1 que figura a continuacion DCW vy el contenido de EPA de la biomasa, que figura en cursiva, se
calculan a partir de los datos medidos.

Tabla 1
Dia 1
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacion del producto 1 42,0 1,5 63,0
Recuperacién del producto 2 41,6 1,4 58,2
Recuperacion del producto 3 41,4 1,4 58,0
Recuperacién del producto 4 41,3 1,4 57,9
Recuperacién del producto 5 41,2 1,4 57,7
Recuperacién del producto 6 41,1 1,4 57,6
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Productividad de la biomasa (g/L/dia) 25,2
Contenido de EPA en la biomasa (%) 2,5
Productividad de la EPA (mg/L/h) 26,2

Dia 2
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 41,0 1,4 57,4
Recuperacién del producto 2 40,8 1,4 57,2
Recuperacion del producto 3 40,7 1,4 56,9
Recuperacién del producto 4 40,5 1,4 56,7
Recuperacién del producto 5 40,3 1,4 56,5
Recuperacién del producto 6 40,2 1,4 56,2
Productividad de la biomasa (g/L/dia) 243
Contenido de EPA en la biomasa (%) 2,5
Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,4
Dia 3
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 40,0 1,5 60,0
Recuperacién del producto 2 39,7 1,4 55,5
Recuperacion del producto 3 39,6 1,4 55,5
Recuperacion del producto 4 39,6 1,4 55,4
Recuperacién del producto 5 39,6 1,4 55,4
Recuperacién del producto 6 39,5 1,4 55,3
Productividad de la biomasa (g/L/dia) 24 1
Contenido de EPA en la biomasa %) 2,5
Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,1
Dia 4
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 39,5 1,5 59,3
Recuperacién del producto 2 39,3 1,4 55,1
Recuperacion del producto 3 39,5 1,4 55,3
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Recuperacién del producto 4 39,6 1,4 55,5
Recuperacién del producto 5 39,8 1,4 55,7
Recuperacién del producto 6 39,9 1,4 55,9
Productividad de la biomasa (g/L/dia) 24 1
Contenido de EPA en la biomasa (%) 25
Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,1
Dia 5

DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 40,1 1,4 56,1
Recuperacién del producto 2 40,3 1,4 56,4
Recuperacion del producto 3 40,5 1,4 56,7
Recuperacién del producto 4 40,7 1,4 57,0
Recuperacién del producto 5 40,9 1,4 57,3
Recuperacién del producto 6 41,1 1,4 57,5
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 24,4
Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,5
Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,4

Dia 6

DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 41,3 1,4 57,8
Recuperacién del producto 2 41,5 1,4 58,1
Recuperacion del producto 3 41,7 1,4 58,3
Recuperacién del producto 4 41,8 1,4 58,6
Recuperacién del producto 5 42,0 1,4 58,8
Recuperacién del producto 6 422 1,4 59,1

Productividad de la biomasa (g/L/dia)

25,1

Contenido de EPA en la biomasa (%)

2,5

Productividad de la EPA (mg/L/h)

26,1
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Dia7
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 42,4 1,5 63,6
Recuperacién del producto 2 41,9 1,4 58,7
Recuperacién del producto 3 41,8 1,4 58,5
Recuperacién del producto 4 41,7 1,4 58,4
Recuperacién del producto 5 41,6 1,4 58,2
Recuperacién del producto 6 41,4 1,4 58,0

Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 25,4

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,5

Productividad de la EPA (mg/L/h) 26,4

Ejemplo 2

El cultivo del Ejemplo 1 se restableci6 recuperando el 50% del volumen y permitiendo el crecimiento de nuevo a una
densidad de aproximadamente 40 g de peso de células en seco por litro de cultivo antes de que se iniciara de nuevo
la recuperacién del producto.

Para este ejemplo se realizaron recuperaciones del producto de entre 0,7 y 0,8 L cada dos horas (el volumen del
producto recuperado se ajusta para mantener el peso en seco en una recuperacion del producto casi constante). El
volumen se rellen6 de nuevo hasta 14L con dos recargas; una de aproximadamente 400 mL de medio recién
preparado inmediatamente después de recuperar el producto y otra que proporcionaba el volumen restante para
alcanzar los 14L una hora mas tarde. La composicion del medio fue como en el ejemplo 1. El silicato fue alimentado
al cultivo de la misma manera que se utiliza en el Ejemplo 1.

La densidad éptica del cultivo se registré cada 10 minutos y se mantuvo en un intervalo de +/- 2% de la media
durante un periodo de 7 dias. Se tomé otra muestra de 100 ml para determinar el peso de células en seco del cultivo
y la composicion de la biomasa en el momento de recuperar el producto en seis de los ocho dias.

La productividad de la biomasa se calcul6 segun el Ejemplo 1. En la Tabla 2, que figura a continuaciéon, DCW y el
contenido de EPA de la biomasa, que figura en cursiva, se calculan a partir de los datos medidos.

Tabla 2
Dia 1
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa Recogida (g)

Recuperacion del producto 1 40,0 0,8 32,0
Recuperacién del producto 2 39,7 0,7 27,8
Recuperacién del producto 3 39,7 0,7 27,8
Recuperacién del producto 4 39,7 0,7 27,8
Recuperacién del producto 5 39,7 0,7 27,8
Recuperacién del producto 6 39,7 0,7 27,8
Recuperacién del producto 7 39,7 0,7 27,8
Recuperacién del producto 8 39,8 0,7 27,8
Recuperacién del producto 9 39,8 0,7 27,8
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Recuperacion del producto 10 39,8 0,7 27,8
Recuperacion del producto 11 39,8 0,7 27,8
Recuperacion del producto 12 39,8 0,7 27,9
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 24,1
Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,6
Productividad de la EPA (mg/L/h) 26,2
Dia 2

DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacioén del producto 1 39,8 0,9 35,8
Recuperacién del producto 2 39,4 0,8 31,6
Recuperacién del producto 3 39,4 0,8 31,5
Recuperacién del producto 4 39,3 0,8 31,5
Recuperacién del producto 5 39,3 0,8 31,4
Recuperacién del producto 6 39,2 0,8 31,4
Recuperacién del producto 7 39,1 0,8 31,3
Recuperacién del producto 8 39,1 0,8 31,3
Recuperacién del producto 9 39,0 0,8 31,2
Recuperacion del producto 10 39,0 0,8 31,2
Recuperacion del producto 11 38,9 0,8 31,1
Recuperacion del producto 12 38,9 0,8 31,1
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 27,2
Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,5
Productividad de la EPA (mg/L/h) 28,3

Dia 3

DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 38,8 0,9 34,9
Recuperacién del producto 2 38,5 0,8 30,8
Recuperacién del producto 3 38,5 0,8 30,8
Recuperacién del producto 4 38,6 0,8 30,8
Recuperacién del producto 5 38,6 0,8 30,9
Recuperacién del producto 6 38,6 0,8 30,9
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Recuperacién del producto 7 38,6 0,8 30,9
Recuperacién del producto 8 38,6 0,8 30,9
Recuperacién del producto 9 38,6 0,8 30,9
Recuperacion del producto 10 38,7 0,8 30,9
Recuperacion del producto 11 38,7 0,8 30,9
Recuperacion del producto 12 38,7 0,8 30,9
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 26,8

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,6

Productividad de la EPA (mg/L/h) 29,0

Dia 4
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacioén del producto 1 38,7 0,8 31,0
Recuperacién del producto 2 38,7 0,8 31,0
Recuperacién del producto 3 38,7 0,8 31,0
Recuperacién del producto 4 38,8 0,8 31,0
Recuperacién del producto 5 38,8 0,8 31,0
Recuperacién del producto 6 38,8 0,8 31,1
Recuperacién del producto 7 38,8 0,8 31,1
Recuperacién del producto 8 38,9 0,8 31,1
Recuperacién del producto 9 38,9 0,8 31,1
Recuperacion del producto 10 38,9 0,8 31,1
Recuperacion del producto 11 38,9 0,8 31,2
Recuperacion del producto 12 39,0 0,8 31,2
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 26,6

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,5

Productividad de la EPA (mg/L/h) 27,7

Dia 5
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacion del producto 1 39,0 0,8 31,2
Recuperacién del producto 2 39,0 0,8 31,2
Recuperacién del producto 3 39,0 0,8 31,2
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Recuperacién del producto 4 39,0 0,8 31,2
Recuperacién del producto 5 39,1 0,8 31,3
Recuperacién del producto 6 39,1 0,8 31,3
Recuperacién del producto 7 39,1 0,8 31,3
Recuperacién del producto 8 39,1 0,8 31,3
Recuperacién del producto 9 39,1 0,8 31,3
Recuperacion del producto 10 39,1 0,8 31,3
Recuperacion del producto 11 39,2 0,8 31,3
Recuperacion del producto 12 39,2 0,8 31,3
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 26,8

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,4

Productividad de la EPA (mg/L/h) 26,8

Dia 6
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacion del producto 1 39,2 0,9 35,3
Recuperacién del producto 2 39,0 0,8 31,2
Recuperacion del producto 3 39,2 0,8 31,3
Recuperacién del producto 4 39,3 0,8 31,5
Recuperacién del producto 5 39,5 0,8 31,6
Recuperacién del producto 6 39,6 0,8 31,7
Recuperacién del producto 7 39,7 0,8 31,8
Recuperacién del producto 8 39,9 0,8 31,9
Recuperacién del producto 9 40,0 0,8 32,0
Recuperacion del producto 10 40,2 0,8 32,1
Recuperacion del producto 11 40,3 0,8 32,2
Recuperacion del producto 12 40,5 0,8 32,4

Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 27,5

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,3

Productividad de la EPA (mg/L/h) 26,4
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Dia7
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacion del producto 1 40,6 0,85 34,5
Recuperacién del producto 2 40,2 0,75 30,2
Recuperacién del producto 3 40,1 0,75 30,1
Recuperacién del producto 4 40,0 0,75 30,0
Recuperacién del producto 5 39,9 0,75 29,9
Recuperacién del producto 6 39,8 0,75 29,9
Recuperacién del producto 7 39,7 0,75 29,8
Recuperacién del producto 8 39,7 0,75 29,7
Recuperacién del producto 9 39,6 0,75 29,7
Recuperacion del producto 10 39,5 0,75 29,6
Recuperacion del producto 11 39,4 0,75 29,5
Recuperacion del producto 12 39,3 0,75 29,5
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 25,9

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,4

Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,9

Dia 8
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacion del producto 1 39,2 0,85 33,3
Recuperacién del producto 2 39,1 0,75 29,3
Recuperacién del producto 3 39,3 0,75 29,5
Recuperacién del producto 4 39,5 0,75 29,6
Recuperacién del producto 5 39,7 0,75 29,8
Recuperacién del producto 6 39,9 0,75 29,9
Recuperacién del producto 7 40,1 0,75 30,1
Recuperacién del producto 8 40,3 0,75 30,3
Recuperacién del producto 9 40,6 0,75 30,4
Recuperacion del producto 10 40,8 0,75 30,6
Recuperacion del producto 11 41,0 0,75 30,7
Recuperacion del producto 12 41,2 0,75 30,9
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Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 26,0

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,5

Productividad de la EPA (mg/L/h) 271

Ejemplo 3

El cultivo del Ejemplo 2 se cambid de una recuperacion del producto cada 2 horas a una recuperacion del producto
una vez cada 24 horas. En el momento de recuperar el producto, 7L (50%) del volumen del cultivo en el fermentador
fue retirado de la fermentacién en el transcurso de 70 minutos. Al finalizar la recuperacion del producto, se inicio la
recarga del fermentador con aproximadamente 400 ml de medio recién preparado afadido de nuevo al fermentador
cada hora hasta alcanzar un volumen total de 14L.

La provision de medios recién preparados y silicatos se hizo como en los ejemplos anteriores.

Se tomé una muestra de 100 ml en el momento de recuperar el producto para determinar el peso y la composicién
de las células en seco del cultivo. Los pesos de las células en seco variaban entre 40,4 g/L en el dia 1y 44,6 g/L el
dia 5y 43,9 g/L el dia 6, lo que proporcionaba una productividad de la biomasa de entre 20,5 y 22,6 g/L/dia. El
contenido de EPA en la biomasa fue de entre el 2,5y el 2,7% de peso celular en seco.

Ejemplo 4

El cultivo del Ejemplo 3 se cambié de recuperar el producto cada 24 horas a casi un cultivo continuo. Una vez que el
cultivo hubo alcanzado un peso en seco de mas de 40g/ L, 30 ml de medio se afiadieron cada 5 minutos. También
se afnadié silicato como en el Ejemplo 1. Las recuperaciones del producto se llevaban a cabo segln era necesario
mantener el volumen de cultivo entre 14,0 y 14,2L. La inclusién del volumen adicional afiadido como silicato, y el
volumen tomado como muestras de aproximadamente 8,9L de medio fue afadido y recuperado al dia.

Se tomaron muestras para determinar el peso y la composicion de las células en seco del cultivo a las 9 h de la
mafana de lunes a viernes. Las productividades de biomasa se calcularon en base a que un promedio entre dos
mediciones de peso seco a las 9 a. m. era representativo de un periodo de 24 horas. Las productividades de
biomasa se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3

Dia | DCWa Promedio en seco Volumen de Produccién de | Contenido de | Productividad de
las 9 a.m. del peso para el recuperacion del biomasa (g/L) EPA (%) EPA (mg/L/hora)

(g/L) célculo (g/L) producto (L)

1 44,5 42,7 8,9 271 2,7 30,5

2 40,9 41,2 8,9 26,2 2,8 30,5

3 41,7 8,9 26,5 No medido

4 422 8,9 26,8 No medido

5 42,5 42,8 8,9 27,2 2,7 30,6

6 43,1 42,9 8,9 27,3 2,9 33,0

7 42,8 42,8 8,9 27,2 2,8 31,8

Ejemplo 5

El cultivo del Ejemplo 4 se mantuvo en cultivo continuo mas alla del periodo de siete dias del ejemplo. Después de
ser restablecido con una recuperacion del producto de 7,2L, se cambié a un régimen de recuperacion del producto
por hora de 4 horas en el que el volumen de cultivo activo retirado fue reemplazado con medio de cultivo recién
preparado en una adicion después de que la recuperacién del producto fuera concluida. Esto continué durante un
mes mas. Con la excepcion del dia 8 del cultivo, causado por el restablecimiento entre los Ejemplos 1y 2,y el dia 18
del cultivo, causado por el restablecimiento entre los Ejemplos 2 y 3, la productividad de la biomasa del cultivo
medida de 9am a 9am no disminuy6 por debajo de 20g/L/dia durante un periodo de 60 dias como se muestra en la
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Figura 1 (téngase en cuenta que las productividades durante los fines de semana después del Ejemplo 4 se trazan
como promedios para el fin de semana). En las ultimas etapas del cultivo se observaron productividades de biomasa
superiores a 35g/L/dia. Con EPA en aproximadamente el 2,5% de la biomasa en ese momento, esto dio
productividades de EPA de mas de 35mg EPA/L/hora. EI mismo medio fue usado en todo momento y los aumentos
en la productividad se atribuyen a cambios en la agitacién y la presién para mejorar la disponibilidad de oxigeno.

Ademas de producir EPA, el organismo produjo también ARA y DHA. Una composicion tipica de biomasa incluia
DHA en aproximadamente 0,15% de biomasa y ARA en aproximadamente el 0,1% de la biomasa.

Ejemplo 6

Un cultivo de la cepa In1CS20 de Nitzschia laevis se hizo crecer en un cultivo de 500 L en un recipiente de 600L
acoplado a una bomba. El pH se mantuvo a 8,0 o por encima mediante la adicién de NaOH, la temperatura se
mantuvo a 20°C, y la presidn en torno a 500mbar por encima de la presion atmosférica. El flujo de aire se ajustd para
mantener los niveles de oxigeno disueltos por encima del 30% de saturacién en la parte inferior del recipiente.

Las células fueron cultivadas hasta una densidad de aproximadamente 40 g de peso celular en seco por litro de
cultivo y después se inici6 la recuperacion del producto. Cada 4 horas, 40 litros de cultivo eran retirados del
recipiente como recuperacion del producto y el volumen se completé de nuevo a 500 L con medio recién preparado.
Esto se mantuvo durante 6 dias. El dia 4, el volumen operativo en el fermentador se redujo a 480 L debido a que el
flujo de aire habia subido hasta el punto en el que la altura de espuma en el fermentador ya se acercaba al plato
superior. La recuperacion del producto se redujo proporcionalmente a 38L cada 4 horas.

El medio recién preparado estaba compuesto por:

g/L
Monohidrato de glucosa 120
Nitrato de sodio NaNOgs 12,7
Extracto de levadura 3,9
Naz2HPO4 1,47
Cloruro de sodio NaCl 7,5
Cloruro de potasio KCI 1,04
Sulfato de magnesio heptahidrato MgS0O4.7H20 4,4
Cloruro de calcio dihidrato CaCl2.2H20 0,181
Sulfato de sodio 0,521

mg/L
Cloruro de cobalto hexahidrato CoCl2.6H20 0,072
Cloruro de manganeso 4-hidrato MnCl2.4H20 0,750
Acido bérico HsBOs 91,643
Cloruro de zinc ZnCl2 0,936
Molibdato de sodio dihidrato Na2MoQO4.2H20 1,212
Cloruro férrico hexahidrato 6,42
Citrato 600,0
Sulfato de cobre 0,022
Vitamina B12 180,2
Tiamina 0,302
Biotina 0,302
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Ademas de las recargas de los medios, se proporciond metasilicato de sodio al cultivo como una alimentacion
separada, casi continua, de tal manera que se proporcionaba en torno al 7,5% de metasilicato sédico
(pentahidrato)/peso de células en seco.

El peso del cultivo de células en seco se midié en la primera recuperacion del producto y se tomaron muestras en
esos momentos para el analisis de la composicion entre los dias dos y seis. La productividad de la biomasa se
calculd segun el Ejemplo 1.

El cultivo de peso en seco (DCW), la productividad de la biomasa, el contenido de EPA y la productividad de EPA se
muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
Dia 1
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)

Recuperacion del producto 1 46,6 40,0 1864,0
Recuperacién del producto 2 46,6 40,0 1864,7
Recuperacién del producto 3 46,6 40,0 1865,3
Recuperacién del producto 4 46,6 40,0 1866,0
Recuperacién del producto 5 46,7 40,0 1866,7
Recuperacién del producto 6 46,7 40,0 1867,3

Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 22,4

Contenido de EPA en la biomasa (%) | No medido

Productividad de la EPA (mg/L/h) Desconocido

Dia 2
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 46,7 40,0 1868,0
Recuperacién del producto 2 46,8 40,0 1871,3
Recuperacién del producto 3 46,9 40,0 1874,6
Recuperacién del producto 4 46,9 40,0 1878,0
Recuperacién del producto 5 47,0 40,0 1881,3
Recuperacién del producto 6 47,1 40,0 1884,7

Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 22,5

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,3

Productividad de la EPA (mg/L/h) 21,6
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Dia 3
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 47,2 40,0 1888,0
Recuperacién del producto 2 47,6 40,0 1903,0
Recuperacion del producto 3 48,0 40,0 1918,2
Recuperacién del producto 4 48,3 40,0 19335
Recuperacién del producto 5 48,7 40,0 1948.,8
Recuperacién del producto 6 49,1 40,0 1964,4
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 23,1
Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,6
Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,0
Dia 4
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa recogida (g)
Recuperacion del producto 1 49,5 38,0 1881,0
Recuperacién del producto 2 50,3 38,0 1909,7
Recuperacion del producto 3 51,0 38,0 1938,7
Recuperacién del producto 4 51,8 38,0 1968,3
Recuperacién del producto 5 52,6 38,0 1998,3
Recuperacién del producto 6 53,4 38,0 2028,7
Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 24,4
Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,5
Productividad de la EPA (mg/L/h) 25,4
Dia 5
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa Recogida (g)
Recuperacion del producto 1 54,2 38,0 2059,6
Recuperacién del producto 2 53,6 38,0 2037,5
Recuperacion del producto 3 53,0 38,0 2015,6
Recuperacién del producto 4 52,5 38,0 1994,0
Recuperacién del producto 5 51,9 38,0 19725
Recuperacién del producto 6 51,4 38,0 19514
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Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 25,1

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,2

Productividad de la EPA (mg/L/h) 23,0

Dia 6
DCW (g/L) | Recuperacion del producto (L) | Biomasa Recogida (g)
Recuperacion del producto 1 50,8 38,0 1930,4
Recuperacién del producto 2 49,9 38,0 1896,0
Recuperacion del producto 3 49,0 38,0 1862,1
Recuperacién del producto 4 48,1 38,0 1828.,9
Recuperacién del producto 5 47,3 38,0 1796,3
Recuperacién del producto 6 46,4 38,0 1764,3

Productividad de la biomasa (g/L/dia) | 23,1

Contenido de EPA en la biomasa (%) | 2,2

Productividad de EPA (mg/L/h) 21,2

Ejemplo 7 - Instrucciones para un cultivo a mayor escala

Un cultivo de la cepa In1CS20 de Nitzschla laevis se cultiva en 70.000L de medio en un fermentador de tanque
agitado de 80.000L. El pH se mantiene a 8,0 0 mas por la adicion de KOH, la temperatura se mantiene a 20°C, y la
presién en aproximadamente 300mbar por encima de la presién atmosférica. La agitacion se ajusta para mantener
los niveles de oxigeno disuelto por encima del 30% de saturacién en el punto de 60.000L en el recipiente.

Las células se cultivan hasta una densidad de aproximadamente 40 g de peso de célula en seco por litro de cultivo y
la recuperacion del producto se inicia entonces. Cada 4 horas, aproximadamente 7000 litros de cultivo se retiran del
recipiente como recuperacion del producto utilizando la presién como fuerza motriz y el volumen se rellena de nuevo
hasta 70.000L con medio recién preparado. Esto se mantiene durante 21 dias y produce el equivalente a
aproximadamente 35 toneladas de peso seco de biomasa de algas o 24 g/L/dia durante el transcurso del periodo.

Ademas de las recargas de los medios, la solucién de metasilicato de sodio se proporciona al cultivo como una
alimentacion separada, continua, de manera que se proporciona en torno al 7,5% de metasilicato sédico
(pentahidrato)/peso de células en seco.

Ejemplo 8 - Determinacion de los niveles de nutrientes (azufre) para apoyar el crecimiento en fase logaritmica de la
diatomea

Se formulé un medio de crecimiento totalmente definido que carecia de azufre en el que todos los nutrientes,
excepto el azufre, se suministraban en cantidades no limitantes a pH 8,0.

Una serie de matraces Ehrlenmeyer de 250 ml estériles y duplicados se prepararon afadiendo 100 ml del medio sin
azufre al que se habian anadido cantidades variables de sulfato de magnesio. La concentracion superior de azufre
fue elegida para representar un pequefo exceso esperado de las células con ofras concentraciones que
representaban el 40%, 30%, 20%, 10% y 0% de este nivel.

Los matraces fueron entonces inoculados con un bajo nivel de células de Nitzschia laevis de crecimiento
exponencial (5 mg de peso en seco por matraz) para limitar el traspaso de azufre del cultivo anterior. Los matraces
fueron colocados en un agitador orbital a 20°C para estimular el crecimiento.

Los pesos en seco del cultivo se determinaron entre los dias 3 y 8 del cultivo. Aparte del cultivo sin azufre afiadido,
se observaron niveles similares de crecimiento hasta el dia 4 del cultivo, momento en el cual las densidades
celulares divergieron con aquellos cultivos que recibian mas azufre creciendo a densidades mas altas. (Véase la
figura 2).

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 825062 T3

Al trazar el peso maximo de las células en seco frente a la provision de azufre (Figura 3), se determiné que el
indculo proporcionaba suficiente azufre para permitir que la biomasa se acumulara a aproximadamente 1,5 g/L,
aunque a partir de ahi aproximadamente un maximo de aproximadamente 98,5 mg de peso de células en seco
podia producirse por mg de azufre. Esto permitié la determinacién de la cantidad minima de azufre necesaria para
apoyar el crecimiento de la biomasa en una fermentacion por lotes tradicional (10,1 mg S por g de peso de células
en seco).

Sin embargo, de la Figura 2 se desprende claramente que los cultivos abandonan el crecimiento en la fase
logaritmica antes de alcanzar el peso en seco maximo. Para calcular la cantidad de azufre necesaria para mantener
las células en crecimiento en fase logaritmica, primero se calculd la verdadera cantidad de azufre en el cultivo
utilizando la cantidad de biomasa acumulada en el cultivo de azufre cero y los requisitos de azufre por peso de
células en seco. Luego, a través de la grafica del peso de células en seco en el que los cultivos divergieron del
crecimiento en fase logaritmica frente al contenido de azufre corregido del medio (Figura 4) se determin6 que sélo
91,9 mg de peso celular en seco podia mantenerse en crecimiento en fase logaritmica por mg de azufre. Esto se
traduce en 10,9 mg de azufre que se requieren por g de peso de células en seco para mantener el cultivo en fase
logaritmica.

En cultivos con densidades de 453 de DCWI/L esta diferencia de aproximadamente el 8% equivale a un
requerimiento adicional de aproximadamente 36 mg/L de azufre 0 mas de 600 mg por litro de sulfato de magnesio
heptahidrato, demostrando asi cémo la diferencia de enfoque es critica en el disefio de los medios.

Con el fin de determinar un disefio de medios para apoyar el crecimiento en fase logaritmica, este experimento se
llevo a cabo para cada uno de los nutrientes en el medio. Asi, una vez leida la descripcion de la presente aplicacién
se puede disefiar un medio siguiendo este ejemplo, para apoyar el crecimiento en fase logaritmica de una variedad
de diatomeas en diferentes escalas de fermentacion.

Ejemplo 9 - Instrucciones para el uso de Cyclotella cryptica

La diatomea, Cyclotella cryptica se cultiva heterotroéficamente en un cultivo continuo en un fermentador de 14 L. La
composicion del medio es segun Pahl et al. (J Bioscience and Bioengineering 109: 235-239 (2010) ajustada segun
los métodos del Ejemplo 8). El pH se mantiene entre 7,2 y 8,1 y la temperatura entre 23°C y 25°C. Se permite que el
peso de células en seco del cultivo aumente a por lo menos 40 g de peso seco/L, momento en el cual se inicia un
ciclo de 4 horas de 10% de recuperacién del producto y recarga del cultivo. El silicato y el medio recién preparado se
alimentan al cultivo como en el Ejemplo 1. Se espera que el contenido de EPA de la biomasa sea de al menos el 2%
de peso celular en seco. El cultivo recuperado se concentra por centrifugacién a por lo menos 150 g de peso en
seco/L y se liofiliza. La biomasa liofilizada se extrae con etanol y los lipidos en el extracto de etanol se
transesterifican para formar los FAEE. Los FAEE se concentran parcialmente mediante una destilacion de trayecto
corto (eliminacion de compuestos de color) y luego los EPA-EE se purifican con al menos un 60% de pureza por
destilacién molecular.

Ejemplo 10 - Instrucciones para el uso de Phaeodactylum tricornutum

La diatomea Phaeodactylum tricornutum (un fotoautétrofo necesario) se transforma primero segun el método de Apt
et at. (patente de US N@. 7.939.710) para darle la capacidad de crecer heterotréficamente usando glucosa como una
fuente de energia y carbono. El organismo transformado se cultiva heterotréficamente en un cultivo continuo en un
fermentador de 14 L utilizando el medio de cultivo descrito por Apt (patente de US N°. 7.939.710) ajustado segun los
métodos del Ejemplo 8). El pH se establece inicialmente y se mantiene por encima de 8,0. La temperatura
mantenida a 28°C y la agitacion y la aireacion se ajustan para mantener un nivel de oxigeno disuelto de al menos el
40% de la saturacion de aire. Se permite que el peso de las células en seco del cultivo aumente a al menos 20 g del
peso en seco/L, momento en el cual se inicia un ciclo de 4 horas de 10% de recuperacién del producto y recarga del
cultivo. El silicato y el medio recién preparado se alimentan al cultivo como en el Ejemplo 1. Se espera que el
contenido de EPA de la biomasa sea de al menos un 2% en peso celular en seco. El cultivo recuperado se
concentra por centrifugacion a por lo menos 150 g de peso en seco/L y se liofiliza. La biomasa en seco liofilizada se
extrae con etanol y los lipidos en el extracto de etanol se transesterifican para formar los FAEE. Los FAEE estan
parcialmente concentrados por una destilacion de trayecto corto y luego la EPA-EE se purifica a al menos el 50% de
pureza por destilacion molecular.

El peso de células en seco de cultivo y el régimen de recuperacién del producto se eligen para producir biomasa a
una velocidad de al menos 20 g de peso en seco/L/dia. Se eligen condiciones del medio para que la biomasa
producida contenga EPA a un nivel superior al 2% de peso celular en seco.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de una biomasa de diatomea a una tasa de produccion volumétrica de biomasa de al
menos 20 g de peso en seco/L/dia, en el que la diatomea produce al menos un &cido graso altamente insaturado
(HUFA), comprendiendo el método los pasos de cultivar heterotréficamente continuamente una diatomea en un
medio de cultivo y retirar al menos el 50% del volumen total del cultivo cada 24 horas y sustituirlo por un medio
recién preparado, donde el medio de cultivo estd disefiado para proporcionar los nutrientes esenciales para
mantener la diatomea en un crecimiento en fase logaritmica y donde una fuente de silicato se afiade continuamente
durante el curso del cultivo.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que se selecciona al menos un acido graso altamente insaturado (HUFA)
de uno cualquiera de EPA, DHA y ARA o0 mas de uno.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que la biomasa de diatomeas contiene una mezcla de EPA y DHA a un
nivel de al menos un 2 % de peso de células en seco de la biomasa.

4. El método de la reivindicacién 2, en el que la biomasa de diatomeas contiene EPA a un nivel de al menos el 2%
de peso de células en seco de la biomasa.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la diatomea se selecciona de cualquiera de
una especie de Nitzschia, una especie Cyclotella, una especie Phaeodactylum.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el método incluye la sustitucion de al menos el
10% del volumen de cultivo por medio recién preparado cada 4 horas.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el método incluye la sustitucion de al menos el
5% del volumen de cultivo por medio recién preparado cada 2 horas.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el método incluye la sustitucion de al menos el
0,2% del volumen de cultivo por medio recién preparado cada 5 min.

9. Un método de produccién de una composicién de un acido graso altamente insaturado (HUFA) o su éster, cuyo
método incluye el paso de extraer el HUFA o su éster de la biomasa producida por alguno de los métodos de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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