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DESCRIPCION
Métodos para producir acido graso poliinsaturado y lipido que contiene acido graso poliinsaturado
Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos para producir los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), acido
araquidonico (ARA) y/o acido dihomo-gamma-linoleico (DGLA). En particular, la presente invencion se refiere a
métodos para producir un lipido con un alto contenido de acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA) o &acido
araquidonico (ARA).

Técnica anterior

Los acidos grasos poliinsaturados (en adelante denominados PUFA) tienen una variedad de funciones fisiologicas
utiles. Los PUFA en la presente memoria se refieren a acidos grasos que contienen 20 o mas atomos de carbono y
que tienen dos o mas dobles enlaces. En los Ultimos afos, se ha encontrado que los PUFA, en particular, el acido
dihomo-gamma-linolénico (en lo sucesivo denominado DGLA) y el acido araquidénico (en lo sucesivo denominado
ARA) son utiles de diversas maneras (Bibliografia No Relacionada con Patentes 1). Por ejemplo, se ha encontrado
que DGLA tiene un efecto inhibidor sobre la dermatitis atopica y un efecto antialérgico y que ARA tiene un efecto de
mejora de la funcién cerebral y un efecto nutritivo para los bebés. Ademas, existe preocupacion por la falta de DGLA
y ARA en pacientes afectados por enfermedades de adultos, incluidos pacientes potenciales, bebés, personas
mayores y mascotas (en particular, animales de la familia de los félidos).

En tales circunstancias, se han llevado a cabo diversas investigaciones sobre el suministro de PUFA, en particular
DGLA o ARA. El cultivo de microorganismos capaces de producir tales acidos grasos se ha estudiado como
procedimiento practico. También se han llevado a cabo varias investigaciones sobre tales procedimientos para
encontrar un procedimiento adecuado para la produccién industrial (Bibliografia No Relacionada con Patentes 1y
Bibliografia Relacionada con Patentes 4). Para los PUFA (en particular, DGLA), se encontré un método de cultivo a
gran escala que producia hasta 167 g de DGLA por 1 kg de células microbianas secas (Bibliografia Relacionada con
Patentes 1 y Bibliografia No Relacionada con Patentes 2). Sin embargo, en estos métodos, la division del medio de
cultivo y la adicion de glucosa deben repetirse con frecuencia durante al menos varios dias desde el comienzo del
cultivo para evitar una baja productividad debido al consumo de una gran cantidad de glucosa durante el comienzo
del cultivo y a la inhibicién del crecimiento que resulta de una alta concentracion de glucosa.

Ademas, se han estudiado métodos de cultivo para microorganismos para mejorar la productividad de determinadas
sustancias. La Bibliografia Relacionada con Patentes 2 describe un método para cultivar Kluyveromyces lactis en un
medio de cultivo que contiene suero para producir cerebrésido por fermentacion, que incluye la adicion de diversas
fuentes de sodio al medio de cultivo y el control del pH del medio de cultivo.

Ademas, con el cultivo del género Mortierella (hongo filamentoso), la Bibliografia Relacionada con Patentes 3
describe un método para controlar el pH utilizando NHsOH, que también se utiliza como fuente de nitrégeno,
mientras que la Bibliografia Relacionada con Patentes 3 describe el control del pH dentro del intervalo de 7 a 7,5 en
la dltima mitad del periodo de cultivo. La Bibliografia No Relacionada con Patentes 4 describe que la adicion de
CaClz-2H20 al 0,05%, MgCl,-6H,0 al 0,05% y Na>SO4 al 0,1% junto con KH2,PO4 a un medio de cultivo conduce a
hongos en una forma 6ptima y un aumento en la productividad de PUFA.

[Bibliografia Relacionada con Patentes 1] Patente japonesa Num. 3354581
[Bibliografia Relacionada con Patentes 2] JP-A-2006-55070

[Bibliografia Relacionada con Patentes 3] USP Num. 5.658.767
[Bibliografia Relacionada con Patentes 4] US-A1-2006/0174376

[Bibliografia No Relacionada con Patentes 1] Hiroshi Kawashima, Food Food Ingredients J Jpn, 210, 106-114
(2005)

[Bibliografia No Relacionada con Patentes 2] H Kawashima et al., J Am Oil Chem Soc, 77, 1135-1138 (2000)
[Bibliografia No Relacionada con Patentes 3] Byung-Hae Hwang et al., Biotechnol Lett, 27, 731-5 (2005)
[Bibliografia No Relacionada con Patentes 4] Shigeaki Fujikawa et al., Bioscience and Industry, 57, 818-821
(1999)

Descripcion de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

Como se menciond anteriormente, se han llevado a cabo diversas investigaciones sobre métodos para producir
PUFA, en particular DGLA y ARA mediante el cultivo de microorganismos capaces de producir acidos grasos. Sin
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embargo, las células microbianas obtenidas por estos métodos convencionales tienen la desventaja de que el
contenido de PUFA en las células microbianas es bajo. Las células microbianas que contienen PUFA se pueden
afiadir a alimentos y bebidas, composiciones nutricionales, forrajes o alimentos para mascotas sin mas
procedimiento después del secado. Sin embargo, con un bajo contenido de PUFA en las células microbianas, se
debe afadir una gran cantidad de células microbianas para lograr un efecto suficiente de PUFA, lo que da como
resultado contenidos significativamente limitados de otros componentes afnadidos. Ademas, las células microbianas
que contienen PUFA se pueden utilizar como un material de bajo contenido para extraer un lipido que contenga
PUFA. Sin embargo, con bajos contenidos de PUFA en las células microbianas, se debe procesar una gran cantidad
de células microbianas, lo que requiere un dispositivo de extracciéon a gran escala y una gran cantidad de disolvente
de extraccion. Esto causara mayores costes y un mayor consumo de energia para el procesamiento que causara
una carga ambiental significativa.

En los métodos convencionales anteriores, también se han intentado varios métodos para controlar el cultivo de
células microbianas. Dado que un procedimiento de cultivo complicado conduce a contaminacion, riesgo de errores
de manipulacién y aumento de los costes, es importante realizar el cultivo de manera eficaz a través de
procedimientos minimizados, que incluyen la adicion de aditivos a un medio de cultivo.

La presente invencién se realiz6 en vista de la situacién mencionada anteriormente. Un objeto de la presente
invencion es proporcionar un método de bajo coste que sea facil de gestionar y adecuado para la produccién a gran
escala de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), acido araquidénico (ARA) y/o acido dihomo-gamma-linolénico
(DGLA).

Medios para resolver los problemas

Hasta ahora, la adicion de grasa, aceite y sales a un medio de cultivo basal ha sido investigada como una técnica de
cultivo para aumentar la productividad de PUFA a partir de hongos filamentosos del género Mortierella, pero la
adicion de acidos organicos para encontrar un aumento en el contenido de PUFA nunca se ha intentado, aunque se
ha realizado el intento de utilizar acidos organicos en otros microorganismos. Ademas, no se ha informado en detalle
del control 6ptimo del pH durante el cultivo. Por otra parte, nadie ha llamado la atencién sobre los efectos de una
combinacion de adicion de acidos organicos y control del pH en la produccion de PUFA, aunque se sabe que la
adicién de acidos organicos naturalmente causa una reduccion en el pH.

Ademas, con el contenido de sales metalicas afiadidas en cantidades traza a un medio de cultivo, por ejemplo, la
Bibliografia No Relacionada con Patentes 4 que utiliza CaCl, y MgCl; se centra principalmente en los efectos Unicos
deCa”'y MgZ+, pero no en los efectos de los aniones emparejados con los iones metalicos. En consecuencia, nadie
se ha centrado en los efectos de los aniones emparejados con los iones metalicos sobre la productividad de PUFA a
partir de microorganismos.

En un procedimiento de adicion de aditivos a un medio de cultivo basal, el medio de cultivo generalmente se
esteriliza térmicamente antes del cultivo. Sin embargo, la esterilizacion generalmente no se lleva a cabo después de
mezclar glucosa y otros compuestos debido a la alta posibilidad de inducciéon de una reaccidon quimica. Por lo tanto,
la adicién de aditivos distintos de la glucosa a un medio de cultivo al comienzo del cultivo complica significativamente
el procedimiento de cultivo. En consecuencia, el procedimiento de adicion se debe simplificar tanto como sea posible
con la condiciéon de que se evite la esterilizacion simultanea de glucosa y otros compuestos, que causan faciimente
una reaccién quimica.

Los autores de la presente invencion han estudiado exhaustivamente para resolver los problemas anteriores y han
descubierto que, en un método para producir los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), acido araquidonico (ARA)
y/o acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA), que implica el cultivo celular con agitaciéon centrifuga y aireacion de
Mortierella Alpina en un medio de cultivo liquido, el contenido del lipido producido en una célula microbiana, y de
PUFA, en particular DGLA y ARA, en el lipido se puede aumentar drasticamente por medio de una de las siguientes
etapas: (a) adicion de un acido organico seleccionado del grupo que consiste en acido succinico, acido fumarico,
acido pirdvico y acido malico, o una mezcla de los mismos al medio de cultivo en una cantidad de 0,01 a 5% p/v tres
dias o mas tarde después del comienzo del procedimiento de cultivo, o adicionalmente mediante (b) el aumento del
pH del medio de cultivo al intervalo de 6,9 a 7,2 tres dias o mas tarde después del comienzo del cultivo principal; o
adicionalmente (c) adicion de un sulfato metalico seleccionado del grupo que consiste en MgS0O4, CaS04, K2S04,
FeSO4 y MnSO4, o una mezcla de los mismos al medio de cultivo. Ademas, los autores de la presente invencion
investigaron mas a fondo la coordinacién de las etapas (a) a (c), descubrieron que las etapas (a), adicién de acido
organico y (b), el control del pH del medio de cultivo, se pueden llevar a cabo en el mismo tiempo, y completaron la
presente invencion.

La presente invencion proporciona un método para producir acido araquidonico (ARA) y/o acido dihomo-gamma-
linolénico (DGLA), preferiblemente DGLA, que incluye el uso de un cultivo, preferiblemente un cultivo con agitacion
centrifuga y aireacion de Mortierella alpina capaz de producir ARA y/o DGLA, en un medio de cultivo liquido,
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incluyendo el método al menos la etapa (a) y opcionalmente las etapas adicionales (b) y/o (c):

(a) adicion de acido organico seleccionado entre acido succinico, acido fumarico, acido pirtivico y acido
malico, lo mas preferiblemente acido succinico a un medio de cultivo en una cantidad de 0,01 a 5% pl/v,
deseablemente de 0,2 a 5% p/v, preferiblemente de 0,22 a 5% p/v, mas preferiblemente 0,3 a 5% p/v, lo mas
preferiblemente de 0,44 a 5% p/v tres dias o mas tarde después del comienzo del cultivo principal,
deseablemente durante una fase de acumulacion de acidos grasos, preferiblemente cuatro dias o mas tarde,
después del comienzo del cultivo principal;

(b) aumentar el pH del medio de cultivo a un intervalo eficaz para el cultivo, deseablemente al intervalo de 6 a
8, preferiblemente de 6,3 a 7,5, mas preferiblemente de 6,6 a 7,5, lo mas preferiblemente de 6,9 a 7,2 tres
dias o0 mas tarde después del comienzo del cultivo principal, deseablemente durante la fase de acumulaciéon
de acido graso, preferiblemente en 24 horas o mas tarde, mas preferiblemente en tres dias o mas tarde, mas
preferiblemente en cuatro dias o mas tarde, después del comienzo del cultivo principal; y

(c) adicion de un sulfato metalico, preferiblemente al menos un sulfato metalico seleccionado entre MgSOa,
CaSO0s4, NazS04, K2SO4, FESO4 y MNSO4, mas preferiblemente MgSO4 y/o CaSOs, en una cantidad de 0,01 a
0,5% pl/p, preferiblemente de 0,01 a 0,25% p/p, mas preferiblemente de 0,05 a 0,2% p/p, lo mas
preferiblemente de 0,06 a 0,1% p/p al medio de cultivo principal, siendo afiadidos estos sulfatos
adecuadamente en lugar de los cloruros metalicos correspondientes al medio de cultivo.

La presente invencion también proporciona el método que incluye las etapas (a) y (b), en donde las etapas (a) y (b)
se llevan a cabo preferiblemente el mismo dia, mas preferiblemente al mismo tiempo, y en diferentes momentos,
preferiblemente en diferentes dias desde la adicion de una fuente de carbono tal como glucosa al medio de cultivo.

La presente invencion también proporciona el método que incluye la etapa (c), en donde la etapa (c) se lleva a cabo
antes del comienzo del cultivo principal.

También se describe un método en donde el contenido de DGLA en los acidos grasos totales preparados es de 35%
p/p o mas, preferiblemente 37% p/p o mas, mas preferiblemente 40% p/p o mas en el PUFA o el lipido que contiene
el PUFA.

También se describe una célula seca de Mortierella alpina, en donde el contenido de DGLA en un gramo de células
secas es de 190 mg o mas, preferiblemente 195 mg o mas, mas preferiblemente 200 mg o mas, lo mas
preferiblemente 220 mg o mas. La célula seca de Mortierella alpina se pueden preparar secando una célula
microbiana de Mortierella alpina que se prepara mediante el método de cultivo anterior en un medio de cultivo
liquido, incluyendo el método al menos la etapa (a):

(a) adicién de al menos un acido organico seleccionado entre acido succinico, acido fumarico, acido pirdvico
y acido malico, preferiblemente acido succinico al medio de cultivo en una cantidad de 0,2 a 5% plv,
preferiblemente de 0,22 a 5% p/v %, mas preferiblemente de 0,3 a 5% p/v, lo mas preferiblemente de 0,44 a
5% p/v tres dias o mas tarde, preferiblemente cuatro dias o mas tarde, después del comienzo del cultivo
principal;

(b) aumento del pH del medio de cultivo al intervalo de 6,9 a 7,2, tres dias o mas tarde, preferiblemente
cuatro dias o mas tarde, después del comienzo del cultivo principal; y

(c) adicién de al menos un sulfato de metal seleccionado entre MgSO4, CaSO., NaxSO4, K2SO4, FESO4 y
MnSO,, preferiblemente MgSO,4 y/o CaSO4 en una cantidad de 0,05 a 0,2% en peso, preferiblemente de 0,06
a 0,1% en peso al medio de cultivo principal, afiadiéndose adecuadamente estos sulfatos en lugar de los
cloruros metalicos correspondientes al medio de cultivo.

La presente descripcion también describe alimentos y bebidas, preferiblemente suplementos dietéticos, bebidas,
forrajes para animales, mas preferiblemente forrajes para animales (en particular, alimentos para mascotas) que
contienen la célula seca mencionada anteriormente o ARA y/o DGLA derivados de la célula seca.

Ademas, por medio del método de la presente invencion mencionado anteriormente, se preparan ARA y/o DGLA.
Ademas, por medio del método, el contenido de DGLA resultante en un gramo de célula microbiana seca se
incrementa en al menos 3%, preferiblemente al menos 5%, mas preferiblemente al menos 10%, en comparacioén con
un método que no incluye las etapas (a) a (c).

Ademas, por medio del método, el contenido de ARA resultante en un gramo de célula microbiana seca se
incrementa en comparacion con un método que no incluye las etapas (a) a (c).

Ademas, por medio del método, el contenido de DGLA en 1 mL del medio de cultivo después del final del cultivo es
de al menos 5,5 mg, preferiblemente al menos 6,5 mg, mas preferiblemente al menos 7,0 mg, lo mas
preferiblemente al menos 7,5 mg.

Ademas, por medio del método, el contenido de DGLA en 1 mL del medio de cultivo después del final del cultivo se
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incrementa en al menos 5%, preferiblemente al menos 10%, mas preferiblemente al menos 15%, en comparacion
con un método que no incluye las etapas (a) a (c).

Ademas, mediante el método, se aumenta el contenido de ARA en 1 mL del medio de cultivo después del final del
cultivo, en comparacion con un método que no incluye las etapas (a) a (c).

Ventajas de la invencion

Segun un método de la presente invencion, el contenido de un PUFA en una célula microbiana o un lipido que
contiene un PUFA se incrementa drasticamente. En consecuencia, se pueden utilizar una célula microbiana que
contiene un PUFA, un PUFA y un lipido que contiene un PUFA de manera eficaz. Ademas, en la presente invencion,
dado que la etapa (c) (adicion de sulfatos metalicos) se puede llevar a cabo antes del cultivo principal, y la etapa (a)
(adicion del acido organico) y la etapa (b) (control del pH del medio de cultivo) se pueden llevar a cabo después del
tiempo requerido para la adicion de glucosa al comienzo del cultivo principal, se puede evitar un procedimiento
complicado para la adicién de glucosa el mismo dia para estos procedimientos. Como resultado, la presente
invencion puede proporcionar un método de bajo costo que es facil de gestionar y adecuado para la produccion a
gran escala de los PUFA ARA y DGLA.

Breve descripcion de los dibujos

Las Fig. 1A a 1C son graficos que muestran los efectos sobre el contenido de DGLA en los casos en que se
controlé el pH (a pH 5,0, 5,8, 7,2) los cinco dias posteriores al comienzo del cultivo principal de Mortierella
alpina S14 en el Ejemplo 4.
Las Fig. 2A a 2C son graficos que muestran los efectos sobre el contenido de DGLA en los casos en que se
control6 el pH (a pH 6,6, 6,9, 7,2, 7,5) tres dias después del comienzo del cultivo principal de Mortierella
alpina S14 en el Ejemplo 5.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién
Microorganismos

Los microorganismos que se pueden utilizar en un método de la presente invencién son los hongos filamentosos de
Mortierella alpina. Los ejemplos especificos de cepas de tales microorganismos incluyen Mortierella alpina IFO8568,
ATCC16266, ATCC32221, ATCC42430, CBS219.35, CBS224.37, CBS250.53, CBS343.66, CBS527.72, CBS529.72,
CBS608.70 y CBS754.68.

Todas estas cepas estan disponibles gratuitamente, por ejemplo, en el Institute of Fermentation, Osaka (IFO), la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) en los Estados Unidos y Central Bureau voor Schimmelcultures
(CBS). Ademas, también se pueden utilizar las cepas aisladas del suelo por el grupo de estudio de la presente
invencion, por ejemplo, Mortierella alpina 1S-4, asi como Mortierella alpina S14 y Mortierella alpina 1z3 derivadas de
1S-4 mediante una operacion de mutacién ordinaria, tratamiento con nitrosoguanidina.

Ademas, los ejemplos de microorganismos que se pueden utilizar en un método de la presente invencion incluyen
mutantes de Mortierella alpina. Por ejemplo, un microorganismo que pertenece al subgénero Mortierella alpina se
puede someter a un proceso de mutacién para construir cepas mutantes en las que la actividad de la desaturasa o
elongasa se reduce, pierde o mejora. La mutacion se puede llevar a cabo mediante cualquier mecanismo conocido
por los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica pueden entender faciimente si las cepas mutantes tienen la
productividad de PUFA deseada o no.

Manejo del cultivo basico
La presente invencion proporciona métodos para producir los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) ARA y DGLA.

Los expertos en la técnica pueden seleccionar adecuadamente un método para inocular una célula en un medio de
cultivo durante el cultivo de los microorganismos mencionados anteriormente de acuerdo con el procedimiento de
cultivo. Especificamente, se inoculan las células nodrizas, esporas y/o hifas de las cepas de microorganismos, una
solucion de cultivo de siembra preparada por precultivo, o las células nodrizas, esporas y/o hifas recogidas de la
solucién de cultivo de siembra en un medio de cultivo liquido o sdélido para el cultivo.

Los ejemplos de fuentes de carbono en el medio de cultivo utilizado en un método de la presente invencioén incluyen
glucosa, fructosa, xilosa, sacarosa, maltosa, amilégeno, melazas, glicerol, manitol, sacarosa, sorbitol, galactosa y
almidén sacarificado. Tales fuentes de carbono se pueden utilizar solas o0 combinadas. Ademas, también se pueden
utilizar sin restriccion las materias primas que contienen estas fuentes de carbono y cominmente utilizadas por estos
expertos en la técnica, por ejemplo, melaza de citricos, melaza de remolacha, zumo de remolacha o zumo de cafa
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de azlcar.

Los ejemplos de fuentes de nitrégeno utilizables incluyen fuentes de nitrdgeno generalmente utilizadas por los
expertos en la técnica, tales como fuentes de nitrégeno natural, p. €j., peptona, extracto de levadura, extracto de
malta, extracto de carne, casaminoacido, aguas de infusion de maiz, proteina de soja, soja desgrasada y harina de
semillas de algodon; fuentes de nitrédgeno organico, p. €j., urea; y fuentes de nitrdgeno inorganico, p. €j., nitratos
tales como nitrato de sodio y nitrato de amonio, y sales de amonio tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio
y fosfato de amonio. En particular, se pueden utilizar fuentes de nitrégeno derivadas de la soja, especificamente
soja, soja desgrasada, copos de soja, proteina de soja comestible, desechos de tofu, leche de soja y polvo de soja
tostado. Por ejemplo, se pueden utilizar semillas de soja desgrasadas desnaturalizadas por calor, mas
preferiblemente las semillas de soja desgrasadas calentadas a aproximadamente 70 a 90°C sin componente soluble
en etanol, solas o combinadas, o en forma de una combinacién con las fuentes de nitrégeno anteriores.

Ademas, se pueden utilizar opcionalmente el i6n fosfato, el idén potasio, el ion sodio, el ibn magnesio, el idn calcio,
los iones metalicos, por ejemplo, de hierro, cobre, zinc, manganeso, niquel o cobalto, y las vitaminas como fuente de
micronutrientes. Opcionalmente, también se puede afiadir un agente antiespumante tal como Adecanate.

Las concentraciones de tales componentes en un medio de cultivo no estan particularmente limitadas dentro de un
intervalo que no inhiba el crecimiento de microorganismos. Practicamente, la cantidad total de fuentes de carbono a
afadir en un medio de cultivo es deseablemente de 0,1 a 40% p/p, preferiblemente de 1 a 25% p/p, y la cantidad
total de fuentes de nitrégeno a afiadir es de 2 a 15% p/p, preferiblemente de 2 a 10% p/p. Ademas, se sabe que el
crecimiento de microorganismos se puede inhibir cuando la concentracion inicial de fuentes de nitrogeno y/o fuentes
de carbono es demasiado alta durante el cultivo principal. En una realizacion preferida, la cantidad inicial de fuentes
de carbono a afadir es de 1 a 8% p/p, preferiblemente de 1 a 5% p/p, y la cantidad inicial de fuentes de nitrégeno a
afnadir es de 0,1 a 8% p/p, preferiblemente de 1 a 6% p/p, y las fuentes de carbono y nitrégeno se afiaden en las
cantidades que han sido consumidas por los microorganismos durante el cultivo. Se sabe que la esterilizacion
después de mezclar glucosa y otros compuestos tiene una alta posibilidad de induccién de una reaccion quimica, y
una alta razén de carbono/nitrégeno conduce a una alta productividad de lipidos a partir de los microorganismos.
Asi, en una realizacion particularmente preferida, el cultivo se lleva a cabo, por ejemplo, mediante el suministro
continuo solamente de fuentes de carbono a un medio de cultivo.

Ademas, para aumentar el contenido de un lipido que contiene un PUFA en una célula microbiana, se pueden
afiadir, por ejemplo, hidrocarburos tales como hexadecano y octadecano; acidos grasos tales como acido oleico y
acido linoleico o sus sales, y ésteres de acido graso (por ejemplo, ésteres etilicos, ésteres de acido graso y glicerina
y ésteres de acido graso y sorbitan); y grasas y aceites tales como aceite de oliva, aceite de soja, aceite de canola,
aceite de semilla de algoddn y aceite de coco al medio de cultivo solos o combinados como precursores de acidos
grasos insaturados. Las cantidades de tales precursores que se van a afiadir a un medio de cultivo estan en el
intervalo de 0,001 a 10% p/p, preferiblemente de 0,05 a 10% p/p. Ademas, estos precursores se pueden cultivar
como la unica fuente de carbono en un medio de cultivo.

El cultivo puede ser cualquier cultivo convencional de microorganismos, especificamente, cultivo estatico, cultivo con
agitacion o cultivo con agitacion centrifuga con aireacion. Los ejemplos de métodos de cultivo utilizables incluyen la
llamada fermentacion por lotes, fermentacion semi-continuos, fermentacion por lotes repetidos y fermentacion
continua. Los ejemplos de medios de agitacion utilizables incluyen un impulsor (cuchilla agitadora), fermentador de
levantamiento por aire, circulacion de caldo de fermentacion impulsado por bomba y una combinacion de los
mismos.

El método de la presente invencion se puede realizar mediante los métodos de cultivo mencionados anteriormente.
En particular, es industrialmente ventajoso llevar a cabo un cultivo principal mediante cultivo con agitacion centrifuga
con aireacion en un medio de cultivo liquido. Por ejemplo, se pueden utilizar recipientes agitados tales como un
fermentador de jarra y un tanque para el cultivo con agitacion centrifuga con aireacion, pero los recipientes no estan
limitados a los mismos.

Para el cultivo con agitacion centrifuga con aireacion, por ejemplo, se puede alimentar gas que contiene oxigeno, tal
como aire 0 gas que no contiene oxigeno tal como argén y nitrogeno. Tal gas puede ser seleccionado
adecuadamente por personas expertas en la técnica en las condiciones del sistema de cultivo. Por ejemplo, en los
procedimientos descritos en los Ejemplos a continuacién de Mortierella alpina, el gas que contiene oxigeno, tal como
el aire, burbujea a través del medio de cultivo.

La temperatura de cultivo para los microorganismos depende del tipo de microorganismo a utilizar, pero
generalmente es de 5 a 40°C, preferiblemente de 20 a 30°C. En una realizacion, los microorganismos se pueden
cultivar a una temperatura de 20 a 30°C para cultivar las células, y se pueden cultivar adicionalmente a una
temperatura de 5 a 20°C para producir un lipido que contiene un PUFA. Tal control de temperatura también puede
conducir a un aumento en el contenido de PUFA en un lipido que contiene un PUFA.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 804 757 T3

Cuando los microorganismos se cultivan en un tubo de ensayo o en un matraz (fase de precultivo), el periodo de
cultivo es de al menos tres dias, preferiblemente hasta diez dias, preferiblemente hasta cinco dias, mas
preferiblemente tres dias. El periodo de cultivo del cultivo principal posterior es generalmente de dos a treinta dias,
preferiblemente de cinco a veinte dias, mas preferiblemente de cinco a quince dias. El contenido deseado de PUFA
y la composicién de acidos grasos pueden ser criterios para determinar el final del cultivo principal. El cultivo
principal se puede dividir en los siguientes periodos principales: una fase de crecimiento logaritmico de
microorganismos, es decir, un periodo que implica un aumento en el contenido de células libres de lipidos (el peso
seco de células de los microorganismos menos el peso total de acidos grasos en la célula), y una fase de
acumulacion posterior de acidos grasos tales como PUFA, es decir, un periodo que implica un pequefio cambio en el
contenido de células libres de lipidos. La Bibliografia Relacionada con Patentes 4 revela que el cultivo de Mortierella
alpina 1S-4 en un tanque de cultivo de 10 kL tiene una fase de crecimiento desde el comienzo del cultivo hasta el
segundo dia (aumenta el contenido de células libres de lipidos) y una fase posterior de acumulacion de acidos
grasos (el contenido de células libres de lipidos no varia sustancialmente). La fase de crecimiento logaritmico y la
fase de acumulacion de acidos grasos se pueden determinar de acuerdo con la descripcion de la Bibliografia
Relacionada con Patentes 4.

Cabe sefialar que el pH del medio de cultivo se ajusta al intervalo de 5 a 7, preferiblemente de 5,5 a 6,5 al comienzo
del cultivo principal de microorganismos (al afiadir el medio de cultivo de siembra).

Acidos organicos

La presente invencion proporciona métodos para producir ARA y/o DGLA, que incluye el cultivo de Mortierella alpina,
incluyendo cada método (a) la adicién de un &cido organico en una cantidad de 0,01 a 5% p/v a un medio de cultivo
tres dias o mas tarde después del comienzo del cultivo principal. La adicién de un acido organico al medio de cultivo
se puede llevar a cabo, por ejemplo, segun los ejemplos que se describen a continuacion.

Los cuatro acidos organicos que se pueden utilizar en la etapa (a) incluyen acidos organicos y sales e hidratos de
los mismos. En lo sucesivo, estos se pueden denominar colectivamente "acidos organicos". Los acidos organicos
segun la reivindicacion 1 son compuestos organicos que tienen grupos -COOH que no inhiben el crecimiento de
microorganismos cuando se afiaden en una cantidad de 0,01 a 5% p/v al medio de cultivo. Entre ellos estan los
acidos contenidos en la ruta de la glucdlisis y sus rutas ramificadas o un ciclo de TCA. La glucdlisis y el ciclo de TCA
son rutas primarias para la produccion de energia a partir de la sustancia de partida glucosa, y para la sintesis de
acidos grasos. En la mayoria de estas rutas estan involucrados acidos organicos. Tales acidos organicos se
interconvierten a través de la glucadlisis, un ciclo de TCA y también sus rutas ramificadas o derivadas. En general, la
sintesis de acidos grasos, que es la primera fase de la sintesis de PUFA, requiere acetil CoA o NADPH producidos
en estas rutas, y estan estrechamente implicados en las rutas. En consecuencia, la productividad PUFA de los
microorganismos variara dependiendo del contenido y el equilibrio de acidos organicos en un medio de cultivo. En
particular, cuando los microorganismos se cultivan en un medio de cultivo que contiene acidos organicos, los acidos
organicos preferidos pueden aumentar el contenido de PUFA por unidad de peso de una célula microbiana seca, y/o
el contenido de PUFA por unidad de volumen del medio de cultivo. Los acidos organicos utilizables son al menos
uno de acido succinico, acido fumarico, acido pirtvico y acido malico (estos son acidos mono- o di-carboxilicos, cada
uno de los cuales contiene de tres a cuatro atomos de carbono y pueden tener un grupo -OH) y sales y hidratos de
los mismos. Se utilizan preferiblemente al menos uno de acido succinico, y acido malico y sales e hidratos del
mismo. Las sales de acidos organicos utilizables son al menos una de sal de sodio, sal de potasio, sal de magnesio,
sal de calcio y sal de amoniaco. Se puede determinar si los acidos organicos son preferibles para la adicion o no,
por ejemplo, mediante la técnica descrita en los Ejemplos a continuacion.

Estos acidos organicos se pueden afiadir en una cantidad de 0,01 a 5% p/v, deseablemente 0,2% p/v o mas,
preferiblemente 0,22% p/v o mas, mas preferiblemente 0,3% p/v o mas, lo mas preferiblemente 0,44 p/v% o mas (en
términos del contenido de acido organico libre) en el medio de cultivo. Un contenido de 0,01% p/v o menos puede
impedir el logro de un aumento en el contenido de un PUFA o un lipido que contiene un PUFA en los
microorganismos mencionados anteriormente. Un contenido de 5% p/v o mas puede conducir a la inhibicion del
crecimiento del microorganismo. Ademas, se cree que el contenido de un PUFA o un lipido que contiene un PUFA
en los microorganismos no aumenta necesariamente en respuesta a un aumento en la cantidad de acidos organicos
que se va a afiadir que exceda un cierto nivel. Por lo tanto, la cantidad de acidos organicos que se vaya a afiadir se
puede seleccionar adecuadamente dentro del intervalo que exceda un cierto nivel. En una realizacion preferida, se
puede afadir al medio de cultivo 1% p/v de succinato disédico hexahidratado, que corresponde a 0,44% p/v de acido
succinico. Los acidos organicos, por ejemplo, en forma de solucion se pueden afadir al medio de cultivo. Tales
soluciones de acido organico se pueden afadir después de ajustar el pH a un valor similar al del medio de cultivo.
Alternativamente, el pH de las soluciones de acido organico se puede ajustar a un valor diferente al del medio de
cultivo para cambiar el pH del medio de cultivo.

Estos acidos organicos se afiaden durante el cultivo principal de microorganismos, tres dias o mas tarde (no antes)
del comienzo del cultivo principal. Dado que se cree que el efecto de la adicion de los acidos organicos se produce
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durante la fase de acumulacion de acidos grasos, los acidos organicos se afiaden a un medio de cultivo después del
comienzo del cultivo principal de microorganismos, adecuadamente al comienzo de la fase de acumulacion de
acidos grasos después del final de la fase de crecimiento logaritmico, es decir, tres dias o mas tarde, mas
preferiblemente en cuatro dias o mas tarde, después del comienzo del cultivo principal. En particular, los acidos
organicos se pueden afiadir de tres a cinco dias después del comienzo del cultivo principal, por ejemplo, cuatro dias
después del comienzo del cultivo principal. Ademas, los acidos organicos se pueden afiadir a la vez o en varias
veces. Para facilitar el procedimiento, se prefiere la adicién a la vez.

pH

La presente invencion proporciona métodos para producir un PUFA y un lipido que contiene un PUFA que incluyen
el cultivo de los microorganismos mencionados anteriormente, incluyendo cada método (b) el aumento del pH del
medio de cultivo a un intervalo eficaz para el cultivo después del comienzo del cultivo principal. El pH del medio de
cultivo se puede controlar, por ejemplo, de acuerdo con los Ejemplos descritos a continuacion. Se cree que el pH del
medio de cultivo durante el cultivo afecta al metabolismo de los microorganismos y, en particular, afecta altamente a
la sintesis o desaturacion de los acidos grasos implicados en la cadena de transporte de electrones.

El pH del medio de cultivo se puede controlar mediante mecanismos conocidos por los expertos en la técnica, de
modo que el pH sea mas alto que el pH del medio de cultivo antes del control y esté dentro de un intervalo que no
impida el crecimiento de los microorganismos (dentro de un intervalo eficaz para el cultivo). Por ejemplo, el pH del
medio de cultivo se puede aumentar al intervalo de 6 a 8, en vista del pH del medio de cultivo antes del control. Este
intervalo es preferiblemente de 6,3 a 7,5, mas preferiblemente de 6,6 a 7,5, lo mas preferiblemente de 6,9 a 7,2.

El pH se puede controlar preferiblemente con una solucion alcalina, por ejemplo, de NaOH, KOH, NaHCOs; o
amoniaco. En particular, se puede utilizar preferiblemente una solucion de NaOH que esté facilmente disponible a un
precio econémico y que pueda tener poco efecto adverso sobre los microorganismos mencionados anteriormente.

Se sabe que el pH del medio de cultivo ajustado a 5 a 7, preferiblemente de 5,5 a 6,5 al comienzo del cultivo
principal del microorganismo mencionado anteriormente, generalmente disminuye una vez durante la fase de
crecimiento logaritmico de los microorganismos, después vuelve gradualmente al original nivel, y varia ligeramente
durante la fase de acumulacion de acidos grasos. El pH del medio de cultivo se controla durante el cultivo principal
de los microorganismos mencionados anteriormente, preferiblemente no antes (es decir, después) del comienzo del
cultivo principal. Se cree que el efecto del control del pH se produce durante la fase de acumulacion de acidos
grasos. Por lo tanto, el pH se controla después del comienzo del cultivo principal de los microorganismos
mencionados anteriormente, adecuadamente al comienzo de la fase de acumulacion de acidos grasos después del
final de la fase de crecimiento logaritmico, por ejemplo, en 24 horas o mas tarde, preferiblemente en tres dias o mas
tarde, mas preferiblemente en cuatro dias o mas tarde después del comienzo del cultivo principal. En particular, se
puede llevar a cabo mas preferiblemente tres a cinco dias después del comienzo del cultivo principal, por ejemplo,
cuatro dias después del comienzo del cultivo principal. Ademas, el pH se puede controlar continuamente durante el
periodo desde el comienzo del control de pH hasta el final del cultivo, pero preferiblemente se puede controlar en un
momento durante la fase de acumulacién de acidos grasos debido al pequefio cambio en el pH y a la facilidad del
procedimiento.

Sales sulfato

La presente invencién proporciona métodos para producir los PUFA ARA y/o DGLA en donde el método adicional a
la etapa (a) incluye la etapa (c) de adicion de un sulfato metalico al medio de cultivo principal en una cantidad de
0,01 a 0,5% p/p. Se puede afadir el sulfato metalico al medio de cultivo de acuerdo con, por ejemplo, los Ejemplos
que se describen a continuacion.

Los ejemplos de sulfatos metalicos incluyen MgSO,4, CaSOs, Na;SO.4, K;SO., FeSOs y MnSO.. Entre ellos se
prefieren MgSO,4 y CaSO,. Tales sulfatos se pueden afiadir solos o combinados. Mas preferiblemente, se afiaden
sulfatos tales como MgSO,4 y CaSO4 en lugar de los cloruros metalicos correspondientes tales como MgCl, y CaCl;
al medio de cultivo. También se pueden utilizar los hidratos de los mismos. La cantidad total de hidratos que se
puede afiadir se encuentra en el intervalo de 0,01 a 0,5% p/p, preferiblemente de 0,01 a 0,25% p/p, mas
preferiblemente de 0,05 a 0,2% p/p, lo mas preferiblemente de 0,06 a 0,1% p/p (excluido el peso de las moléculas de
agua) al medio de cultivo.

Se puede afiadir MgSO4 y/o CaSO, junto con Na;SO4 al mismo tiempo. En ese caso, el contenido de Na;SO. es
preferiblemente como maximo 0,1% p/p en el medio de cultivo, y mas preferiblemente no se afiade Na;SOs.
Ademas, se pueden afadir MgSO, y CaSO4 como sulfatos metalicos, por ejemplo, en una cantidad de MgSO4-7H,0
al 0,05% p/p + CaS04-2H,0 al 0,05% p/p, 0 MgSO.-7H,0 al 0,06% p/p + CaSO4-2H,0 al 0,06% p/p en el medio de
cultivo.
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El sulfato metalico se puede afiadir al medio de cultivo antes o durante el cultivo principal. A diferencia de los acidos
organicos, el sulfato metalico se afiade preferiblemente en un momento anterior al comienzo del cultivo principal
debido a una baja posibilidad de reaccién con las fuentes de carbono tales como la glucosa durante la esterilizacion
y para facilitar el procedimiento.

Las etapas (a) a (c) se pueden llevar a cabo individualmente o combinadas. Por ejemplo, las etapas (a) y (b) se
deben llevar a cabo combinadas preferiblemente el mismo dia, mas preferiblemente al mismo tiempo debido a una
variacion potencial en el pH durante la etapa (a) y para facilitar el procedimiento. Para una mayor facilidad del
procedimiento, estas etapas no se deben llevar a cabo en el momento en que se afiaden las fuentes de carbono
tales como la glucosa, y preferiblemente se deben llevar a cabo en dias diferentes a los de la adicion de las fuentes
de carbono.

Ademas, por ejemplo, son posibles combinaciones de las etapas (a) y (b), las etapas (a) y (c), y las etapas (a), (b) y
(c). En estos casos, preferiblemente la etapa (c) se lleva a cabo antes del comienzo del cultivo principal, y las etapas
(a) y/o (b) se llevan a cabo después del comienzo del cultivo principal y un dia diferente al de la adicién de las
fuentes de carbono para facilitar el procedimiento.

El método proporciona una célula microbiana con alto contenido de PUFA o lipidos que contienen un PUFA, se
prefiere particularmente la combinacion de todas las etapas (a), (b) y (c).

El procedimiento de cultivo mencionado anteriormente puede conducir a la producciéon y acumulaciéon de un lipido
que contiene los PUFA ARA y/o DGLA en las células de los microorganismos.

Los ejemplos de los lipidos contenidos en una célula microbiana incluyen triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos,
fosfolipidos, lisofosfolipidos, glicofosfolipidos y acidos grasos libres. En particular, las células microbianas
mencionadas anteriormente producen triglicéridos como lipido principal.

Los acidos grasos que constituyen el lipido incluyen PUFA. Los PUFA incluyen acido dihomo-gamma-linolénico
(DGLA), acido araquidonico (ARA). En el método de la presente invencion, se utilizan Mortierella alpina capaces de
producir ARA y DGLA. Por consiguiente, los PUFA particularmente preferidos son ARA y DGLA, y DGLA es el mas
preferido.

La célula microbiana comprende un alto contenido de PUFA o un lipido que contiene PUFA. Cuando el PUFA es
DGLA, el contenido de DGLA o el residuo de DGLA después del final del cultivo de los microorganismos sin adicion
de DGLA al medio de cultivo es de mas de 164 mg, por ejemplo, 190 mg o mas, preferiblemente 195 mg o mas, mas
preferiblemente 200 mg o mas, lo mas preferiblemente 220 mg o mas (en términos del acido graso libre) en 1 g de
células secas tal como se mide por la técnica descrita, por ejemplo, en los Ejemplos a continuacion. En una
realizacion, el contenido de DGLA resultante en 1 g de células secas se puede aumentar de acuerdo con un método
de la presente invencion, por ejemplo, 3% o mas, preferiblemente 5% o mas, mas preferiblemente 10% o mas (en
términos del acido graso libre) en comparacion con un método convencional (sin incluir las etapas (a) a (c)).
Ademas, el contenido del ARA resultante en 1 g de células secas se puede aumentar segun un método de la
presente invencion en comparacion con un método convencional (sin incluir las etapas (a) a (c)).

De manera similar, la productividad por unidad de volumen del medio de cultivo de un PUFA que constituye un lipido
contenido en las células microbianas es deseablemente alta. Cuando el PUFA es DGLA, el rendimiento del DGLA o
el residuo de DGLA para 1 mL del medio de cultivo después del final del cultivo de los microorganismos sin adicion
de DGLA al medio de cultivo es de 5,5 mg o mas, preferiblemente 6,5 mg o mas, mas preferiblemente 7,0 mg o mas,
lo mas preferiblemente 7,5 mg o mas (en términos de acido graso libre), medido por la técnica descrita, por ejemplo,
en los Ejemplos a continuacion. En una realizacion, el contenido del DGLA resultante en 1 mL del medio de cultivo
después del final del cultivo se puede aumentar en un método de la presente invencion, por ejemplo, 5% o mas,
preferiblemente 10% o mas, mas preferiblemente 15% o mas (en términos de acido graso libre) en comparacién con
un método convencional (sin incluir las etapas (a) a (c)). Ademas, el contenido del ARA resultante en 1 mL del medio
de cultivo después del final del cultivo se puede aumentar en un método de la presente invencién en comparacion
con un método convencional (sin incluir las etapas (a) a (c)).

En una realizacion, el contenido de DGLA en el acido graso total es preferiblemente alto en un PUFA o un lipido que
contiene un PUFA obtenido por el método de la presente invencion, y es, por ejemplo, 35% p/p o mas,
preferiblemente 37% p/p o mas, lo mas preferiblemente 40% p/p o mas (en términos de acido graso libre) medido
por la técnica descrita, por ejemplo, en los Ejemplos a continuacion.

Después del final del cultivo, se pueden recuperar del medio de cultivo un PUFA, un lipido que contiene un PUFA y
células microbianas que contienen uno de estos mediante cualquier mecanismo conocido por los expertos en la
técnica, por ejemplo, mediante el mecanismo descrito en el documento JP-A-2000-69987 o en los Ejemplos a
continuacién. El PUFA resultante o un lipido que contiene un PUFA se describieron anteriormente.
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La célula se esteriliza opcionalmente y a continuacion se seca preferiblemente. La etapa de secado para obtener la
célula microbiana seca puede ser, por ejemplo, calentamiento en horno, liofilizacion y secado con aire caliente. Para
las células microbianas obtenidas del medio de cultivo después del final del cultivo, el peso seco de las células por
unidad de volumen del medio de cultivo es deseablemente alto, y, por ejemplo, el peso seco de las células para 1
mL del medio de cultivo es preferiblemente aproximadamente 34 mg o mas.

Un lipido que contiene un PUFA se puede recuperar de una célula seca o una célula humeda utilizando cualquier
mecanismo conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se extrae una célula seca con un disolvente
organico tal como hexano, y a continuacién se separa mediante destilacion el disolvente organico del extracto a
presiéon reducida para producir un lipido, compuesto principalmente de ftriglicéridos, que contiene una alta
concentracion de PUFA. Ademas, el lipido resultante, compuesto principalmente por triglicéridos, se purifica
mediante procedimientos ordinarios para grasas y aceites comestibles, tales como desgomado, desoxidacion,
decoloracion y desodorizacion para producir grasas y aceites comestibles de alta pureza (triglicéridos).

Aunque el PUFA en un lipido se puede aislar directamente, se puede aislar facilmente en forma de éster con un
alcohol inferior tal como el éster metilico de los otros componentes lipidicos, y solo un PUFA deseado se puede
aislar facilmente de los otros PUFA. Dichos mecanismos de aislamiento son conocidos por los expertos en la
técnica.

La célula microbiana se puede utilizar tal cual o en estado seco. Ademas, también se pueden utilizar en diversas
aplicaciones un PUFA y un lipido que contiene un PUFA producido por un método de la presente invencion. Estos se
pueden afadir, por ejemplo, a alimentos y bebidas, incluidos suplementos dietéticos, composiciones nutricionales,
forrajes para animales (en particular, alimentos para mascotas), alimentos de acuicultura para peces y mariscos, y
leche en polvo utilizando los mecanismos conocidos por los expertos en la técnica segun la descripcion, por ejemplo,
del Ejemplo a continuacion. La ingesta preferida de PUFA, en particular, ARA y DGLA se describe, por ejemplo, en
la Bibliografia No Relacionada con Patentes 1.

Como se menciond anteriormente, los alimentos y bebidas anteriores con alto contenido de PUFA, en particular,
DGLA se pueden preparar facilmente utilizando Mortierella alpina incluso si se emplea un bajo contenido de células
microbianas. Por ejemplo, se puede obtener un alimento para mascotas que contenga aproximadamente al menos
100 mg de DGLA en 100 g de alimento para mascotas afiadiendo 0,5% p/p de células microbianas secas. Ademas,
el triglicérido extraido de las células microbianas mencionadas anteriormente y purificado tiene un contenido de
DGLA muy alto en los acidos grasos totales, y es adecuado para grasas y aceites comestibles.

Se permite que las aplicaciones especificas (por ejemplo, suplementos nutritivos, promocion del crecimiento,
promocion de la salud, suministro de acidos grasos especificos (por ejemplo, DGLA y ARA) y mejora de la funcion
cerebral) y/o los usos especificos (por ejemplo, cantidades, tiempos, y periodos) estén indicados para las células
microbianas (secas) mencionadas anteriormente, un PUFA o un lipido que contiene un PUFA, o alimentos y bebidas
que contienen uno de estos.

Ejemplos

La presente invencion se describira en detalle a continuacion mediante Ejemplos no limitantes. Téngase en cuenta
que Mortierella alpina 1S-4 produce un lipido que contiene ARA en los Ejemplos. Mortierella alpina S14 es una cepa
mutante inducida a partir de Mortierella alpina1S-4 por los autores de la presente invencién, en la que la casi se ha
perdido la actividad A5-desaturasa para convertir DGLA, que es un precursor directo de ARA, en ARA. Es decir, la
cepa no produce sustancialmente ARA, pero produce un lipido con un alto contenido de DGLA (véase la Bibliografia
No Relacionada con Patentes 1). Mortierella alpina 1z3 tampoco produce ARA sustancialmente, pero produce un
lipido con un alto contenido de DGLA, como S14.

Ejemplo 1: Efecto de la adiciéon de acido organico a cultivo en tubo de ensayo

Se inoculé aproximadamente un asa de siembra de platino de Mortierella alpina S14 en 10 mL de medio de cultivo
liqguido que contenia polvo de soja (glucosa al 3% p/p, polvo de soja al 1,5% p/p, K2HPO4 al 0,3% p/p, NaxSO; al
0,1% p/p, MgCl»-6H,0 al 0,05% p/p y CaCl»:2H,0 al 0,05% p/p, pH 6,3) en un tubo de ensayo, y se cultivd con
movimiento oscilante a 28°C durante tres dias. A los cuatro dias después del comienzo del cultivo, se ahadié una
solucion de glucosa esterilizada al 50% p/p a 0,6 mL del medio de cultivo, al que también se afiadieron 0,6 mL de
solucion acuosa de acido organico que tenia una concentracion de 5% p/v después del ajuste del pH a 6,0 con
NaOH para el cultivo adicional (cultivo con movimiento oscilante). La concentracion del acido organico en el volumen
total del medio de cultivo fue de aproximadamente 0,3% p/v. Se utilizaron los siguientes acidos organicos: acido
succinico, acido fumarico, acido piravico, acido lactico, acido citrico, acido tartarico y acido acético. El medio de
cultivo de control se preparé por el mismo procedimiento, excepto que no se afiadié solucion de acido organico.

El cultivo se termind en diez dias después de la inoculacion, y la célula seca resultante se esterificé con metilo
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mediante la técnica descrita en el documento JP-A-2000-69987. El éster metilico de acido graso resultante se
analiz6é por cromatografia de gases. Especificamente, la célula cultivada se obtuvo a partir de la solucién de cultivo
mediante filtracion después de la finalizacion del cultivo, y se lavé a fondo y a continuacion se secd por
calentamiento en horno (100°C) para producir una célula seca. La célula seca resultante se colocé en un tubo de
ensayo con tapén de rosca (16,5 mm de diametro), al que se afiadieron 1 mL de cloruro de metileno y 2 mL de
metanol anhidro-acido clorhidrico (10%). El residuo de acido graso en la célula se esterific6 con metilo por
tratamiento a 50°C durante 3 horas, a lo que se afiadieron 4 mL de n-hexano y 1 mL de agua. La mezcla se extrajo
dos veces y el disolvente del extracto se destil6 mediante un evaporador centrifugo (40°C, una hora) para producir
un éster metilico de acido graso. El éster metilico de acido graso resultante se analizé por cromatografia de gases
capilar para la determinacion del contenido de DGLA. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Peso seco de células
(mg/mL de medio de

Contenido de DGLA por unidad

Acido organico . .
9 de volumen de medio de cultivo

(0,3% p/v)

Contenido de DGLA por peso seco
de células (mg/g de célula seca)

cultivo) (mg/mL de medio de cultivo)
Ninguno 32,9 164 5,39
Acido succinico |33,7 187 6,28
Acido fumarico 33,0 182 6,01
Acido piravico 33,4 179 5,97
Acido lactico 34,8 166 5,77
Acido citrico 31,6 162 5,12
Acido tartarico  |28,9 139 4,03
Acido acético 12,1 81 0,98

El peso seco de células por unidad de volumen del medio de cultivo, el contenido de DGLA por peso seco de células
y el contenido de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo se incrementaron mediante la adicion de acido
succinico, acido fumarico, acido pirdvico y acido lactico, pero no se incrementaron mediante la adicion de acido
citrico, acido tartarico y acido aceético.

Ejemplo 2: Efecto de la adiciéon de acido organico en cultivo en matraz

Se inoculé aproximadamente un asa de siembra de platino de Mortierella alpina S14 en 100 mL de medio de cultivo
liquido que contenia extracto de levadura (glucosa al 8% p/p, extracto de levadura al 1,5% p/p, KzHPO4 al 0,3% p/p,
NazSO4 al 0,1% p/p, MgCl,-6H20 al 0,05% p/p y CaClz:2H,0 al 0,05% p/p, pH 6,3) en un matraz, y se cultivdé con
movimiento oscilante a 28°C durante cinco dias. A los seis dias del comienzo del cultivo, se anadieron 2 mL de
solucion de acido lactico al 10% p/v después del ajuste del pH a 6,0 utilizando NaOH para el cultivo adicional (cultivo
con movimiento oscilante). La concentracion del acido lactico basada en el volumen total del medio de cultivo fue de
aproximadamente 0,2% p/v. El cultivo se termind a los diez dias de la inoculacion. Se obtuvo una célula seca como
en el Ejemplo 1, y se midi6 el contenido de DGLA. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Acido lactico No afiadido | Ahadido
Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 13,8 14,9
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/g de célula seca) 75,3 98,4
Contenido de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio de cultivo) | 1,04 1,47
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 33,5 34,7

La adicion de acido lactico condujo a un aumento en el peso seco de las células por unidad de volumen del medio
de cultivo, el contenido de DGLA por peso seco de las células y el contenido de DGLA por unidad de volumen del
medio de cultivo. Ademas, aumenté el porcentaje de DGLA en los acidos grasos totales contenidos en el lipido
resultante.

Ejemplo 3: Efecto de la adicion de acido organico en cultivo en fermentador de jarra
Se inoculé un asa de siembra de platino de Mortierella alpina S14 en 100 mL de medio de cultivo de siembra

(glucosa al 2% p/p y extracto de levadura al 1% p/p, pH 6,3), y se precultivd durante tres dias con movimiento
11
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oscilante reciproco a 100 rpm a 28°C para preparar una solucion de cultivo de siembra. A continuacion, se
introdujeron 5 L del medio de cultivo principal (glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 1,5% p/p, glicerol al 0,1% p/p,
aceite de soja al 0,2% p/p, KoHPO4 al 0,3% p/p NaxSO4 al 0,1% p/p, MgCl.-6H.0 al 0,05% p/p y CaCly-2H,0 al
0,05% p/p, pH 6,3) en un recipiente de cultivo con agitacion centrifuga con aireacion de 10 L y la mezcla se
esterilizd. Después de anadir toda la solucion de cultivo de siembra al recipiente, se llevd a cabo un cultivo con
agitacion centrifuga con aireacion (cultivo principal) a 26°C durante siete dias a una velocidad de aireacion de 1 vvm
(aire, que también se utilizé en los Ejemplos a continuacion) y una velocidad de agitacion de 300 rpm. La glucosa se
suministraba de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo que la glucosa
siempre estuviera presente en el medio de cultivo. A los cuatro dias del comienzo del cultivo principal, que fue
alrededor del momento después de la fase de crecimiento logaritmico y el comienzo de la fase de acumulacion de
acidos grasos, se afiadié una solucion de acido organico (acido succinico, acido fumarico o acido lactico) después
del ajuste del pH a 6,3 por medio de NaOH de tal manera que la concentracion final fuera de 0,3% p/v. A partir de
ese momento, se continud con el cultivo con agitaciéon centrifuga con aireacion. A los siete dias del comienzo del
cultivo principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1 para la determinacién del contenido de DGLA. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

‘L - . Acido Acido Acido

0,
Acido organico (0,3% p/v) Ninguno succinico fumarico lactico
Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 29,6 29,4 29,6 30,5
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/g de células 199 299 293 203
secas)
Contenido de D.GLA por.unidad de volumen de medio de cultivo 588 6.54 6.58 6.21
(mg/mL de medio de cultivo)
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 37,2 40,1 38,2 37,8

La adicién de acido succinico, acido fumarico o acido lactico condujo a un aumento en el contenido de DGLA por
peso seco de células y el contenido de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo. Ademas, aumento el
porcentaje de DGLA en los acidos grasos totales contenidos en el lipido resultante. En particular, el aumento debido
a la adicion de acido succinico o acido fumarico fue notable.

Ejemplo 4: Efecto del control del pH después de la inoculacién |

Se inoculé aproximadamente un asa de siembra de platino de Mortierella alpina S14 en 100 mL de medio de cultivo
de siembra (glucosa al 2% y extracto de levadura al 1%, pH 6,3) y se precultivdé durante tres dias con movimiento
oscilante reciproca a 100 rpm a 28°C para preparar una solucidon de cultivo de siembra. A continuacion, se
introdujeron 5 L del medio de cultivo principal (glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 1,5% p/p, glicerol al 0,02% p/p,
aceite de soja al 0,2% p/p, K2HPO4 al 0,3% p/p, NaxSO4 al 0,1% p/p, MgClz-6H20 al 0,5% p/p y CaCl»-2H,0 al 0,5%
p/p, pH 6,3) en un recipiente de cultivo con agitacion centrifuga con aireacion de 10 L y la mezcla se esterilizo.
Después de que se afadiera toda la soluciéon de cultivo de siembra al recipiente, se llevé a cabo un cultivo de con
agitacion centrifuga con aireacion (cultivo principal) a 26°C durante trece dias a una velocidad de aireacion de 1 vvm
y una velocidad de agitacion de 300 rpm. La glucosa se suministr6 de forma continua si fuera necesario en
respuesta al consumo de glucosa, de modo que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. El pH
se ajusto a 5,0, 5,8, o 7,2 con una solucion de NaOH esterilizada o acido sulfurico cinco dias después del cultivo
principal hasta el final del cultivo, que fue alrededor del momento después de la fase de crecimiento logaritmico y el
comienzo de la fase de acumulacion de acido graso. Téngase en cuenta que el pH del grupo de control sin ajuste de
pH cinco dias después del comienzo del cultivo principal fue de aproximadamente 6,3. A los trece dias del comienzo
del cultivo principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1, y se midié el contenido de DGLA. Los
resultados se muestran en las Fig. 1A a 1C, en donde el eje horizontal representa el valor de pH el quinto dia del
cultivo.

Un pH mas bajo (mas bajo que el pH de 6,3 del grupo de control) controlado el quinto dia del cultivo condujo a una
baja productividad de DGLA del microorganismo, mientras que un pH mas alto (mas alto que el pH de 6,3 del grupo
de control) condujo a una alta productividad de DGLA del microorganismo.

Ejemplo 5: Efecto del control del pH después de la inoculacion Il

Se cultivé Mortierella alpina S14 como en el Ejemplo 4 (precultivo durante tres dias y cultivo principal durante once
dias). La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo
que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. En tres dias desde el comienzo del cultivo
principal hasta el final del cultivo, que fue alrededor del momento después de la fase de crecimiento logaritmico y el
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comienzo de la fase de acumulacion de acidos grasos, el pH se ajusté a 6,6, 6,9, 7,2 o 7,5 con una solucién de
NaOH esterilizada o acido sulftrico. A los once dias del comienzo del cultivo principal, se obtuvo una célula seca
como en el Ejemplo 1, y se midié el contenido de DGLA. Los resultados se muestran en las Fig. 2A a 2C, en donde
el eje horizontal representa el valor de pH el tercer dia del cultivo.

El pH se control6 el tercer dia del cultivo. El pH ajustado a 6,9 o 7,2 condujo a un aumento en la productividad de
DGLA del microorganismo en comparacion con un caso de pH ajustado a 6,6 o 7,5. Ademas, el control del pH tres y
cinco dias después del comienzo del cultivo principal condujo a un aumento en la productividad de DGLA. Por lo
tanto, el pH se pudo controlar alrededor de ese momento después del comienzo del cultivo principal y conveniente
para el funcionamiento del cultivo.

Ejemplo 6: Efecto del control del pH después de la inoculacion Il

Se cultivd Mortierella alpina 1S-4 como en el Ejemplo 4 (precultivo durante tres dias y cultivo principal durante siete
dias). La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo
que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. Cuatro dias después del comienzo del cultivo
principal, el pH del medio de cultivo se ajusté de 6,6 a 6,8 con una solucion de NaOH esterilizada. Posteriormente, el
pH no se controlé particularmente. Siete dias después del comienzo del cultivo principal, se obtuvo una célula seca
como en el Ejemplo 1, y se midio el contenido de ARA. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
Control de pH No controlado | 6,6—6,8
Peso seco de las células (mg/mL de medio de cultivo) 40,0 34,3
Contenido de ARA por peso seco de células (mg/g de células secas) 140 206
Contenido de ARA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio de cultivo) (5,30 7,07
Porcentaje de ARA en &cidos grasos totales (%) 31,1 37,9

El pH controlado el cuarto dia del cultivo condujo a un aumento en la productividad de ARA del microorganismo en
comparacion con el caso con el pH no controlado.

Ejemplo 7: Método para afadir acidos organicos

Se cultivd Mortierella alpina S14 como en el Ejemplo 4 (precultivo durante tres dias y cultivo principal durante diez
dias). La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo
que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. A los cuatro dias, o a los cuatro y siete dias
después del comienzo del cultivo principal, se afadié una solucion de sal sddica de acido succinico o acido lactico
de tal manera que las concentraciones finales fueron las indicadas en la Tabla 5. Téngase en cuenta que los valores
de pH de los medios de cultivo de A a D en la Tabla 5 se ajustaron a aproximadamente 6,9 con una solucién de
NaOH el cuarto dia del cultivo principal. Diez dias después del comienzo del cultivo principal, se obtuvo una célula
seca como en el Ejemplo 1, y se midié el contenido de DGLA. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5

Acido organico que se va a afadir (% p/v de medio de cultivo) Control |A B C D

) 4° dia 0 0,22 (0,22 |0,22 |0,44

Acido succinico

7° dia 0 0 0,220 0

Acido lactico 7° dia 0 0 0 0,22 |0
Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 34,6 36,8 /36,6 (36,9 39,1
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/g de células secas) 220 227 |243 (228 |241
Conteqldo de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio 7.60 8,33 8,90 8,40 | 9,41
de cultivo)
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 40,9 40,8 43,0 41,2 (42,2

La adicién de acido succinico o acido lactico a una concentracion final de 0,22% p/v o 0,44% pl/v el cuarto o séptimo
dias del cultivo principal condujo a un aumento en el contenido de DGLA por peso seco de células y el contenido de
DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo. La adicion combinada de acido succinico y acido lactico también
fue eficaz.
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Ejemplo 8: Cantidad de acido succinico que se debe afadir

Se inoculé aproximadamente un asa de siembre de platino de Mortierella alpina S14 en 100 mL de medio de cultivo
de siembra (glucosa al 2% p/p y extracto de levadura al 1% p/p, pH 6,3) y se precultivd durante tres dias con
movimiento oscilante reciproco a 100 rpm a 28°C para preparar una solucion de cultivo de siembra. A continuacion,
se introdujeron 5 L del medio de cultivo principal (glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 1,5% p/p, glicerol al 0.02% p/p,
aceite de soja al 0,1% p/p, K2HPO4 al 0,3% p/p, NaxSO4 al 0,1% p/p, MgCl»-6H20 al 0,5% p/p y CaCl>-2H,0 al 0,5%
p/p, pH 6,3) en un recipiente de cultivo con agitacion centrifuga con aireacion de 10 L y la mezcla se esterilizo.
Después de que se anadiera toda la solucién de cultivo de siembra al recipiente, se llevé a cabo un cultivo con
agitacion centrifuga con aireacion (cultivo principal) a 26°C durante once dias a una velocidad de aireacion de 1 vvm
y una velocidad de agitacion de 300 rpm. La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta
al consumo de glucosa, de modo que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. A los cuatro dias
del comienzo del cultivo principal, se afadié una solucién de sal sédica de acido succinico de modo que la
concentracion final fuera 0,44, 0,87 o 1,3% p/v. Téngase en cuenta que el pH del medio de cultivo se ajusté a
aproximadamente 6,9 con una solucion de NaOH a los cuatro dias del comienzo del cultivo principal en todos los
casos. Once dias después del comienzo del cultivo principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1, y se
midio el contenido de DGLA. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
. 0, 0, 0,
Acido succinico que se debe anadir 0,44% 0,87% 1,3%
p/v p/v p/v

Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 37,3 37,6 37,2
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/g de células secas) 225 228 211
Conteqldo de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio 8,39 8,57 7.87
de cultivo)

Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 40,0 40,4 39,2

La adicion de acido succinico con una concentracion de 0,87% p/v o 1,3% p/v condujo a una productividad
equivalente a la del caso de una concentracién de 0,44% p/v. Esto aclara que el contenido de DGLA no
necesariamente aumenta en respuesta a un aumento en la cantidad de acido organico que se va a afadir que
excede un cierto nivel, de modo que el acido organico se puede afiadir en una cantidad que excede un cierto nivel.

Ejemplo 9: Efecto del acido malico

Se cultivo Mortierella alpina S14 como en el Ejemplo 8 (precultivo durante tres dias y cultivo principal durante ocho
dias). La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo
que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. A los cuatro dias del comienzo del cultivo principal,
se afiadid una solucion de sal sddica de acido malico de modo que la concentracion final fuera de 0,71% plv.
Téngase en cuenta que, el pH del medio de cultivo se ajusté a aproximadamente 6,9 con una solucién de NaOH a
los cuatro dias del comienzo del cultivo principal en todos los casos. Ocho dias después del comienzo del cultivo
principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1, y se midi6 el contenido de DGLA. Los resultados se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
Acido malico que se debe afadir Ninguno |0,71% p/v
Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 34,0 36,3
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/g de células secas) 197 207
Contenido de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio de cultivo) |6,71 7,53
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 39,4 38,7

La adicion de acido malico condujo a la produccion de células microbianas con alto contenido de DGLA.
Ejemplo 10: Efecto del acido succinico en la produccién de DGLA a partir de otras cepas

Se inoculé aproximadamente un asa siembra de platino de Mortierella alpina 1z3 en 100 mL de medio de cultivo de
siembra (glucosa al 2% p/p y extracto de levadura al 1% p/p, pH 6,3) y se precultivd durante tres dias con
movimiento oscilante reciproco a 100 rpm a 28°C para preparar una solucién de cultivo de siembra. Se preparé
Mortierella alpina 1z3, una cepa que puede producir DGLA, mediante tratamiento con nitrosoguanidina (una
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operacion de mutacion ordinaria) de Mortierella alpina 1S-4 que puede producir ARA por el mismo procedimiento
para Mortierella alpina S14. A continuacion, se introdujeron 5 L del medio de cultivo principal (glucosa al 2% p/p,
polvo de soja al 1,5% p/p, glicerol al 0,02% p/p, aceite de soja al 0,2% p/p de, KzHPO, al 0,3% p/p, NaxSO4 al 0,1%
p/p, MgCl,-6H20 al 0,5% p/p y CaCl»-2H,0 al 0,5% p/p, pH 6,3) en un recipiente de cultivo con agitacion centrifuga
con aireacion de 10 L y la mezcla se esterilizd. Después de que se afiadiera toda la solucion de cultivo de siembra al
recipiente, se llevd a cabo un cultivo con agitacion centrifuga con aireacion (cultivo principal) a 26°C durante nueve
dias a una velocidad de aireacion de 1 vvm y una velocidad de agitacion de 300 rpm. La glucosa se suministré de
forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo que la glucosa siempre estuviera
presente en el medio de cultivo. A los cuatro dias del comienzo del cultivo principal, se afiadié una solucion de sal
sédica de acido succinico de modo que la concentracion final fuera de 0,44% p/v. Téngase en cuenta que, el pH del
medio de cultivo se ajustdé a aproximadamente 6,9 con una solucién de NaOH cuatro dias después del comienzo del
cultivo principal en todos los casos. Nueve dias después del comienzo del cultivo principal, se obtuvo una célula
seca como en el Ejemplo 1, y se midié el contenido de DGLA. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Acido succinico que se debe afiadir Ninguno |0,44% p/v
Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 31,8 34,7
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/mL de células secas) 160 186
Contenido de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio de cultivo) (5,08 6,46
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 341 36,6

La adicion de acido succinico condujo a un aumento en la productividad de DGLA a partir de Mortierella alpina 123,
como Mortierella alpina S14.

Ejemplo comparativo 1: Cultivo de DGLA en un recipiente de cultivo de 10 kL

Se utilizé Mortierella alpina S14. Se inoculé aproximadamente un asa de siembra de platino de la cepa microbiana
de partida en un medio de cultivo (pH 6,3) compuesto por extracto de levadura al 1% p/p y glucosa al 2% p/p para
iniciar el precultivo con movimiento oscilante reciproco a 100 rpm a 28°C durante tres dias (la primera fase). A
continuacioén, se prepararon 30 L de medio de cultivo (pH 6,3) compuesto por extracto de levadura al 1% p/p,
glucosa al 2% p/p y aceite de soja al 0,1% p/p en un recipiente de cultivo de 50 L, en el que se inoculd solucion de
cultivo de siembra (la primera fase) para iniciar el precultivo durante dos dias (la segunda fase). Después, se inoculd
una solucién de cultivo de siembra en el medio de cultivo principal (glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 3,1% p/p,
glicerol al 0,02% p/p, KoHPO4 al 0,3% p/p, NazSO04 al 0,1% p/p, MgCl,-6H-20 al 0,5% p/p, CaCl,-2H,0 al 0,5% p/p,
aceite de soja al 0,1% p/p y Adekanate al 0,01% p/p, pH 6,3) (la segunda fase), y los medios de cultivo resultantes
se combinaron con 6000 L en total de la solucidon de cultivo inicial (volumen del recipiente de cultivo: 10 kL) para
iniciar el cultivo a 26°C bajo una presion interna de 200 kPa. El cultivo se llevé a cabo durante doce dias mientras se
suministraba glucosa continuamente del primer al quinto dia del cultivo en respuesta al consumo de glucosa, de
modo que la glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. El pH no fue controlado. El pH varié entre
6,0 y 6,5, disminuyd una vez durante la fase de crecimiento logaritmico, después regres6 gradualmente al nivel
original y vario ligeramente durante la fase de acumulacién de acidos grasos, como una tendencia general.

Después del final del cultivo, se esterilizaron 7,9 kL de la solucién de cultivo a 121°C durante 20 minutos. A
continuacion, se recogié una célula microbiana humeda utilizando una prensa de filtro horizontal que tenia un
mecanismo de prensa neumatica, y se seco con aire caliente a 100°C para producir células microbianas secas
(contenido de humedad: 2%). El peso de las células microbianas secas resultantes por unidad de volumen del medio
de cultivo fue de 47,2 kg/kL, el contenido de DGLA por peso seco de células microbianas fue de 174 g/kg, el
contenido de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo fue de 8,18 kg/kL, y el porcentaje de DGLA en los
acidos grasos totales fue de 39,1%. Ademas, se afadié hexano a la célula microbiana seca para la extraccion con
movimiento oscilante suave a temperatura ambiente. La soluciéon en hexano resultante se filtré a través de un papel
de filtro para eliminar el contenido de sdlido, y el producto filirado se calenté de aproximadamente 30 a 40°C a
presion reducida para eliminar el hexano, dando como resultado triglicéridos de acidos grasos que contenian DGLA.
El porcentaje de DGLA en los acidos grasos totales en los triglicéridos fue de 38,5%.

Ejemplo 11: Cultivo de DGLA en recipiente de cultivo de 10 kL

El cultivo de Mortierella alpina S14 se inicié con 6000 L en total de la solucién de cultivo principal inicial como en el
Ejemplo Comparativo 1. El cultivo continu6é durante doce dias mientras se suministraba glucosa continuamente los
dias primero a tercero y sexto del cultivo principal de modo que la glucosa siempre estuvo presente en el medio de
cultivo. El cuarto dia de cultivo principal, se afiadieron soluciéon de succinato disédico hexahidratado al 1% p/v (60
kg, acido succinico a aproximadamente 0,44% p/v) y NaOH (1,26 kg) para ajustar el pH a 6,9. Posteriormente, el pH
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del medio de cultivo se mantuvo entre 6,9 y 7 hasta el final del cultivo.

Después del final del cultivo, se obtuvieron una célula microbiana seca y triglicéridos de acidos grasos que contenian
DGLA como en el Ejemplo Comparativo 1. El peso de la célula microbiana seca resultante por volumen del medio de
cultivo fue de 51,8 kg/kL, el contenido de DGLA por peso seco de célula microbiana fue de 240 g/kg, y el contenido
de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo fue de 12,43 kg/kL. Ademas, el porcentaje de DGLA en los
acidos grasos totales en los glicéridos resultantes fue de 45,8%.

Las cantidades de las células microbianas secas y el contenido de DGLA obtenido en el Ejemplo Comparativo 1y el
Ejemplo 11 se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9
Efmgzlz\cr)ativo 1 Ejemplo 11
Peso seco de células (kg/kL de medio de cultivo) 47,2 51,8
Contenido de DGLA por peso seco de célula (g/kg de célula) 174 240
Coqtenido de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (kg/kL de medio de 818 12 43
cultivo) ’ ’
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 38,5 45,8

Ejemplo 12: Efecto de las sales sulfato en el cultivo en fermentador de jarra

Se inoculé aproximadamente un asa de siembra de platino de Mortierella alpina S14 en 100 mL de medio de cultivo
de siembra (glucosa al 2% p/p y extracto de levadura al 1% p/p, pH 6,3) y se precultivd durante tres dias con
movimiento oscilante reciproco a 100 rpm a 28°C. A continuacion, se introdujeron 5 L del medio de cultivo principal
en un recipiente de cultivo con agitacion centrifuga con aireacion de 10 L y la mezcla se esteriliz6. Después de que
toda la solucién de cultivo de siembra se inoculara en el recipiente, se llevé a cabo el cultivo a 26°C durante once
dias a una velocidad de aireacién de 1 vwm y una velocidad de agitacién de 300 rpm. Los principales medios de
cultivo, respectivamente, tenian las siguientes tres composiciones:

(i) Sal cloruro y sulfato de sodio (control):
glucosa al 2% p/p, soja en polvo al 1,5 p/p, glicerol al 0,02 p/p, aceite de soja al 0,2 p/p, K,HPO4 al 0,3% p/p,
NazSO;4 al 0,1% p/p, MgCl2-6H20 al 0,5% p/p y CaCl,-2H,0 al 0,5% p/p, pH 6,3

(i) Sal sulfato y sulfato de sodio:
glucosa al 2% p/p, soja en polvo al 1,5% p/p, glicerol al 0,02% p/p, aceite de soja al 0,2% p/p, K2HPO, al
0,3% p/p, NazS04 al 0,1% p/p, MgSO4-7H,0 al 0,5% p/p, y CaSO4-2H,0 al 0,5% p/p, pH 6,3

(iii) Sal sulfato, libre de sulfato de sodio:
glucosa al 2% p/p, soja en polvo al 1,5% p/p, glicerol al 0,02% p/p, aceite de soja al 0,2% p/p, K2HPO, al
0,3% p/p, MgS04-7H,0 al 0,5% p/p y CaS0O4:2H,0 al 0,5% p/p, pH 6,3

La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo que la
glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. Cuatro dias después del comienzo del cultivo principal,
se afadié una solucion de sal sodica de acido succinico de modo que la concentracion final fuera de 0,44% plv.
Téngase en cuenta que, el pH del medio de cultivo se ajustd a aproximadamente 6,9 con una soluciéon de NaOH
cuatro dias después del comienzo del cultivo principal en todos los casos. Once dias después del comienzo del
cultivo principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1 para la determinacién del contenido de DGLA. Los
resultados se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10

. . (i) Sal cloruro (i) Sal sulfato y (iii) Sal sulfato, libre de
Medios de cultivo (control) sulfato de sodio sulfato de sodio
Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 36,7 37,7 37,0
Contenido de DGLA por peso seco de células (mg/g 206 232 267
de células secas)
Contenido de DGLA por unidad de volumen de 76 87 99
medio de cultivo (mg/mL de medio de cultivo) ’ ’ ’
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 37,5 38,2 44,0

El uso del medio de cultivo de "sal sulfato y sulfato de sodio" condujo a un aumento tanto en el contenido de DGLA
por peso seco de células microbianas como en el contenido de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo en
comparacion con el medio de cultivo de control. También aumento el porcentaje de DGLA en los acidos grasos
totales contenidos en el lipido resultante. Ademas, se encontré que el uso del medio de cultivo de "sal sulfato y
sulfato de sodio" condujo a un aumento adicional en ambos contenidos.

Ejemplo 13: Cantidad de sal sulfato en cultivo de fermentador de jarra

Se cultivd Mortierella alpina S14 (precultivo durante tres dias y cultivo principal durante once dias) como en el
Ejemplo 12, excepto que el medio de cultivo principal (pH 6,3) contenia glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 1,5% p/p,
glicerol al 0,02% p/p, aceite de soja al 0,2% p/p, Ko2HPO4 al 0,3% p/p, MgS04:7H20 al 0,01% p/p, y CaSO4-2H,0 al
0,01% p/p. Once dias después del comienzo del cultivo principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1
para la determinacion del contenido de DGLA. El peso seco de células microbianas resultante por volumen del
medio de cultivo fue de 33,7 mg/mL, el contenido de DGLA por peso seco de células microbianas fue de 209 mg/g, y
el contenido de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo fue de 7,03 g/L.

Ejemplo 14: Efecto de la sal sulfato en la produccion de acido araquidénico

Se inoculé aproximadamente un asa de siembra de platino de Mortierella alpina 1S-4 en 100 mL de medio de cultivo
de siembra (glucosa al 2% p/p y extracto de levadura al 1% p/p, pH 6,3) y se precultivd durante tres dias con
movimiento oscilante reciproco a 100 rpm a 28°C. A continuacion, se introdujeron 25 L de medio de cultivo principal
en un recipiente de cultivo con agitacion centrifuga con aireacion de 50 L y la mezcla se esteriliz6. Después de que
toda la solucién de cultivo de siembra se inoculara en el recipiente, se llevé a cabo el cultivo a 26°C durante ocho
dias a una velocidad de aireacién de 1 vwm y una velocidad de agitacién de 300 rpm. Los principales medios de
cultivo, respectivamente, tenian las siguientes composiciones:

(i) Sal cloruro (control):

glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 3,1% p/p, glicerol al 0,02% p/p, aceite de soja al 0,1% p/p, K2HPO, al
0,3% p/p, NazSO04 al 0,1% p/p, MgCl,-6H,0 al 0,5% p/p y CaCl»-2H,0 al 0,5% p/p, pH 6,3

(i) Sal sulfato:

glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 3,1% p/p, glicerol al 0,02% p/p, aceite de soja al 0,1% p/p, K2HPO, al
0,3% p/p, MgS04-7H20 al 0,06% p/p y CaSO4-2H,0 al 0,06% p/p, pH 6,3

La glucosa se suministré de forma continua si era necesario en respuesta al consumo de glucosa, de modo que la
glucosa siempre estuviera presente en el medio de cultivo. Cuatro dias después del comienzo del cultivo principal,
se afadié una solucion de sal sddica de acido succinico de modo que la concentracion final fuera de 0,44% plv.
Téngase en cuenta que, el pH del medio de cultivo se ajustd a aproximadamente 6,9 con una soluciéon de NaOH
cuatro dias después del comienzo del cultivo principal en todos los casos. Ocho dias después del comienzo del
cultivo principal, se obtuvo una célula seca como en el Ejemplo 1 para la determinacion del contenido de ARA. Los
resultados se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11
Medios de cultivo (i) Sal cloruro (ii) Sal
(control) sulfato

Peso seco de células (mg/mL de medio de cultivo) 36,5 39,3
Contenido de ARA por peso de células secas (mg/g de células secas) 159 182
Contenido de ARA por unidad de volumen de medio de cultivo (mg/mL de medio

h 5,80 7,17
de cultivo)
Porcentaje de ARA en &cidos grasos totales (%) 47,0 45,8

Ejemplo Comparativo 2: Cultivo de DGLA con sal cloruro en un recipiente de cultivo de 10 kL

El cultivo de Mortierella alpina S14 se inicié con 6000 L en total de la solucion de cultivo inicial como en el Ejemplo
Comparativo 1, excepto que el medio de cultivo principal (pH 6,3) utilizado contenia glucosa al 2% p/p, polvo de soja
al 4% plp, glicerol al 0,02% p/p, KzHPO4 al 0,3% p/p, Na;SO4 al 0,1% p/p, MgCl,-6H-0 al 0,5% p/p, CaCl,-2H,0 al
0,5% p/p, aceite de soja al 0,1% p/p, y Adekanate al 0,01% p/p. El cultivo continué durante 10 dias, mientras que la
glucosa se suministré continuamente en el primer, segundo, tercer y sexto dias de cultivo, de modo que la glucosa
siempre estuviera presente en el medio de cultivo. El cuarto dia de cultivo principal, se afiadié una solucién de
succinato disodico hexahidratado al 1% p/v (60 kg, aproximadamente 0,44% p/v de acido succinico) y NaOH (1,26
kg) para ajustar el pH a 6,9.

Después del final del cultivo, se obtuvieron una célula microbiana seca y triglicéridos de acidos grasos que contenian
DGLA como en el Ejemplo Comparativo 1. El peso de la célula microbiana seca resultante por volumen de medio de
cultivo fue de 57,3 kg/kL, el contenido de DGLA por peso de la célula microbiana seca fue de 168 g/kg, y el
contenido de DGLA por unidad de volumen del medio de cultivo fue de 9,31 kg/kL. Ademas, el porcentaje de DGLA
en los acidos grasos totales resultantes fue de 41,8%.

Ejemplo 15: Cultivo de DGLA con sal sulfato en un recipiente de cultivo de 10 kL

Se cultivé Mortierella alpina S14 como en el Ejemplo Comparativo 2, excepto que el medio de cultivo principal (pH
6,3) utilizado contenia glucosa al 2% p/p, polvo de soja al 4% p/p, glicerol al 0,02% p/p, K:HPO4 al 0,3% p/p,
MgSO4-7H20 al 0,06% p/p, CaS0O4-2H,0 al 0,06% p/p, aceite de soja al 0,1% p/p, y Adekanate al 0,01% p/p.

Después del final del cultivo principal durante diez dias, se obtuvieron una célula microbiana seca vy triglicéridos de
acidos grasos que contenian DGLA como en el Ejemplo Comparativo 1. El peso de la célula microbiana seca
resultante por volumen de medio de cultivo fue de 60,5 kg/kL, el contenido de DGLA por peso de la célula
microbiana seca fue de 193 g/kg, y el contenido de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo fue de 11,70
kg/kL. Ademas, el porcentaje de DGLA en los acidos grasos totales resultantes fue del 42,3%.

Las cantidades de las células microbianas secas resultantes y los contenidos de DGLA resultantes en el Ejemplo
Comparativo 2 y el Ejemplo 15 se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12
ch?rrr? gzlz\cr)ativo 2 Ejemplo 15
Peso celular seco (kg/kL de medio de cultivo) 57,3 60,5
Contenido de DGLA por peso seco de células (g/kg de célula seca) 168 193
Coqtenido de DGLA por unidad de volumen de medio de cultivo (kg/kL de medio de 931 11.70
cultivo) ’ ’
Porcentaje de DGLA en acidos grasos totales (%) 41,8 42,3

Ejemplo 16-1: Alimento para mascotas |

La célula microbiana seca producida en el Ejemplo 11 se molié. Se afiadio la célula microbiana seca molida en una
cantidad de 0,5% en peso a una materia prima compuesta por harina de carne, extracto de pollo, maiz, arroz, soja,
grasa y aceite vegetal, y una mezcla de vitaminas para producir un alimento para mascotas. El alimento para
mascotas resultante (100 g) contenia aproximadamente 120 mg de DGLA, que era un nivel adecuado para su uso.

Ejemplo 16-2: Alimento para mascotas I
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Se produjo un alimento para mascotas utilizando una célula microbiana seca producida en el Ejemplo 15, como en el
Ejemplo 16-1. El alimento para mascotas resultante (100 g) contenia aproximadamente 97 mg de DGLA, que era un
nivel adecuado para su uso.

Ejemplo 17: Alimento de microorganismos para cria de juveniles y larvas de peces

Se cultivaron un rotifero y un camarén en salmuera utilizados como alimento para la cria de juveniles y larvas de
peces utilizando la célula microbiana seca molida producida en el Ejemplo 16-1. El método para el crecimiento fue el
siguiente: después de colocar 200 mL de agua de mar en una cisterna de 300 mL, se dejaron crecer 100
individuos/1 mL de rotiferos y 20 individuos/1 mL de camarones en salmuera bajo aireacion a 23°C mientras se
introducian las células microbianas secas en una cantidad que seria 1 g/10° rotiferos individuales por dia y 1 g/10°
camarones en salmuera individuales por dia. Tanto los rotiferos como los camarones en salmuera consumieron
células microbianas secas para su cultivo, lo que dio como resultado alimentos que contenian DGLA. Ambos son
aptos para alimentos destinados a la cria de juveniles y larvas de peces.

Ejemplo 18-1: Produccion de triglicéridos comestibles purificados |

Las células microbianas secas producidas en el Ejemplo 11 se sometieron a un proceso de purificacion extractiva,
por ejemplo, extraccion con hexano, desgomado, desoxidacion, decoloracion o desodorizacion para producir
triglicéridos comestibles purificados. El porcentaje de DGLA en los acidos grasos totales fue de 45,4%. Ademas, no
se detectaron hexano ni metales pesados en el triglicérido, lo que indicaba que el triglicérido era adecuado para
grasas y aceites comestibles.

Ejemplo 18-2: Produccion de triglicéridos comestibles purificados Il

Se produjo un triglicérido comestible purificado utilizando la célula microbiana seca producida en el Ejemplo 15 como
en el Ejemplo 18-1. El porcentaje de DGLA en los acidos grasos totales fue de 42,0%. Ademas, no se detectaron
hexano ni metales pesados en el triglicérido, lo que indicaba que el triglicérido era adecuado para grasas y aceites
comestibles.

Ejemplo 19: Preparacion de capsulas que contienen grasa y aceite extraidos de células microbianas secas

Se mezclaron gelatina (fabricada por Nitta Gelatin Inc.) y glicerol para aditivos alimentarios (fabricado por Kao
Corporation) a una razén en peso de 100:35 y se disolvieron en agua a una temperatura de 50 a 60°C para preparar
un recubrimiento de gelatina con una viscosidad de 2000 cp. A continuacion, el triglicérido comestible purificado
producido en el Ejemplo 18-1 o 18-2 y el aceite de vitamina E (fabricado por Eisai Co., Ltd.) se mezclaron a una
razon en peso de 100:0,05 para preparar un contenido. Utilizando el recubrimiento y el contenido, se llevaron a cabo
la encapsulacion y el secado mediante una operacion ordinaria para producir una capsula blanda que tenia un
contenido de 180 mg/capsula. Esta capsula blanda era adecuada para la administracion oral.

Ejemplo 20: Preparacion de una bebida que contiene grasa y aceite extraidos de células microbianas secas

Se mezclaron triglicérido comestible purificado producido en el Ejemplo 18-1 y lecitina de soja (fabricada por Tsu;ji Oil
Mill Co., Ltd.) a una razén en peso de 9:1 y se dispersaron uniformemente en agua para preparar una dispersion de
liposomas. Esta dispersion de liposomas se afiadié en una cantidad de 1/100 de volumen a zumo de naranja, agua
con gas, café, leche, leche de soja y sopa espesa para preparar (producir) bebidas como alimentos de acuerdo con
la presente invencién. Todas estas bebidas eran adecuadas para la ingesta oral.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir acido araquidénico (ARA) y/o acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA), comprendiendo
el método el cultivo Mortierella alpina capaz de producir acido araquidonico (ARA) y/o acido dihomo-gamma-
linolénico (DGLA), comprendiendo el método adicionalmente:

(a) afiadir un acido organico seleccionado del grupo que consiste en acido succinico, acido fumarico, acido
pirdvico y acido malico, o una mezcla de los mismos en una cantidad de 0,01 a 5% p/v a un medio de cultivo
tres dias o mas tarde después del comienzo del cultivo principal.

2. El método segun la Reivindicacion 1, que comprende adicionalmente

(b) aumentar el pH del medio de cultivo al intervalo de 6,9 a 7,2 tres dias o mas tarde después del comienzo
del cultivo principal; y/o

(c) afadir un sulfato metalico seleccionado del grupo que consiste en MgSQO,4, CaS04, K2SO4, FeSOs y
MnSO., o una mezcla de los mismos en una cantidad de 0,01 a 0,5% p/p al medio de cultivo principal.

3. Un método segun la Reivindicacion 2, en donde método comprende al menos la etapa (a) y la etapa (b), y en
donde la etapa (a) y la etapa (b) se llevan a cabo en diferentes momentos desde la adiciéon de una fuente de carbono
al medio de cultivo.

4. Un método segun la Reivindicacion 2 o 3, en donde el método comprende al menos la etapa (a) y la etapa (c), y
en donde la etapa (c) se lleva a cabo antes de la adicion de un medio de cultivo de siembra.
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