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DESCRIPCION

Microalga marina y su empleo en acuicultura
y en la obtencién de acidos grasos poliinsatura-
dos.

Campo de la invenciéon

Esta invencién se refiere a una cepa de una mi-
croalga marina productora de acido eicosapentae-
noico (EPA) y de 4cido docosahexaenoico (DHA)
y a su empleo en acuicultura y en la obtencién de
EPA y/o de un aceite rico en EPA y en DHA.
Antecedentes de la invenciéon

Los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) de
cadena larga son interesantes por su importancia
en la acuicultura y por su relacién con la salud
humana.

Dentro de los PUFA, son particularmente im-
portantes los miembros de cadena larga de la fa-
milia w-3 o n-3, en especial, el adcido eicosapenta-
enoico (20:5n3), en adelante EPA| y el 4cido do-
cosahexaenoico (22:6n3), en adelante DHA. que
proceden de la desaturacién y elongacion del
acido oleico (18:1n9), gracias a la intervencién de
las enzimas relacionadas (A-desaturasas y elon-
gasas) [Yongmanitchai, W. y Ward, O.P., Pro-
cess Biochemistry, 117-125 (1989); Bajpai, P. y
Bajpai, P.K., Journal of Biotechnology, 30:161-
183 (1993); Kennedy et al., Biothechnology and
Bioengineering, 42:625-634 (1993); Ratledge, C.,
Tibtech, 11:278-284 (1993)].

En relacién con la acuicultura se sabe que
los PUFA son componentes esenciales en la nu-
tricién de moluscos bivalvos y peces, habiéndose
demostrado que el desarrollo adecuado y la ca-
pacidad de supervivencia de los moluscos bival-
vos y de las fases tempranas de los peces de-
pende de una dieta rica en EPA y en DHA [Aa-
ronson et al., Algae Biomass., Shelef, G. and
Soeder, C.J. (Editors), Northolland Biomediacl
Press, 575-601 (1980); Langdon, C.J. y Waldock,
M.J., J. Mar. Biol. Assoc. UK, 61:431-448
(1981); Whyte, J.N.C., Aquaculture, 60:231-241
(1987); Ferndndez -Reiriz et al., Aquaculture,
83:17-31 (1989)].

Respecto a su importancia para la salud hu-
mana, se ha demostrado su relacién con la preven-
cién y el tratamiento de arterioesclerosis, trombo-
sis, artritis y algunos tipos de cdncer [Klausner,
A., Biotechnology, 4:947-953 (1986); Yongmanit-
chaiy Ward, 1989, citado supra; Sinopoulos, A.P.,
Am. J. Clin. Nutr., 54:438-463 (1991); First Eu-
ropean Congress on Microalgae and Health, Mon-
tpellier, Francia, Abril, 1993; Nettleton, J.A.,
Perspectives in Practice, 93:58-64 (1993); Iacono,
J.M. y Dougherty, R.M., Annu. Rev. Nutr.
13:243-260 (1993)] a través de su interconversién
metabdlica en eicosanoides tales como prostaglan-
dinas, tromboxanos y leucotrienos. Se conocen
composiciones farmacéuticas que incorporan este
tipo de 4cidos en su formulacién.

Farmacolégicamente el EPA no tiene un efecto
simple sino multiple, fundamentalmente sobre va-
rios aspectos relacionados con el sistema circula-
torio. El conjunto de sus efectos pueden resumirse
en dos efectos basicos de tipo preventivo:

1) contribuyendo a una disminucién sustan-
cial del riesgo de infarto de miocardio [Nel-
son, A.M., Geriatrics, 12:103-116 (1972)]
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por medio de la accién combinada de los
siguientes efectos:

a) una accién contra la arteriosclerosis,
debido a una reduccién del nivel de
colesterol LDL, y a una reduccién del
nivel de triglicéridos plasméticos [Nel-
son, (1972), citado supra; Bronsgeest-
Schoute, et al., Am. J. Clin. Nutr.,
34:175 (1981); Dyerberg, J., Nutrition
Reviews, 44:125-134 (1986); Iacono y
Dougherty, (1993) citado supral;

b) una accién contra la trombosis, de-
bido a una reduccién de la velocidad
sanguinea y de la agregacién plaque-
taria y a un incremento de la pre-
sencia de antitrombina [Nelson (1972);
Bronsgeest-Schoute (1981); Dyerberg,
(1986); Iacono y Dougherty, (1993), ci-
tados supra); y

¢) disminuyendo la presién sanguinea,
tanto sistélica como diastdlica; y

2) ejerciendo una accién anticancerosa sobre
algunos tipos concretos de cancer.

El mecanismo molecular responsable de los
efectos previamente citados no estd perfectamente
caracterizado en todos sus detalles. No obstante,
se sabe que se ejerce a través de los eicosanoi-
des (prostagiandinas, tromboxanos y leucotrie-
nos) |Dyerberg, (1986), citado supra; Singh, G.
y Chandra, R.K., Progress in Food and Nutri-
tion Science, 12:371-419 (1988); Ansoleaga, J.J
y Coronas, R., Monografias Médicas/Dietética y
Nutricién, 3, 135-140 (1989); Leaf, D.A., Jano, 49
(914):39-42 (1990)]. Asimismo, se ha demostrado
un efecto directo sobre la expresién de los genes
lipogénicos hepaticos, existiendo un elemento de
respuesta al EPA en el ADN cercano al promotor
de esos genes.

Por su parte, el DHA tiene un papel especifico
como lipido estructural ya que forma parte de las
membranas y aparece en cantidades sustancial-
mente elevadas en el sistema nervioso central, en
la retina, testiculos y esperma [Singh y Chandra,
(1988), citado supra]. La deprivacién nutricio-
nal de DHA provoca disturbios neuronales, ta-
les como visién borrosa, escierosis multiple y dis-
trofia muscular, entre otros, [Singh y Chandra,
(1988) citado supra; Innis, S.M., Prog. Lipid.
Res., 30:39-103 (1991)).

Se han sugerido multiples papeles para el
DHA en las membranas bioldgicas, principal-
mente en las interacciones lipo-proteicas con la
acetil-colinesterasa y con la protein-kinasa C, en-
tre otras, [Singh y Chandra, (1988), citado suprd].
Aunque su funcién molecular exacta es desco-
nocida, la informacién disponible demuestra que
el DHA es crucial para el desarrollo de las fun-
ciones relacionadas con las membranas del sis-
tema nervioso central [Innis, (1991) y Sinopoulos,
(1991), citados supra]. En este sentido, el DHA
es nutricionalmente imprescindible durante el de-
sarrollo, antes y después del parto, cuando esta
forméndose el sistema nervioso [Innis, (1991), ci-
tado supra; Arbuckle, L.D.; e Innis, S.M., Jour-
nal of Nutrition, 123:1668-1675 (1993)], ya que
en esos momentos un aporte inadecuado de DHA
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provoca danos irreparables que no pueden ser re-
cuperados posteriormente [Innis. (1991), citado
supra).

Actualmente las inicas fuentes comerciales de
EPA y DHA son los aceites de pescado de los que
se extrae un concentrado lipidico rico en dichos
PUFA. El empleo de aceites de pescado plantea
diversos problemas ya que:

a) despiden un olor desagradable por lo que re-
sultan indeseables para muchas personas;

b) la presencia de contaminantes en el medio
marino, tales como pesticidas y metales pe-
sados, ya que tienden a concentrarse en las
grasas de los peces, convirtiéndose en un
peligro potencial [Plakas, S.M., y Guarino,
A .M., Proceedings of the Eleventh Annual
Tropical and Subtropical Fisheries Confe-
rence of the Americas, 275-283 (1986)] que,
inevitablemente, se convierte en un inconve-
niente a resolver durante el proceso de ex-
traccion;

¢) una produccién sujeta a fluctuaciones im-
predecibles, tanto en el volumen de captu-
ras como en la composicion relativa de los
peces de los que se extrae el aceite; y

d) la objecién que por motivos religiosos o
filos6ficos pueden poner las personas vege-
tarianas que rechazan ingerir productos de-
rivados de animales.

Asimismo, se ha estimado que la produccién
de EPA y DHA a partir del aceite de pescado
es insuficiente para cubrir las necesidades cre-
cientes del mercado, por lo que se han sugerido
otras fuentes alternativas, tales como hongos, ma-
croalgas y microalgas [Ben-Amotz et al., J. Phy-
col., 21:72-81 (1985); Iwamoto, H. y Sato, S., J.
Am. Oil Chem. Soc., 63:434 (1986); Borowit-
zka, M.A., Microalgal Biotechnology, Borowitzka,
M.A. & Borowitzka, L.J. (Editors), Cambridge
University Press, paginas 257-287 (1988); Yon-
gmanitchai y Ward, (1989), citado supra; Yon-
gmanitchai, W. y Ward, O.P., Phytochemistry,
30:2963-2967 (1991); Lépez Alonso et al., Aqua-
culture, 102:363-371 (1992); Lépez Alonso et al.,
Phytochemistry, 31(11): 3901-3904 (1992)].

El empleo de hongos como fuente alternativa
de EPA presenta el inconveniente de la presen-
cia de toxinas fungicas que son dificilmente eli-
minables y que, en cualquier caso, suponen un
coste adicional en el procesamiento de la bio-
masa para la obtencién del aceite o del EPA puro.
Por otra parte, los hongos son organismos he-
terétrofos para cuyo cultivo se requiere la adicion
de una fuente de carbono, lo que supone un en-
carecimiento del proceso de obtencién de la bio-
masa.

Algunas macroalgas parecen ser ricas en EPA
y no presentan los problemas mencionados con
las otras fuentes. Sin embargo, su empleo pre-
senta, los problemas de que su cultivo en masa no
estd bien desarrollado, su lentitud de crecimiento
respecto a los microorganismos y el requerimiento
de instalaciones extensivas y costosas.

Por consiguiente, sigue existiendo la necesi-
dad de disponer de una fuente de PUFA, especial-
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mente de EPA y de DHA, que supere los inconve-
nientes y problemas previamente mencionados en
relacién con las fuentes actuales y alternativas.

En respuesta a los problemas previamente
mencionados, la presente invencién proporciona
una cepa de una microalga marina productora de
EPA y DHA que puede utilizarse tanto en acui-
cultura como para obtener EPA y/o un aceite rico
en EPA y DHA.
Compendio de la invencién

Esta invencién proporciona una cepa de una
microalga marina, perteneciente al género Isochr-
ysis, que produce y contiene altas concentraciones
de EPA y DHA, por lo que es adecuada para su
empleo en:

(a) la nutricién de moluscos bivalvos y de lar-
vas de peces en instalaciones acuicultoras,

(b) la extraccién de un aceite rico en EPA y
DHA susceptible de ser utilizado en nu-
tricién humana y en pruebas clinicas, y

(¢) la extraccién y purificacién de EPA suscep-
tible de ser utilizado en nutricién humana,
en farmacologia y en pruebas clinicas, para
el tratamiento de diversas enfermedades.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién comprende, por una
parte, el aislamiento y caracterizacion de la cepa
de microalga marina productora de EPA y DHA
en altas concentraciones, y por otra, su empleo en
acuicultura y en la obtencién de EPA y/o de un
aceite rico en EPA y DHA. Todos estos aspectos
se describiran con mayor detalle a continuacion.
1. Cepa microalgal
1.1. Aislamiento de la cepa microalgal

Para el aislamiento de la cepa microalgal pro-
porcionada por esta invencién se ha seguido el
método de “evaluacion al azar y seleccion”, que
consiste, brevemente, en (a) cultivar diferentes ce-
pas o clones de distintos microorganismos bajo
condiciones adecuadas de nutrientes, luz, tem-
peratura, pH y aporte de aire, (b) extraer los
lipidos producidos por cada cepa, (c) analizar los
lipidos extraidos para determinar su composiciéon
en 4cidos grasos, y (d) seleccionar las cepas o clo-
nes que producian mayor cantidad de EPA y de
DHA.

Para la determinacién de los lipidos totales
se adopt6 el método propuesto por Richardson y
col., que basicamente coincide con el descrito por
Kochert [Kochert, G., en Physiological and Bio-
chemical Methods, S.A. Hellebust y S.S. Craigie
(Editors), Cambridge University Press (1978)].

Para la determinacién de los acidos grasos se
ha utilizado el método de transesterificacion di-
recta descrito por Lepage y Roy [Lepage, G., y
Roy, C.C., J. Lipid. Res. 25:1391-1396 (1984)],
que no necesita separaciéon previa de la fraccion
lipidica.
1.2. Caracterizacion de la cepa microalgal

La cepa que produjo mayor cantidad de EPA
y de DHA resulté ser una cepa de un alga mi-
croscopica (microalga) marina, perteneciente al
género Isochrysis, concretamente a la especie Iso-
chrysis galbana Parke, de la Familia Isochrysida-
ceae, Orden Isochrysidales, Clase Prymnesiophy-
ceae (=Haptophyceae), segtin se desprende de las
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caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas que pre-
senta.
1.2.1. Caracteristicas morfolégicas

Es un alga unicelular, con forma elipsoidal,
y un tamafio entre 4 y 6 um. Aparecen for-
mas méviles, con dos flagelos, y formas inmoviles.
Cuando se cultivan en medio sélido (agar), las
colonias, de color amarillo-limén, aparecen cons-
tituidas por células in-méviles de un tamano apro-
ximadamente 10 veces menor que el de las formas
normales en medio liquido.

A microscopia electrénica de transmision, las
células no presentan pared celular, y se obser-
van, en algunos casos, los restos de una envoltura
exterior posiblemente de naturaleza polisacarida.
Las células presentan entre 1 y 3 cloroplastos pe-
riféricos con laminillas estroméaticas que forman
grana, y, frecuentemente, con granulaciones pa-
tentes menos refringentes; 2-3 mitocondrias de
crestas tubulares; un nicleo con nucleolo fuerte-
mente patente; aparato de Golgi en las cercanias
del ntcleo; reticulo endoplasmatico rugoso dis-
tribuido por todo el citoplasma; vacuolas méas o
menos abundantes segun el estado fisiologico de la
célula (mds numerosas en cultivos deprivados de
nutrientes) con un contenido que va desde trans-
parente hasta levemente opaco a los electrones.

A microscopfia electrénica de barrido, no se ob-
serva una envoltura externa con perfil geométrico
regular sino una envoltura que va desde comple-
tamente lisa, a ligeramente mamelonada o con ex-
crecencias, segun la edad del cultivo. En los cul-
tivos deprivados las células tienden a agruparse
adhiriéndose unas a otras por la envoltura capsu-
lar.

1.2.2. Caracteristicas fisioldgicas

La cepa microalgal proporcionada por esta in-
vencion presenta las siguientes caracteristicas fi-
siolégicas:

a) tiene una velocidad especifica de crecimien-
to maxima en cultivos discontinuos de 0,032
h~!, aunque dicha velocidad es superior en
cultivos continuos (0,038 h=1);

b) crece adecuadamente en un intervalo de
temperatura comprendido entre 18°C vy
25°C, si bien la temperatura éptima de cre-
cimiento es de 20°C. A 30°C no crece aun-
que al volver a la temperatura éptima se
reanuda el crecimiento;

¢) soporta un intervalo de pH amplio, de 7 a
9,5, aunque un pH de 7,65 a 8,00 es el pH
Optimo para su crecimiento;

d) requiere la adicién de vitaminas, tales como
biotina, tiamina y cianocobalamina, en muy
bajas proporciones, para un desarrollo ade-
cuado de los cultivos;

e) cultivada a 20°C en un fermentador agitado
por paletas y con iluminacién continua, pro-
duce biomasa microalgal en una cantidad
promedio de 0,5 g/1.d;

f) cultivada a 20°C en un fermentador agitado
por paletas y con iluminacién continua, pro-
duce biomasa microalgal susceptible de ser
utilizada para la extraccién de un aceite con
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un contenido de aproximadamente un 30%
en peso, en EPA y de un 10% en peso, apro-
ximadamente, en DHA;

g) cultivada a 20°C en un fermentador agitado
por paletas y con iluminacién continua, pro-
duce EPA en una cantidad de, al menos,
39,5 mg por gramo de materia seca;

h) cultivada a 20°C en un fermentador agitado
por paletas y con iluminacién continua, pro-
duce EPA en una cantidad media de, apro-
ximadamente, 4,65 % sobre peso seco de
biomasa;

i) cultivada a 20°C en un fermentador agitado
por paletas y con iluminacién continua, pro-
duce DHA en una cantidad media de, apro-
ximadamente, 1,42% sobre peso seco de bio-
masa.

1.2.3. Ciclo vital

Aunque no se conoce totalmente su ciclo vital,
se ha podido averiguar que existen, al menos, tres
tipos celulares, concretamente:

(a) de pequetio tamarfio (en agar),
(b) de tamafio normal con flagelos, y
(¢) de tamafo normal sin flagelos.

Asimismo, existen evidencias indirectas de la
existencia de reproduccién sexual en algin esta-
dio.

1.2.4. Caracteristicas de cultivo

La cepa de la invencion crece en un medio de
cultivo liquido, tal como el constituido por el me-
dio de Ukeles modificado [Ukeles, R., Biological
Bulletin, 120:255-264 (1961)], al que se le agrega
agua de mar filtrada a través de un filtro Millipore
de 0,22 pm.

Asimismo, la cepa puede crecer en un medio
de cultivo sélido que contiene el mismo medio de
cultivo liquido citado previamente, pero solidifi-
cado con agar al 1,5%.

1.2.5. Depdésito de la cepa microalgal

Una nuestra de la cepa microalgal propor-
cionada por esta invenciéon ha sido depositada
en la Culture Collection of Algae and Protozoa
(CCAP), Dunstaffnage Marine Laboratory, Esco-
cia, Reino Unido, el 3 de Agosto de 1993, corres-
pondiéndole el n° de depésito CCAP 927/15.
1.3. Mantenimiento de la microalga

La microalga puede mantenerse en medio
liquido o en agar, utilizando el medio de cultivo
antes mencionado (véase el Ejemplo 2 para una
descripcion detallada de la composicién del me-
dio de cultivo). Para los cultivos de reserva se
pueden utilizar, por ejemplo, matraces Erlenme-
yer de 100 ml, taponados con algodén graso, sin
agitacién y sin aireacién, y mantenidos bajo ilu-
minacién continua a la intensidad de 50 W /m?.
1.4. Cultivo continuo

El cultivo continuo se puede llevar a cabo en
un fermentador o fotobiorreactor provisto de los
elementos de control adecuados, concretamente,
elementos de control de pH, oxigeno disuelto, agi-
tacion, temperatura, aireacién, iluminacién, su-
ministro de nutrientes y antiespumante, que, pre-
feriblemente, disponga de una salida da comuni-
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cacion en serie que permita su supervision, con-
trol y captura de datos mediante un ordenador.

La medida del PH se puede realizar mediante
un electrodo adecuado, ejerciéndose el control
del pH mediante, por ejemplo, un controlador
proporcional-integral-derivada (PID) que opera
sobre dos bombas conectadas a unos depdsitos
de acido o base. De forma simultidnea y venta-
josa, el controlador puede operar sobre una elec-
trovalvula que permita la adicién de COs puro
a la corriente de aireacién, para que el control
del pH se ejerza sin anadir disoluciones acidas y
cubriendo el requerimiento de COs por parte de
las células al objeto de que éstas mantengan su
actividad fotosintética.

La medida de oxigeno disuelto puede reali-
zarse mediante, por ejemplo, el empleo de un elec-
trodo polarografico, pudiéndose ejercer el control
del oxigeno disuelto mediante un controlador PID
que actia variando la velocidad de agitacién en
funcién del contenido de oxigeno en el seno del
cultivo.

La agitacién puede producirse, por ejemplo,
por un servomotor desmontable. La velocidad de
agitacion puede ser controlada por un sistema que
suministra la potencia necesaria para mantenerla
independientemente de la viscosidad del medio.
Sobre el eje del agitador pueden estar fijadas unas
turbinas provistas de paletas.

La temperatura puede medirse en el seno del
cultivo con una sonda apropiada y puede ser con-
trolada por un controlador PID que actiia sobre
el caudal que bana la camisa de termostatacién
del fermentador.

El aire a introducir debe ser esterilizado, por
ejemplo, por filtracién a través de cartuchos Milli-
pore de 0,22 um. Antes del filtro de esterilizacién,
puede introducirse el caudal de CO5 que viene de
la electrovélvula (control de pH) mezcldndolo asi
con el aire antes de introducirlo al seno del cul-
tivo.

La intensidad de la iluminacién incidente,
puede ser proporcionada por ldmparas apropia-
das.

Para el cultivo continuo de la cepa microalgal,
en primer lugar se esteriliza el fotobiorreactor en
conjunto, por ejemplo, en un autoclave a 120°C
y 2 atmosferas durante 60 minutos.

El medio de cultivo se puede suministrar me-
diante una bomba peristdltica que aspira del re-
cipiente de reserva de medio y lo introduce en
el reactor. La velocidad de flujo dependera del
didmetro del tubo de silicona utilizado y se puede
regular ajustando el porcentaje de tiempo en que
la bomba funciona a velocidad constante.

Para la inoculacién del reactor se preparan
una serie de precultivos, que consisten en unos
cultivos “batch” con un caudal de aireacién apro-
piado mantenidos en las condiciones adecuadas,
en fase exponencial de crecimiento, en matraces
provistos de tapén de caucho con entrada al bur-
bujeador y salida de aire, estando ambos extremos
provistos de filtros Millipore de 0,22 pm.

La toma de muestras de cultivo puede reali-
zarse mediante un tubo en U, que en una rea-
lizacién particular puede estar provisto de una
valvula de cierre, un alojamiento para el frasco
receptor y una pera de goma para succionar.
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El efluente del reactor se almacena en un reci-
piente de cosechado, separandose peridédicamente
la biomasa por centrifugacién como un lodo denso
que se congela y liofiliza.

Operando en las condiciones descritas previa-
mente, se ha podido comprobar que la cepa mi-
croalgal proporcionada por esta invencion tiene
una velocidad especifica de crecimiento maxima,
en cultivos continuos de 0,038 h~1.

2. Empleo de la cepa microalgal en acuicultura

Debido al elevado contenido en EPA y DHA
que presenta la cepa microalgal proporcionada
por esta invencién, se ha ensayado su empleo en la
nutricién de larvas de moluscos, comprobandose
que la cantidad de microalgas de esta invencién
que satisface el requerimiento nutricional de las
larvas de Pecten mazimus es de 10* células de
Isochrysis galbana [CCAP 927/15] por larva de
Pecten mazximus y por ml de cultivo.

3. Obtencidn de un aceite rico en EPA y en DHA

La invencién proporciona un procedimiento
para la obtencién de un aceite rico en EPA y en
DHA que comprende cultivar, bajo condiciones
adecuadas, una cepa de la microalga marina Iso-
chrysis galbana [CCAP 927/15] y aislar el aceite
rico en EPA y en DHA.

Las condiciones de cultivo que permiten maxi-
mizar la productividad en PUFA incluyen las de
mantener un cultivo en quimiostato a una veloci-
dad de dilucién de 0,024 h—!, aumentar el aporte
de nutrientes del medio de Ukeles [citado supra)
de modo que el contenido de micronutrientes se
multiplica por dos y el de macronutrientes por
cuatro, mantener una aireacién y agitacién sua-
ves, aportar didxido de carbono mediante un pH-
stato fijando como pH de control un valor de 8,00,
mantener la intensidad de irradiacién incidente en
torno a 420 W/m? en el espectro visible y man-
tener la temperatura a unos 20°C aproximada-
mente.

Para el aislamiento del aceite rico en EPA
y DHA, la biomasa microalgal liofilizada previa-
mente separada se trata con alcohol, preferente-
mente etanol, en una relacién de 1 g de biomasa
por 75 ml de alcohol, bajo agitacién a tempera-
tura ambiente durante 1 hora, con lo que se ob-
tiene un extracto que contiene los lipidos de la
microalga. A continuacién, los lipidos contenidos
en la disolucién alcohdlica se extraen con cloro-
formo, en una relacién de 100 ml de cloroformo
por gramo de biomasa microalgal, mediante 5 ex-
tracciones parciales con 20 ml de cloroformo cada
una (5x20 ml), elimindndose posteriormente el di-
solvente por evaporacién a vacio. Todo el proce-
dimiento se realiza en atmésfera de nitrégeno.

La cantidad tipica promedio de aceite rico
en EPA y DHA obtenida con la cepa microal-
gal proporcionada por esta invencién es de 106,4
mg.171.h~!. El aceite asi obtenido tiene un conte-
nido medio de un 30% aproximadamente en EPA
y de un 10% aproximadamente en DHA.

4. Extraccion de EPA

Adicionalmente, la invencién proporciona un
procedimiento para la obtencién de EPA que com-
prende cultivar, bajo condiciones adecuadas, una
cepa de la microalga marina Isochrysis galbana
[CCAP 927/15] y aislar el EPA formado.

Las condiciones adecuadas de cultivo de la



9 ES 2 088 366 Bl 10

cepa microalgal son las mismas que las citadas en
el apartado anterior ya que con ellas se obtiene
una maximizacién en la productividad de EPA.

Para la separacion del EPA de la biomasa mi-
croalgal se lleva a cabo un proceso que, basica-
mente, consta de las fases siguientes:

a) extraccién de los dcidos grasos contenidos
en la biomasa por saponificacién directa de
la misma con una disolucién alcalina en un
alcohol, preferentemente KOH en etanol,
durante 8 horas a temperatura ambiente,
con una relacién biomasa/sistema extrac-
tante de 1 g de biomasa por 75 ml de al-
cohol, mas 1,6 g de KOH por cada gramo
de biomasa;

b) concentracién en EPA del extracto de aci-
dos grasos anterior mediante la reaccién con
urea, utilizando metanol como disolvente,
en una relacién urea:acidos grasos (p:p) de
4:1 y con una temperatura final de cristali-
zacion de los aductos de 4°C; y

¢) purificacién final del EPA mediante la se-
paracion de una fracciéon de muy alta pu-
reza en EPA por HPLC (cromatografia
liquida de alta resolucién) utilizando el con-
centrado anteriormente descrito, una co-
lumna de fase reversa C18, una fase mdvil
constituida por metanol-agua (1% 4cido
acético [AcH])(80:20) o etanol-agua (1%
AcH)(70:30) y con una velocidad de flujo de
3,5 cm/min para el sistema metanol-agua,
y de 1,75 cm/min para el sistema etanol-
agua.

La caracterizacién del EPA obtenido se puede
realizar por cromatografia de gases de la fraccién
obtenida y por espectroscopia de absorcién en el
ultravioleta de la misma fraccion.

La cantidad tipica promedio de EPA obte-
nida con la cepa microalgal proporcionada por
esta invenciéon es de, aproximadamente, 23,2
mg.l"L.h™!, mientras que la cantidad tipica pro-
medio de DHA obtenida con dicha cepa microal-
gal es de 6,3 mg.1~L.h~! aproximadamente.

El empleo de la cepa microalgal proporcionada
por esta invencién presenta las siguientes venta-
jas:

a) biomasa con un olor marino agradable;

b) biomasa libre de metales pesados, pestici-
das o cualquier otro contaminante ya que
se cultivan en condiciones controladas;

¢) produccién estable a lo largo de todo el ano
debido al cultivo en condiciones controla-
das;

d) composicién quimica fiable y estable;

e) aceptacién éptima por todas las personas ya
que son una fuente vegetal,

f) ausencia practicamente total de colesterol;

g) materia prima adecuada para procesos de
extraccion debido a la fiabilidad y estabili-
dad de su composicién; y
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h) etiqueta de “producto de microalgas” que
es 6ptima para el mercado.

La expresién “cepa microalgal proporcionada
por esta invencion” pretende incluir no sélo la
cepa de la microalga marina Isochrysis galbana
[CCAP 927/15] sino cualquier mutante o variante
de la misma capaz de producir niveles similares
de EPA y DHA.

Los siguientes Ejemplos sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencién y no deben ser
considerados en sentido limitativo de su alcance
sino como ilustrativos de la misma.

Ejemplo 1
Aislamiento de la cepa microalgal

Se cultivaron diferentes cepas o clones de dis-
tintos microorganismos bajo condiciones adecua-
das, en cada caso, de nutrientes, luz, tempera-
tura, pH y aireacién.

A continuacién, se extrajeron los lipidos pro-
ducidos por cada cepa, mediante el método pro-
puesto por Richardson y col., que basicamente
coincide con el descrito por Kochert [citado su-
pra]. Para ello, a 100 mg de biomasa, colocada
en el poter manual, se adicionan 6 ml de cloro-
formo:metanol en una proporcién 2:1 y se procede
a su homogenizacion. Posteriormente se vierte el
contenido en un tubo de rosca y se agregan 3 ml
de HCI 0,1N y 0,15 ml de MgCly al 0,5%, para
precipitar las proteinas. Después de centrifugar a
3500 r.p.m. durante 15 minutos se separa el ex-
tracto lipidico y sobre el residuo se hace una se-
gunda extraccion, reuniendo la fase organica con
la anterior en un tubo previamente tarado. Todo
el extracto lipidico se lleva a sequedad bajo co-
rriente de nitrégeno y se mantiene en estufa a
45°C durante 15 minutos. Pasado ese tiempo se
pesa y se repite la operacién hasta pesada cons-
tante, obteniendo asi los lipidos totales contenidos
en la biomasa seca.

A continuacién, se analizaron los lipidos ex-
traidos al objeto de determinar su composicién en
acidos grasos, mediante el método de transesteri-
ficacién directa descrito por Lepage y Roy [citado
supra]. Para ello, en un tubo de rosca se colocan
10 mg de biomasa seca a la que se adiciona 1 ml
de cloruro de acetilo-metanol en una proporcién
1:500 (v/v) y un pequeno agitador magnético. Se
somete a metanolisis a 100°C durante una hora.
Una vez enfriado el contenido a temperatura am-
biente se anaden 1 ml de hexano y 1 ml de agua
destilada, se agita y se centrifuga para ser alma-
cenado a 4°C. Antes de la inyeccién en el cro-
matografo, se lleva a sequedad bajo corriente de
nitrégeno y se resuspende en 100 pl de hexano.

Para la cuantificacién de los acidos grasos,
se agregan, antes de la metanolisis de Lepage y
Roy, 5 pl de disolucién de acido nonadecanoico
preparada pesando 31,25 mg del patrén puro de
SIGMA que se llevan a 1 ml usando como disol-
vente una mezcla de metanol-benceno 3:2. La uti-
lizacién de un método basado en el empleo de un
patrén interno requiere ademas la evaluacién de
los distintos coeficientes de respuesta del detector
de ionizacién de llama (FID, Flame-Ionization-
Detector) ante cada especie a detectar, pues di-
fieren en insaturaciéon y nimero de carbonos en la
cadena. Para ello se llevé a cabo una calibracion
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en la cual se determiné la respuesta del detec-
tor ante cantidades iguales de acidos de 14, 16,
18, 20 y 22 carbonos provinientes de patrones de
SIGMA.

La determinacién de la naturaleza y contenido
de cada uno de los ésteres metilicos se efectia en
un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5930A
provisto de detector de ionizacién de llama, co-
nectado a un integrador HP 3394, con el siguiente
programa de temperaturas: temperatura inicial
del horno 150°C durante 8 minutos y a conti-
nuacién 3°C/min hasta conseguir 190°C, perma-
neciendo en esta temperatura durante 25 minu-
tos.

Se ha utilizado una columna capilar (SUPEL-
CO) de silice fundida de alta polaridad SP2330
de 30 m de longitud y 0,25 mm de didmetro in-
terno y 0,2 pm de espesor de pelicula. El flujo de
gas portador (N3) es de 0,8 ml/min equivalente
a una velocidad lineal de 0,268 m/s, y la relacién
de venteo es de 100:1. Tanto la temperatura del
inyector como la del detector es de 220°C.

En todas las determinaciones se inyectan 2 ul
de disolucién de ésteres metilicos. Los patrones
utilizados son “PUFAs-1”7 y “PUFAs-2”, n°® de
catalogo 4-7017 y 4-7033 de SUPELCO y “Lipid
Standard”, n° de catdlogo 189-15 de SIGMA.

Finalmente, se seleccionaron las cepas o clo-
nes que produjeron mayor cantidad de EPA y
de DHA, determinados estudiados para establecer
su clasificacion taxondmica, encontrandose que la
cepa que produjo mayor cantidad de EPA (apro-
ximadamente un 4,65% sobre peso seco de bio-
masa) y de DHA (aproximadamente un 1,42% so-
bre peso seco de biomasa) resulté ser una cepa de
un alga microscépica marina, de la especie Iso-
chrysis galbana Parke, depositada en la CCAP
con el n° de accesién CCAP 927/15, cuyas carac-
teristicas se mencionan en el apartado 2 anterior.
Ejemplo 2
Mantenimiento de la cepa microalgal

La cepa microalgal proporcionada por esta in-
vencion puede mantenerse en un medio de cultivo
liquido, tal como el constituido por el medio de
Ukeles modificado [Ukeles, R., citado supra], al
que se le agrega agua de mar filtrada a través de
un filtro Millipore de 0,22 pum, o en un medio de
cultivo sélido que contiene el mismo medio de cul-
tivo liquido citado previamente, pero solidificado
con agar al 1,5%. Para los cultivos de reserva se
pueden utilizar matraces Erlenmeyer de 100 ml,
taponados con un algoddén graso, sin agitacion y
sin aireacion, y mantenidos bajo iluminacién con-
tinua a una intensidad de 50 W/m?.
Composicion del medio de cultivo liquido

El medio de cultivo es una modificaciéon del
propuesto por Ukeles, [Ukeles, R., citado su-
pra] con una relacién N/P de 20. Se prepara
anadiendo 10 ml de una disolucién de reserva,
cuya composicion se muestra en la Tabla 1, por
cada litro de agua de mar filtrada mediante un fil-
tro Millipore de 0,22 ym de tamano de poro. El
medio asi preparado se esteriliza en autoclave a
120°C y 2 atm durante 60 minutos. Finalmente,
justo antes de la inoculacién, se anade 1 ml de
la disolucién de vitaminas que se indica en la Ta-
bla2.
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TABLA 1

Composicion de la disolucion de reserva

Componente Concentracién (g/1)
NaNOj 17,0
NaH2P04.2H20 1,56
MnCl,.4H50 0,0198
NasMo04.2H,0 0,0242
ZnCly 0,0136
CoCl3 0,0015
CuSOy4 0,00159
Citrato férrico 0,49
EDTA 0,968
TABLA 2
Composicion de la disolucion reserva de
vitaminas
Vitamina Concentracién (mg/1)
Tiamina 35
Biotina 5
Cobalamina 3
Ejemplo 3

Cultivo continuo de la cepa microalgal
3.1 Instrumentacion

Se realizé el cultivo continuo de la cepa mi-
croalgal proporcionada por esta invencién en un
fermentador de 5 litros de capacidad (New Bruns-
wick Scientific Bioflo III), provisto de los elemen-
tos de control de pH, oxigeno disuelto, agitacion,
temperatura, suministro de nutrientes y antiespu-
mante que dispone a su vez de salida de comuni-
cacion en serie que permite su supervision, control
y captura de datos mediante ordenador. Dicho
fermentador consiste en un cuerpo cilindrico de
vidrio (didmetro interno 17 cm y 31 cm de pro-
fundidad), encamisado en su parte inferior con
acero inoxidable, donde se aloja el circuito de ter-
mostatacion por el que circula agua de tempera-
tura controlada. La pared de vidrio dispone en
su parte superior de cuatro conexiones esteriliza-
bles de polipropileno, para permitir la adicién de
antiespumante, nutrientes, salida de cultivo como
rebosadero, etc.

El cuerpo cilindrico estd cerrado superior-
mente por un disco de acero inoxidable en el que
se encuentran los orificios necesarios para la ino-
culacién, suministro de medio, adicién de acido
o base para control de pH, vaina metalica para
colocar la sonda de temperatura. distribuidor de
gas, cosechado, tubo de toma de muestra, con-
densador del aire efluente, electrodos de oxigeno
disuelto y de pH. Asimismo, se encuentran incor-
porados el eje del agitador y su engranaje mon-
tados sobre una junta estanca que garantiza el
aislamiento del exterior.

La agitacién es producida por un servomo-
tor desmontable, colocado sobre el engranaje del
eje del agitador en el disco de cubierta del reac-
tor. Puede retirarse facilmente para el lavado y
esterilizado del recipiente, y colocarse de nuevo
para su reutilizacién. La velocidad de agitacién
puede variarse de 25 a 1000 r.p.m. y se encuen-
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tra controlada por el sistema que suministra au-
tomaticamente la potencia necesaria para man-
tenerla independientemente de la viscosidad del
medio. Sobre el eje estan fijadas dos turbinas de
6 paletas, colocadas la inferior a un didmetro de
turbina desde el fondo del recipiente, y la superior
a un didmetro y medio sobre la turbina inferior.
El reactor estd provisto de cuatro tabiques de-
flectores de 20,3 x 1,6 cm separados 0,3 cm de la
superficie interna.

La medida del pH se realiza mediante un elec-
trodo combinado Ingold esterilizable. El control,
en el intervalo de 2,00 a 12,00, se ejerce mediante
un controlador PID que opera sobre dos bombas
peristalticas conectadas a los orificios de adicién
de acido o base. Simultdneamente, el controla-
dor opera sobre una electrovdlvula que permite
la adicién de COs puro a la corriente de aireacién
para el control del pH sin adicién de disoluciones
acidas, cubriendo el requerimiento de COs por
parte de las células para mantener su actividad
fotosintética.

Para la medida del oxigeno disuelto se utiliza
un electrodo polarografico Ingold. La medida del
oxigeno disuelto se facilita en forma de porcenta-
jes de saturacién. El control [5-95%] se puede rea-
lizar con un controlador PID que actta variando
la velocidad de agitacién en funcién del contenido
de oxigeno en el seno del cultivo.

La temperatura puede seleccionarse en el in-
tervalo de 4 a 80°C, medida en el seno del cultivo
con una sonda de resistencia (Pt-100), y es con-
trolada por un controlador PID que actiia sobre
el caudal que bana la camisa de termostatacién
del fermentador.

El aire (1,5 1/min), esterilizado por filtracién
a través de cartuchos Millipore de 0,22 pm, es
introducido en el reactor a través de un distri-
buidor toroidal (didmetro 6 cm) en el fondo del
recipiente, concéntrico al eje del agitador, en el
que se han practicado cuatro orificios de salida
de aire (didmetro interior [Di] 0,75 mm) equidis-
tantes entre si. Antes del filtro de esterilizacién,
se introduce el caudal de CO5 que viene de la elec-
trovéalvula (control de pH) mezclédndolo asf con el
aire antes de introducirlo al seno del cultivo.

La intensidad de iluminacién incidente es de,
aproximadamente, 5,842x10'® quanta.cm™2.S7!
(208 W /m?) proporcionada por ldmparas fluores-
centes Osram Dulux EL (20W) de luz de dia, con
un reflector de aluminio que proyecta todo el haz
luminoso hacia el cultivo desde una disposicién
circular simétrica en torno al fotobiorreactor y lo
mas proximas posible a su superficie.

3.2 Procedimiento

En primer lugar, el fotobiorreactor, en con-
junto, se esteriliza en un autoclave a 120°C y 2
atm durante 60 minutos, incluidas las sondas de
pH y oxigeno disuelto. También se esterilizan las
gomas de silicona, los tubos de adicién, goteros
y filtros. En condiciones idénticas se esterilizan
los botellones de 5 litros destinados a reservorio
de medio y cosechado, los tapones de goma y las
conducciones. Todas las manipulaciones se llevan
a cabo bajo campana de flujo laminar.

A continuacién, se suministra el medio de
cultivo (Ejemplo 2), mediante una bomba pe-
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ristaltica que aspira del recipiente de reserva del
medio y lo introduce en el reactor por uno de
los orificios de la cubierta superior dispuesto para
ello.

El recipiente de reserva consiste en un botellén
de 5 litros de capacidad, de cuello estrecho, ce-
rrado mediante un tapén de caucho doblemente
perforado. Una de las perforaciones se corres-
ponde con la salida del medio hacia la bomba
peristaltica, y la otra con la apertura, para man-
tener la presién atmosférica dentro del recipiente,
estando provista de un filtro de un cartucho Mi-
llipore de 0,22 pm para mantener la esterilidad.

Simultdnea o posteriormente, se inocula el
reactor con un precultivo de la cepa microalgal
proporcionada por esta invencién que consiste en
un cultivo “batch” con un caudal de aireacién de
1 v.v~L.min~!, mantenido bajo iluminacién con-
tinua con una intensidad de 50 W/m?, en fase
exponencial de crecimiento, en matraces de un li-
tro de capacidad, provistos de tapén de caucho
con entrada al burbujeador y salida de aire, am-
bas provistas de filtros Millipore de 0,22 pm.

La toma de muestras del cultivo se realiza me-
diante un tubo en U, provisto de valvula de cie-
rre, alojamiento para el frasco receptor y pera de
goma para succionar. Para mantener la esteri-
lidad del cultivo, con la vélvula cerrada se pre-
siona la pera, se encaja herméticamente el frasco
receptor y se abre la vélvula. Una vez succio-
nada la cantidad de muestra requerida, se cierra
la valvula y se retira el frasco con la muestra.

El efluente del reactor se almacena en un re-
cipiente de cosechado. Periddicamente, por cen-
trifugacion, se separa la biomasa como un lodo
denso que es congelado y liofilizado.

Operando en las condiciones antes descritas,
es decir, en particular, cultivando la cepa microal-
gal a 20°C en un fermentador de 5 litros agitado
por paletas y con una iluminacién continua en
torno a 420 W/m?, se produce una biomasa mi-
croalgal en una cantidad de 0,5 g/1.d.

Ejemplo 4
Empleo de la cepa microalgal en acuicultura

Se realizé este ejemplo para evaluar la utilidad
de la cepa microalgal proporcionada por esta in-
vencién en acuicultura, en concreto, como compo-
nente de la nutricién de larvas de moluscos. Para
ello, se anadieron distintas cantidades de células
de la cepa microalgal de esta invencién a reci-
pientes que contenian distinto nimero de larvas
de Pecten mazimus en distintos volimenes, ob-
servandose que la cantidad de microalgas que sa-
tisface el requerimiento nutricional de las larvas
de Pecten mazimus es de 10% células de Isochrysis
galbana por larva de Pecten mazximusy por ml de
cultivo.

Ejemplo 5
Obtencion de un aceite rico en EPA y en DHA

Al objeto de maximizar la productividad en
acidos poliinsaturados, la cepa microalgal propor-
cionada por esta invencién se cultivé bajo unas
condiciones que incluyen mantener un cultivo de
la cepa microalgal en quimiostato a una veloci-
dad de dilucién de 0,024 h—!, aumentar el aporte
de nutrientes del medio de Ukeles (Ejemplo 2)
de modo que el contenido de micronutrientes se
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multiplique por dos y el de macronutrientes por
cuatro, mantener una aireacién y agitacién sua-
ves, aportar didxido de carbono mediante un pH-
stato fijando como pH de control un valor de 8,00,
mantener la intensidad de irradiacién incidente en
torno a 420 W/m? en el espectro visible y man-
tener la temperatura a unos 20°C aproximada-
mente.

La biomasa microalgal se trata con etanol de
96°, en una relacion de 1 g de biomasa por 75
ml de alcohol, bajo agitacién a temperatura am-
biente durante 1 hora, con lo que se obtuvo un
extracto con los lipidos de la biomasa microalgal.
A continuacién, los lipidos contenidos en la di-
solucién alcohdlica se extraen con cloroformo, en
una relacién de 100 ml de cloroformo por cada
gramo de biomasa microalgal, efectuandose di-
cha extraccion mediante 5 extracciones parciales
con 20 ml de cloroformo cada una de ellas (5 x
20 ml), elimindndose posteriormente el disolvente
por evaporacién a vacio. Todo el procedimiento
se realiza en atmésfera de nitrégeno.

La caracterizacion de los lipidos en 4cidos gra-
sos se realiza por transesterificacion directa segiin
el método de Lepage y Roy [citado supra] ana-
lizandose y cuantificaindose los ésteres metilicos
obtenidos por cromatografia de gases.

Un perfil caracteristico de los acidos grasos
presentes en la cepa microalgal proporcionada por
esta invencién, sobre peso seco de biomasa, es el
siguiente:

Acido graso Porcentaje sobre peso
seco de biomasa
14:0 1,79
16:0 2,35
16:1 2,71
16:2n4 0,04
16:3n4 0,05
16:4n21 0,04
18:0 0,07
18:1n9 0,15
18:2n6 0,34
18:2n4 0,03
18:3n6 0,06
18:3n3 0,12
20:1n9 0,02
18:4n3 1,60
20:2n6 0,03
20:4n6 0,06
20:5n3 (EPA) 4,65
22:6n3 (DHA) 1,42
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La cantidad tipica promedio de aceite rico en
EPA y DHA obtenida con la cepa microalgal pro-
porcionada por esta invencién es de, aproximada-
mente, 106,4 mg.1=1.h~1.

Ejemplo 6
Extraccion de EPA a partir de la cepa microalgal

Manteniendo las mismas condiciones de cul-
tivo citadas en el Ejemplo 5, se obtiene una ma-
ximizacién en la productividad en EPA. Para la
separaciéon del EPA se lleva a cabo un proceso
que, basicamente, consta de:

a) saponificar directamente los dcidos grasos
contenidos en la biomasa microalgal me-
diante la adicién de una disolucién de KOH
en etanol de 96° durante 8 horas a tempe-
ratura ambiente, en una relacién de 1 g de
biomasa por 75 ml de alcohol, més 1, 6 g de
KOH por gramo de biomasa, con lo que se
obtiene un extracto de acidos grasos;

b) tratar el extracto de dcidos grasos previa-
mente obtenido con urea, en metanol, en
una relacién urea:dcidos grasos (p:p) de 4:1
y con una temperatura final de cristali-
zacion de los aductos de 4°C, al objeto de
concentrar el EPA formado; y

¢) purificar el EPA mediante HPLC, utili-
zando el concentrado anteriormente des-
crito y en las siguientes condiciones croma-
tograficas:

- Columna de fase reversa C18

- Fase mévil: metanol-agua (1% acido
acético [AcH])(80:20), o etanol-
agua (1% AcH)(70:30)

- Velocidad de flujo:

3,5 cm/min para el sistema metanol-
agua, y

1,75 ¢cm/min para el sistema etanol-
agua.

La caracterizacién del EPA obtenido se puede
realizar por cromatografia de gases de la fraccién
obtenida y por espectroscopia de absorcién en el
ultravioleta de la misma fraccion.

La cantidad tipica promedio de EPA obte-
nida con la cepa microalgal proporcionada por
esta invenciéon es de, aproximadamente, 23,2
mg.l"1.h~!, mientras que la cantidad tipica pro-
medio de DHA obtenida con dicha cepa microal-
gal es de 6,3 mg.1~L.h~! aproximadamente.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de la microalga marina Isochrysis
galbana, productora de acido eicosapentaenoico
(EPA) y de dcido docosahexaenoico (DHA), de-
positada en la Culture Collection of Algae and
Protozoa (CCAP) con el n° de depédsito CCAP
927/15 o un mutante o variante de la misma.

2. Una cepa de Isochrysis galbana, segun
la reivindicacién 1, caracterizada porque crece
adecuadamente en un intervalo de temperatura
comprendido entre 18°C y 25°C, preferentemente
a 20°C.

3. Una cepa de Isochrysis galbana, segin la
reivindicacién 1, caracterizada porque crece en
un intervalo de pH comprendido entre 7 y 9,5,
preferentemente a un pH de 7,65 a 8,00.

4. Una cepa de Isochrysis galbana, segun la
reivindicacion 1, caracterizada porque requiere
la adicién de vitaminas, tales como biotina, tia-
mina y cianocobalamina, para un desarrollo ade-
cuado de los cultivos.

5. Una cepa de Isochrysis galbana, segin la
reivindicacién 1, caracterizada porque cultivada
a 20°C en un fermentador agitado por paletas y
con iluminacién continua, produce biomasa mi-
croalgal en una cantidad de 0,5 g/1-d.

6. Una cepa de Isochrysis galbana, segin la
reivindicacién 5, caracterizada porque cultivada
a iluminacién continua, produce biomasa microal-
gal susceptible de ser utilizada para la extraccién
de un aceite con un contenido de aproximada-
mente un 30% en peso en EPA y de aproximada-
mente un 10%, en peso, en DHA.

7. Una cepa de Isochrysis galbana, segin las
reivindicaciones anteriores, caracterizada por-
que cultivada a 20°C en un fermentador agitado
por paletas y con iluminacién continua, produce
EPA en una cantidad de, al menos, 39,5 mg por
gramo de materia seca.

8. Uso de una cepa de la microalga marina
Isochrysis galbana, segun las reivindicaciones 1 a
7, en la nutricién de larvas de peces y moluscos.

9. Uso de una cepa de la microalga marina
Isochrysis galbana, segun las reivindicaciones 1 a
7, para la obtencién de acido eicosapentaenoico
(EPA).

10. Uso de una cepa de la microalga marina
Isochrysis galbana, segun las reivindicaciones 1 a
7, para la obtenciéon de un aceite rico en acido
eicosapentaenoico (EPA) y en dcido docosahexa-
enoico (DHA).

11. Un procedimiento para la obtencién de un
aceite rico en acido eicosapentaenoico (EPA) y en
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acido docosahexaenoico (DHA), que comprende
cultivar, bajo condiciones adecuadas, una cepa de
la microalga marina Isochrysis galbana, segin las
reivindicaciones 1 a 7 y aislar el aceite rico en
EPA y en DHA.

12. Un procedimiento segin la reivindicacion
11, caracterizado porque el cultivo de dicha
cepa de Isochrysis galbana se efectiia a un pH de
8, con una intensidad de irradiacién incidente en
torno a 420 W/m? y a una temperatura de 20°C
aproximadamente.

13. Un procedimiento segun la reivindicacion
11, caracterizado porque para el aislamiento del
aceite rico en EPA y DHA, se trata la biomasa
microalgal con etanol, en una relaciéon de 1 g de
biomasa por 75 ml de alcohol, bajo agitacion a
temperatura ambiente durante 1 hora, y poste-
rior extraccién de los lipidos contenidos en la diso-
lucién alcohdlica con cloroformo, en una relacién
de 100 ml de cloroformo por gramo de biomasa
microalgal, en atmédsfera de nitrégeno.

14. Un procedimiento para la obtencién de
acido eicosapentaenoico (EPA), que comprende
cultivar, bajo condiciones adecuadas, una cepa de
la microalga marina Isochrysis galbana, segin las
reivindicaciones 1 a 7 y aislar el EPA formado.

15. Un procedimiento segun la reivindicaciéon
14, caracterizado porque el cultivo de dicha
cepa de Isochrysis galbana se efectiia a un pH de
8, con una intensidad de irradiacién incidente en
torno a 420 W/m? y a una temperatura de 20°C
aproximadamente.

16. Un procedimiento segun la reivindicacion
14, caracterizado porque la extraccién del EPA
de la biomasa microalgal comprende las etapas si-
guientes:

a) extraccién de los dcidos grasos contenidos
en la biomasa por saponificacién directa de
la misma con una disolucién alcalina en eta-
nol, durante 8 horas a temperatura am-
biente, con una relacién biomasa microal-
gal:sistema extractante de 1 g de biomasa
por 75 ml de alcohol, méas 1,6 g de alcali
por gramo de biomasa;

b) concentracién en EPA del extracto de aci-
dos grasos obtenido en la etapa a) mediante
la reaccién con urea, utilizando metanol co-
mo disolvente, en una relaciéon urea:acidos
grasos (p:p) de 4:1 y con una temperatura
final de cristalizacién de los aductos de 4°C;

y
¢) purificacién final del EPA mediante HPLC.
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