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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

©)

Patente de Invencion

SOLICITUD DE :
[ ] Patente de Modelo de Utilidad

" Capitulo 1. [ ] Capituloll.
@ Nombre:  SOLAZYME, INC.
SOLICITANTE IDENTIFICACION
(71) Direccién: 2251 Gateway Boulevard, South San Francisco,
California 94080, Estados Unidos
ce. [] w~t [
- Nacionalidad o Domicilio:  Estados Unidos de América
: “w Lugar de Constitucion: Estados Unidos de América CE. l:] . Otro D
Teléfono: Fax; Cual
E-Mail Numero
®) Nombre:  ALVARO CORREA ORDONEZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | pireccion: Avenida 82 No. 10-62 Piso 6 ce. nto [
O APODERADO
ce. [ ] ow [ ]
Teléfono: 6341500 Fax: 3762211 Cual
E-Mail: office.bogota@bakermckenzie.com Nimero  79.143.366 Usaquén TP 20281
@ Nombre: DAY, Anthony, G., DILLON, Harrison, Fields, BROOKS, Geoffrey, FRANKLIN, Scott
INVENTOR (ES) Direccion: 225 Gateway Boulevard South San Francisco, CA 94080 (US); 225 Gateway Boulevard South San Francisco,
CA 94080 (US); 225 Gateway Boulevard South San Francisco, CA 94080 (US); 225 Gateway Boulevard South
San Francisco, CA 94080 (US)
(72)

Nacionalidad o Domicilio:

Estados Unidos de América (Réspectivamente)

(5) pcT (85)

Solicitud Internacional No.
Publicacién Internacional No.

PCT/US2009/040123
W0/2000/126843

Fecha _09-04-2009
Fecha 15-10-2009

@ Titulo (54)

MODIFICACION QUIMICA DIRECTA DE BIOMASA MICROBIANA Y ACEITES MICROBIANOS

@ Clasificacién Internacional (51)

C12P 7/64 , C12P 1/04

. Prioridad

SI| X

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
us 09-04-2008 60/043,620
NO us 20-06-2008 61/074,610

ﬁ Comprobante de pago No.  10-82,206 — 10-86,643 — 10-86,368

Fecha __ OQctubre 28, 2010

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina
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ANEXOS \
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud
D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
D Poderes, si fuere el caso
D Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

D Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de 1a solicitud internacional al casteliano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

D Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas
De ser el caso, certificado de depdsito del material biologico

Arte final 12 x 12

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud
. D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Ofros: Extractos

@ FIGURA CARATERISTICA

Figura1

Poaosace ca &1 Suin (Favesiien

Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

] y . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS

SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT X MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL

{21} N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
{51) Clasificacién Internacional: C12P 7/64 , C12P 1/04

(71)Solicitante(s): _ SOLAZYME, INC.

(72) Inventor(es). DAY, Anthony, G., DILLON, Harrison, Fields, BROOKS, Geoffrey, FRANKLIN, Scott

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
60/043,620 09-04-2008 us
» 61/074,610 20-06-2008 us
(85) Fecha inicio fase nacional: 09-11-2010 - (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 15-10-2009
Fecha de presentacion de la solicitud: 09-04-2009 N° publicacion: WO 2009/126843

No. de solicitud:  PCT/US2009/040123

(54) Titulo:  MODIFICACION QUIMICA DIRECTA DE BIOMASA MICROBIANA Y ACEITES MICROBIANOS




3 SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

AR . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO

SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT _X__ MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL
{21} N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:

(51) Clasificacion Internacional: C12P 7/64 , C12P 1/04
(71)Solicitante(s) SOLAZYME, INC.
(72) Inventor(es): DAY, Anthony, G., DILLON, Harrison, Fields, BROOKS, Geoffrey, FRANKLIN, Scott

(74) Apoderado. ALVARO CORREA ORDONEZ

(30) Prioridad {31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
60/043,620 09-04-2008 us
61/074,610 20-06-2008 Us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 09-11-2010 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 15-10-2009
Fecha de presentacién de la solicitud: 09-04-2009 No. Publicacién: WO 2009/126843
No. de solicitud: PCT/US2009/040123

(54) Titulo: - MODIFICACION QUIMICA DIRECTA DE BIOMASA MICROBIANA Y ACEITES MICROBIANOS

(67) Resumen:  Se describen jabdn y productos cosméticos que pueden ser fabricados a partir de biomasa microbiana portadora de aceite via la
hidrélisis alcalina de glicerolipidos y ésteres de acido graso a sales de acido graso. Los aceites saponificados pueden ser combinados con una
variedad de aditivos para producir composiciones para uso como productos cosméticos, que pueden también contener ofros constituyentes de la
biomasa, en los que se incluyen aceites sin saponificar, glicerol y carotenoides entre otros.

.L CONTINUA AL RESPALDO ...




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio S EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA : SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N° de solicitud: (51) Int Cl: C12P 7/64 , C12P 1/04
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) SOLAZYME, INC.
(30) Prioridad ~ (31) No. 32) Fecha (33) Pais | (72) Inventor(es) DAY, Anthony, G., DILLON, Harrison, Fields,
60/043,620 09-04-2008 us ' BROOKS, Geoffrey, FRANKLIN, Scott
61/074,610 20-06-2008 us

(74) Apoderado: ~ ALVARO CORREA ORDONEZ

\

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  09-11-2010 {87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 15-10-2009
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 09-04-2009 N° publicacién: WO 2009/126843

No.de PCT/US2009/040123

(64) Titulo:  MODIFICACION QUIMICA DIRECTA DE BIOMASA MICROBIANA Y ACEITES MICROBIANOS

Reivindicacion(es): 1. Un método para modificar quimicamente biomasa microbiana que contiené lipidos, caracterizado
porque comprende:

(a) cultivar una poblacion de microbios;

(b) cosechar la biomasa microbiana, en donde la biomasa contiene por lo menos 5% en peso seco de
célula de lipido; y

(c) someter la biomasa a una reaccion quimica que modifica covalentemente por lo menos 1% del lipido.
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PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

mmmmcsm om A C m e m e e e e e o i— o

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

Date of mailing (day/month/year)
21 June 2010 (21.06.2010)

TERMES, Lance, A.
Townsend And Townsend And
Two Embarcadero Center, 8th Floor
San Francisco, CA 94111-3834
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Crew LLP

Applicant's or agent's file reference

26172-28-3PC

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2009/040123

International filing date (day/ménth/year)_
09 April 2009 (09.04.2009)

B4 the applicant

1. The following indications appeared on record concerning:

[C] the inventor

[] the agent

QJ

United States of America

Name and Address
_ SOLAZYME, INC.

Eccles Avenue
th San Francisco, CA 94080

D the common> representative
State of Nationality State of Residence
us - US
Telephone No.
650-780-4777
Facsimile No.

650-989-6700
E-mail address

[ the person

[] the name

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

the address

[] the nationality [] the residence

Name and Address

SOLAZYME, INC.

225 Gateway Boulevard

South San Francisco, CA 94080
United States of America

State of Nationality State of Residence

us us
Telephone No.

650-780-4777

Facsimile No.

650-989-6700

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:

P4 the receiving Office
[] the International Searching Autherity
[] the Authority(ies) specified for supplementary search

COOXC

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other: '

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 87 20

Authorized officer

e-mail pt03.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 03

Marquis Catherine

T mssma MATIANNIONL £ Trsaasnee s DANNN

1TMTINIDHYIAQN
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PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)
Date of mailing (day/month/year)
21 June 2010 (21.06.2010)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

" TERMES, Lance, A.

Townsend And Townsend And Crew LLP
Two Embarcadero Center, 8th Floor

San Francisco, CA 94111-3834
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Applicant's or agent's file reference

26172-28-3PC

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2009/040123

International filing date (day/month/year)
09 April 2009 (09.04.2009)

1. The following indications appeared on record concerning:

the applicant P4 the inventor [] the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
_1| DAY, Anthony, G. - uUs us
61 Eccles Avenue Telephone No.

outh San Francisco, CA 94080
United States of America

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

South San Francisco, CA 94080
United States of America

[ the person [ the name the address ] the nationality [ the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
DAY, Anthony, G. us us

225 Gateway Boulevard Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
Pd the receiving Office
[[] the International Searching Authority

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elected Offices concerned

OOxO

[ the Authority(ies) specified for supplementary search other:
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes . o
1211 Geneva 20, Switzerland _ Marquis Catherine
e-mail pt03.pct@wipo.int '
Facsimile No. +41 22 338 87 20 ' Telephone No. +41 22 338 74 03
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NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

* From the INTERNATIONAL BUREAU

EA R P W Y e

To:

TERMES, Lance, A.

Townsend And Townsend And Crew LLP
Two Embarcadero Center, 8th Floor

San Francisco, CA 94111-3834
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Dz;te of mailing (day/month/year)
21 June 2010 (21.06.2010)

Applicant's or.agent's file reference

26172-28-3PC

IMPORTANT NOTIFICATION

Interational application No.

PCT/US2009/040123

International filing date (day/month/year)
09 April 2009 (09.04.2009)

1 1. The following indications appeared on record concerning:

1 B4 the applicant B4 the inventor

[] the agent

[] the common representative

Name and Address
_1_DILLON, Harrison, Fields

' a61 Eccles Avenue
Qouth San Francisco, CA 94080

United States of America

State of Nationality State of Residence
- us us

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

[] the person [] the name

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerming:

D4 the address

1 Name and Address

DILLON, Harrison, Fields

225 Gateway Boulevard

South San Francisco, CA 94080
United States of America

[] the nationality [ the residence
State of Nationality State of Residence
Us us
Telephone No. -
Facsimile No.-

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
B the receiving Office
[] the International Searching Authority
[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

O00OxO

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 87 20

Authorized officer

Marquis Catherine
e-mail pt03.pct@wipo.int

Telephone No. +41 22 338 74 03

T NOTADIYNL £ Toeee e . ANANN
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Ftom the MERNATIONM BUREAU
P C T To:

NOTIFICATION OF THE RECORDING TERMES, Lance, A. o
: OF A CHANGE Townsend And Townsend And Crew LLP

Two Embarcadero Center, 8th Floor
: | San Francisco, CA 94111-3834
(PCT Rule 92bis.1 and ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Administrative Instructions, Section 422) - :
Date of mailing (day/month/year)
21 June 2010 (21.06.2010)

Applicant's or agent's file reference

26172-28-3PC IMPORTANT NOTIFICATiON
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/US2009/040123 09 April 2009 (09.04.2009)
1. The following indications appeared on record concerning:
B4 the applicant B the inventor [] the agent [] the common representative
Name and Address ‘ State of Nationality State of Residence
/\BROOKS, Geoffrey ' ' - US us

.61 Eccles Avenue Telephone No.

outh San Francisco, CA 94080
United States of America’

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

il thé_ person . [] the name B4 the address [] the nationality [] the residence

Name and Address State of Nationality | . State of Residence
| BROOKS, Geoffrey uUs us

225 Gateway Boulevard ‘ Telephone No.

South San Francisco, CA 94080
United States of America

Facsimile No.

-~ E-mail address
. [[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
. D the receiving Office
[} the International Searching Authority

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elected Offices concerned

OO

[[J the Authority(ies) specified for supplementary search other: .
The Intemnational Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes . .
1211 Geneva 20, Switzerland Marquis Catherine
. ' e-mail pt03.pet@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 87 20 : : Telephone No. +41 22 338 74 03 _
T s Y TIINIANL £ T em e ANNNN - T/MTTALTATTIN
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PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

TERMES, Lance, A.

Townsend And Townsend And Crew LLP
Two Embarcadero Center, 8th Floor

San Francisco, CA 94111-3834
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year) .
21 June 2010 (21.06.2010)

licant's or agent's file reference
P 8

26172-28-3PC

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2009/040123

International filing date (day/month/year)
09 April 2009 (09.04.2009)

1. The following indications appéared on record concerning:

g the applicant the inventor E] the agent [} the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence

_| FRANKLIN, Scott us us
)61 Eccles Avenue Telephone No.

outh San Francisco, CA 94080
United States of America

Facsimile No.

E-rﬁail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

South San Francisco, CA 94080
United States of America

9

[ the person [] the name B4 the address - [ the nationality [] the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
FRANKLIN, Scott . us us

225 Gateway Boulevard Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address )
O Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
B the receiving Office
[T] the International Searching Authority
[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

DO

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, _Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 87 20

Authorized officer

Marquis Catherine
e-mail pt03.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 03
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Propefty Organization

International Bureau

(43) Internétioha] Publication Date
15 October 2009 (1 5.10.2009)

) llllllIlllllllillllllllllll-lllllIllmllllllIllllllllllfllllllllllllllllIllllllllllllllﬂllllll

(10) International Publication Number

WO 2009/126843 A2

QY

@n
)

@5)
(26)

(30)-

m

(72)
(15

(74)

International Patent Classification:

Applicant (for all designated States except. US): . SO-i.v
LAZYME, INC. [US/US}; 561 Eccles Avenue, South

‘San Francisco, CA 94080 (US). :

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US onIy):'DAY,‘-.Anthdny‘, G. . -

[US/US]; 561 Eccles Avenue, South San Francisco, CA
94080 (US). DILLON, Harrison, Fields [US/US]; 561
Eccles Avenue, South San Franeisco; CAr 94080 (US).

BROOKS, Geoffrey [US/US];. 561 Eccles Avenue,
"South San Francisco, CA" 94080 (US). FRANKIIN,

Scott [US/US]; 561 Eécles Avenue, SouthSan Francisco,
CA 94080 (US). R

€2V

. .AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, -
'CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ

(34)

CI2P 7/64 (2006.01)
Internationé-lApplicationNumbei’: Lo -
, ~ PCT/US2009/04012

International Filing Date: . ‘ o

: 9 April 2009 (09.04.2009)
Filing Language: h Enghsh v
Publication Language: English™" -
Priority Data:: o
61/043,620 9 April 2008 (09.04.2008) Us
61/074,610 20 June 2008 (20.06.2098),_ ... Us _

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,

> 3

EC, EE, EG, ES, FI; GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,

HR, HU, D, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR,

KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,.

MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,'NO, -

NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG,
SK, SL, SM, ST;'SV, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,

UG, US,UZVC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States. (unless otherwise indicated, for every

kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
- GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, Sz, TZ, UG, ZM,

. ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,

“"MR,NE, SN, TD, TG).
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DIRECT CHEMICAL MODIFICAT] ON :
OF MICROBIAL BIOMASS AND MICROBIAL OILS

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS B
‘ _. -Y[O()Ol] The present apphcatxon isa nonprowsmnal and claims the benefit of 61/043, 620 ﬁled
April 9, 2008 dnd 61/074610 ﬁled “June 20, 2008 incorporated by reference in their entn'ety .
' for all purposes e ‘

‘ o REFERENCE TO A SEQUENCE LISTING
: [0002] Thrs apphcahon mcludes a sequence hstmg as'shown i in pages 1 12 appended

’ hereto

: L FI'ELD OF THE INVENTION
) '[0003] rhé"iﬁvenﬁdn r&i

m the fields. of genetlc engmeenng, aquaculture and the

.[0004] Increased demand for energy by the

. on-the cost.of fossil fuels. This; along with § mcreasmg mtcrest in reducmg air pol]ul:on has

spurred the development of domestic energy supplies and tnggered the development 6fn

petroleum fuels for internal combustion engmes For cornpresswn i gnmon (dxesel)

has been shown that the simple alcohol esters of fany acnds (b:odlesel) are acceptable as an' . -
altemabve diese] fuel. Biodiesel has a higher oxygen content than diesel derived from fossil

fuels, and therefore reduces emissions of pamculate matter, hydrocarbons, and carbon

@onexide, whlle also reducmgsulfur er'rﬁs_siorlsj _due le a 1_06»{ sulfur e‘drite__nl (Sheéﬁén;_i.f et
al., Life Cycle Inventory of Biodiesel and Petroleun Diesel for Use in an Urban Bus,

National Renewable Energy Laboratory, Report NREL/SR-580- 24089 ‘Golden, Colo. (1998); »
Graboskl M.S,, and R. L. McCormick, Prog. Energy Combust. Sei., 24: 125 164 (1998)).
[0005] Initial eﬁorts at the producnon, testmg, and use of brodlesel employed refined

edible vegetable oﬂs (expelled or recovered by solvent extrachon of oilseeds) and ammal fats
(e.g., beef tallow) as feedstocks for fuel symhesrs (see eg., Krawczyk, T., INFORM, 7: 800-
815 (1996); and Peterson C.L. et al. Applzed Engmeermg in Agriculture, 13: 71-79 (1997).
Further refinement of the methods has enabled. prodncnon of fatty acid methy! esters (FAME)
from cheaper, less }ughly reﬁned 11p1d feedstocks such as spent restaurant grease and soybean
soapstock (see eg, Mxttelbach M and P. Tntthart,J Am Oil Chem. Soc., 65(7):1185-1187
(1988); Graboslq M. S et aI The Eﬂ'ect of Biodiesel Composmon on Engme Emissions

1



@

'WO2000/126843 e  PCI/US2009/040123

from-a DDC Series 60 Diesel Engine, Final Report to USDOE/Nahona] Renewable Energy |

: 'Laboratory, Oontract No. ACG-8-17106-02 (2000).

{0006] .. For decades, photoautotrophic growth of algae has been pmposed as an attractive ;;

' method.of manufaclurmg biodiesel from algae; see A Look Back at the UJ.S. Depart_mem;of :

Energy’s Aquatic Species Program: Biodiesel from- Algae, NREL/TP-580-24190, John
Shee'hén,:Terﬁ ‘Dunzhay, John Benemann and Paul Roessler (1998). Many researchers
believe that because sunlight is.a “free” resource, photoatitorophic growth-of algaeis the . -
most desirable method of culturing microalgae as a feedstock for biofuel production (see, for
example Chisti, Biotechnol Adv. 2007 May-Jun;25(3):294-306: “heterotrophic production is
ot as efficient as using photosynthetic mlcroalgae - becaiise the renewable organic carbon
sources.required for growing heterotrophic microorganisms are produced ultimately by .
photosynthesxs usually in crop.plants”). Other research has not only assumed that -

_photoautotrophxc growth is the best way to grow mxcroalgae for biofuels, but also that tbm is

10 need.to: transesterify any materjal from microalgal. bmmass before mtroduotxon into a
diesel engjne (see Screagg et al., Enzyme and Microbial’ Technology; Vol.-33:7, 2003 Pages
884:889).. L e Joae o .
{0007} Photosynthetxc growth methods have been the focus of consrderable research over
the past-several decadts .spurred in part by the U.S. Depamnent of Energy’s | Ofﬁce of Fuels
Development, which funded a program to.dévelop renewable transportation.fuels from algae
during the period spahning 197810 1996,,»]'hc-pﬁncipal pr_oducﬁpn_design was centered. .- .

around-a series of shallow outdoor sunlight-driven ponds designed.as Traceways™ in which: .

algae, water and nutrients were circulated around a circular pond in proximity to'a source of,
waste CO; (e.g., a fossil fuel.powered electricity generatmg plant). :
{0008} - Transesterification of extracted/refined plant oils is conventionally pexfonned by
reacting a triacyiglycerol ("TAG") with a lower-alkyl alcohol (e.g., methanol) in the presence
of a catalyst (e.g., a strong acid orstrong ‘ba‘sc) to yield fatty acid alkyl esters (e.g., fatty acid
methyl esters or "FAME") and glycerol. o

[0009]-. As.described above, traditipna] biodiesel préduction has relied on éxtractéd and/or .
refined oils (expelled or recovered by solvent extraction of oilseeds) as a feedstock for the
transesterification process. Oil sources, including soy, palm, coconut, and canola, are v. o
commonly used, and extraction is pell'formed by drying the plant material and pretreatiﬁg the
matenial (e.g., by flaking) to facilitate penetration of the plant structure by a solvent, such as.
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hexane: Extmcu'on}of these oils for use as a starting material contrﬂ;;utes significantly to the -
cost of traditional biodiesel production. e )

[0010} . Similarto ﬂ)clsolv.ent extraction processes utilized to extract oils from dried plant -
materials, solvent extraction of oils from microbial biomass is carried out ixi‘the presence of .
an organic solvent. Solvent é)dmcﬁon in this context requires the use of a solvent that is
esSenﬁally immiscible ih water, such-as héxane, to produce a solvent phase, in which the oil
is soluble, and an aqueous phase; which retains the largely non-lipid portion of the: biomass.
Utnifortunately, in an industiial scale production; the volume of volatile, potentially -
carcinogenic, and flammable organic solvent that must be used for efficient extraction creates
hazardous operating conditions haﬁng’boﬂw envirommental and worker safety aspects.
Moreover, the solvent extraction process genéfates a substantial solvent waste streamn thzif :
requires proper disposal, thereby increasing overill production costs.

10611)* Alternatively; "solventless™extraction processes have beenreported; these employ
an aqueous solvent comprising no more than-about 5% organicsolvent for extmcﬁng"*.lipid#-.
from microorganisms for usé as a feedstock in a transesterification process forthe production

of biodiesel. Briefly, the "solventless” extraction procéss includes contacting a lysed-¢éll: -

mixture with an agueous solvent containing no more than about 5% organic 'sdlycﬁt (e.giss
hexane) to produce a phase separated mixture. The mixture-comprises a heavier aqueous . *
layer and a lighter layer corﬁpris‘ing‘ emulsified-lipids. The:extraction process is repéatéd]yi._ :

- performed on the lighter lipid layer until a non-emulsified lipid layer is.obtained:.
Unfortunately, the repeated isolation: snd washing of the lipid layer makes the "solventless”.
process particilarly laborious. - - -

[0012] There remains a need for cheaper, more efficient methods for extracting valuable
biomolecules derived from lipids produced by microorganisms. The present invention meets
this need.

SUMMARY -OF THE INVENTION.
[0013] In a first aspect, the present invention relates to the discovery that direct chemical
modification of lipid-containing microbial biomass can dramatically increase the efficiency
and decrease the cost of obtaining valuable materials derived from those lipids. Thus, in a
first embodimenﬁ then invention provides a method of chemically modifying lipid-containing
microbial bioma§s including the steps of culturing a population of microbes, harvesting
microbial biomass that contains at least 5% lipid by dry cell weight (DCW), and subjecting
the bioméss to a chemical reaction that gova]emly modifies at least 1% of the lipid. In some
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.embodiments, the- method furthet.includes separating the covalently.modified hp)d from other.

components of the biomass. . . B e .
10014} -"In various embodrments the ratio of the covalently modified hp1d to.the biomass . _
from which it is separated is’between 10% lipid and 90% biomass and 90% biorass. and. 10%
lipid by dry weight. In' some enibodiments, the step of separating the lipid from other .
components of the biomass includes.a phase separation step in'which the covalently modified

lipids form:a lighter non-aqueous phase and components of the biomass form one or more: _

heavier phases. In some emquime'ﬁts,-ihe biomass is subjected :to:thc chemical reaction. .

without a step of prior enrichment that increases the ratio of the lipids to.the non-lipid

material by more than 50% by weight. In other embodiments, the biomass is subjcr:ted to the
cheinical réaction witky4 step of prior earichment that increases the tatio of the lipids to the
dry weight of the microbes. In some embodiments, the harvested biomass is not: sui)j e,cied to
an.y ﬁ'eahﬁ'ent:other.ﬂ:an mé:-r'emm./'al-of ‘water.and/or _lysig'of the cells before the,chemical.

“reaction. In sorite-embodiments, the biomass subjected to the chemical ;Is?acﬁon;gdptarins'. .

components-otlier-than water in the: same rélaﬁ\'e proportions:as thé cell. cu]ﬁire Inseme -,
embodiments, the lipid content of thie biomass is-less than. .90% .of the biomass subjected ‘o
the chemical reaction. - o _ o AT R T
[0015]- In-one-embodiment; chemical modification of the. lipid-containing'mic‘mbial
biomass compn ses n-ansmetenfymg the biomass to generate a lipophilic phase oontammg faﬂy
acid alkyl estérs and a hydrop}uhc phase containing cell: maxenal and glycero] In some
embodiments, the method further comprises.removing water. from the biomass | prior to
subjecung the biomass to the - transesterifying ¢hemical reaction. In other embodiments, the
method forther comprises removing water from the, blomass after the disrupting of the
biomass. In some embodiments, removing water from the biomass is performed usmg a
method selected from the group consisting of lyophﬂlzatlon, dmm drying, and oven drymg
the biomass. : R S S
{0016] In some embodiments, in which the chemical modiﬁcéﬁon ofthe lipid—containing
microbial biomass comprises transesterifying the biomass, the method further comprises
disrupting the biomass prior to transesterifying the biomass. In some embodiments, water is
removed from the biomass prior to the disrupting of the biomass. In some embodiments;
disrupting the biomass comprises heating the biomass to generate a lysate. In other )
embodiments, di‘s_ruptjng the biomass comprises contacting the biomass with an acid or base

sufficient to generate a lysate. In still other embodiments, disn:pﬁng the biomass comprises
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contacting the bi_om'ass with one or more enzymes to generate a lysate. In some embodiments,
the biomass is contacted v}ith at least one profqasc and at Jeast one po]ysacchaﬁdé—dﬁgrading
enzyme. In some embodiménts, diérupting the biomass comprises mechanically lysing the
population of microbes o generate a lysate: 1 oihér'embodiments, disrupting the. biosrass
comprises Subjecting the biomass to osmotic shock io generate a lysate. In still other
emb’odiments,- disrupting the biemass comprises-infecting the.poplﬂéﬁoﬁ-of micrqbcs with-a

Iytic virus to generate a lysate. In other embodiments; disrupting the biomass comprises: -

inducing the expression-of'a lytic gene within the population of microbes to promote
autolysis and gmeraﬁoﬂ of alysate. . ’
[0017) 'In some embodiments 6f the chemical modification method in which the chemical
reaction-comprises &ansesteriﬁmﬁqm the fatty.acid alky! esters are fatty acid methy! esters or
fatty dcid ‘ethyl esters. In some embodiments, transesterifying the biomass comprises .- -
contacting the biomass-with-an alcohol and a base..In some embodiments, the alcohol is .,
selected from metlhanol, ethanol, propanel, isopropanol, arid mixtures thereof- In some .
embodiments, the base is sclccted from NaOH; KOH,; and mixtures thereof. In'one -
embodiment, the alcohol is methanol and the base is NaOH. In some érix_bodimcnts, L

~ transesterifying the biomass comprises contaéﬁng the biomass with an alcohol and a lipase.
In some embodiments, the lipase is expressed from an exogenous lipase gene within the
population of microbes. In some embodiments; expression of the exogenous lipase gene is -
induced by contacting the biomass with a stimujus to activate-an inducible promoter=.
controlling exprcséion of the exogenous lipase gene. . V
[0018] -In various embodiments, the amount of calcium and magnesium, combined, by - .

- weightin the lipophilic'phasq is no greater thhn 5 parﬁ per-million. In some embodiments,
the amount of phosphorous in the lipophilic phase is no greater than-0.001%, by mass. In
some embodiments; the'amount of sulfur in the lipophilic phase is no greater than 15 parts

" per million. In some embodiments, the amount of potassium and sodium, combined, by

weight in the lipophilic-phase is no greater than 5 parts per million. In some embodiments,
the total carotenoid content of the lipophilic phasé is no greater than 100 micrograms of
carotenoid per gram. In some embodiments, the total chlorophyll content in the lipophilic . —
phase is no greater than 0.1 mg/kg. ’
[0019] Insome embodiments, subjecting the biomass to a chemical reaction includes
contacting the biomass with an enzyme to catalyze the chemical reaction. In some

ernbddiments; the enzyme is 2 lipase. In one embodiment, the method further comprises

5
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listed i Table 2, and ini ‘other embodiments); the microbes afe selécted: ‘from thé grovp

. WO 20097126843 o -  PET/US2009/040123

separahng a hpophxlxc phase ¢containing the- covalenﬂy modlﬁed lipids fromn hydrop}nhc cell

material-of thé biomass.: < "=~ .

{0020} = Ir'ﬁrarioﬁsembodim:ants" of thié preseént i‘rll've'ntién,‘ the microbeés ﬁ'n‘d"ﬂie resulting * -

" microbial biomass are selected from the grotipconsisting of biictetia, cyanobacteria; .
* eukaryotic microalgae; oleagincus yéast, anid furigi. In some embodizaénts; the microbés afe’

selected from the group consisting-of-the eukaryotic microalgae listed in Table 1. In somé

enibodiriients, the miciobes arc a'species of the gents Chilovella; and in various embodiinents,

the species is:selected from the group consisting of Clilorélla fisca, Chlorella protothecoides,
Chlorella pyrenoidosa;: Chlorella kessleri,"Chlorella vulgaris; Chiorella sdébhdféﬁhib, :
Chlorella sorokiniana'and Chlorella ellipsoided. In one enibodimeént, the species is Chlorelia
protothécoides. < In:some embodiments; the microbes is'a’ speties of the genvs Profotheta; or
the species is selected from the. group consisting of Profotheca: wickerkainii; Prototheca’
stagnora, Protothéca portoricensis, Prototheca inoriformis, and Prototheca zopfii. some

embodiments,’ the microbes are selected-from.the group'consisting of the’ oleagmous yeast

consxstmg of the fungi listed in Tablé 3. In'some embodunents, the- mlcmbxal biomass" -
comprises:a mixture of biomass from two distinct strains orspecies'of microbés: that have *
been sc‘pa'ratély ciltured: In one embodiment, at least two6f the distinci strains or §pééié§' of
microbes have different glycerolipid profiles: In Somé embodiments, the species his a bigh
degree of taxonomic similarity to members of the Chlorella or Prototheca. generig suchas'at
least 95% nucleotide identity 4t the 23S.tRNA level, as disclosed in'the exampleés.

0021} =In various embodiments of the presént invention; the Haivestéd biomass ‘comiprises a -
lipid content of at least 5%, at least 10%; at least 15%; at ledst 20%, at least 25%, at least”
30%, at-least 35%, at least 40%, at least 45%,-at least 50%, at least 55%, at least 60%, at least
65%, at least 70%, at least 75%, at least 80%; at least 85%, or 4t least 90% by DCW. In some
embodiments, at least 20% of the lipid is C18.In-some embodithents, at least 30% of the lipid
is C18. In some embodiments, at least 40% of the Hpid'is C18. In'some embodiments, at least
50% of the lipid is C18. In some embodiments, at least 50% of the lipid is C16 or longer
chain lengths. In some embodixnents; at least 10% of the lipid is C14-or shorter chain lengths.
In some‘embodiments, at least 20% of the lipid is C14 or shoitet chain lengthis.

(0022] In some embodiments of the present invention, the population of microbes -
€Xpresses an eXogenous sucrose utilization gene. In some embodiments, the gene is 2 sucrose

invertase. In some embodiments, the population of microbes eXpresses an exogenous lipid
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pathway enzyme. In some em.bodimems,vthe;lipid pathway enzyme. oémp;i#qs an:acyl-ACP
thioesterase. In some embodiments, the popul ation of microbes further expresses an..
€xogenous “naturally co-expr&csed” acyl carrier pmtem that is. oo—expmsed with the acyl-
ACP thioesterase. In some embodiments, the hp]d pathway enzyme has a specificity. for
-actmg on a substrate > having a specified niimber of carbon atoms in a c‘ham L
[0023] . In'some embodlmt:nts .chemical modification of the hp]d—contmmng microbial - : .
biomass comprises hydrogenating the biomass to saturate at least a subset of unsaturated
‘bonds in the lipid. In some embod_i;heh_ts, chemical _médiﬁcat_ion of the lipid-containing -
mic_robiai biomass comprises inter&ctaifying-the‘bigma,ss to generate a mixture of -

_ glycerolipids having a modified arrangement of fatty acid constituents relative to the

glycerolipids in the harvested biomass. .In some-smbodiments; chemical modification of the
lipid-containing microbial biomass comprises hydroxylating the-biomass.to generate . . -
hydroxylated lipids. In sorhe embodiments, . least a partion of:the hy(h-oxylated lipids are
esterified: to. generale estolides.. In somc embod1ments chemical modlﬁcahon of: Lhe lipid-+

containing mlcmblal bxomass compns&e hydrolyzing the. biomass to generate free fatty.acids '
from the lipid. In some embodiments, the free fatty acids are subjected to funher chemical
modlﬁcanon In one embodiment, chemical modification of i the hpld»contammg mu:robml
- blomass comprises deoxygenation at elevated temperature in the presence of hydrogen and a
'cata]yst, isomerization in the presence ofhydrogen and.a catalyst, and removal. of gases and
naphtha compounds. . i .
[0024] In another embodiment, ~chemi'cal modiﬂcaﬁon,of the lipid-cdntafhing microbial ‘
. biomass_compﬁses saponifying the:biomﬁss 10 generate fatty acid salts from the lipid. Inione .
. embodiment, the biomass is derived from a rmcroal gae of the genus Prototheca. In some
- embodiments, saponifying the biomass comprises contacting the biomass with a base
sufficient to convert at Jeast a portion of the glycerolipid and/or fatty acid ester components
of the lipid to-fatty acid salts. In some.embodi’ments, the base is an alkali metal hydroxide,
such as NaOH or KOH. In some embodiments, the method further comprises contacting the
biomass with a salt to precipitate the fatty acid salts from solution. In some ernbodimenté, the
salt comprises a water-soluble alkali metal halide, such as NaCl or K.Cl.
[0025) 'In some embodiments, two distinet strains or species of microbes are separately
cultured, and biomass from both cultures is mixed prior to subjecting the biomass to a
chemical reaction that modifies at least 1% of the lipid. In some embodiments, at least two of

the distinct strains of microbes have different glycerolipid profiles,
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{0026} In one aspect, the present invention is directed to-a saponification method for

making a soap: In some embodiments, the method includes cultmihg a population of -

 ificiebes, harvésting microbial bioniass that contains at least 5% lipid by-DCW,; including -

glycerolipids of fatty acid esters, and subjecting the bicmass to'an alkaline hydrolysis
feaction to prbdu('c'a soapfrom the chemiical conversion of atleasta portion of the
glycerolipids or fatty acid esters to fatty acid ‘salts: In'some:embodimnents, the alkaline -

liydrolysis reaction includes contacting the biomass with a base arid optionally beating the

biomass. b soine embodnnems, the base is-an- alkali metal hydroxide such as NaOH or KOH.
In somie embodiments, less than100% of the glycerolipids and fatty acid esters in the
biomass dre converted to fatty acid salts. In sorie embodiinents, less than 1% of the .

glycerolipids dnd fatty-acid esters iithe biomass are coriverted to fatty acid salts.

10027} In somé embodiments of the saporification method, the rethod fiirther coxﬁprises
" . substantially separatmg the fatty acid salts fmm other components-of the biomiass: Some-

methiods of the i invention further comprise bmlmg the separated fatty ac1d salts in water dnd’ .

re—precxpnanng the fatty acid salts by mtroducmg a saltintosthe’ aqueeus solution to produce a

punﬁed 50ap. In some embodiments, the salt is a water-soluble ‘alkali mietal. hahde such as--
NaCl'er KCL e -
10028]" Some saponification methods.of the invention ﬁlrﬂmrc‘omprise combining:the .
purified soap or saponified oil composition with one or more additives selected ﬁ'_om fhe-
group copsisting of essential oils, fragrance oils; ﬂavor-_oilé,-botarﬁca]é, extracts, CO,
extracts, clays, colorants, titanium dioxide, micas, tinting herbs, glitters,-exfoliants, fruit ...
seeds, ﬁbcx:s, grain powders, nut meals, seed meals, oil beads; wax beads, herbs, hydrosols,
vitatnins, milk powderfs, preservativés-, antioxidants; tocopherols, salts, ‘sxigars, vegetable oils,

waxes, glycerin, séa vegetables, nutritive oils, moistirizing oils, vegetable butters, propylene

- glyeol; parabens, honey, bees wax, alqe,’polysorbatc,'cbrhstarch, cocoa powder, coral

powder, hiumectants, gums, emulsifying agents, and thickeners. Tn one-embodiment, the
rhixture is packaged as a cosmetics product. In another ernbodiment,‘ the cosmetic produét
comprises a facial cleanser.

{0029] In some embodiments of the saponification method; the ratio of fatty acid salts to
the biomass from which they are separated is between 10% fatty acid salts to 90% biomass
and.90% fatty acid salts to 10% biomass by dry weight. In some methods, the biomass is-
subjected to the alkaline hydrolysis reaction without a step of prior enrichment that increases

a ratio of lipid to non-lipid material in the biomass by more than 50% by weight. In some
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methods; the harvested biomass is not subjected to treatments other than lysis before the
alkaline hydrolysis reaction. In-other methods; the hiomass is-subjected to.the alkaline
hydrolysis reaction with a sfep of prior, enrichmmt/;hai.increasés the ratio of lipid to non-lipid .
material in the biomass as compared to the ratio at harvesting. In some embodiments, the -
biomlass subje‘cted to the alkaline hydrolysis reaction. contains components other than waterin
the same relative proportions:as-the biomass at harvesting. In som‘é embodiments, lipid - ...
comprises o more than 90% of the biomass subjected to the alkaline hydrolysis reaction,
[0030] In some embodiments of the saponification:method, the harvested biomass

comprises a lipid content of at least 5%, at-least 10%, a.tvleast:_lvj%,'at least 20%, at least 25%,
at least 30%, at least 35%, at Jeast 40%, at least 45%, at Jeast 50%, at.least 55%, at least 60%,
at least 65%, atleast 70%, at least 75%, at least 80%,-at:least 85%, or at leaétQO% by DCW.:
In some embodiments, the lipid comprises. at le‘ast-SO%, at least 60%, at icasl 70%, atv]east; N
80%,.at least 90%;-or.at least-95%: saturated fany acid.constituents,., D
{0031} In some- cmbod1ments the saponification mcthod further:comprises dlsruptmg the .
biomass prior to subjecting the biomass to the alkaline hydrolysis reaction. In some - | .
embodiments, disrupting the biomass comprises mechanically lysing the population.of . .
microbes to generate a ]ysaté. In some embédiments, the oil is extracted from ﬁle.bibxﬁass -
before saponification. In some embodiments, the extracted.oil is substantially free of color.or
pigments. . . v '

[0032] In‘'another aspect; the present invention is directed to-a composition comprising a
lighter phase containing fatty acid alkyl esters, and at least one heavier phase containing -
microbial biomass. :

10033]. . In various.embodiments of the composition, at least 20% of the fatty acid alkyl
esters are C18. In some embodiments, at least 30% of the fatty:acid alkyl.esters are C18. In
some embodiments;-at least 40% of the fatty acid alkyl ,‘wte;s‘ are C18. In some embodiments,
at least 50% of the fattj acid alkyl esters are C18. In some embodiments, at least 50% of the
fatty acid alkyl esters are €16 or longer chain lengths. In some.embodiments, at least 10% of
the fatty acid alkyl esters are C14 or shorter chain lengths. In some embodiments., at least
20% of the fatty acid alkyl esters are C14 or shorter chain lengths. o ~
{0034] In another aspect, the present invention is directed to a composition comprisinga .

lighter phase comaim'ﬁg completely saturated lipids-and at least one heavier phase containing

ﬁﬁaobial biomass. In another aspect, the present invention is directed to a composition

comprising a lighter phase containing lipids and at least one heavier phase containing .
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microbial biomass from more than one species or strain. In another aspect; the present
invention is directed to a oqmpésition ‘comprising a lighter phése'~obntairﬁng hydroxylated
lipids;and at least one heavier phase containing microbial biomass. In another aspect, the -« -
presérit invention is directed to a composition comiprising a lighter pliase containing fres fatty
acids and at least one heavier phase containing microbial biomass.

" [0035] « n:another aspect, the present invention is directed to 2 compdsition comprising
saponified il derived from the alkaline hydrolysis of biomass produced by culturinga .
population of microbes. In some mbddﬁnents the composition furthér comprises at least onie
and- optlonally miore than one oil selected from the group of oils consisting of soy; rapeseed
canola, palm; palm kermnel; coconut, cotn, waste vegetable; Chinesé tallow, olive, sunflower;-
cotton seed. chicken fat, beef fallow, porcine tallow, microalgae, macma]gae, Cuphea, flax;
peanut, choice white-grease; lard; Camelina safiva, mustard seed cashew:nut, oats; "lupfne'
kenaf, calendula, hemp; coffee, linseed: (ﬂax), hazelnut; euphorbia; pumpkin seed;-coriander; -

. camellia,’ sesame,’ saﬂ]ower Ticestungoil tree; cocoa, copra, pium poppy, ‘castor: beans

pecan, jojoba, Jatropha ‘hacadamia, Brazﬂ nuts, avocado; a fossil oxl ora dxshllale fraction”
thereof.

10036] * 1o vatious embodiments, the saponified oil composition can'be a'solid {ncludipg a’
powdet), or a":liquid. In somé embodiments, the-.composition further coniptises ¢arotenoids
derived from the biomas's‘,-ahd/b’r Unsaponiﬁed'glyéero!ipids derived from the biomiass; - - -
and/or- polysaccharides derived from the biomass. In some embodimeits; the saponified:oil

. comprises at'=]éas‘t-.-50%' of the composition’s total mass. In some embodiments, the saponified

il comprises al least 75% of'the composition’s total -méss. In other embodiments, the - =
saponified oil comprises less than 50% of the composition's total mass. In other .
embbdiménts' ‘the saponified oil comprises less than 25% of the composition's total mass. 'In'
some embodiments, components derived from the: blomass constitute at least 50% of the-
composmon 's total mass. In some embodlments -components derived:from the biomass-*
constitute no more than 50% of the composition's total mass. R
{0037} In another aspect, the present invention is directed to a kit comprising a saponified
oil composition as déscribed herein and an oral supplement. In some embodiments, the oral

_ supplement comprises 2 vitamin or an herb.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0038] Figure 1 shows DCW per liter of multiple species and strains of Chlorella when

cultured in the presence of various types of glycerol.with and without additional glucose.
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10039] . .Figure 2 shows DCW per- liter of multiple species and strains of -Chlorella when
cultured in the presence of various types of glycerol with additional glucose.

[0040] - .Figure 3 shows relzitx'vcvlipid concentration of cultures of multiple species and.
strains of Chlorella when cultured in the presence of various types of glycerol with additional
glucose.

[0041] . . Figure 4 shows: hpxd concentration of cultures of mulhple species and-strains of -
Chlorella when ciltured in- the presence of various typw of glycerol with and without
additional glucose. - '

- [0042] . Flgure 5 shows lipid.as a pe:roent of DCW of two species and strains of Chlorella
when cultured in the presence of various types of glycerol with additional glucose, wherein
glycerol is. added ‘sequentially aﬁer glucose.-

[0043] Flgureé shows lipid as a percent.of DCW of: two species and strains of Chlorella
‘when enltuted.in the presence of various types of. glyccml -with additional glucose ..
0044}, Figure 7 shows relative lipid. concentration of cultures of multiple species and-
strains.of: Chlorella when cultured in the presence of 2% glucose. and 1% glucose +1%.
reagent grade glycerol.

[0045). ,’Flgure 8 shows lipid-as a percent of DCW ‘of multiple species and strains of
Chlorella when. cu]tu.red in the presence.of glucose with and without reagent grade glycerol,
wherein glycero] is added. sequennally orin combination with glucose.

[0046} : Fxgurc 9 shows relative lipid concentration of cultures of multiple species and
strains of Chlorella-when cultured in the: presence of various types of glvcero] with addltxona]
glucose, wherein glycerol is-added sequentially or in combination with glucose. :
[0047] Figure 10.shows DCW per liter of multiple species and strains of Chlorella when
cuitured in the presence of various types of glycerol with additional glucose, wherein glycerol
is added sequentially orin combination with glucose. _

" [0048) Figure 11(a) shows lipid as a percent. of DCW of Spirulina platensis when cultured
in the presence of glucose, reagent grade glycerol, non-acidulated biodiesel byproduct
glycerol; and a combination of glycerol and glucose.

[0049] - Figure 11(b) shows lipid as a percent of DCW of Navicula pelliculosa when
cultured in the presence of various types of glycerol and in the presence of combinations of

glycerol and glucose.
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[0050] Figure 12(a) shows lipid as a percent bbeW"o’f Sce'h"ezdes'mux'armatus when
cultured in the presence of various typm of g]yccrol and in the presérice of a'comibination of
glycerol and glucose. ~ - : g
[0051} Figure 12(b) shows DCW per liter of Scenedesmus annbm_s' when cultured inthe:

prééénc'e-of'vdrious types of glyccml and in the-presence-of a comibination-of biodiesel -

“byproduct glyceml and ghicos&:*

[0052] Figure 13 shows:DCW per liter of Navicula pelIu:ulasa wheu ‘cultired iri-the "

presesice of various types of glycérol 4nd in the presence of a combination of non-acidulated

biodiesel byproduct glycerol and glucose. S

0053} - Figures 14(a) and (b) shows DCW per litér of Scenedesmus armatus and Navicula

pellicilosa when' cultured in the presérice of acidiilated and sori-acidulated biodiese)
byproduct glycérol with addmonal glucose ‘wherein: glyceml is‘added- sequenhally orin’
comibination with gluose: - : A e

10054]* “Figure 15 shows-a synergistic effect: of a eombmatmn of’ xylose and: g]ucose on -

growth ‘of ChIorelIa oompared to’ xylose or’ glueose alone. -

[0056} Figure 17 shows DCW per liter of ChIorelIa protolhecoxdes when cultured in'the’
presence of glucose, sucrose, or'oné of several molassm samples’ (des:gnated BS1, BS2 and
HTM) in the presence or absence of 4 sucrose invertase. ’

10057]  Figure 18 shows growth of Chlorella protothecoides when cultured in the presence

the presence or absence of a sucrose invertase as measured by relative cell density.

_10058]  Figure 19-shows a visual conyparison of oil that was hexane extracted from strain
"+ UTEX 1435 comparéd-to oil extracted from UTEX 250.

{0059] - Figure 20 shows high oil algae cells embedded in soap:

[0060] Figures 2la-cshowa Cladogram -comparing the genormc DNA sequences of23s
RNA from 8 different strains of Chlorella protothecoides. . g

[0061] Figures 22-27 show the growth curve of different strains of microalgae grown on
three different concentrations of pure sorghum as the sole carbon source.

[0062] Figure 28 shows a summary of diversity of lipid chains in microalgal species.
{0063}: Figures 29a-i show a Cladogram comparing the genomic DNA sequences of 23S
fRNA from 23 strains of microalgae.

12
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-DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
L . - DEFINITIONS . .
[0064} Definitions of certain terms used herem are provnded below for thc convenience of
the reader., - - . L . -
. [(})065],. “‘Active in microalgae,”_vydth.r:fi:rencc to a nucleic acid, refers to a nucleic acid that
is furictional in microalgae. For example, a prémoter that ha,s_Been psed to drive an antibiotic
Tesistance gene to impart antibiotic resistance to a t:r__ansgex}icv-micro_z_d gaeis active in’
"microalgae. Examples of promoters active in microalgae include.pror:riotqs endogchous to
certain algae species and promoters found in plant virses. . S
" [0066} "Acy! carrier protein” or "ACP” is a protein that binds a growing acy! chain dunng
fatty acid. synthesis as : a.‘thxo] ester at the distal thiol of the 4‘—phosphopanteﬂleme mojety and
oompns&s a component of: the:fatty acid. synthase complex. The phrase "naturally co-
expressed" with reference 1o an acyl carrier protein in con]unctlon witha fatty acyl- ACP
thioesterase means that the. ACP. -and ﬂxe thioesterase are co-expr&ssed natural]y (n nature),m
a tissue or organism from w}uch they are dmved e.g., because. the genw encoding the two'
enzymes are under the control of a.common regulatory sequence or; because they:are
expressed in response to the same stimulus. . o
[0067) "Acyl-CoA molecule” or "acyl-CoA" is a mb]ecule comprising an acyl moiety
covalently attached to coenzyme A through a thiol ester hnkage at the distal thiol of the 4'-
--phosphopantethcme moiety of coenzyme A. - B .
-[0068] “Axenic” .mea:_xs a _ctﬂ_ture of an organism that is free from contamination by other
living organisms. : B : . . R )
[0069] . “Biodiesel” refers to a fatty acid ester produced from the haﬁsdstmiﬁmﬁon of lipid.
The ester can be a methyl ester ethyl ester, or other &ter depending on the components of the
transesterification reaction. ) )
[0070] - “Biomass” refers to material p;_-oduced by growth and/or propagation of cells.
Biomass may contain cells and/or intracellular contents as well as extracellular material.
Extracellular material includes, but is not limited to, compounds secreted by a cell.
[0071]) “Bioreactor” means an enclosure or partial enclosure inv which cells, e.g.,
microorgaﬁsms, are cultured, optionally in suspension. .
[0072] “Catalyst” refers to an agent, such as a molecule or ma(;romolecular complex,
capable of facilitating or promoting a chernical reaction of a reactant to a product without

becomihg a part of the product. A catalyst thus increases the rate of a reaction, after which,
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the c'ata]y"si'm;ay act on another reactant to form the product:: A catalyst generaily lowers the-
overall activation énergy required for:' the reaction such that the reaction proceeds more
quickly or-at a lower te’mjjémhlrc-z’md/oi a reaction equilibrium-may be more quickly attained.
Exémplé ‘of catalysts include enzymes, which are biolo_gicai catalySt§,~ and heat, whichis a
non-biological catalyst. . . R
[0073] -“Cellulosic material” means the products of digestion of cellulose, such as glucose,
xylose, arabmose, disaccharides, ohgosacchand&s, lignin, ,ﬁ]rfurals and other molecules.
[0074] - “Co-culture™; 4nd variants tl;ereof such as® “co-cu]tivate" refer to the presence:of .
two or more types of cells in the same bioreactor. The two or more types of cells may: both be
microorganisms, such as microalgae, or may bea. rmcroalgal cell. cultured wnh a dxfferent cell
type. The culture conditions may be those that. foster growth-and/or propaganon of the two or
more cell typ&c -or'those that-facilitate growth and/or propagahon of one cell type, or a subset
of the cell types of the two-or-more:cell- typw w}ule maintaining cellular gmwlh for the
[00751 “Cofactor” is used herein to refer to any molecule;.other than the substrate, that is
requu'ed foran- enzyme to.carry out its enzymanc acthty . S
[0076] “Complementary DNA” (“¢cDNA™)is a DNA copy of an mRNA, w}nch canbe:
obtained, for example, by reverse transcription of messenger RNA (mRNA) or amplification
(e-g., via polymerase chain reaction (“PCR”)). - .

{0077] “Cultivated” and varianits thereof refer to ﬁc intentional fostering of growth
(increases in cell size, cellular contents, and/or cellular activity) and/or pr,dpégation.(incrqases
in cell numbers via mitosis) of one or more cells by use of appropriate culture cgndiﬁons.The
coinbination of both growth and propagation may be termed proliferation: The one or more
cells may be those of a microorganism, such as microalgae. Examples of appropriate
conditions include the use of a defined medium (with known characteristics such as pH, ionic
strength, and carbon soqrce), specified temperature, exygen tension, and carbon dioxide .
levels'in a bioreactor. The temm does not refer to the growth or propagation of
microorganisms in nature or otherwise without direct human intervention, such as natural
growth of an organism that ultimately becomes fossilized to produce geological crude oil.
[0078] “Exogenous gene” refers to a nucleic acid transformed (introduced) into a cell. A
transformed cell may be referred to as a recombinant cell, into which additional exogenous
gene(s) may be introduced. The exogenous gene may be from a different specieS (and so

heterologous) or from the same species (and so homologous) relative to the cell being
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transformed. In the case of a homologous.gene; the introduced gene.occupies-a different
location in the genome of the cell relative to the endogenous copy of the gene or is. vnder
different.regulatory- controls of the endogencus gene itreplaces.or.both, The exogenous.gene
may be presem:m more than one copy in the cell. The exogenous gene may be maintained in

a cell as an insertion into the genome or as an episomal molecule. - .
[0079] - ~“Exogenously provided” describes a molecule provided to the culture medxa ofa.

cell culture. . .

{0080] - “Extracted” refers to oil or lipl;d separated from aqueous biomass with or without .
the use of solvents: . : S L B v
[0081} - "Fatty acyl-ACP thioesterase” is an enzyme that catalyz&s the cleavage of a fatty

acid from an acyl carrier protein (ACP) during lipid synthesis. S :
{0082] “Fixed carbon source” means molecule(s) containing carbon, typicaxly._prganic. .
molecules, that are present at ambient temperature and:pressure in solid or.liquid form.. -
{0083} “Fungus,” as used herein, means heterotrophic organisms characterized bya ;, .- .
chitinous cell wall from the kingdom of fungi. = . BED

{0084} “Heteroatom™ means an atom other than carbon or hydrogen. Examplé of .. -
‘heteroatoms are magnesium, calcimn,'potassimﬁ, sodium, ‘sulfur, ﬁhosphoms, irén, and:: -
copper. ' .

i0085] “Homogenate” means biomass that has been physically disrupted. - .
[0086) - *Hydrophobic fraction” refers to the portion, orfraction, of a.material that is more
soluble in a hydrophobic phase than in an'aqueous phase. A hydrophobic fraction is
‘substantially immiscible with water and usually non-polar. . : .
[0087) - “Increased.lipid yield” refers to an increase in the lipid productivity of a microbial
culture, which icanvbc achieved by, for example, increasing dry weight of cells per liter of
culture, increasing the percentage of cells that constitute lipid, or increasing the overall
amount of lipid per liter of culture volume per unit time. S .
[0088] *Inducible promoter” is a promoter that mediates transcription of an operably ]mked
gene in response to a particular stimulus. :

[0089] “In operable linkage” refers to a functional linkage between two nucleic acid
seguences, such as a control sequence (typically a promoter) and the linked sequence. A
promoter is iﬁ operable linkage with an-exogenous gene if it can mediate transcription of the

gene.
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[0090]- “In site™ feans “iri-place” or “iii ity origifial position™ For example,a culture may-

contain a first microorganism, such as a microalgae, secreting a'catalyst-and a-second-

'ﬁiicmdi“ganis_m:secmhn" creting a substrate, whereiri-the-first and second microorganisms produce

the components niecessary for a particular chemical réaction to occur in situ inl the co-culture
withiout: reqmnngﬁlrther separation or processing of the materials. . = A

[0091] ’“Lipése” is am éazyme that catalyzes:thehydrolysis of ester bondsin Yipid: -
substrites. Lipases ¢atalyze the hydrolysis of lipids inito glycerols and fatty acids, and-can’
function to-catalyze the transwteriﬁcaﬁo’n of TAGs to fatty aéid alkyl esters. - .
[0092) *Lipids™ are lipophilic moleciles that cti be obtained from microorganisms. The-
main*biological functions of lipids-include storing energy, acting as structural- components of .
cell inémbraes, and serving as signaling ibléciles, althoughthey perform other functions ds
well? Lipids are soluble-in ionpolar sdlv’énts (sach as ether and clﬂorofo‘mi) anidare relatively
insoluble in'-Wa!er'a'-i;ipidsvooﬁsistflargelyvqf-loﬁg;v'h}idtk)phobic hydrocarbon “tails* Examples
of lipids include fatty acids (saturated and unsatirated); glycerides-or glycerolipids (such as
rhonoglycen'des, diglycexid%, triglycerides (including TAGS) or neutral fats, and :

- phosphoglycerides or glycerophosptiolipids); tonglycerides (sphingolipids, sterol lipids

incliidhg cholesierol ‘and steroid hormones, prenol lipids inchiding -t'exjenoids, waxes; aid -
polyketides); arid complex lipid denivatives (sxig’ar—liﬁked lipids, ot glywlipids; and protein:;
linked li;’iids)‘. Other éxamples oflipids mclude f’rcé fatty acids; esters of fatty acids; sterols;
pigmerits (e.’g.,.' carotenoids and oxycarotenoids); xanthophjfl]s, phytosterols,-ergothionine, -
lipoic acid; antioxidants including beta-crotene and-tocopherol. Also included are -
polyunsaturated fally acids such as arackidogic aéidﬁs’tearidonic acid, "cholesterol,- LR
desiiesterol, as'taxan:hm, canthaxanthin, and'n-6 and n-3 highly unsaturated fatty acids such
as. eicbsapentae'noic acid (EPA), docosapentaenoic-acid and-docosahexaenoic acid (DHA).
[0093] A “lipid pathway enzymie” is an enzyme involved in Hpid-métabolism, 1.e., either.
lipid synthesis, modification, or degradation, and includes, without limitaﬁbm lipases, fatty’
acyl-ACP thioesterases, and acyl carrier proteins. °

[0094] - A “limiting concentration of a nutrient” is a nutrient concentration in a culture that
limits the propagation of a cultured organism: A “non-limiting concentration of a nutrent” is
anutrient concentration that can support maximal propagation during a given culture period.
Thus, the number of cells produced during a given culture period is Jower in the presence of a

limiting concentration of a nutrient than when the nutrent is-non-limiting. A nutrient is said
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to be*in exccss .in-a culture when the nument is present at a concentratlon greater than that.
which supports maximal pmpagauon L e, -

10095]. - “Glycmhpld proﬁ]e ‘refers to the- dxsmbunon of different carbon chain lengths and
saturation lévels of glycerolipids in a particular sample of biomass. Forpxample,,a sample .
could contain glycerolipids in which approximateiy 60% of the glycerolipid is C18:1, 20% is
C18:0, 15% is C16:0, and 5% is C14:0. Where a carbon length is referenced without regard
to sé!ura'tion, as.in“C18”, such reference can inchude any amount of saturation; ._for example,

. microbial biomass that contains 20% lifxid as Cl 8.caninclude C18:0, C18:1, C18:2, etc., in

equal or varyingamoun_ts, the sum of which. constitute 20% of the microbial biomass.

[0096] - “Lysate” refers to a solution containing the contents of lysed cells..“:Lysir;g’T refers
to disrupting the cellular membrane and optionally cell wall of a cell sufficient to release at
-least some. inﬁ'acelhﬂar contents. “Lysis™ refers to the breakage of the plasma meinbrﬁric and
-optionally the cell wall of a bnologxcal orgamsm suﬁicnent to release,at least.some. .
mtracelhllar conteats, often by mechamcal vxral or osmotic mechanisms: that comprormse its
mtegnty . S .
[0097) “Microalgae” means & micfobia] organism Ihat_,i_s; eithel';(a) eukar_yqﬁc and' Qontains
2 chloroplast or chloroplast rémna’ng or (b) a-cyanobacieria. Mjc';%_,oa]_g‘ac: include oli)lig;x.te,‘
photoautoﬁophs, which cannot metabolize a fixed carbon.source-as energy, 55'we11 as
heterotrophs, which can live sol ely off of a fixed:carbon source. Microalgae can refef to .
unicellular _éx_-gmjsms that separate from sister cells shortly aﬁé;—_ cell division, such as.
Chlamydomonas., as well as to microbes such as, f_or‘ example, Volvox, which is a simple
multicellular photosynthetic microbe of two distinct cell types. “Microalgae™ also i ﬁc]udm
other microbial photosynthenc organisms t that exhibit cell-cell adhesion, such as Agmenellum
Anabaena, and Pyrobotrys, as well. as organisms that contain chloroplast like structures that
are no Jonger capable of performing photosynthesis, such as microalgae of the genus
Prototheca and soﬁxe dinoflagellates.

[0098]  “Microorganism™ and “microbe” are used interchangeably herein to refer to
microscopic wnicellular organisms. '

[0099] "Oil” means a hydrophobic, lipophilic, nonpolar wbon—mﬁmhﬁng substance
inchuding but not limited to geologically-derived crude oil, distillate fractions of geologically-
derived crude oil, vegetable oil, algal oil, and microbial lipids. '
[0100] "Oleaginous yeast,” as used herein, means yeast that can accumulate more than 10%

of DCW as lipid. Oleaginous yeast includes yeasts such as Yarrowia lipolytica, as well as
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engineered strains of yeast suchas Saccharomyces cerevisiae that have been engineered to -
accumulate more than'10% of the DCW as lipids. = - =+ - . s
{0101} - - “Osmotic shock™ Vrefers to-the rupture of-béctetiai,» algal,-or.other cells.in-a:solution..
following a"sudden reduction in osinotic pressure: Osmotic:shock is sometiﬁxes induced to. < -
release cellular: components into a sohmon S S o . . .
[0102] - “Photobioreactor” refersitaa container, at least part:of which-s at-least partially
transparent or partially open, thereby allowing light to pass through, in which one or more -
rmcroalgae cells are cultured. Photobioreactors:may be:closed; as in'the instance of a - -
polyethylene bag or Er]enmeyer flask, or may be open.to'the énvironment, as in the instance
of an-outdoor pond. . A PR
{0103} A “po}ysacchande-degradmg enzyme” refers to an‘enzyme capable of catalyz.mg
the hydrolysis, or depolymerization, of any polysaccharide. For- “example, cellulases are : ;-
polysaccharide: degrading enzymes that-catalyze the- hydmlys;s of cellulose... Lo
[0104]  “Polysaccharides” (or “glycans”) are mrbohydrates made-up:-of monosaochandts
joined together by glycosidic linkages. Celhilose is-an-example of a p_o]ysacchande that:.

makes up certain plant cell walls. Cellulose can be depolymerized by enzymes to yield .- . -

‘mondsaccharides such as xylose and- glucose, as-well as larger disaccharides and |

ohgosacchandes .
{0105]  “Port,” in the context of a bioreactor, refers to an"opening in.the bioreactor that-
allows inﬂlix or efflux of materials such as gases, liquids, and cells. Ports are usuall ¥
connected to tubing ]eadihg from the photobjoreactor. R :
[0106] *“Recombinant,” when used with reference; €., 10 a cell, or nucleic acid, protein; or
vector, i_n(iicates that the:cell, nucleic acid, protein, or vector, has been modified by the .
introduction of a helerologoue nucleic acid or protein or the alteration of a native (naturally
occurring) nucleic acid-or protein, or that the:cell is derived from 2 cell so modified: Thus,
e.g., recombinant cells express non-native genes, genes not found in the native (non-. -
recombinant) form of the cell, or express native genes differently than does the non-
recombinant cell, i.e., the native gene is over-expressed, under-expressed or not-expressed at
all, relative to gene expression in the non-recombinant cell. .‘.‘Recombinam mucleic acid”.
refers to a nucleic acid, typically formed i vitro by the manipulation of nucleic acid, eg,
using polymerases and endonucleases, in a form not found innature (and can include purified
preparations of paturally occusring nucleic acids). Thus, an isolated nucleic acid, in a linear

form, or an expression vecior formed in vitro by ligating DNA molecules that are not
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nomnallyjoined (for example to pléce{wo different nucleic acids in operable linkage with
one another), are recombinant. Once a recombinant nucleic acid is iﬁtmduced-imo a host cell
or organism, it ay replicate non-recombinantly, i.c., using the-in vivo cellular machinery of
- the host-cell; however, such nucleic acids, produced recombinantly and:subsequently
replicated non-recombinantly, are still considered recombinant.Similarly, a“recombinant.”
protein™ is a'protein made using recombinant techmqu&s 1:€.y through the expnssxon ofa - -

recombinant nucleic acid.

[0107] “Sapomﬁed oil”.refers to the carboxyhc acid salts and associated compounds that
are created during saponification of fatty acid-esters from microbial sources. Fatty acid esters
can be derived from the triacylgylcerols (TAGs) produced by microorganims. Compounds
assocxated with oils from microbial sources include:carotenoids, tocopherols; tocotrienols;
and other compounds of biological origin. .. ... .. ... A : : :
[0108] “Sonication?refersto:a proems of disrupting bnologlc matenals such asa ceIl by o : hadl
useofsoundwavcenergy e o s . S '
[0109] : “Stover™ refers to the dried- sta]ks and leaves of a cmp remaining after a:grain has
been harvested. : cn ‘ . o
[0116] A “sucrose utilization geﬁe” is a-gene that; when expressed, aids the _ability of a cell
to utilize sucrose as an" energy source. Sucrose transporters, sucrose invertases, and
vhexokinas% such as:glucokinases and-fructokinases are; examples of sucrose utilization .-
genes. - '

1. GENERAL : R :

10111] Cortain microorganisms can be used to- produce lipids in large quantities for use'in

the transportation fuel and petrochemical industries, among other applications. The present

invention provides methods that significantly decrease the cost and increase the efficiency of

obtaining lipids and-valuable lipid-derived compounds form microorganisms. Suitable

microorga'riisms for use in the methods of the invention include microalgae, oleaginous yeast,

fungi, bacteria, and cyanobactéria. A genus of microalgae for use in.the invention is the lipid-

pfoducing microalgae Chlorella. The present invention also provides methods for the in situ

transesterification of triacylglycerols (TAGs) to fatty acid alkyl esters, which are useful as : ~
biodiesel fuels and/or for other applications, as well as other methods for chemical .
modification of the lipids in microbial biomass.

[0112) The present invention also provides methods of making fatty acid alkyl esters (e.g.,

fatty acid methyl esters (FAME)) by culturing a population of microbes that generate at least
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5% of their DCW-as Tipid; such as triglycerides. In this method, the ficrobial biomass is
harvested from the culture _a.nd: 'o'ptiona'lly dried to remové water. Transesterification is then-
accomplished by the addition of a lower-alkyl alcohol and a catalyst (e:g:, NaOH) to generate
a liﬁophﬂic:phsé:&nmniﬁg the'fatty acid alky! esters and a nydrophili;'phase- containing -
hydrophilié cell material. The lipophilic phase canbe readily separated from the hydrophilic
phase: © T oo e e e ,
{0113)° The direct transesterification of the bioinésé; without an intervening separ'éiion i
process step in which the lipophili¢ components are extracted from the bionass prior to
transesterifi¢ation, permits production of biodiesel at greatly reduced costs; as compared to :
methods which exnpfoy tfaditional extraction‘and refinin g steps prior to transesterification.
[0114] The methods of the present invéiition provide further advantages in the generation
of biodiesel via the 1 situ transesterification of glycerolipids to fatty acid alkyl esters. In."-
particular; ttié microbes:of the present invention can be culturedunder. conditions-which . -

‘permit modulation of the glycerolipid content of the cells. Surprisingly; it bas beea: : 1.+«

discovered thata greater proportion of total glycerolipids can be converted to fatty acid alkyl
esters in célls Which comprise increasingly highet oil:mion-oil ratios as-a finction'0f DCW, -
Moreover, these higher oil:non-oil ratios al§6-1¢ad t6 ‘another unexp'ectéd advantage: fatty -
acid Iall'('.\)l esters _gexiér'aia'd from ‘cells that 6ompﬁée incréasingly higher oil:non-oil ratios have
a lowér Concentratién of heteroatoms than those produced from cells with vlo§vcr’oi1:r_1bn;oi]. :
ratios. The methods provided contrast markedly with current dogma in the field, namely:that
photoautotrophit growth of microalgae is the best-method of microalgae cultivation for
biofuel productién (see for example, Rodolfi; et al:; Biotechnology & Bioengineering
102(1):100-112 (2008) for discussion on sére‘éning microalgal strains for‘thcir biomass.
productivity and lipid content for'growth in an outdoor photobioreactor). It was also -
discovered tha.t_ the higher the il content of the biomass; the-higher quality of the resulting
product after direct chemical modification. The present invention provides heterotrophic
methods of culturing microbes (e.g., microalgae) to achieve higher oil content for direct
chemical modification for the production of higher quality chemical products.

(0115} The present invention also provides other methods of chemicatly modifying lipid-
containing microbial biomass, including without limitation, hydrogenation,
interesterification, hydroxylation, hydrolysis, and saponification. These methods can be used
with the various microorganisms and culturing conditions set forth herein to produce a wide

variety of chemical products for a multitude of applications.
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[0116) - The present.invention also provides useful compositions, including: a eompdsitjon .
comprising a lighter phase containing fatty acid alkyl-esters and at least one heavier phase
containing rﬁicmbial.biqmaés;- a-composition.comprising.a hghter phase gpptair;jng . .
completely saturated lipids and at least one heavier phase containing miérobiﬁl_bior_na_,ss; a .
composition comprising-a lighter phase containing lipids and at igé‘st one heavier phase, ..

containing microbial biomass from more than one species or strain; a composition comprising

a lighter phase containing hydroxylated lipids and at least one heavier phase coniainihg
microbial biomass; and a composition obmpn’sing a )ighiér.phas_e _coma/ining free fatty ég:ids.‘,
and at least one heavier phase containing microbial biomass. The present invention also
provides compositions mrﬁpﬁsing saponified oil derived from the alkaline _hyd.rolysi__s' of
biomass produced by cultiring 2 population of microorganisms.

. ©° MICROORGANISMS

. 10117} - Mlcroorgamsms useful in the invention produce llpxds smtable for chemlcal

modification for biodiesel production and for production, ¢ of fatty acid. estcm for.other

purposes such as industrial chemxca] feedstocks and edible oils, as wel] as the production of
other chemical entities. Suitable lipids for blcd;sel‘ and chemicals produghpq include TAGs
containing fatty acid molecules. In some cmbodimeﬁts, sﬁit;\b]e fatty at_:ids_cgip'tajrvx_'gzb.leas‘_t_s"
at least 10, at least 12, at least 14, at least 16, at least 18, at least 20, at least 22, at least 24, at
least 26, at least 28, at least 30, at least-32, or at least 34 carbon atoms or more. Preferred -
fatty acids-for.biodiesel generally contain J64 and 18 carbon, atoms. In certain embodiments,
the above fatty acids are saturated (with no carbon-carbon double dr triple bonds); mono B
unsaturated (single double bond) polyunsaturated: (two or more double bonds) are linear (not . l ‘
cyclic); and/or have little or no branching in their structures. S
[0118] In some embodiments, culfuring microorganisms useful in the in situ
transesterification and modification methods-of the present invention yields a biomass that,
when dry, comprises.an oil content of at least 3%,-at least 10%, at least 15%, at least.20%, or
at least 25%. In other embodiments, the dried biomass éompfises an oil content of at feast
30%, at least 35%, at least-40%, at least 45%, at least 50%, at least 55%, at least 60%, at least
65%, at least 70%, at least 75%, at least 80%, at least 85%, or at Jeast 90%. ¥ o or "driéd,"
as used in this context, refers to the absence of substantially all water. Biomass can also be
chemically modified without being dried;'for example, biomass includes a centrifuged cell
paste.
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10119} - In some cmbodlments, cultlmngmm’oorg.amsms usefulin the in Sitw... - - .
transesterification and other chemical modification methods of the:invention yields a-biomass
* in which at least-10% of-thé-lipid"is. Ci8,atleast15%of the lipid is C18;-atleast 20%:of the.
lipid is'C18, or at least 25%of the lipid is C18: In othier embodiments, the biomass comprises
a lipid constituent which is at least. 30% C18, at least 35% C18, at least 40% C18, at least - ;
45% C]’8,'-5r at least-50% C18:In still-other embodiments, the biomass can comprise a lipid:
cohxpdnent’th'at is at least 10%, at least 15%, at Jeast 20%; at least:25%; at Jéast 30%, atleast
35%, at least 40%, at-1east 45%, or at vléa'st 50% C14 and/or C16; or-longer chain lengths. -

- Alternstively, the biomass-can comprise 4 lipid component that is‘at least 10% or at least 20%
C14, or'shorter-chain lengths. . : PR P
{0120} The mxcnoorgamms usefu] in the methods of the present mvennon can be natura]ly
occurring or-genetically enginéered to iricrease: hp]d yield, to generate TAGs comprising. ..
higher pmpomons of desirable carbon-chainlength (e.g:; C18) fatty acids; ‘of; Lo use parhcular

. feedstocks-{(e.g.; mo}asses) asan enérgy-and:carbon'source..Such: genetxc engineering:;
mivdificdtions are described belo.w tnder the header "Lipid- Pathway,.Engmger_mgh .
[0121] Anyspeq&c iéfxmicroorganism.thai produces:suitablelipid.can.be .use__d»in-.ﬁ\e_ o
methods of th‘e.iﬁvénti'on,;although‘micmorganisms that-némra]ly prodixce:highsle_:\/els:bf L
sﬁitable‘-lipid are typically preferred. In-addition, microorganisms that can produce high levéls
of lipid as & percentagé of DC\V when subjected to specific féfmmtatidn conditions are a]sb .
preferred Mncroalgae can’ be ‘used ini the methods of the i mvennon, and.nonlimitirig examples
of microalgae, both genus and species, that can be used in the methods of the present
invention are listed in Table1. .

[0122) Table 1. Examples of microalgae.

Achnanthes orientalis; Agmenellum, Amphiprora hyaline, Amphora caﬂ”ezﬁ)rmis,»Amphora
coffeiformis linea, Amphora coffeiformis punctata, Ampﬁora coffeiformis taylori, Amphora
coffeiformis tenuis, Amphora delicatissima, Amphora delicatissima-capitata, Amphora sp.,
Anabaend, Ankistrodesmus; Ankistrodesmus falcatus, Boekelovia hooglandii, Borodinella
sp., Botryococcus braunii, Botryococcus sudeticus, Carteria, Chaetoceros gracilis,
Chaetoceros mueIIerf, Chaetoceros muelleri subsalsum, Chaetoceros sp., Chlorella
anitrata; Chlorella Antarctica; Chlorella aureoviﬂdﬁ, Chlorella candida, Chlorella .
capsulate, Chlorella desiccate, Chlorella ellz]osoidea,. Chlorella emersonii, Chlorella fusca,

Chlorella fisca var. vacuolata, Chlorella glucotropha, Chlorella infusionurn, Chlorella

infusionum var. actophila, Chlorella infusionum var. auxenophila, Chlorella kessleri,
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Chlorella lobophl;ra (strain SAG-37.88). C}llorella luteoviridis, Chlo‘rella luteoviridis var.
-aureoviridis, Chlorella »Iutgovz'ridi.s' var: lutescens, Chlorella miniata, Chlorella
-minutissima,-Chlorella mutablbs Chlorella nocrurna, Chlorellaparva, Chlo;ella
photophila, Chlorella pringsheimii, Chlorella protothecoides (including any of UTEX -
strains 1806, 411, 264. 256, 255, 250, 349. 31, 29, 25), Chlorella protothecoides var.
—aé_idicola;-Chlbrella‘reguléris; ‘Chlorella regularis var. minima, Chlorella regularis var:

umbricara, Chlorella reisiglii, Chlorella sacchdrophila, Chlorella saccharophila var.
ellipsoidea, Chlorella salina; Chlorella simplex, Chlorella sorokiniana, Chlorella sp.,
Chlorélla sphaerica, Chlorella stigmatophora; Chlorella vanniellii, Chlorella vulgaris,
Chlorella vulgaﬁ's, Chlorella vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. autotrophica, .
Chlorella vilgaris var: viridis, Chlorella vulgaris var. vulgaris, Chlorellavulgaris var.
vulgéris f- tertia, Chlorella vulgaris ﬁgr.l vulgaris f. viridis; Chlorella xanthella, Chlorella |
-|-zofingiensis. Chlorella trebowxioides..Chlorella vulgaris,.Chloracoccum, infusiopum, ..., ~
Chlorococcum sp..- ChIo_rqgonium; Chroomonas sb.; Chrysosphaera sp., Cricosphaera sp.,
Crypthecodinium cohnii; Cryptomonas sp.. Cyclotella;cryptica, Cyclotella meneghiniana, -
Cyclotélla sp.. Dunaliella 5p., Dunaliella bardawil, Dunaliella bioculata; Dunaliella: e
granulat_e, Dﬁnaliélla maritime, Dunaliella minuta, Dunaliella parva, Dumaliella peircei, .
Dunaliella prfmolectd, Dunaliella salina, Dumiiella terricola, Dunaliella t_erﬁolecta,
-Dunﬁliella.ﬁridis, Dknall’ellt‘z;lerliolecta. Ereéno.sphaera viridis, Eremosphaera sp.,

: 'ElIipsoi_don:‘sﬁ,- Euglena, Franceia sp., Fragi}aria crotonensis, Fragilaria sp., ‘Gleo'capsa
sp., Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. galbana, Isochrysis galbana, ‘
Lepocinclis, Micraczinfu}n, Micractinium (UTEX LB 2614), Monoraphidium minutum, .- ) v ‘
Monoraphidx.'um sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis salina, Nannochloropsis sp.,
Navicula acceptata, Navicula biskanterc‘le, Navicula pseudotenelloides, Navicula
pelliculosa; Navicula'saprophila, Nmidla sp., Nephrochloris sp.. Nephroseimis sp.,
Nitschia. commﬁis,. Nitzschia alexandrina, Nitzschia communis, Nitzschia dfssipata,
Nitzschia frustulum, Nitzschia hantzschiana, Nitzschia inconspicua, Nitzschia intermedia,
Nitzschia microcephala, Nitzschia pusilla, Nitzschia pusilla elliptica, Nitzschia pusilla
monoensis, Nitischia quadrangular, Nitzschia sp., Ochromonas sp., Oocystis parva, —
Oocystis pusilla, Qocystis sp., Oscillatoria limnetica, Oscillatoria sp., Oscillatoria
subbrevis, Pascheria acidophila, Pavlova sp., Phagus, Phormidium, Platymonas sp.,

Pleurochrysis carterae, Pleurochrysis dentate, Pleurochrysis sp., Prototheca wickerhamii,

Prototheca stagnora, Prototheca portoricensis, Prototheca moriformis, Prototheca zopfii,
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Pyramimonas sp., ,Pyrobot}y.s"'; Sarcinoid chrysopliyte, Scenedesmus armatus, -~ 1
Schizochytrium; Spi)’d@r’a Spirilina platensis;-Stichococcus sp., Synechococcus sp.;-;
Tetraedron, Tetraselmis sp., Tetraselmis suecica, Thalassiosira. wezssﬂogu, and Viridiella

ﬁ'zdenczana

[0123]:- Nonlimiting examples of oleagmous yeast that can be used in the methods of the
present invention are Tisted in Table 2. .

[0124] - Table 2.-Examples of oleaginous yeast.

Cryptococcus curvatus;:Cryptococcus terricolus, Candida sp., szomyces starkeyi,
Lipomyces.lipafer, Endomycopsis vernalis, Rhodotorula-glutinis, ‘Rhodotorula gracilis, and

Yarrowia lipolytica -

[0125): Non]umtmg examplw ‘of ﬁmg1 that can'bé used'in the'methods-of the present-- .
"~ invention are listed ini Table 3. E o :
10126} - Table 3. Examples of: ﬁmgl

Mortierella, Mortierrla vinacea, Mortierella alpirie, Pylhmm a'ebatyanum, Mucor ©. =

circinelloides; Aspergillus ochraceus, Aspergillus terréus, Pennicillinm iilacinum, | "=,

Henserulo, Chaetomium, Cladosporium, Malbranchea, Rhizopus, and'Pyt‘hium R

{0127} - Considerations aﬁ"eétihg the selection of amicrootganism for use in the invention
mc]ude ini addition to pmductxon .of suitable lipids for biodiesel ‘production: (1) high lipid
content a$ a percéntage of cell weight;- (2) ease of growth;;: and (3) ease of processing. :

* Preferred microorganisms grow heterotrophically (oni'sugarin the absence of: 1ight) or have
been enginetred to do'so using; for examnple methods disclosed in U:S: Patent Application
Nos. 60/941,581 (filed June 1, 2007), 60/959 174 (filed July 10, 2007), 60/968, 291 (ﬁled
August 27,2007) and 617024, 069 (filed Janudry 28, 2008). ’
[0128) Processmg considerations can include, for example, the availability of.effecﬁvg
means for lysing the cells. Eaden‘a can also be used in the methods of the invention
invention, particularly oleaginous bacteria such as species of the genus Rhodococcus, such as
Rhodococcus opacus and Rhodococcus sp. ' '

[0129]  Species of microalgae for use in the methods of the invention can be ideatified by
'amp]iﬁcatioﬁ‘of certdin target regions of the genome of a test microalgae: For example,

identification of a specific species or strain of microalgae can be achieved through :
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amplification and sequencing of nuclear and/or chloroplast DNA itsing primers and
méthodo]ogy using any region of the geriome (see, e.g., Wu ez al.; Bot. Bull. Acad. Sin.. .
(2001)-42:115-121 “Identification of Chlorella spp: Isolates‘using ribosomal DNA
sequences”). Well established rhethods of phylogenetic analysis, such as amp]iﬁcgtibn and
sequencing of ribosomal internal transcribed spacer (ITS1 and ITS2 1DNA); 23S IRNA, 185
‘ fRNA, and other conserved genomic regions can be used to identify specnes of microal ga]v"‘
and other hydrocarbon and lipid producing organisms'that ‘can be used.in the methods
disclosed herem_ For examples of methods of identification and classification. of algae see
© also,eg.; Genenm- 2005 Aug, 170(4) 1601-10 and RNA, 2005 Apr,11(4):361-4. :
{0130].: Genomic DNA comparisons can -also be vsed to 1dentlfy suitable species of
microalgae for use in the methods of the present invention. Regions of conserved DNA, :
 inchiding, but not limited to, DNA encoding 23S rRNA, can be amplified from microalgal

species and-compared to consensus scquegéwtd screen for-microalgal spec:esthat are”

taxonomically related to a microalgae used in a method of the preserit invention: Exampl&s of -
such DNA sequence companson for species thhm the Chlorella and. Prototheca genus are
shown below in the Examples. .. ' ST N _
[0131] - In some embodinients, microalgae foruse in the methods of the present invention
bhave genomic DNA sequences encoding 23S TRNA that have at least 99%, at léasf:98%, at
least 97%, at least 96%, at least 95%, at Jeast 94%, at least 93%, at least 92%, at least 91%, at
least 90%, at least 89%, at least 88%, ét ieasl 87%, or at least 86% micleqtidg identity to at
least one of the sequences listed in SEQ ID NOs:3-6. In Aoth'e‘r embodimem;-, mic}oa]gag.fér
use in the methods of the present invention have genomic DNA sequences éncoding 23S.
rRNA that have at least 85%, at least 80%, at least 75%,; at least 70%, at least 65% or at least
60% nucleotide,_identit& to at least one of the sequences listed in SEQ ID NOs:3-29.

[0132). Chlorellais a genus.of single-celled green a]gaé, ‘belonging to-the phylum _
Chlofophyta, that can be used in the methods of the present invention. Chlorella is spherical
in shape, about 2 to 10 pm in diameter, and is without flagella. Some species of Chlorella are
ﬁahndly heterotrophic. Chlorella, particularly Chlorella protathecoi'dé, is a preferred
microorganism for use in the invention because of its high composition of lipid, particularly
long-chain lipid suitable for biodiesel and chemical modification into other molecules. In
addition, this microalgae grows heterotrophically. .

{0133]  Prorotheca is a genus of single-cell microalgae thought to be a non-photosynthetic
mutant of Chlorella that is useful in the methods of the present invention. While Chlorella
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can obtain its eiergy through: photosynthesis; species of the genus Profotheca areobli gate
heterotrophs. Prototheca are spherical in shape, about 2 to 15 micrometers in diameter; and -
without-flagela; Prototheca particularly Prototheca moriformis,’is a preferred -

vmlcmorgamsm for-use in theinvention because 0f its lipid-composition, particularly saturated

lipids suitdble for saponification. In-addition, the lipid extracted.from this microalgae has .-
very few colorant ‘contaminaots; further making it suitable for saponiﬁmﬁon.

[0134] " As with both:plants and animals, algae and-other microbes store excess.energy in.
the form of lipids for use when other sources of energy (e.g., sunli ght) are unavailable.
Moreover, miodulation of oil-content allows algae living in-an aqueous environment to float

and thereby optimize access to sunlight to carry out photosynthetic processes. The ability to

" modify buoyancy viamodulation of oil content has led to microalgal cells that can generate
--high cellular oil concentrations-as comparéd to-higher. plants: The characteristic of high oil -

conterit is advantageous-for in situ chemical modification of oil- bearing biomass,: bccause -as
demonstrated herem, high-oil bio- - T .
mass yields hxgher purity TAG derivatives compared to-Jow-oil biomass, partiéulaﬂy
photosynthehm]ly-dmved low-oil biomass. Accordingly; mxcroorgamsms that can be used to
generate thh—oxl biomass are preferred for use in the methods of the present mvent:on

" Growth Metliods
[0135] Microrganisms can'be cultured-both for purposes of conducting optional genetic -

““manipulations and for'the production-of lipids. The former type of culture is conducted on a

small scale and, at‘least initially, under conditions in which the starting microorganism can.

grow. For éxample; if the starting microorganism is a photoautotroph, the initial culture is -

-conducted 1 m the pr&sence of light. The culture conditions.can be changed if the

rmcroorgamsm is-evolved or engineered to grow independently of light. Culture for purposes
of lipid production is usually conducted on a large scale.

_ 1.~ Photosynthetic. Growth Methods.
[0136] - Photosyrithetic microorganisms, such as microalgae;, can be grown in the presence
of lightina li(juid culture medium that may be contained, for example, in a photobioreactor.
The number of photons striking a culture of microalgae cells can be manipulated, as well as
other parameters, such as the wavelength spectrum and ratio of dark:light hours per day.
Microalgae caz also be cultured in patural Jight, as well as simultaneous and/or alternating

combinations of natural 1j ght'and artificial light. For example, miéroal gae of the genus .
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Chlorella can be cul tﬁred ‘under natural light during daylight hours and under artificial light
during night hours.. - ’ '
[0137) ‘The gas content of a photobioreactor to grow microorganisms such as microalgae
can be m;mipﬁléted. Part of the volume of a photobioreactor can contain gas rather than .
liquid. Gas inlets.can-be used to pump gases into ﬂ]e.photobioreactpr..Any gas can be ‘
pumped into a photobioreactor, including air, 2ix/CO, mixtures; noble gases such as argon
and other gases. The rate of entry of gas into a-photobioreactor can alse be manipulated.
Increasing gas flow intoa photobiormdor increases the turbidity of a culture of mii:roa]’gae.
The placement of ports:conveying gases into.a photobioreactor can also affect the turbidity of
a culture ata given gas-flow rate. Air/CO; mixtures can be modulated to generate optimal _
amounts of CO, fot maximal growth by a particular organism. Microalgae grow significantly
faster in the ligh! under, for example; 3% C02/97%:air than in 100% air._j%j ©04/97% air has
.approximately 100-fold more CO, than air..For e;cample,- air:CQ,, mixtures -_.qgf about 99,75%-
2ir:0.25% CO, about 99.5% air:0.5% CO,,-about 99.0% air:I.00%:._CQZ,:about,.98,0%, .
air:2.0% CO,; about 97.0% air:3.0% CO», about 96.0% air:4.0% COs, and.about 95.00%.

air:5.0% CO; can be infused into.a bioreactor-or photobioreactor in _accordanééfwit}_x‘ the.. :
present'imethods. A 5% COz:95% air mixture infused into a photobicreactor qomz:\inipg-._ e
Botryococeus .cells is reported in J Agric Food Chem. 2006 Jun28;54(1 3):4593‘9; J Biosci
Bioeng. 1999:87(6):811-5; and J Nat Prod. 2003~<Jun;66(6):772-8). o .
[0]38]~"'3"Micfdal gae can be grown and'maintainéd in cloécd photobioreactors-made of any of
a variety of different types of transparent or semitransparent material. Such material includes
Plexiglas® enclosures, glass enclosures, bags made from substances such as polyethylene,
transparent or semitransparent pipes, and other materials. Microalgae can also be grown and
maintained in open photobioreactors such as raceway ponds, settling ponds, and other non-
enclosed containers. . : ‘ L .

[0139)  “Algal shading” refers to the inability of a light source to penetrate and reach all
cells of a photosynthetic culture. Cells nearest the light source will "shade” (by virtue of their
physical presence and absorption of photons in the chloroplasts) those cells further from the
light source and thereby limit the expoéure of those other cells to the energy needed to
convert a carbon feedstock into lipids or other materials necessary for cell growth and
reproduction. By mixing the culture, one can provide a‘vmechanism to expose all cells fo the
light source, but "shading” nevenhe_less impacts the total duration of exposure; leading to '

slower growth and lower oi] content as a percentage of DCW. As a result, longer growth
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periods Iﬁay be reqmred to:achieve high densities of cells and/or high oil content. Even after
gx'tcr_xded periods of growth, cells grown on light as a sole energy source rarely contain'more
than:15% oil as 4 percentage of DCW- In addition; photosynthetic:growthof microalgae - - -

“results in high levels:of chlorophyll inthe biomass, leading t6 much higher quantities of

magnesium in directly transesterified biomass; because magnesnum is'a-.component of -
chlorophyﬂ and-chlorophyll is a highly. hydrophoblc compound that accumulates in the
lipophilic phase. In addition, hxgher carotenoid levels’ accmmllate in algae grown . ‘
photosynthétically than in algae:grown heterotrophically.

2.0 -Heteroh'»obhic Grthﬁ ‘Methods for Lipid Production _
[0140] In contrast to photosynthetic growth methods, microalgae can be cultured in liquid
media with the culture Eontained in‘a bioreactor that. do&é not allow:light to enter.
Heterotropluc culture methods suchas these rely on the use 6f a fixed:carbon source (e.g:;
glucose," glycerol; cellulosics; etc. ) tos provide: energy for- growth ands Jipid production. C\ﬂturc

) condmon parameters can be mampulated to optumze total lipid: productlon .
'[0141} - chmalgal culture media typically contam components such'as a-fixed: mtrogen

source, trace elements; ‘optionally'a buffer for pH: ‘maintenance, and phosphate:. Other
components can include a fixed carbon source such as acetate or glucose and salts such as -

sodium chloride, particularly for seawater microalgae. Examples of trace elements include . -

 zinc, boron, cobalty copper, manganese, and molybdenum in, for example, theéir respective : -

forms-of ZnCl,, H3BOs; CoCly6H,0; 'CuCIz*ZH.zO,- MnCl,-4H,0 and (NH4)eM07024-4H;0:
These and other culture parameters, such as the pHof the culture media, the identity and- -
concentration of trace elements and other media constituénts; cari -also be manipulated in'the
methods.of the invention to achieve a.desired production result. :

[0142]  For organisms ableto grow on a fixed carbon source; the fixed carbon source can
be, for example, glucose; fructose, sucrose, galactose, xylose; mannose, rhamnbse; glycerol,
cellulosic sources, and/or floridoside: The one or more carbon source(s) can be supplied at a
concentration of ai least about 50 LLM, at least about 100 pM, at least about 500 uM, at least
about 5 mM, at least about 50 mM, and at least about 500 mM, of one or more exogenously
provided fixed carbon source(s). For multiple species of Chlorella, for example,
heterotrophic growth results in hlgh producnon of biomass and accumulation of high Jipid
content in cells.

[0143]  For lipid production; cells, including recombinant cells, are typically cultured or

fermented in large quantities. The cultiring may.-take place in large liquid volumes, such as in
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4 suspenﬁdn cultures as an example. Other-examples;inc]ude starting with a small culture of-
ceﬂs‘:that is-expanded into a large biomass by _ce]l.growthand‘propagaﬁon concurrently with
lipid production: Bioreactors or steel fermentors-can be used to accommodate large culture
volumes. A ferméntor similar those used in the pmdﬁction of beer and/or wine is suitable, as
are the very large fermentors used in the production of ethanol. .

[0144]  Appropriate nutrient sources for-¢ulture in a ferméntor are provided. These include

raw materials such as one or more of th§ followingf a fixed carbon source such as glhoosc, :
com starch, depolymerized cellulose, sucrose, sugar cane, sugar beet, lactose, milk whey, or
molasses; a fat source, such as fats or. vegetable oils; a nitrogen source, such as protein,
soybean meal, cornsteep liquor, ammonia (pure or in salt form), nitrate or.nitrate salt, or
molecular nitrogen; and a phosphorus source, such as. phosphate salts. Additionally, a
fermentor. allows for the control of cﬁlture,condiﬁons such as temperature, pH, oxygen.: .
:tensiom- and-carbon dioxide levels. Gaseous .;iomﬁone_pts,- like:oxygen:ornitrogen;ican be:--
bubbled through a liquid culture:- - G el
-{0145). . A fermentor can be used to allow.cells to-undergo the vai'iohs':p}i_as&s of their growth
cyble. As-anexample, an inoculi;m' of 1ipid-.producix_1g:cé]]s can be introducé_& into 4 medium
followed by a lag period (lag phase) before the cells begin growth. Following the lag period, -
the growth rate increases steadily and enters the iog, or exponential, phase. The exponential
phase is typica]]y followed by a slowing or.complete cessation of cell diirision-due-fo
decreases in-nutrients, nitroget. in pam';:ular. »Aﬁer sloWing, growth stops, and the ‘célls enter
a steady state of converting a fixed carbon feedstock into a desired product, such as a TAG. .
Maintaining the steady state for a longer pen'od of time resultsin ahigher percentage of . ‘
DCW Being the desired product, such as lipid m the case of the microorganisms déscn'_be'd

herein. In some instances, it is desirable to maintain the microbial cells in a steady state in

which the cells convert-a carbohydrate such as glucose into lipid while not undergoing cell

division for an e*tcndcd period of time to generate ‘microbial biomass with more than 30%,

more than 40%, more than 50%, or more than 60% lipid as a percentage of the dry weight of

the cells, Nitrogen limitation is generally sufficient to prevent cells from undergoing cell

division. ' ~
[0146] Microorganisms grown using conditions described herein and known in the art can

comprise at least 20% lipid by weight, preferably at least 40% lipid by weight, more

preferably a_'t least 50% lipid by weight, more preferably at least 60% lipid by weight, more

ppreferably at Jeast 70% lipid by weight, and most preferably at least 80% lipid by weight. In
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some embodiments, microorganisms are culfured using conditions desctibed herein to attain'a
lipid component of at least 20% by weight within a culture period of no more than 1- week: In
some embodiments; the culture period is no more than 14 days, no-more than 13 days, no--
1ore than 12 days, tio more than'11 days; io tnore than 10 days; no more than 9 days; nio -
more than & days; n6 more than 6 days, no more'than' days; no more than 4 days; 6rno more
thaii 3 days. Tiv anyone of the foregoing cultre periods; the microorganisms may yield-at~
| least 20%, 4t least 25%, at least 30%; atleast 35%, atleast 40%, at'least 5%, at Jeast 50%, at
least 55%, at least'60%, at least 65%, At'le'ast?O%; at least 75%; at least 80%; at least 85%, or
at least 90% lipid by DCW. In soine émbodiraents; microorganisms are-cultured using
conditions-described herein to-attain a lipid:component of atleast-20% by weight witﬁh a-.
culture period of at least 2 days: In somie eimbodimeits; the ciilture period is at least 3. days; at
least 4-days, at least 5 days, at'leist 6 days; at least 7-days-or at-least:8-days. In:any one of the
foregoing culture periods, the miéroorganisins may-yield at-least 20%, at least 25%, at least
30%; at least 35%, af least 40%; 4t 1east 45%, at least 50%; at least-55%; at least -60%;sa£:jeast
65%; at least T0%, st least 75%, at 16ast'80%; at least 85%; or at least 90% lipid by:DCW:
[0147} Process conditions can be adjusted to increase the yield of lipids suitable for useas
“biodiesel-of other target miolediles and/or'to reduce production cost For example; in céitain
embodiments, a'miciobe (¢:g.; 3 microalgae) is cultured in_thé presence-of a Jimiting - £
- coricénﬁtibﬁ ‘of oné'or more rutrients; such s,for-example, nitrogén: This condition tends to
incféasé miicrobial lipid yield over microbial lipid yield in a culture in which nitrogenis -+
- provided in-excess: Th particular embodiments, the increase in lipid 'yi.eld is at Jeast about:
10%, 20%, 30%, 40%;50%, 75%, 100%, 200%; 300%, 400%, or 500%. The microbé can be
cultured in.the presence of a liiting amount of the mutrient for a portion of the.total culture
period or for the entire period. In particular embodiments, the nutrient conceﬁtratibnzis-c'ycled :
between a limiting concentration'and a fion-limiting ‘concentration at least twice during the
total culture period. In-addition and as:shown in-the Figures, certain fixed carbon feedstocks
such as glycerol.can be employed fo iricrease the percentage of cell wéight that is lipid
compared to comparable quantities of other fixed carbon feedstocks. - .
[0148} . “To increase lipid yield, acetic aci-d can be employed in the feedstock for a lipid-
prodpcing microbe (¢.g., a microalgae). Acetic acid feeds directly into the pointof
metabolism that initiates fatty acid synthesis (i.e., acetyl-CoA); thus, providing acetic acid in
the culture can increase faity acid'-'production. Generally, in this embodiment, the microbe is

cultured in the presence of a sufficient amount of acetic acid to. increase microbial lipid yield,
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-and/or microbial fatty-acid yield, specifically, over microbjal lipid.(e.g., fatty acid) yield in _
-theabsenceofacetlcamd : L e e .
{0149} ..In another cmbodxment, lipid yxeld is increased; by cultunng a hpxd-producmg
microbe (e.g.; microalgae) in the presence of one or more cofactor(s) for a lipid pa_thway
-enzyme (e.g.,a fatty acid synthetic enzyme).. Generally, in this embodiment, the v
concentration-of the cofactor(s) is sufficient to increase microbial Iipid {e.g., fatty acid) yield
~-over microbial lipid yield in the absence of the cofactor(s): In aparticular embodiment, the -
cofact_or(s) is:provided to the culture by.including in the cu]mre amicrobe (e.g., microalgae)
containing an.exogenous gene mcdding the cofactor(s). Altematively, cofactor(s) may be )
provided to a culture by including a micro_be;(é.g._, microalgae) od_ntaining.anv exogenous gene
that encodes a protein that paiticipates-in the synt}'xgsis_vof..ﬂ)e:‘ cofactor. In certain i
embodiments, suitable cofactors include any. vitamin required by.a lipid pathway anzymc,
such as, for example, biotin or:pantothenate.: Genes encoding; cofactors.suitable foruse.in the
* invention or that participate in: the; -synthesis.of such- cofactors are v. ell known and: can be..
mtmduced.mto ‘microbes.(e.g.; microalgae) usmg,gon_str._ucts and t_;;;:hmques.knpwn to tho,_sg
inthe art.. :

10150)  Microalgal biomass with a high percentage of. 01lll1p1d awumulanon by dry welght
has been generatéd using a variety of different methods of culture known in theart. = . -
Microalgal biomass with a-hi gher;pércenlag_e: of accumulated oil/lipid 1s useﬁll_in.gccordancé
with the present invention: Li-et-al. deseribe Chlorella vulgaris cultures wiﬁtup t0 56.6%:
lipid by DCW.in stationary cultures grown under autotrophic gqnditioﬁs G é.,.phqtosjln_the_tic _
growth conditions) using high iron concentrations (L et al., Bioresource Technology

99(1 l.):47'1:7-22‘(2008)). Rodolfz et al. describe Nanochloropsis sp. and Ch_qetoéeros .

. calcitrans cultures with.60% lipid: DCW and 39.8% lipid DCW, respectively, grown in a
photobioreactor under nitrogen starvétion conditions (Rodolfi-et al., Biotechnology &
Bioengineering 102(1):100-112 (2008) ). Solovchenko et al..describe Parietochloris incise
cultures with approximately 30% lipid accumulation (DCW) when grown phototrophically
and under low nitrogen conditions (Solovchenko et al., Journal of Applied Phcology 20:245-
251 (2008)). Chlorella protothecoides can produce up to 55% lipid (DCW) grown under
certain heterotrophic conditions with nitrogen starvation (Miao and Wu, Bioresource
Technology 97:841-846 (2006)). Other Chlorella species including Chlorella emersonii,
Chlorella sorokiniana, and Chlorella minutissima have been described to have accumulated
up to 63% oil (DCW) when.grown in stirred tank bioreactc_)rs under low-nitrogen media

~
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conditions ([itman et al., Erzyme and Microbial Technology 27.631-635 (2000))- Still higher.
percent lipid a'ccumﬁlaﬁon.bYDCW-has‘-bem reported, including 70% lipid (DCW).
accumnulation itr-Dumaliella tertiolecta cultures grown in increased-NaCl conditions (Takagi:

‘et al., Jowrnal of Bioscience and Bioengineering 101(3): 223-226 (2006)) and 75% lipid . . -

accumulition in Botryecoceus braunii cultures (Banerjee et al.; Critical, Reviews.in.. -
Bzotechnology 22(3) 245-279-(2002)): ‘These and similar metbods can be used:for-
photosymhenc and heterotmphxc growth of microalgae to produce oil. : -
{0151) chroa]g.al biomass generated by the culture methods described herein and useful in
accordance with the présent ihvention comprises at least 10% microalgal oil by dry wexghl-. In
some enibodiments,'the microalgal biomass comprises at least 15%, atleast 25%, at least .- - -
35%, at least 45%, at least 50%, at'least.55%, or at Jeast 60% microalgal-oil by dry weight. In
soine embodiments; the niicr’da]@ biomass contains from.10-90% microalgal oil, from 25-
75% microalgal-oil, from 40—75% mlcroalgal oily or from 50-70%.microalgal-oil-by-dry .-
weight. : : . : :
[0152] Ini-various embodiments, the microalgal bioﬁm_ss comprises at least.25% at: least.
26%, at least 27%, at least 28%, at least 20%; at léast 30%, at least 31%, at least 32%; at least.
33%, at least 34%, at’ Iéast‘ 35%, at'least 36%, atleast 3;1%, at Jeast- 38%, at Ieast'iJS%,lat;least
40%, at least 41%, at least 42%, at least 43%, at least 44%, at least.4$%, at least 46%,.at least
47%, at least 48%,"5t Teast 49%, or at least-50% micmalghl oil by dry-weight. In other

enibodiments, the microalgal biomass comprises at least 51%, at least 52%, at least 53%, at

-

- least 54%; at least-55%; at least. 56%, at least 57%, at least 58%, at least 59%, at least 60%, at -

least 61%, at least 62%‘,':atvleast 63%, at least. 64%, at least 65%, at least 66%,: at._ieast 67%; at
least 68%, at least 69%, at least 70%, at least 71%,.at least 72%, at least 73%, at least 74%, at
least 75%, at least 76%, at least 77%, at least 78%, at least. 79%,-at least 80%, at least 81%, at

Jeast 82%, at Jedst 83%, at least 84%, at least.85%, at least:86%, at least 87%, at least 88%, at

least 89%, or at least 90% microalgal oil by dry.weight.

a. ‘Use of Non-Traditional Carbon Séurces ;
[0153} Microorganism can naturally grow on, or engineered to grow on, non-traditional
carbon sources, such as sucrose, xylose, cellulosic materials, sorghum syrup and waste
materials. Suitable cellulosic materials include residues from herbaceous and woody energy
crops, as well as agricultural crops, i.e., the plant parts, primarily stalks and leaves, that are
not the primary food or-fiber product. Examples include agricultural wastes such as sugarcane

bagasse, rice hulls, com fiber (including stalks, leaves; husks, and cobs), wheat straw, rice
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straw; sugar best pulp; citrus pulp; citrus peels; forestry-wastes such as hardwood and . .
softwood thinnings, and ha_rdwood and softwood residues from timber operations; wood .. -
wastes such as saw mill waste (wood chips; sawdust) and pulp mill waste; vrban wastes shch
as paper fractions of muiiicipal solid wésté, urban wood waste, and.urban .green,wa_stt‘: such as
municipal grass clippings; and wood.construction waste. Additional cellulosics include
dedicated cellulosic crops'such as switch'graSs, hybrid poplar wood, and miscanthus, fiber -
cane, and fiber sorghuyh. Five-carbon sugars that are produced from such materials include »
-xylose. - : . . . o o
'{0154] - In another heterotrophic growth method, microalgal species-can untilize mixed. .. .
carbon sources such as sorghum syrup or pu}e sorghum. Sorghum syrup is produced from the
juice of swéet sorghum canc.ilts” sugar profile consists of mainly glucose (dextrose), fructose,
and sucrose. Microalgal strains can bé screened for the capability to pﬁiiz_e ,sorgiimn,as{ﬂuq-
sole carbon source.As non-limiting examples, microalgae from:several s.xr,ains;oﬁ Chl.o'r,ella_.. .

prototheécoides, Chlorella luteovirdis, Pro;qtheca moriformis, Chlorella kesslen

Parachlorella kessleri, and Prototheca stagnora can utilize sorgth-symp m hetérotmphic':
copdiﬁons, as described in the Examples.below. - - ‘ L

{0155} Some microorganisms naturally-grow on or can'be engineered to’grow on'a,ﬁxcd
carbon source that is a heterogen€ous source of compounds, such asmur;icipal waste,
secondarily treated sewage, wastewater, and other sources of fixed carbon'and other nutrients
such és‘su]fate‘s, phosphates, and nitrates. The sewage component serves as a nutrient sour,c;c
in the production of lipids, and the culture provides an inexpensive source of lipids for in situ
transesterification and the production of biodiesel or for other chemical modificationin.. -
accordance with the methods of the invention. - - o

{0156} - To reduce the cost of producing biodiesel or other chemically-modified lipids,
crude; partially purified, or puriﬁed glycerol produced as a Byprdduct of lipid .
transesterification can be employed as a feedstock for fermenting, for example, lipid-
producing microbial cultures. Thus, the invention provides methods involving the steps of
culturing a microbe (e.g., 2 microalgae) in a first microbial culture; subjecting the microbial”
biomass to transesterification to produce fatty acid ester(s) and glycerol, as described below;
and adding the glycerol to a second microbial culture as a feedstock. The first and second
microbial cultures can, but need not, be cultures of the same microbe. If desired, a continuous
system can be implemented in accordance with the invention whereby glycerol produced

from the lipid recovered from a culture can be fed back into the same culture.
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[0157} * Iinproved cultiiré paratiteters incorporating the use of glycerol. for fermentation of
multiple genera‘df both' eukéxyoﬁc.and‘ prokaryotic microbes, including microbes:of the: - .-
genera'Chiorelld; Navicula, Séenedesmus, and Spirulina, are described herein. Asthe: - ...

examples demonstrate; miciobes of extremely. divergent evolutionary lineage, inchuding, . .
Chlorella; Naviculd; Sceniedésmus, and Spiruling as-well as cultures of multiple distinct ..
Chlorelld species grow very wéllofi not only punﬁed reagent-grade glycerol, but also-
acidulated-and non-acidulated: glyceml byproduct from biodiesel transesterification. In'some
ipstances microalgae, such as Chlorella strains, undergo cell division faster in the presence of
glycerol than in the presence of gluoose

[0158] - ‘The methods ‘of the prwent invention can utilize mlcroorgamsms, for, example,
cultured via two—stage growth’ processes’ in which cells are: first fed glycerol.to_merease cell-
density rapidly, and are then fed-glucose to-accumulate lipids. This can prpvi_de-signiﬁcant.»;;‘

econom:cbeneﬁts irrthat: ilie‘ glyc'erdl"byprod' prodirct:of the 'trans&sler‘iﬁcation' ' processiis pllt"ba’ck

into-the producuon process. Othier: feedmg methods are: provxded as:well, suchas: methods in .-
which mixtures of glycerol and glitcose aré fed;and methods in Wwhich g]ucose is fed. dnnn g

the growth phase and glycerol is fed during the lipid production phase: -F,eedn_xg spch .xmx-mres
¢an provide economi¢ benéfit. In addition, the methods of the invention ihcludq me'thqglsjig_ -
which rhicfobrganisms ‘are t_'ed'alt_emalive sugars such as'sucr_ose in :Var_ious (;ombi_nati_ons

with glycérol. "I]i&e-”a‘.ltemﬁtiv&have been demonstrated ‘withmicrobes.from eitre’mely i

“divergent evolutionary lineage, including both pmkaryot% and eukaryotes dcmonstratmg the

feasxbxllty of these alternative cultire-conditions for microbial fermentanon in accordance
withi the iethods of the present invention.- . . -

[0159] Multiple Chlorella species, and multiple strains within a species of - Ch]orella
perform better in the presence of glycerol byproduct from transesterification than inan
equivalent amouiit of iéagéht’ grade glycerol. Glycerol-byproduct from transesteﬁﬁc;aﬁonv
uéually contains residual methanol and-other contaminants in addition to glycerol. For- - - -
example, Figures 1-6 demonstrate that strains of Chlorella ﬁrotathecoid_es and Chlorella
kessleri exhibit better productivity on acidulated and non-acidulated glycerol byproduct from
biodiesel transesterification than when grown on pure reagent grade glycerol. Othef
microbes, such as Scenedesmus and Navicula microalgae, can also perform better in the -
presence of glycerol.byproduct from transesterification than in an equivalent amount of.

reagent grade glycerol.
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[0160}: . Figare 1-demonstrates that dry cell weight per liter. (DCW per L) was higher on
biodiesel glyceral byproduct than on pure glycerol, and this trend held true when the cells
were grownin glycerol by itself or in combination w‘ith glucose. Figufc 2:shows the same
trends with additiona! strains of Chlorella. Flgurc 12(b) demonstrates that DCW per L of
Scenedesmus armatus is higher:on: acidulated and non-acidulated biodiese] byproducts
glycerol than on pure reagent grade glycerol. Figure 13 demonstrates that DCW. perLof : ‘ .
Navicula pelliculosa is higher oh-non-acidulated blodlese] byproduct glycerol than on pure '
reagent grade glycerol.. . Co
[0161] Figures 3 and 4 demonstrate that, with multiple species of Chlorella and multiple.
strains within-a'species of Chloreila, lipid levels (or lipid content) per liter are hi gher whenz
thie cells are 'cultured"irii‘the presence of biodiesel glycerol byproduct than when ,cultm"ed in
the pr&sence of eqmva.lent concentrations of pure reagent. grade glycerol. .
+{0162} Flgur&s*S :and 6 demonstrate that multiple species of Chlorella.and mulhple strains

within a species of ‘Chlorella accumulate avhlgher percentage.of DCW. as lipid. (prxd asa. .
Percentage of Cell Wcight)b»wl')en-culmred in the presénce: of biodiesel glycerol _byprdduq- .

- - than ' when cult;iréd in the presence of equivalent concentrations of pure reagent grade... .- 4
glycerol. Figure 11 demonstrates that both Spirulina platensis and Navicula peliigulo.m can
accumulate a higher percentage of DCW as lipid when cultured in the presence of biodieset
glycerol'byproduct than when cultured in the pr&sencé of equivalent:concentrations.of pure-

* reagent grade glycerol. Figure: 12(a) demonstrates that Sceredesmus armartus can accl;lmu]ate
a higher percentage of DCW-as lipid when cultured in the presence of biodiesel glycéro]. ‘
byproduct than when cultured in the presence of equivalent concentrations of pure reagent a .
grade glycerol. - - . ' :
[0163) Moreover, multiple species of microbes, inciuding microalgae such as Chlorella,
Sceriedesmus, Navi’c;da,iand Spiruiina exhibit better.characteristics as biodiesel producers in
the presence-of mixtures of glycerol and-glucose than in the presence of only glucose. Thus,
Figure 7 demonstrates that Chlorella can accumulate higher lipid levels (content) per liter of
culture in the presence of 1% glycerol/1% glucose than in the presence of 2% glucose. Figure
12(b) demonstrates that.DCW per L of Scenedesmus armatus is higher when cultured in the : ~
presence of 1% biodiesel byproduct glycerol/1% glucose than in the presence of 2% glucose.
Figure 13 demonstrates that DCW per L of Navicula pelliculosu is higher when cultured in
the presence of 1% biodiesel byproduct glycerol/1% glucosé than in the presence of 2%

glucose.
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[0164] * Figure'8 demonstrates that Chlorella can accumulate a igher-percentage of DCW.
as lipid when-ciltured in the:presenice of an equal concenitration (wei ghit percent) mixture of
g}yoer_ol-énd glucose than -whén"cxﬂulfed in the presence of only glucose. Figure:11(a) .+ -
demonstrates:that Spirulina platensis.can accumulate.a higher percentage of DGW as Iipid .
-when cu]tured in'the presence of an equal concentration (weight perceat) mlxture of biodiesel
byproduct glycerol and-gliicose than. when ‘cultured in the presence of only: glucose: Fi'g’unef .
11(b) demonstrates that Navicula pelliculosa :clan.accumtﬂate a highgr p,erc(mtageo'f DCW as
lipid when cultured in the presence of an equal conicentration (weight percent) mixture of .
mageni grade glycerol and:glicose; as.well as biodiesel byproduct glycerol and glucose, than
-when cultured in the presence of only glucose. Figure 12(b) demonstrates that Scenedesmus
armatus can accumtlate a higher percentage of DCW as lipid when cultured in the.pmencé
of an equal concentration (weight.percent) mixture of biod_ieseLbyproduct»bee;blsand‘
glucose than when cultured-in-thie presence of only.glicose: .S_uphﬂmgdgods~o£incregs;ng»the
lipid as a percentage of DCW: are useful in generating biomass.that-..yields_. a;_lowe;- :amc;unt:of
heteroatoms in biodiesel -than lower. peréent‘age lipid biomass when the -biomaé»s‘"iSrs\lij(l‘;t_ed

to direct transesterification.. - - -

{01657 . 1t-has further been.discovered that, by adding glycérol and.glucose to mic;qbés, :
-inc]uding‘microal g,aé such as Chlorella, Scenedesmus, and Navicula sequentially, ratherthan

: as a single batch mixturé of glycerol and glucose; can generate '»a'dditi‘onal jicld- gains.___ This:
‘attribute of multiple species of Chlorella and multiple strains withina species of Chlokél_ld .
“was tested-in the presence of both biodiesel g]ycérol byproduct and réagént; grade glycerol.
[0166] ~Thus, Figure 8 demon‘ﬁtratw that Chlorella can-accumulate a highc;percentége of
DCW as lipid when glycerol is added to Q culture for a first period oftime, followed by. . ..
addition of glucose and contimied culturing fo a second period of time, than when the same
quantities.of glycerol and glucose are added together at the beginning of the experiment.
Such methods of increasing the:lipid-as a percentage of DCW are-useful in generating
biomass that yields a lower amount of heteroatoms in biodi&e] or other products than lower
percentage lipid biomass when the biomass is subjected to direct transesterification or other
methods of chemical modification. Figure 9 shows Chlorella exhibit higher lipid levels
{content) per liter of culture when glycerol and glucose are added sequentially than when the
same quantities of glycerol and glucose are added together at the beginning of the culture.
This trend was observed when acidulated biodiesel byproduct glycerol, non-acidulated
biodiesel byproduct glycerol, or reagent grade glycerol was used.’
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{0167} Figure 10 dcmbns’trates four different strains of Chiorella of two different species
accumulating higher DCW per L of culture.when glycerol-and g}ucosé‘ are-added sequentially
- than when the same quantities of glycerol and glucose-are added tbgcther-at the beginning of
theiéxperiment. This trend was observed when acidulated biodiesel byproduct glycerol, non-
acidulated biodiesel byproduct glycerol; orreagent grade glycerol was-used..Figure 14(a) and ]
(b) demonstrate that both Scenedesmus armatus and Navicula pelliculosa can-exhibit .- - - ’ '
increases in DCW per L when biodiesel byproduct glycerol only is added to a.culture for a

first period of time, followed later by addition of glucose, compared-to-adding identical
amounts of glycerol and glucose at the beginning of the fermentation.: -~ _
{0168} - Thus, three different markers of productivity (DCW per L;:grams per L of lipid; and-
percentzge of DCW-as lipid) in'microbial lipid production are-improved by the use of

_ biodiesel-byproduct and temporal separation of carbon's sources.” S .
10169] #The-cost of producing biodiesel- OF olher chenucally—modlﬁed hplds can- also be:
reduced by using cellulosic biomass as-a fcedstock_ ‘Cellulosic:biomass (e:g:; stover, _such;as
com stover) is inexpensive and readily available; however; attempts to: u'se'llﬁs xiiatcria] asa

feedstock for yeast bave failed. In particular, such feedstocks have been foundtobe - ..~

inhibitory to yeast-growth, and yeast cannot use the 5-carbon .sugaré ‘produced. from cellilosic

5’matc:nals (e g:,xylose from hemx—cellulose) By contrast, mlcroalgae can'gréw on proccssed

cellulosic material. Accordingly, the invention provides a method of cultunno ‘a mlcmal gae in
-the preserice of a cellulosic-material and/or 2 5-carbon sugar for ‘the: p_roduc_:t-lon of lipids that

can be transesterified according to the methods described herein. Cellulosic materials . )
‘generally inchide cellulose (40-60% dry weight); hemlce]lu}osc (20—40% dry weight); and . . ‘
lignin.(10-30%.dry weight). B o '

{0170} -Surpnsmgly, Chlorella protothecoides car'x'ex}ﬁbit higher levels of productivity

when cultured on‘a combination of glucose and xylose than when cultured on either glucose

or xylose alone. This synergistic effect provides-a significant:advantage in that it.allows

cultivation of Chlorella on combinations of xylose a'nd glucose, such as cellulosic maten'al,v

as shown in Figure 15.

[0171}  The specific examples of process conditions to increase the yield of lipids suitable o~
for use as biodiesel and/or to reduce production cost can be used individually, as described

above, or in combination. In addition, the invention includes the selection and/or genetic

engineering of microbes, such as microalgae, to produce microbes that are even more suitable

for use in the above-described methods. For example, the use of microbes having a greater
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ability to utilize any of the above-described-feedstocks for increased proliférati_on and/or lipid
» ‘production are within the scope of the methods- -of the invention.:- L
[0172] - The cost of producing-biodiesel or other chemically- -rodified: hplds can:also be . .
reduced by using sucrose as a feedstock, including sucrose produced, for exarnple, from su ga.r
- cane. The methods of the invention include the use of engineered species of Chlorella that .
can utilize sucrose as a carbon source. For- example,ve‘xprmsion of a sucrose transporter and:a
sucrose invertase allows :Chlorella to transport sucrose into the cell from the culture medla
and hydrolyze sucrose to yield gluoosc and ﬁ'uctose Optionally, a fructokinase can be -
expressed as well in instances where endogenons hexokinase activity is msufﬁcxent for
maximum phosphorylation of fructose. Examples, of:s;_x_itabl__e sucrose transporters.include
those described under Genbank accession numbers CAD91334, CAB92307, and CAA53390
Examples-of suitable'sucrose invertases: iﬁclude those described undef Genbank accession ;
numbers CAB95010 NP :012104 4nd- GAA06839.Examples.of suitable fructokinases - ;
inchade those dwcn'bed under-Genbank accession numbers. P26984; P26420 and CAA43322
Vectors for transformation of microalgae, including Chlorella, encoding one or. more of such -
:géneswcan be designed as descﬁbed in, for example, international puBliqatjoh number. ... A
WO2008/151149. : o oot _
[0173] -Secretion of a sucrose ipvertase can:obviate the need for expression of a transporter
that can transport.sucrose into the cell. This is because a sgtcretéd invertase catalﬂvmrtﬁe
conversion of a m’olecule.'of sucrose into a molecule of glucose and a molecule of fructrose_= .
both of which-can be transported :;nd utilized by microbes disclosed herein. Expression of a
sucrose invertase with a secretion signal geherates.invertase; acﬁyity outside the cell. See. .
Hawkins et al., Current Microbiolégy Vol.38 (1999), pp. 335-341, for examples.of secretion
signals active in Chlorella. Expression-of such a protein allows cells already capable. of
utilizing extracellular glucose as an:-energy source-to \;ﬁ]ize sucrose as an extracellular energy
source. In cells such as Chlorella protothecoides, which as demonstrated herein can use both
extracellular fructose and extracellular glucose as an(,er_xcrgy source, secretion of an invertase
can provide the sole catalytic activity necessary for use of sucrose as an efficient, inexpensive
energy source.
[0174] The growth potential of microorganisms expressing an exogenous secretable
sucrose invertase is illustrated by the addition of an invertase to the culture medium of
Chlorella protothecoides: Addition of the invertase permits cells to be fermented on a sugar

source containing lignin (e.g., molasses). Algae or other microorganisms can be engineered
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‘as described herein to grow as well on molasses‘as:they do on pure glucose; and the use of
this low-value waste product of sugar caneiprocessing can provide significant cost savings in
the production of hydrocarbons. Figures 19-20 show the growth of cells-on three sources of
‘molasses (designated BS1, BS2 and ETM), as compared to growth oo ghicose or sucrose in

the pfe'séﬁce or absence of an extracellular sucrose invertase:.

10175] A sucrose invertase can’also:be expressed intracellularly in cells that express a
sucrose transporter, as well as in cells that express :any carbohydizle transporter-that allows
sucrose to enter the cell.

7 B. bLivpid Pathwiay Engineering - ; .
[0176] - As.described herein, micmorgmﬁ‘smé useful in accordance with the methods.of the
present invention can ‘optionally be engineered to express particular genes that can be

beneficial in culturing the microorganisms (e.g., expression of a sucrose'invertase geneto -

—

facﬂitéte’ the utilization of-a sucroée*feedstoék"): or:in performing:the direct chemical-~ .

miodification methods of the invention (e.g., expression of'a Iytic-gene to, facilitate biomass
disruption, andfor expression of a lipase gene to catalyze transesterification). In addition,
optional genetic engineering can be used-advantageously to engineer amicroorganism’s lipid
pathway. This pathway can be modified to alter the properties and/or proportions of lipids -
produced and/or to-increase carbon flux into'lipids.: o
1. Alteration ‘of Properties and/or Proportions of Lipids Produced .
[0177} In tHe'k:aSe of microalgae;:some wild-type cells already have good growth - .
characteristics but do not produce the desired types or quantities of lipids. Examples include ‘ 7 - ‘ ;
Pyrobotrys, Phormidium, Agmenéllum, Carteria, Lepocinclis, Pyrobotrys, Nitzschia, _ - .
Lepociﬁclzfs, Anabaena, Euglena, Spirogyra; Chlbrococcum, Tetraedron, Oscillatoria, '
Phagus, and Chlorogonium, which have the desirable growth characteristic of growing in
- municipal sewage or wastewater. Such cells can be engineered to have improved lipid
‘ production characteristics. Desired characteristics include optimizing lipid yield per unit
volume and/or per unit time, carboﬁ chain length (e.g., for biodiesel production or for
industrial applications requiring hydrocarbon feedstock), reducing the number of double or
triple i)onds, optionally to zero, removing or eliminating rings and cyclic structures, and. o~
increasing the hydrogen:carbon tatio of a particular species of lipid or of a population of -
distinct lipids. In addition, microalgae that produce desirable lipids can also be engineered to
have even more advantageous outputs. Exampla;c of such microa]gaé include species of the

genus Chlorella.
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[0178] ‘In particular embodiments, oné or more kéy. enzymes that control branch points in -
metabolism to fattyacid synthesis can be up-régulated or down-regulated to improve lipid
productidh.'-Up;fé‘gilléﬁdﬁ can be achieved; for-.exa:fxple, By transforming cells. with .
expression constricts in w}iich.- a geﬁe enoodmg the enzyme of interest is expressed, e.g.,, .-
using a strong promoter and/or enhancer elements that increase transcription. Such constructs
can incltdé a selectable marker suchthat the ttansformants-can be subjected to selection,
which} can result in amplification of the ca.ns'tmct‘and'a.n increase in the expression lével of...
the encoded enzyme. Examples of enzymes suitable for up-regﬁ]ation accordingtothe .. . -
methods of the invéntion include pyruvate'dehydxo‘éenase, which plays arole in converting ‘
pyruvate to acetyl-CoA (examples; some from microalgae, include those described under. ..
Genbank accession nuinbers NP_415392; AAA53047; QIXDM1;.and CAF05587). Up- .
regulation of pyravate dehiydrogenase‘can iricrease production of acetyl-CoA, and thereby .
iriciehise faty acid syhthesis. Acktyl:CoA carboxylase catalyzes thig initial stepin fatty,acid ,
synthesis: ‘Accordingly; this énzyme;cﬁix?bgpp‘-r_egulated 16 intredse phducﬁon_ gfgfanj:-ggzids .
. (examples; some from miicroalgae; inchude those described-tmder Genbank accession. - -

' mitnbers BAA94752; AAATS528; AAAB14TI3 YP-537052; YP_536879; NP_045833; and.
. BAAS7908): Fitty acid production.can‘also be increased by up-regulationiof ac&,l,_ carxier,, .
protein (ACP)-, ‘which carries the growmg dcyl-'vchains duxing..féﬂy;acidv synthesis (examples,
some. from -'micro:é]gaé, ichude those ‘describedixﬁnie( Genb'a‘n:k accession numbers AOT OF8;
P51280; NP:849041; YP_874433) . Glycerol-3-phosphate acyltransferase catalyzes the rate-
limiting ‘step of fatty acid synthesis: Up-regulation of this eﬁ_zyme»can.iqcrease fatty acid
prodﬁétio'n‘" (exa:'np‘l'ﬁ; some from microalgae; include-those described under Génbank )
accession numbers AAAT4319; AAA33122; AAA3T647, P44857; and ABO94442). The.
preceding proteids are candidates for expression in microalge, incl_udi_ng species of the genus
Chlorella. ‘
[0179] Down-regulation of an‘enzyme ofinterest can achieved using, e.g., antisense,
catalytic RNA/DNA, RNA interference (RNA)), “knock-out,” “knock-down,” or other
mutagenesis techniques. Enzyme e_ipression/ﬁmqtion can also be inhibited using intrabodies.
Examplés of enzymes suitable for down-regulation according to the methods of the invention
include citrate synithase, which consumes acety}<CoA as part of the tricarboxylic acid (TCA)
cycle. Down-regulation of citrate synthase can force more acetyl-CoA into the fatty acid .
synthetic pathway.
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[0180] Global regulators modulate the expression‘of the genes of the fatty acid biosynthetic

pathways. Accordingly, one or more global xegulators of fatty acid synthesis can be up-or.

down-regulated, as appropriate, {o inhibit or enhance, respectively, the expression of a

plurality of fatty acid synthetic genes-and, ultimately, to increase lipid production. Examples

inchude st'em‘l‘ regilatory element binding proteins (SREBPs), such: es SREBP-1a and '

SRERBP-1c{for examples; see Genbank those desqxibed-under accession numbers NP_035610 . .

and QY9WTN3). Global regulators can be-up- or down-regulated, as described above. with

respect to regulation c;’f ‘control point enzymes. - ..

[0181) * The methods of'the invention can‘also-be practiced using inic_robcé (eg.

microalgae, oleaginous yeast, bacteri-or fungi) that have 'be‘en genetically engineered to

€Xpress one of more exogenous genes encoding lipid pathway enzymes such as, for exarhp]é,

a fatty’ é;'cy]-ACP thioesterase (see examples in Table 4 -with-accession numbers) or an acyl . ‘
. carriér protein (ACP); which can fa.ilitatéﬂle;d‘mvage’offany acids having desirable carbon
“chiain léngths fromi-the acyl carrier .pmtein_ dﬁring-lipid.synthwi's.' The fatty acyl-ACP ... -

thiocstefase'cari be chosen based on its specificity fora fatty acid having a particular carbon

chizin lérigth. In‘some embodiments, the fitty ‘acyl-ACP thioesterase can be expressed from a
v gene operably linked to‘an inducible promoter, and/{)fvcan bépxpreSsed m an intracellular . -

compartiment. In some embodiments, genes encoding a fatty acyl-ACP thioesterase.and 2

naturally co-expréssed ACP may be transformed into a cell, optionally with.one _or.mdrc
“genes éncoding other lipid pathway enzymes, as desctibed abové. In other embodiments, the

ACP and the fatty acyl-ACP thioesterase may have an affinity for one another that imparts an ‘ .

advantage when the two are used together in the microbes and methods 6f the present ‘

invention, itrespective-of whether they are or are not naturally co-expressed in-a particular.

tiséue or organism.. Thus, the methods of the present invention can be practiced with cells

expressing both naturally co-expressed pairs of such enzymes as well as with pairs that share
" an affinity for interactirig with one another to facilitate cleavage of a length-specific carbon

chain from the ACP.

[0182} Examples of further modifications suitable for use in the present invention are

desciibed in now abandoned U.S. Provisional Application No. 60/837,839, filed 15 Aug 06, o~

and U.S. Patent Application No. 11/893,364, filed 15 Aug 07, each of which is incorporated

herein by reference. This application discloses genetically engineering strains of microalgae

to express two or more exogenous genes, one encoding a transporter of a fixed carbon source

(such as sucrose) and a second encoding a sucrose invertase enzyme. The resuiting
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fermentable orgamsms produce iipids at lower marifachiring cost than what has been o
obtainable by previously known methods of production. This co-pending application.also - :
' teaches that the inserﬁbn of the two exdgenous genes described above can be combined with:
the disruption of polysaccharide biosynthesis through directed and/or random moutagenesis, -
which steers ever greater carbon flux into lipid production. Individually and i in. oombmatlon,
trophic conversion, engineexring to alter lipid:production and treatrnent with exogenous
_ enzymes alter the lipid composition produced by a microorganism. The alteration- can be a.
change in the amount of lipids produced, the amount of one or more lipid species pmduced .
relative to other lipids, and/or the types of lipid species produced in the microorganism. _i?or
example, miicroalgae can be engineered'to produce a higher amount and/or percentage.of:
TAGs or TAGs with: }ugher proportions of particular carbon length fatty -acid molecu]%.
[0183] Fatty acyI-ACP thivesterases suitable for use with the microbes and methods of the
‘invention inchidé;without lifnitation, those: hsted in:Table 4. - SR
10184]+: Table 4:Fatty acyl-ACP thioesterases and GenBank aocessmn numbers. .
“\Umbellidaria californica fatty:acyl-ACP thioesterase (GenBank #AA_C49.0_01)_ =
‘Cinnamoniim camphora faity acyl<ACP thicesterase (GenBank #Q39473) - -

Umbellularia californica fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #Q41635). .. ...
‘Myn'sricaﬁ-agrans fa&y acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAB71729).. - - .. -
Mjristica [fragrans fatty acyl-ACP:thioesterase: (GehBank .#A'AB71-7_30) )

Elaeis giiineensis fatty acyl-ACP- thioesterase. (GenBank #ABD83939), . .. .
'Elaeis guineensis fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAD42220) . .

Populus tomentosa fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABC47311).: . -
Arabidopsis thaliana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #NP_172327) -
Arabidopsis thaliana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank ,#CAA85387) :
Arabidopsis thaliana fatty acyl<ACP thioesterase (GenBank #CAA85388).
Gossypium hirsutum fatty ;clcyl-ACP -.thioo%c'tel;ase (GenBank #Q9SQI3)

Cuphea lanceolata fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CAA54060)

Cuphea hookeﬁ'ana'fatty acyl-ACP thjoesterase (GenBank #AAC72882) .

Cuphea calophylla subsp. mesostemon fatly acyl-ACP thioesterase (GenBank
#ABB71581)

Cuphea lanceolata fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #CAC19933)
Elaeis guirieensis fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AAL15645)-
Cuphea hookeriana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #Q39513)
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Gossypium hirsutum Tatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AADO1982)

Vitis viniifera fatty acyl-ACP thiogsterase (GenBank #CANS1819)
“Garcinia'mangostana fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #AABS1525)

Brassica juncea fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #ABI18986) -

Madhuca longifolia fatty acyl-AGP thioesterase (GenBank #AAX51637)

Brassica napus faity acyl-ACP- thioesterase (GenBank #ABH11710). . . ,
Oryza sdtiva (indica cultivar-group) fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank #EAYSSS?D
Oryza sativa (japonica cultivar-group) fatty acyl-ACP thioesterase (GenBank
#NP_001068400)- - ) .
Oryza sativa (indica cultivar-group) fatty acyl~ACP thioesterase (_GmBénlg #EAY9961,7) .
Czl;ih‘eix-hooke’rianq 'fany.acyt_-Aca thivesterase (GenBank HAACA9269) '

{0185) Other suitable enzymes for use wnh the microbes and-the: methods ‘of the 1 invention
mclude those that have: at least’ 70% ammo ‘acid-identity with one of the protcms list

. Table 4 and that exhibit the corr&cpondmg desired | mzymanc activity (l e cleavage ofa fatty
acid from-an acyl carrier protein. In’ additional embodiments, the enzymahc activity is. preSmt
~ inasequence thathas at least ‘about 75%, at least about-80%, at leas| abqut 85,%,._@{ l_.east e
. about 90%, at least about 95%; or at least aboi:t 99% identity with one of. t}xg ahqu-dp;cdbed
sequences, all of which are hereby-incorporated by reference. . . ' . ;
[0186] The lipid pathway enzymies d&scrﬂ)ed above are useful in the productxon of vanous
lipids from a microbe (e.g., 2 microalgae, an oleaginous yeast, or.a fungus) or populatlon of _ . ‘
microbes, whereby a fafty'acyl-ACP:thivesterase cleaves a fatty acid from an acyl canvier - ‘
protein (ACP) dunng ]xpzd synthesis. These lipid pathway enzymes can have a spemﬁmty for. .
acting on a substrate which includes a specific number of carbon atoms. For example, a fatty
acyl-ACP thioestérase may have-a specificity for cleaving a fatty acid having 16 carbon
atoms from the ACP. Therefore, in various embodiments, the microbe can contain an
exogenous gene that encodes a protéin with specificity for catalyzing an enzymatic activity
(e.g., cleavage of a fatty acid from an ACP) with regard to the numbef of carbon atoms
contained in the substrate. The enzymatic specificity can, in vanous embodiments, be for a
substrate having from 8 to 34 carbon atoms, preferably from 8 to 18 carbon atons, and more -
preferably from 14 to 18 carbon atoms.
[0187} By selecting the desired combination of exogenous genes to be expressed, one can

tailor the lipid components generated by the microbe. The microbe, when cultured as '
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described above, synthesizes a fatty acid linked to an ACP-and the fatty.acyl-ACP. .
thioesterase catalyzes the cleavage of the fatty acid from the ACP to yield, through funher
enzyniatic processing, a TAG: moorporatmg the fatty acid molecule.

: - Inreased.Carbon Flux into Lipid Pathway - s
{0188} © Some’ mu:malgae produce significant quantities of non-llpld metaboht&s, such as,
for example; polysaccharides. Bécause polysacchande biosynthesis can use:a sxgmf:ica_nt\ o
proportion of hie total metabolic enefgy available fo cells, mutagenesis of 1ipi_d-p1'odi1<;ing..
cells followed by screehing for reduced or eliminated polysaccharide prédu(;tiqn generates .
strains that are capable-of producing higher yields of lipids. : .

{0189} - Examplcs of expression of transgenes in Chlorella-can.be found in the htcrature
(see, for example, Current Microbiology Vol. 35 (1997), pp-356-362; Shqu,W.u Gong ... .
Cheng Xue Bao. 2000 Jul;16(4):443-6; Current Microbiology vm;-}..-s_,s___(;_ 999), pp. 335-341;
Appl Miérobiol Biotechnol:(2006) 72:-197-205;, Marinel-Biotechnplogyfl};:6%7},{20023::' o

Currént'Genietics 39:5; 365-3702001); Plant Cell Reports 18:9, 778-780, (1 999);.Biologia.
Plantarium 42'(2)" 209-216, (1999); Plant Patfml 3 21(1): 1320, (2005)). Any ¢ conveniem
technique for ititroducing a- transgene inte Chorella can be employed for purposes of the
present invention. - } e iR s
[0190] - Examiples of expression of transgenes in oleaginous.yeast (e.g., Yarnowia [zpolynca)
can be found in the literature (see, for example; Bordm et al.; J Microbiol Methods, Jun 27
(2007)). Exﬁplgs of expression of transgenes in-fungi (e.g., Mortierella _aI;ﬁr,;__e, Mucor
circinelloides, and Aspergillus ochraceus).can also.be found in the literature (see, for
example; Microbiology, Jul;,.l-S_S(Pt.'7)'.201—3—25,(2007); Mol Genet Genomiés_, Jun; ...
271(5):595-602 (2004); Curr Genet, Mar;21(3):215-23.(1 992);- Current. Microbiology;... o
30(2):83-86 (1995); Sakuradani, NISR Research-Grant, "Studies of Metabolic Engmeenng of
Useful Lipid-producing chroorgamsrns" (2004); and PCT. /JPZOO4/012021) Examples-of-
expression of exogenous genes in bacteria such as E. coli are well known,; see, for example,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al. (3d edition, 2001, Cold Spring
Harbor Press.

Iv. METHODS OF IN SITU TRANSESTERIFICATION

[0191] In situ transesterification of TAGs to fatty acid alkyl esters in accordance with the
methods of the present inventioﬁ can be performed on biomass generated from the microbial

cultures described above. In some embodiments, the biomass may comprise biomass

combined from two or more cultures of distinct strains or species of microorganisms. In some
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embodiments, the distiict stains or species have different glycerolipid profiles, as.illustrated
in Examples 22 and 24. St a.
[0192] In some methods of the invention, the microbial biomass is first harvested froxﬁ-tht; .
culture medium and dried, and then subjected to an optional bjomass disruption process prior
to transesterification: In other methods of: thé invention, the microbial biomas§ is subjected to
a biomass disruption process prior to drying and transesterification. In some methods,
harvesting the biomass comiprises $eparating thé cellular.components of the biomass from the
water and cell culture media by, for example; passing the contents of the cell culture -
bioreactor through a screen or similar filtering appmjam;, In some embodiments, harvesting.
the biornass comprises processing the cellular components of the‘cell-,culmrqinto-apaste-or,; :
low moisture-coriterit composition. - - '

' A. - Diying Meéthieds*~ - RORETR .
(0193} * Drying the biciriass generated from thie caltired microorganisms described:herein:-
réi'ri’(’)’\ia_’wétér' that':ipfoﬁi& otherwise'be'available as a subst‘raxe‘during}hc{tr;ans:;émiﬁgaﬁgn

_ than the desired fatty acid alky} esters. The extent to which biorvnasglused inthein situ... ...
transesterification methods of the present invention must be dried depends on'the -. - - . .

 aleohol:biomass ratio used in the transesterification process; the cost of vthc} alcohol, and the
cost or other volurne constraints placed on the size of the reaction _v-ésse] i-n';.which the .
transesterficatiort is o be'performed. As will be appreciated, these factors, balanced against
the costs of drying the biomass, determine an "acceptable dryness’ for the biomass. - :
[0194] In some embodiments, the biomass.can be'dried using- adrum dryer in which the
biomass is Totatedin a drum and-dried with the application of air, which may.-be heated to -

" expedite the drying process. In other embodiments, an ovén or spfay dryer canbeused to
facilitate drying of the biomass.‘Altcmatiye]y, the biomass may be dried via a lyophilization
process. The lyophilization process may summarily bc-descﬁbed_és a “freeze-drying”
process, in which-the biomass is frozen in a freeze-drying chamber. The application of a
vacuum to the freeze-drying chamber results in sublimation (primary drying) and desorption
(secondary drying) of the water from the biomass, resulting in a product-suitable for further
processing as described below. In still other embodiments a combination of the foregoing
may be utilized 10 appropriately dry the biomass for further processing in accordance with the
methods described herein.

B. Biomass Disruption Methods -
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10195) *In some embodiments:it may be desirable to disrupt the biomass prior to in situ
transesterification-to xh‘ake the intracellulir contents of the microorganisms more readily
accessible to the: alcohol and catalyst transesterification. reagems. Thxs can help to facilitate -
the conversion of TAGs- to fatty acid alkyl esters or other molecules in awordance with the .
mcthodsofthcmvmtxon. R T C o e e
[0196) In some miethods of the invention, dxsmptlon of the blomass can be acoomphshed
prior to-subjecting the'biomass to one or more-of the. drying process&e d&ccnbed above. In.
other methods; disruption of the biomass can follow such a drying process. In some methods,
waer is rémoved from the biomass prior to or after distuption of- the biomass, with or. without
subjecﬁng-the biomass to-a drying process. Following growth, the mimoorgﬁsms are, - -
optiorially isolated by centrifuging the culture. medium to, generate-a, concentrated mlcrobxa)
biomass. stmpnon of the biomass'can be accomplxshed by lysing the mxcmbxal cellsto. ..
produce a ]ysaie. Cell'lysis:can be achieved by any-convenient: means «mc}udmg heat—mduced
lysis, addition of a base; addition of an-acid,: -viatheuse of enzymes such as: proleases or::.
_polysacchande degradatlon enzym&e sucb as amylases, via the use of ultmsound, mcchamcal
‘lysis, via the use of osmotic shock, infection with a Iytic virus, and/or: expressxon of onc or.
more lytic genes. Lysis is performed to release mlrace]lu]ar molecules which have been
produced by the- nncroorgamsm Each of these methods for lysing _a-,qur@rgmm.mz,bc,:
uscdasasmglemethod orm combination, . S :
[0197) The-extent of cell disruption can be observed: by microscopic analyms Usmg one or
mote of the methods-described herem, typlcally more:than 70% cell breakage is observed. .

) Prcferably, cell breakage is more than: 80%, more preferably more than 90% and most. .
preferably about 100%. - . T e e
[0198} “In particular eabodiments, the microorganism is ]ysed after gmwth for example to
increase the exposure of cellular lipid to a catalyst for transesterification such as a lipase or a
chemical catalyst, expressed as descnbed belo§v.~ The timing of lipase»expr_wsion (e.g;viaan
inducible promoter), cell lysis, and the adjustment of transmteriﬁcaﬁqn reaction conditions
(e.g., removal of water, .addition of alcohol, etc.) can be adjusted to optimize the yield of fatty
acid esters from lipase-mediated transesterification. ]
[0199] Inone embodiment of the present invention, the process of lysing a microorganism
comprises heating a cellular suspension wntairﬁﬁg the microorganisms. In this embodiment,
the culture medium containing the microorganisms (or a suspension of microorgapismé

isolated from the culture medium) is heated until the microorganismns, i.e., the cell walls and
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membranm of micrgorganisms; degrade or breakdown. Typically, temperatures applied are at
least 50°C. Higher temperatures, such as; at least 60°C; at least 70°C, at least 80°C, at least .
90°C; at least 100°C; at least 110°C, at teast 120°C, at Jeast 130°C or higher are used for more
efficieiit cell lysis.

{0200} In another. embodiment of the present invention, the procéss of lysing a

microorgarism comprises adding a base to a.cellular suspehsfon containing the
microorganism. The base should be strong enough tb hydrolyze at least a portion of the
prot'einacéous cbmpounds' of the microorganisms used. Bases which are useful for . .
‘solubilizing proteinS are kiiown in the art of chemistry. Exemplary bases which are useful in
these melbod_s include, but are not limited to, hydroxides, carbonates and bicarbonates of -
Tithitim, sodium, potassium; calcium, and mixtures thereof. A preferred base is KOH: In.
another exiibodirsent of the present invention, the process-of lysing a microorganism
Gomprises'adding an acid to a cellular suspension contairing the:mi_crxﬁorgan‘ism..; SRR . ' ~
(0201} "‘.‘Iﬁ ‘atiother embodimneiit ofthe present-invention; the process of lysing.a ...
microorganisti-comprises lysing the microorganism with an enzyme. Enzymes. for lysinga
microorganistiy include proteases'and vpoly-sacchaﬁde—degxéding enzymes such as : _
hemiéeﬂﬁlése, pectinase; cellulase, and driselase. A polysacchaﬁde:dcgrading,mzme,v L

- optionally froin. Chlorella-or a Chlorella virus, is preferred. Aprcferred- pair of enzymes for
lysing oil bearing biomass are alcalase and mannaway-(Novozymes).
[0202] ‘ In ﬁno‘thér ernbodim'ént of the present invention; the process of lysing.a -
ﬁxicro'org'anism is performed using ultrasound, i.e.; sonication. Cells can also by lysed with o
high frequency sound. The sound can be produced electronically and transported through a ‘
metallic tip to an appr‘opfiatcly concentrated cellular suspension. This sonication (or - .
«ltrasohication) disrupts cellular ihtegﬁty based on the creation of cavities in the cell
suspension.’ 4
[0203] In ahother embodiment of the present fr_wention, the process of lysing a -
microérganism 1s performed by mechanical means. Cells can be lysed mechanically and
optionally homogenized to facilitate lipid transesterification. For example, a pressure
disrupter can be used to pump a'éc]l containing slurry through a restricted orifice valve. High —
pressure (up to 1500 bar) is applied; followed by an instant expansion through an exiting
nozzle. Cell-disruption is accomplished By three different mechanisms: impingement on the
valve, hi.gh- liquid shear in the orifice, and sudden pressure drop upon discharge, causing an

explosion of the cell. The method releases intracellular molecules. Altemnatively, a ball mill
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can be used: In-a ball mill, cells are agitated in suspension with small abrasive particles, such
as beads. Cells break because of shiear forces; grinding between beads,and collisions with. -
beads. The'beads disiupt th‘e_qel]s to‘release. celhular contents. Cells can also be disrupted by
shear for'om,'such. as with the use of blending (aé},,with a high speed or. Waring blender), the
french press, or even centrifugation'in- case of weak cell walls:io - .
[0204] - In another embodiment of the present'inymtion,- the procesé of lysing a -
microorganism is performed by:appl.ying an osmoticﬁhock. = .
[0205] In another embodiment of the present invention, the process of lysing a :. .
‘microorganism is performed by steam treatment,.i.e.; through addition of pressurized »stgéxn.
Steam treatment of microalgae for céll- disruption is dmn'bed, for example, in U.S_._Patept
No. 6,750,043. e ‘. : U
[0206] In another embodimenit of the preseat inveation, the process of lysing a
* mitroorgasiism corpriscs infection’of the microorganism with & lytic yirus. A wide variety of
viruses are known to lyse xﬁicfoorganisms'-smmblé;for;use 'in;the_imqthods pf_‘_—thcpr_went,_ :
“is within the level of skill in‘the-art. For gXamp]e_,' paraméciuiiz'-bursqria_ chlorelld virus. ..
(PBCV-1)is the prototype of a group (family Phycodnaviridae, genus Chloggvinis) p__ﬂg(gg,
icosahedral, plaque-forming, dduble—stranded:DNA»-.vims& that replicate in, and lyse, certain
unicellular, evkdryotic'chlorella-like green:algac. Accordingly, any susceptible microalgae,
such as C. protothecoides, can be lysed by:infecting the culture with.a suitable chlorella-virus.
Methods of infecting Spe'cies of Chiorella witha chlorella virus. are known. See for example
Adv. Virus Res. 2006;66:293-336; Virology, 1999 Apr.25;257(1):15-23; Virology, 2004 Jan
5;318(1):214-23; Nucleic Acids Symp. Ser. 2000;(44):1 6]—2; J. Virol. 2006 Mar;80(5):2437-
-44; and Anru. Rev. Microbiol. 1999:53:447-94, . o _
10207} 1In another emboidment of the present invention, the process of lysing a
microorganism comprises autolysis. In this embédiinent, a microorganism useful in the
methods of the invention s genetically engineered to produce a lytic gene that will lyse the
microorganism. This lytic gene can be expressed using an inducible promoter, so that the
cells can first be grown to a desirable density in a culture m‘cd-imn and then harvested,
followed by induction of the promoter to express the Iytic gene to lyse the cells. In one
- embodiment, the lytic gene encodes a polysaccharide-degrading enzyme. In catam other
embodiments, the lytic gene is a gene from a lytic virus. Thus, for example, a Iytic gene from

a Chlorella virus can be expressed in a Chlorella such as C. protothecoides.
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10208] " Expression of Iytic genes is preferably dohe using Ianrinduc'iblej promoter, such as a
promoter active in ﬁimalgae that is induced by-a stimulus such as the presence of a small
riiolécule, light, heat, and other stimuli. Lytic genes:from chlorella viruses are known. For

" eéxample, see Virology 260, 308-315 (1999); FEMS Microbiology Letzers' 180 (1999)45-53;
Virology 263, 376-387 (1999); and Virology 230, 361-368 (1997).. P
{0209] In pamcular embodiments, the mlcroogamsms are lysed after growth, for examp]c
to increase the exposure of cellular lipid to- a catalyst for transesterification such as a lipase,
discussed below, ora chemical catalyst. The timﬁng of lipase expression (e:g., via an
inducible promoter), cell lysis, and'the modification of transesterification reaction conditions
(e.g., removal of water, addition of alcohol, etc.) can be adjusted.to-optimize the yield of fatty
acid esters from lipase-mediated transesterification.

C. . Transesterification - . o R :

- [0210] “Lipids produced by’ mlcroorgamsms as descn’bcd abovc are sub]ecied to a:process of
transesterification in accordance with:the methods of the invention'to gcncmte alipophilic
‘phase oontammg fatty acid alkyl esters and a hydrophilic phase comprising cell material and
glycerol. In some methods"of thé‘invention-,-thé lipophilic phaseis then separated from-the
hydrophilic cell material.

’ 1. General Chemical Process : R S .
{0211])° Animal and plant oils are typically made of triacy]g]ycefols (TAGs); which are

“esters of free fatty acids with the trihydric alcohél', glycerol. In ﬁarisestcﬁ_ﬁcaﬁon,- the
glycerol in'a TAG is replaced with a lower atkyl 'aicoh‘ol such as .methanol, éthanql or

isopropanol: ‘A typical reaction scheme is as follows:

——O0CR, . )
cat. base . )
——0OCR, ———————> R,CO0Et + R COOEt 1 -RyCOOEI 4 C3Hg(OH)4
3 EtOH - K .
—OCR, - Ethy! esters of fatty acids . . Glycerol
Triglyceride :

[0212] In this scheme, the alcohol is deprotonated with a base to make it a stronger -

nucl eophile. Commonly, ethanol or methanol is used in vast excess (up to 50-fold).
N(;rmally, this reaction will proceed either exceedingly slowly or not at all. Heat, as well as
an acid or base, can be used to help speed the reaction. The acid or base is not consumed by
the transesterification reaction; thus, they are not rea(étants but catalysts. Almost all biodiesel

has traditionally been produced using the base-catalyzed technique, as it requires only low
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ternperatires and presém&c and produces over-98% conversion yicld (provided the starting oil
is low in moisture and free fatty acids)..- I T S .

10213])":" ‘A special case of trafisesterification.is: glycerolysis or the the useof . o
glycerol(glycerin) to break chemical bonds. . The. glyoerolysns reaction is usually catalyzed by

the addition of an acid or a base. Glycerolysis can-be perfonned on simple. esters, fats, fme

fatty acids or TAGs, wherein the methyl esters:react with excess glycerol to form mono-
and/or diglyceridés; producing methanol as a by.-prbduct; Mono- and diglycerides are “S“'ﬁ‘-‘l
as emulsifiers-and are cornmonly added to food products. . , '

Ci2e Usmg Recombinant Lipases:for Transestznficahon :
[0214]- “Transesterification has also been carried.out experimentally using an enzyme, such
as alipase, instead of a base. Lipase-catalyzed n*anse;_stenﬁcatmn can be carried ont, for. . ..
example, at a temperature between the room temperature and 80°.C, and a molar ratio of the
TAG to'the lower alcohd] of greater than:1:1, preferably.about 3:1. Lipas&s.s,uitablgfpgusﬁh
transesterification in accordance with the methods of the present invention includ_e," butare...:
‘ot limited 10, those listed in Table 5. Other: examplm of Jipases.useful. for- tranémstcn’ﬁcalibn ’
dre found'in, ¢ g. U.S Patent Nos :4,798,793; 4,940,845 5,156,963; 5,342,768; 5,776,741 and
W089/01032 each of whick is incorporated herein by reference..

[0215] - Table 5. Lipases for usein transesterification.-

Aspergzllus niger lipase ABG73614, Candida antarctica lipase B (novozym—435)
CAAR83122, Candida cylz_ndracea lipase AAR24090,:Candida lipolytica lipase (Llpasc:L, -
Amaho' Pharmaceutical Co.; Ltd.), Candit?a rugosa lipase (e.g., Lipase-OF; M_eit6 Sangyo
Co., Ltd.), Mucor miehei lipase (Lipozyme IM 20), Pseudomonas fluorescens Hpa;se '
AAA25882, Rhizopus japonicas lipase (Lilipase A-10FG) Q7M4UT -1, Rhizomucor ... ..

lipase (SM Enzyme) ABI13521, Thermomyces lanuginosa lipase CAB58509, Lipase P
(Nagase ChemteX Corporation), and Lipase QLM-(Meito Sangyo.Co., Ltd., Nagoya,
Japan)

[0216] One challenge to using a lipase for the production of fatty acid esters suitable for
biodiesel is that the price of lipase is much higher than the priée of sodium hydroxide
{NaOH) used by the strong base pmoés. This challenge has been addressed by using an
immobilized lipase, which can be recycled: However, the activity of the immobilized lipase

must be maintained after being recycled for a minimwmn number of cycles to allow a lipase-
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based process to cormpete with the strong basé process in terms of the production cost.
Immobilized lipases are subject to poisoning by the lower alcohols typically used in .
transesterification. U.S. Patent No. ‘6,398,707-. (issued June 4, 2002 to Wu et al), incorppratcd»
herein by feference, describes methods for. enhancing the activity of immobilized lipases and
regenerating imimobilized lipases having reduced activity.

[0217) ~In pariicular embodiments, a recombinant lipase is expressed in the same - -
microeorganisms that praduce the lipid on which thelipase acts. Suitable recombinant lipases
include those listed above in Table 5 and/or those described under the GenBank -Accession
numbers listed above in Table 5, or’a polypeptide that has at least 70% amino acid identity
with one of the lipases listed above in Table-5-and that exhibits lipase activity. In additional-.
ernbodifnénls, the enzyinatic activity’is-present in a sequence that has at.least about 75%, at
lesst about 30%,- at least about 85%, at Jeast about 90%; ‘at least about.95%, or at least about
by reference. .

{0218} Anexemplary vector design for expression-of a lipase gene in'a microorganism such
‘asa microalgae contains a gene enéoding a lipase'in operable linkage witha promoter active
in microalgae. Altematively, if the vector do&.'not containa promoter in operable linkage: - -

with the lipase gene, the lipase gene can be transformed into the cells such that it. becomes
operably linked to- an endogenous promoter at the poml of vector mtcgranon The:
promoterless method of transformation has been demonstrated in microalgae (see, for
example, Plant Journal 14:4,(1998), pp:441-447). The vector can-also contain a second gene
that encodes a protein that imparts resistance to an antibjotic or herbicide, i.e., a sclectable '
marker. Optionally, one or both gene(s) is/are followed by-a,3* untranslated sequence
containing a polyadenylation signal. Expression cassettes encoding the two genes can be
physically linked in the vettor or-on separate vectors. Co-transformation of microalgae can
also bé used, in which distinct vector molecules are simultaneonsly used to transform cells .
(see, for example, Protist 2004 Dec;155(4):381-93). The transformed cells can be optionally
selected based upon the ability to grow in the presence of the antibiotic or other selectable
marker under conditions in which cells lacking the resistance cassette would not grow.
(02191 DNA encoding the lipase and selectable marker can be codon-optimized cDNA.
Methods of recoding genes for expression in microalgae are described in US Patent

7,135,290. Additional information is available at the web address www kazusa.or.jp/codon.’
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[0220]° " Many promoters are active in' microalgae, ncluding promoters that are éendogenous

1o thie‘algae béing transformed, as well as promotess that are ot endogenous to'the algae:.

being transformed (i.e., promoters ﬁ*om‘z-bthef’élgiie’,‘prdiﬂdte'tii froin higher plants, aad -~

promoters from plant Virusés of algae viruses): Exogénous and/or endogenous promoters that

dre active in fnicioalgas; and antibiotic fesistace genes functional in micioslgae are kiown

in the art. "The promioter tised 10 eXpress an exogenous gene can b the prommoter naticlty

linked to that geiie or.can be a heterclogous gene. Soine promoters are active in more than

one species of microalgae. Other promoters dre species-specific. Preferred promoters include
pmmolcrs?':#uéh asRBCS2 ﬁ'oui"Clhlamydombnas refiihardtii and viral promoters; suchias *
cavliflower mosaic virus {(CMV) and chlorella vitus, which have been shown to be active in
multiple species 6f microalgae (see; for example, Plant Cell Rep. 2005 Mar;23(10-11):727-
35} J Microbiol. 2005 Aiig;43(4)'£3_61‘15; Mar Biotechnol (NY). 20023an;4(1):63-73). -
{0321y’ ~~'-1>n5iﬁ6fef§,'chAg?and“s“ftnRs ‘asWell'as offiér elérnents of the vectors, can be™

generaled through clohing techmqu&s usmg ﬁagmens isolated from ‘native sources (see, for
example, Molecular Cloning: A Labomtory ‘Mannal, Sambrook etal: (3d edmon 200] Cold

Spting’ Harbor Pr&cs, and U.S. Patent 4, 683,202) Altematwely, elemients can be: generated

synthehcally using known miethods (see, for exaniple; Gene 1995-Oct 16;164(1) 49—53)

‘10222) Cells can be transformed’ by any suitable technique including, e:g; biolistics,

electroporation, glass bead transformation and silicon carbide whisker transformation. -+ .

[0223] In partxcular cinbodiments, the lipase is expressed in‘an mducxble and/or targeted.

miansiér. The use of an inducible promoter 1o express a lipase gené permits: producnon of the

lipase after growth of the microorganism when conditions have been adjusted, if necessary, to

enhance transesterification, for example; after disruption of the cells, reduction of the water

content of thé reaction mixture, and/or addition sufficient alcohol to drive conversion of

TAG: to fatty acid é§ter_s.'lhduéil$lé promoters useful in the invertion include those that

mediate transciiption of an operably linked pene in response to a stimulus, such as an

exogenously providéd small molecule, temperature (heat or cold), light, etc. Sujtable

promoters cari activate transcription of an essentially silent gene or upregulate, preferably

substaritially, transcription of an operably linked gene that is transcribed at a low level. In the

latter case, the level of transcription of the lipase preferably does not significantly interfere

with the growth of the microorganism in which it is-expressed.
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[0224} Itcan be advantageous, in pmtiéular embodiments, to target expression of !hé lipase
to one or more cellular compartments, where it is sequestered ﬂ'om the ma]only of ce]]u]ar _
hpxds until initiation- of the trans&stenf cation reaction. ) .
3. . Advantages of Biomass with Higher Oil: Non-Oll Raho .
[0225)-- Direct transesterification of agricultural products has been performed as reported in
US Patent Application Publication Nos. 20030229237 (published December 11, 2003) and .
20050020842 (published January 27, 2005). These processes mhploy. materials such as soy, .

coconut, palm, corn, cotton; flax, rapeseed/canola, safflower, sx_mﬂower or other éwd-oil _

feedstocks or animal fats as the substrate for a transesterification process to produce fatty acid

alkyl esters. _ , v L

[0226] . A particular advantage of using microorganisms, as d%cn'bed herein, for the _

generation of TAGs useful in the transesterification methods of the present invention, x§ the

ability-to modulate the ratio of oil to non-oil in the biomass, wh:ch has been  unexpectedly - -~
found-to impart two advantageous cha:actenstxcs First, as shown i in the examp]es below }

:lransestcnﬁcanon of biomass having a hlgher oilmon-oil ratio leads to'an mcreased efﬁcnency

in the conversion of TAGs to fatty acxd alky] esters. Second, as also shown in the exampl&c

below, transestenﬁcanon of biomass havmg a higher on]'non—oﬂ ratio. produc&s a blodlese]

product.with reduced proportions of undesirable heteroatoms. In the latter case, the lipophilic

phase.generated by the transesterification comprises phosphorous in an amount, by weight,

no-greater than 60 parts per million. In sbme embodiments, the amount of phosphorous by,

weight in the iipophilic phase is no greater than 25 parts per million. In some embodiments, ‘

the améunl of phosphorous by weight in the Iipophilié phase, isno gr’ea!e_r.than_]O_paﬁs pér .
million. In other embodiments, the amount of sulfur by wei gﬁl_iﬁ the iipophilic phase is no ,
greater than 80 parts per million, and.in'still other embodiments, the amount of sulfur by
weight in:the lipophilic phase is no greater than 60 parts per million. In some embodxments
the amount of sulfur by weight in the lipophilic phase is no greater than 15 parts per mllhon
In some embodiments, the amount of iron by-weight in the lipophilic phase is no greater than
2 parts per million. In some embodiments, the amount of zinc by weight in the lipophilic
phase is no greater than 40 parts per million. In some embodiments, the amount of zinc by
weight in the lipophilic phase is no greater than 12 parts per million. In some embodiments,
the combined amount of magnesium and calcium by weight in the pophilic phase isno
greater than 5 parts per million. In some embodiments, the combined amount of sodjium and

potassium by weight in the lipophilic phase is no greater than 50 parts per million. In some
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mhb‘odin‘lents- the combined amount of sodium and potassium by wei ght.in the lipophilic .,
phase is no greater than15 parts.per million. Some methods of the mvennon yleld a product :

in w}nch two or more of the:following heteroatoms or- combmahons of. heteroatoms are,

: hmned in concentration in the lipophilic pbase of the transesterified matenal fothe followmg
: concentranons -sulfuris less:than 15 parts per million; phosphorous isless than 20. 001%
toml mass; the combined amount of magnesium and calcium is no greatet. than 5 parts. per
million; and the combined amount of sodium and potas_smm 1s no greater than 15 parts per.
million. . : . : .

{0227] Another aspect.of thh 01l biomass grown hetcron'ophlcally, parhcularly
nncroa.lgae, is the amount of carotenoids r&su]tmg n the hpop}uhc phase after, .

transesterification: In somme embodiments of the present mvmtmn, the amount of lutei
greater than 400 xmgrograms per gram of lipophilic phase. In some, embodnnents the am unt
-of Jutein isnogreater than 200 mlcmgrams ;per gram of lrpophllxqphase In some
embodxmems, the-amount: of lutein is no greater; than 100 mlcrogmms per gram; o. li )
phase:n some embodments the amount-of lutein is no greater than 40 mxcrograms p : gram
of lipophilic-phase. In some embodnnents the amount of’ ]utem is.uo less than 5 1
per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount, of Iutem 1s no less than 10 '
mlcrogmms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount of ]utem isno,
less than 30: mlcrograms per: gram of lipophilic phase. In. some. embodlments the lxpop}nhci

phase contairis an amount of. lutem at between any combination of the maxunum and .

minimum levels recited above, such as below 400 and at least 5 mxcrogmms per gram of
hpoph]hc phase In some embodiments, the amount of lutein is approxlmately 35 mlcrogxams
per gram.-of lipophilic phase. . . - L etwe e ey e
{0228} . In some embodiments, the amount of zeaxanthin isno greater than 275 r_nic'rogmms
per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount of zeaxanthin is no gé,ater
than 150 micrograms per gram of lipopﬁi]ic phase. In some embodiments, the amount of

- zeaxanthin is no greater than 75 micrograms per gram of lipophilic phase. In some
emBodiments, the amount of zeaxanthin is no grealer_tflan. 25 micrograms per gram of
lipOph_ilic phase: In some embodiments, the amount of zeaxanthin is no less than 0.5
Ticrograms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount of zeaxanthin is
no less than 10 micrograms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount
of zeaxanthin is no less than 20 micrograms per gram of lipophilic phase. In some

embodiments, the lipophilic phase contains an amount of zeaxanthin at between any
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combination of the maximum and minirum levels récited above, snﬁh'as below 275 and at
ledst 0.5 micrograms per gram of lipophilic phasé. In Some enibodim ents, the amount of. -
zeaxaiithii i§ approximately 23 micrograms per gram of lipophilic phase.: - -

10229} In some embodiments; the amount of a-Cryptoxanthin is no greater than 8-
‘migrograms per gram of lipophilic phase. In'some embodiments; the amount of o :+ . -

Cryptoxanthin'is n6 gréater thar 5 inicrograms per gram of lipophilic phase. In'some
embodlments the-amoyint 6f a-Cryptoxanthin-is no grwter than 2 micrograms per gram of
lipophilic phase. In some embodiments, the amount of a-Cryptoxanthin is no greater than 0.1
micrograms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount of - -+ -
Cryptoxanthin is no les$than 0.001 micrograms per gram of lipophilic phase. In some -

embod:ments the amotmt of a-Crypioxarithin is no less than 0.01 micrograms per gram. of .
) "hpoph’hc phase! I sortie émbodiments, the amount of a—Cryptoxant}un is 10 lessthan:0.05 .
: mlcrograrnsper ram of hpophlhc phase:‘In soimeiembodiments; the hpophlhc phasc contmns : T~
' ai Améunt of a—Cryptoxamhm at between any’ oombmanon of the- mammum and- mlmmum .
“1Ievels recited above, such'as below 8 and-at least 0.01 mxcrogmms- per-grasm-of: llpopbihc- :
"phasc. In‘some emboditents, the amount:of a:Cryptoxanthin is appro)nmately 04 06 ;

chrograms per gram- of lipophilic phase. * )

. [0730] In some embodnments the amount of B-Cryptoxanthin is no. greater than 18-

ri'n'gfo'grams per gram ‘of lipophilic phase. In some embodiments; the amount of f--
Cryptoxanthin i§ no greater than 8 microgranis pet gram of lipophilic phase. In -sén_le_
embodiments, the aitount of B-Cryptoxanthin is no greater than 4-micrograms pér gram of ) .

* lipophilic bhése‘.'ln 'éoxﬁe'embo'diménts, the amount of -Cryptoxanthin isno greater thannZ .
micrograms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amouht_ of -
Cryptoxanthin is no Jess than 0.1 rhicrograms per gram of lipophilic phase. In'some
embodiments, the amount 6f B-Cryptoxanthin is no less than 1 micrograms per gram of
lipophilic phase. In some efiibodiments, the armount of B-Cryptoxanthin is no less than 15
micrograms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the lipophilic phase éontains
an amount of B-Cryptoxanthin at between any combination of the maximum and minimum
levels recited above, such as below 18 and at least 0.1 micrograms i)er gram of lipophilic -
phase. In some embodiments, the amount of p- Cryptoxant.hm 1s approximmately 1.8
micrograms per gram of lipophilic phase. v
{02311 In some embodiments, the amount of a-Carotene is no greater than 1.9 migrograms

per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount of a-Carotene is no greater
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than 1 micrograms per gram-of lipophilic phase. In:some embodiments, the amount of a-
Cardtene'is no greater than 0.1:micregrams per gram-of lipophilic phase. In.some
embodiments, the amount of a;Carotené_is no greater _tha_n:0.0Q._ micrograms per gram of -
lipophilic phase. In some embodiments, the amount of a-Carotene is'no less than 0.0005 .
micrograms per:gram of lipophilic plia'se. In some embodiments, the a“mount..o'f uTCarqfe_ is
10 less than 0.01 micrograms per gram of lipophilic phase. In some embodunems, the amount
of a-Carotene isno less than 0.05 micrograms per. gram of lipophilic phasc. In ,spme'
embodiments, the lipbphi]ié phase contains an amount of u7Car§tene at between any
combination of the maximum and minimum levels recited above, such as below 1.9 ar_;d at
least 0.0005 micrograms per gram of lipophilic, phase In some embodiments, the amount of .
a-Carotene is. approximately0.08 rmcrograms per: gram of lipophilic phase. . )

. [0232] Insome embodiments, the amount of | ﬂ-Carotene ismo greater than 14 nngrograms

:per:gram of lipophilic phase. In .some“embodxmcms,;,the.a:popm_;,oij B-Carotene is no.greater:
than 10 micrograms per. gram.of lipophilic phase. In sonié enibodiments the, amotx_ng;:gf B
Carotene is no greater than 4. micrograms per gram-of hpophxhc phase. In some. Ey . ., .
embodiments, the amount of B-Carotene is no greater than 1.5 micrograms per gram of
llpophlhc phase. In some embodiments, the amount of B-Carotene.is no less than 0.1 .
rmicrograms per gram of) lipophilic phase. In some embodiments, the amount.of B- Camtene is
no less than 0.9 micrograms per gram of lipophilic pliase. In some embodiments, the amount
of B-Carotene is no less than 1 microgram per gram of lipophilic phase. In some .

- embodiments, the lipophilic phase contains an 'amounlvof. B-Ca_rotege at between.any
combination of the maximum and minimum levels recited above, such as below 14 and at
Jeast 0.1 micrograms per gram of lipophilic phase. In some embodiments, the amount of B-

- Carotene is approximatety-1.2 micro grmns per gram of lipophilic phase.

[0233] - The increased efficiency with which TAGs are converted to fatty acid alkyl esters,

" and the reduced proportion of heteroatoms introduced into the lipophilic phase, via
application of the methods of the present invention to biomass comprising z high oil:non-oil
ratio are unexpected advantages. Examples showing the improved efficiency with which oil
can be transesterified, and the reduced proportion of heteroatoms in the transesterified .
product, are described below. )

(0234] In some embodiments, the oil:non-oil ratio of the dried biomass subjected to
transesterification or-other methods of chemical modification is at least 1:20, at least 1:19, at

least 1:18, at least 1:17, at least 1:16, at least 1:15, at least 1:14, at least 1:13, at Jeast 1:12, at
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least 111, atJeast 1:10, atleast 1:9, at least 1:8, at Jeast 1:7, at least 1:6,at least 1:5; at least"
1:4, at least 113, at least 1:2; or at least 1:1. In other embodiments, the oil:non-oil ratio of the
dried biomass subjected to transestetificatioit is atleast'1.1:1, at least 1 .2:1, at least 1.3:1; at
least 1.4:1, st least 1.5:1; at least 1.6:1, at least 1.7:1, at Jeast 1.8:1, atleast 1.9:1, at leaist 2: 1,
atleast 3:1,at Jeast 4:1, at least 5:1, at least 6:1, atleasl7 1, at least 8:1, atleast 9:1, or-at
least 10:1. ' ' : . i
V. OTHER METHODS OF CHEMICAL. MODIFICATION OFLIPID-

CONTAINING BIOMASS . o .
[0235]- “The present invention provid&s methods of chmical modification other than  : - -
transesterification that yield products usefil:in'a variety of industrial and other applications,
including hydrogenation, interesterification, hydroxylation, and hydrolysis plus
deivatization. In & manner similar to that described above with refererice to: - :
transesterification, thesé cherical modifications canalsobe performed on’biomass generdted
from the microbial cultures described hérein: In sotie embodiments, the biomass may ! -+
comprise biom.a‘ss combined from two or more ‘cultuiés of distinct strains or--speci'&c-'of BT
‘microorganisms. In some embodiments, the distinict strains or'species have diﬁ'mmt R
glycerolipid profiles, as illustrated in Example 22. In-some methods of the invention;:the - -
microbial biomass is first harvested from the culture-medium; and thenr‘subjected toa .
lch'érhica] reaction that covalently modifies at least 1%.of the lipid. In somé-embodiments, at
least 2%, at least 3%, at least 4%, at least 5%, at least.10%, af least 20%, at least.30%, at ]east
40%, at least 50%, at least 60%; at least 70%, at-least 80%, ‘or at least 90% of the lipid is.-.
modified by the chiemical process.

A gydrogéhaﬁon: Saturation of Double Bonds

[0236] Hydrogenation ié the éddition of hydrogen to double bonds in the fatty acid
o’onsﬁtﬁeuts of glycerolipids or of free fatty acids. The hydrogenation process permits the
transforrhation of liquid oils into sémi-solid or solid fats, which may be more suitable for
specific applications. Hydrogenation is a well-known chemical process, and gcnemlly
comprises contacting an oil mixture with'a finely divided transition metal (e.g., nickel,
palladium, platinum, or rhodium) catalyst at an elevated temperature (e:g., 140-225°C) in the
presence of hydrogen.

10237} Hydrogenation of biomass produced by the methods described herein can be
performed in conjunction with one or more of the methods and/or materials provided herein,

including microbial biomass with a percentage of DCW as lipid at least 20%, or to produce
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products, as reponed in the following: .US Patent Nos. 7,288,278 (food additivesor . .
medicaments); 5,346,724 (lubrication products); 5:475,160 (fatty alcohols); 5,091,116 (edible
oils);'6;808,72;7"(smictmal' fats'for'margarinc' and spreads); 5,298,637 (reduced-calorie fat -
substibites); 6,391,815 (hydrogenation catalyst and sulfur adsorbent); 5,233,099 and »
5,233,100 (fatty alcohiols); 4,584,139 (hydrogenation catalysts); 6,057,375 (foam suppressing

‘agents); and 7,118,773 (edlble emulsion spréads); each of which'is incorporated. herem by

reference.

B. nterestenﬁcanon' Interchangggg gy cxd Comgonents of
“Glycerolipids - S :

{0238} Naturally produced g]ycerohpxds typicaily do not bave a uniform distribution of
fatty acid constituents. In‘the context of oxls intefesterification refers to the exchange of . acyl
radicals between two esters-of: 'dlffercm glycerolipids. “The interesterification Process, pmvxdes
a mechanisid by which the fatty acid ‘constituents ‘of a mixtare of glycerolipids can bc
reamnged to modify the dxstnbutron pattem Intcrestenﬁmhonus i well “known chemical
process,’ and ‘generally compnses heating (to. about: 200°C) a mixture of oﬂs for.a penod (eg,

30 mmutm) in the prmce of a catalyst, such as:an alkali metal or alkali- metal alkylate (e -

sodiom methoxide). This process can-be-used to randomize the; dxstn'buhon pattern of the. -

fatty acid constituents-of an oil. mixture, or can be directed to, produce a desited distribution

 pattern. This method of chemical modification of lipids can; be. peTformed on materials ..

provided hereiii, such 4¢ microbial biomass with a lipid- percentage of DCW of atleast.20%.
[0239] Directed interesterification; in whicha specific distribution patteﬁ\.of fatty acids is
sought, ¢an be performed by miaintaining the oil mixture at a temperature below the melting
point of some TAGs that might be preserit.-This results-in selective: crystallization of these..

- TAGs, which effectively removes them from the reaction mixture as they crystallize. The

pitcess can be continued-until fost of the fatty acidsin-the oilhave precipitated. A directed
interesterification process ca.rvrbe‘use'd to produce, for example, a product with a lower calorie
content via the substitution of longer-chain fatty acids with shorter-chain counterparts.
Directed intéesteiiﬁcatibh can also be used to produce-a product with a mixture of fats that
can provide desired melting characteristics .‘and structural features sought in food additives or
food products (e.g., margarine) without resorting to hydrogenation, which can produce
unwanted trans isomers. »

[0240] Interesterification of biomass produced by the methods described herein can be

‘performed in conjuction with one or more of the methods and/or materials, or to produce
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products, "'as reported in the following: US Patent Nos. 6,080,853 (nondigestible fat
_sub‘sti'tutés'); 4,288 378 (peanut butter stabilizer); 5,391,383 (edible spray oil); 6,022,577
" {edible fats for food products); 5,434,278 (edible fats for food products); 5,268,192 (low .
calorie nut products); 5,258,197 (reduced calorie edible vcomposition.s); 4,335,156 (edible fat
pro'ﬂl':c't); 7,288,278 (food ‘additives or megdicaments); 7,115,760 (fractionation process); -
6,808,737 (stmctmal fats); 5,888,947 (engine lubricams); 5,686,131 (edible oi]'mixturm); and
4,603,188 (curable urethane composmons), each of which is incorporated herein by
reference. ’ . : .

[0241] In one embodiment of the invenﬁon, t:ans&stcriﬁcation of_ the bip_mass, as described
above, is followed by reaction of the transesterified product with polyol, es reported in US
Patent No. 6,465,642, incoxporéted herein by. fefe‘rcnoc to produce j)olyol fatty acid
polyesters. Transesterification can also be perfom:ed on mxcrobla.l biomass with short chain
fany acid ‘esters,as rcported 0. U.S: Patent 6,278,006, mcorporated ‘herein-by reference.

°C.' - Hydroxylation:: Saturation via-the Addition of Water to Double Bonds,

[Oillj ‘Hydroxylation involves the addition of water to a double bond resulting in -

satation‘and the incorporation of a h’ydroxyl moiety. The hydroxylation process provides-a
mechanism-for converting one‘or more fatty acid constituents of a glycerolipid to a hydroxy
~ fatty acid: Hydroxylation can be performed, for example, via the method reported in us..
Patent No‘.-‘5,576,02-7;»in'corpprated-hére_in by reference. Hydroxylated fatty acids, including
castor 6il and its dettvatives, are -i!seﬁxl :as components in several industrial applications,
inchlding as food additives, surfactants; pigment wetling agents, defoaming agents, water
proofing additives; plasticiZing ageats, cosmetic emulsifying and/or deodorant agents, as well
as in eléctronics, pharmaceuticals, paints; mks adhesives, and Jubricants. . .
:[0243] - -‘Hydroxylation of microbial biomass produced by the methods described herein can
“be performed in conjucfion with one or more of the methods and/or materials, or to produce
‘products, as reported in the foilowingi US Patent Nos. 6,590,113 {oil-based coatings and
ink); 4,049,724 (hydroxylation process); 6,113,971 (olive oil butter); 4,992,189 (lubricants
and lube additives); 5,576,027 (hydroxylated milk); and 6,869,597 (cosmetics), each of which
is incorporated herein by reference.
{0244] -Hydroxylated glycerolipids can be converted to estolides. Estolides consist of a
glycerolipid in which a hydroxylated fatty acid constituent has been esteriﬁed to another fatty
acid molecule. Conversion of hydroxylated glycerolipids to estolides can be carried out by

warming a mixture of glycerolipids and fatty acids and contacting the mixture with a mineral
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acid, as described by ISbéll et al., JAOCS 71(2):169-174 (1994), incorporated herein'by -
reference. "Est'&lidds are-useful in a variéty of applications; including without limitation those:
reported in 'thé following: US Patent Nos. 7,196,124 (elastomeric xﬁaten'al‘s' andfloor: . ..
coverings); 5,458,795 (thickened dils for high-temperature applicatiors); 5,451,332 (fluids
for industrial applications); 5,427,704 (fiiél'additives); and-5;3 80'894’f(iubﬁ§anls> greases,
plastxcxzers, and pnntmg inks), eachof which'is mcorporated herein by reference. -

D. Hvdrolm plus Derivatization: Cleavage and Modification of - Free Fat_tx

" Acids ~ S o . .

[0245] - Hydrolysis of the fatty acid-constituerits from the glycerolipids produced by-the--
methods of the invention ylelds free fatty acids that can be derivatized to produce other useful
chemical entities. Hydrolyms occurs in the presence of water and an acid or base catalyst The
liberated free fatty amds can be derivatized to yxeld a variety of products, as rcported inthe -
following: ‘US Patent Nos.'5,304,664 (highly sulfated fatty acids); 7,262,158 (cleansing ~~ *

.compositions); 7,115,173 (fabric softener composiliéns); 6,342,208 (emulsiops for treating

skin); 7,264,886 (water repellanl compositions); 6,924,333 (paint additives); 6 596 768 (lipid4
enriched riminant feedstock), and 6,380,410 (surfactants-for detergents.and: cleanexs), each of

which is mcorporated herein by reference. -

E. Additionsl Chemital Reactions to Modlfv Lipid-Conta MMlcroblal
- Biofass’ ] Lo C Ry

[0246] Other chemicalféa(;iions that can=be'pérfonn\ed on lipid-cqutaining 'micrpbjal T
biomass include reacting triacylglycerols with a cycloproéanatin g-agent to enhance.fluidily
and/or oxidative s'tability;-'a;‘s"repor‘tedtin ‘U:S.-Patent-6,051,539; manufacturing of waxes from
triacylglycerols, as reported in U.S:-Patent 6;770,104; :and epoxidation of- triacylglycerols; as
teported in ”Thé effect .6f fatty acid‘composition on the acrylation kinetics of epoxidized .,
triacylglycerols”, Journal of thé American Oil Chémists! Society, 79:1, 59-63, (2001).and
Free Radical Biology and Medicine, 37:1, 104-1 14.(2004); each of which is incorporated
herein by reference. . . D
[0247]  In some methods, the first step of modification is hydroprocessing to saturate double
bonds, followed by deoxygenation at elevated temperature in the presence of hydrogen and a
catalyst. In some methods, hydrogenation and deoxygenation occur in-the same reaction. In

other methods deoxygenation occurs before hydrogenation. Isomerization is then optionally

. performed, also in the presence of hydrogen and a catalyst. Finally, gases and naphtha

components can be removed if desired. For example, see U.S. Patents 5,475,160

60




WO 2009126843 -

PCT/US2009/040123

(hydrogenation of triglycerides); 5,091,116 (deoxygenation, hydrogenation and gas removal);
6,391,815 (hydrogenanon) -and 5,888,947 (isomerization), mch of which is incorporated -
-‘hemnbyreference R . o R :
F. Sagomf' ication. of Oll-Bearmg chroblal Blomass and Extracted Oil .
1.. Basic- Chemxstry of Sapomﬁcatlon o
[0248] Animal and plant oils are typically made of tnacylglycerols (TAGs) whxch are .
esters of fatty acids with the kﬂmydnc_ aleohol,. glycer_ql__;ln_}an__g}lk_a_l;ne hydrolysis machon, the

glycerol in a TAG is removed, leaving three carboxylic acid anions that can associate with

alkali metal cations such as sodium or potassium to produce fatty acid salts. A typical . -
reactjon scheme is as follows: .
VO — OCR,

0 == OCRy b REOOTK, 3. RLOOTK. 4., RCOOTK v, ghyoersl .. . —

[0249)- :In this scheme, the carboxylic ’acid:coﬁsiiiueﬁt§ ‘are cleaved from the glycerdlf e
moiety and replaced with hydroxyl groups. The qumtit);;df base (e.g.; KOH) that is usﬂed;__i_rxj.__ ‘
the reaction is determined by the desired degree of saponifiction: If the gtijectivé is, for
example, to pmgluée a soap product that comprises some of the oils o:i_gtf_né_x]]y present in the '
TAG compoﬁﬁon, an'amount of base insufficient to convert all of the TAGs to fatty acid: ;
salts is introduced into the reaction mixtire. Normally,» this reaction is performed in an : .
aqﬁe’ous solution and proceeds slowly, but may be expedited by the addition of heat. - i ‘
Precipitation of the fatty acid salts:can be faci]itated':b)'--addition of. -sﬂts, such as.water-«....
solublealkali-metal halides (e.g., NaCl or KC}), to the reaction mixture. Preferably, the base
is an alkali metal hydroxide, suchas NaOH.6r KOH: Alternatively, other bases, such as -
" alkanolamines, including for example triethanolamine a_mi aminomethylpropanol, can be used
in the reaction scheme. In some embodiments, these alternatives may be preferred to produce
" a clear soap product. _
2. - Saponification of Oil Bearing Biomass . . ~—
{0250} Saponification of oil bearing-microbial biomass can be performed in accordance
with the methods of the invention on intact biomass or biomass that has been disrupted prior
to being subjected to the alkaline hydrolysis reaction. I the former case, intact microbial

biomass generated via the culturing of microorganisms as described herein can be directly
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contacted with a base to conveit ester-containing lipid components of the biomass to fatty .-
acid Salts. Tn Somne émbodiments, all or a portion of the water in-which .thg:»-mic‘mbes--_hg?e .
been cultured is féroved and the biomass is resuspended in an aqueous solution,containing.
an amount of base sufficient to saponify the desired portion of the glymlipid'énd fatty ac1d
ester components of the biomass. In some: embodiments, less than 100%: of the glyccrohplds
and fatty acid esters in'the biomass dre converted to. fatty acid salts.. e
{02511 *‘Insome inethods of the invention, the biomass is disrupted prior.to bemg sub_;ected
to the alkalinie hydrolyms reaction.- Disruption of the biomass can be accomplished via any
one or more of the methods described above for lysing cells; including heat-indu(_:ed;lysis, =
mecharnical ly’sis,‘ or the like, to make the intracellular contents of the microorganisms more.
readﬂy 'acc&sﬂ:le' to thé base. This can help to facilitate the conversion of TAGs or'fatty acid
estérs'to’ fatty acid salts. Although acxd-mduced lysis can be used.to disrupt the: blomass prior
~to'sape

i mhon, ‘othéi meéthods thay be moré desirable to reduce the: poss;bxhty that

: addmonal base wxll be consnmed to neutralize any temaining acid during the: alkalme L )
hydrolysxs reactioni, which may impact thé conversion efficiency to fatty acid salts Because
the application of heat can expedite the alkalirie hydrolysis reaction; heat-induced lysis ,;;an;be -

" used prior to or during the saponification reaction to produce the fatty acid_éalts.;r i
[0252] i 'some smbodiments of the invention, the biomass is notsubjected.to any:... ...
treatmem,'vor any treaﬁ'nent other than disruption, prior to being su'bj'qcted to.the aika]i__nt_:_ i
hydrolysis redction. In some embodiments, prior enrichment of the zbiomass-,tqinqreg,s,‘ej.‘bg
1atio of lipid"ti) non-lipid material in the biomass to more than 50% (or by more:than 50%) by.
'wéiglif, ié'per'fohned as described herein: In 'other embodiments, the biomass.is-subjected.to
the alkaline hydrolysis reaction without a-step of prior enrichment. In some embodiments, the
‘biomass subjected to the alkaline hydrolysis reaction contains components othér than water in
the samé relative proportions as the biomass at the point of hax'\}esﬁng,.»ln those embodiméms
in which substantially all of the water has been removed, the biomass comprises a be]lular
emulsion or substantjally-dried emulsion concentrate.
[0253] Any of the microorganisms described herein caﬂ be used to produce lipid-containing
biomass for the production of saponified oils. In some embodiments, the microorganisms can
also impart other characteristics to the saponified-oil compositions produced from the
methods described herein. For example, microalgae of different species, as well as .
microalgae grown under different conditions, vary in-color, including green, yellow, orange,

1ed, and the like. Small quantities of the compounds that impart these colors to the
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microalgae can be purposefully retained so that the resulting saponiﬁed-og_lx_,qompositj'ons and
thereby provide natural colorants. In some embodiments, éthqr constituents vofvf.t:,hg biqmass,
including carotenoids and xanthophylls, can also be retained in small quantities in the .
saponified-oil:compositions. . . o Lo
[0254) ~The extent-of saponification-of the hxomass can vary in the mcthods of the ‘
invention. In some embodiments, it is desirable to produce a saponified-oil-composition | that
also includes glycerolipid constituents of the biomass. The appropriate quantity of base.(e. g
NaOR) forusein ﬂle'alkaliﬂc hydrolysis reaction-can be determined based von an an‘_al};sis of
the glycérolipid and fatty acid ester content of the biomass. In some embodiments, 1t is
preferable-to'use an excess of base to saponify lipid-containing biomass direétly, because A
sorne of the base may be consumed by reaction with other constituents of the. Bioxﬁass In

“'some embodnnents, the use of excess quantities.of base to saponify the. ester-coma:mng llpld
constituents of the biomass results in a-saponified: oil composition: thax is \mdwn'ab]y alkahne- -
In these inistances, the composition-can be purified to reduce the, alkahmty of the: composxz‘on

V by boiling the sapomﬁed oil composition in water and re-precxpltahng the fatty ac1d salts via .

-addition of salts such.as NaCl KCl, or the like. The purified. soap oomposmon can. then be
subjected to further processing, such.as removing excess, water, introducing vanous addmves
into thé soap composition, molding the soap into bars or other- shapes .and the like:
[0255]) " In'some- embodlmenm the fatty acid salts (also referred-to as sapomﬁed oxls) ‘
genérated from the methods-described herein can'be combined with one or more addmve;s
selected ﬁ'om-%écn(ial- oils, fragrance oils, flavor oils, botanicals, exuacfs, .CQ; gxﬁ'_acts,
clays, colorants, titanium dioxide, micas, tinting berbs, glitters, exfoliants, fruit seeds, fibers,
grain powders, nut meals, seed meals, oil beads, wax beads, herbs, hydmsols,_vi;anﬁn_s, milk

" powders; preservatives, antioxidants, tocopherols, salts, sugars, 'vegetab]e oj]s, waxes,

-glycerip, sea vegetables, nutritive oils, moisturizing oils, vegetable butters, propylene glycol,

parabens, honey, bees wax, aloe, polysorbate, comstarch, cocoa powder, coral powder,

humectants, gums, emulsifying agents, and thickeners, or any other additives described

herein.

3. ‘Saponification of Extracted Ol
[0256] The degree of saponification of extracted lipid constituents of the biomass can be
more readily ¢ontrolled because of a reduced probability that the base will be consumed

through interaction with components other than glycerolipids or fatty acid esters present in
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the extracted ‘oil. Extraction of the lipid constituents can be performed via conventional
hexane-extraction pri)'cédin‘éc or viaan 6il-extraction or-solventless-extraction procedure. -

genaally contprises contacting the biomass or lysate with hexane in an amount and for a

-period of time sufficient to allow the Lipid to form a solution with the hexane. The mixture -

can then be filtered and the hexane removed by, for example rotoevaporation. Hexane

extraction.: methods are wéll known in the art.”

" [0258] : "Oil extraction includes the addition-of an'vil directly to a lysate without prior

séparation of the lysate componeénts; After addition of the oil, the lysate separates either of its
own aécord oras a result'of centrifugation or the like into different layers. The layers can
include iri order of décreasing dens:t)r i pellet of heavy solids, an aqueous.phase, an .
eﬂiulsién phase, and an 6il phase. Fhe emu]siOn:pﬁziSe is.an ‘emulsion of lipids and aqueous

phasayb'eﬁéndihgon'me'pmmge of oil added with respect tothe Tysate: (w/w orviv); the

force of oenmfuganon, if aiiy; Voliine of aqueous media and other factors exther orbothof:.

thié-emulsion and’ ol phaseés’ can be present. Incubahon or treatnient of the call lysate or the .
emilsion phas_e with the 6il is performed for a time sut’ﬁclent to allow the lipid produced by

the’fmicroc')rgani:ﬁﬁ to become solubilized in the oil to-form aheterogeneous mixture. *

‘ {0259 In various embodinients, the oil used in the extraction- process is se]ected from the:

group consisting of oil’ from soy, rapéseed; Canola, pa]m palm kemel coconut; corn, ‘waste.
vegetable oil, Chinese’ ta._llow, olive, sunflower; cotton seed; chicken fat; beef tallow, porcine
tallow, micioal‘gae', macroalgae, Cuphea, flax; peariut, choice white grease -(1ard); Camelina . o

sativa mustard seedcashew fitt; oats; lopine, keniaf, calendula, hemp, coffee; linseed;:

" hazelnut, euphorbia; pumpkin seed; coﬁarider; camellia; sesame, safflower, nce, tung-oil tree,
“cocoa, Copra, pium poppy, castor beans, pécan; JO]Oba ‘jatropha, macadamia, Brazil nuts; and

avocado. The afiount of oil added 1o the lysate is typically greater than 5% (measured by v/v
and/or w/w) of the lysate with ' which the oil is being combined. Thus, a preferred v/v or wiw
of the oil is greater than 5%, or at least 6%, at least 7%, at least 10%, at least 20%, at least.
25%, at least 30%. at least 40%, at least 50%, at least 60%, at least 70%, al least 80%, at least
90%, and at least 95% of the the ¢ell lysate.

{0260} Lipids can also be extracted from a lysate via a solventless extraction procedure
without substantial or any use of organic solvénts or oils by cooling the lysate. In such _
methods, the lysate is preferably produced by acid treatment in combination with above room

temperature. Sonication can also be used, particularly if the temperature is between room
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temperature and 65°C. Such a lysate on centrifugation or setfling can be separated into layers,
one of which is an:aqueous:lipid ]Syef(the ‘-‘;zrnﬁlsién” layer). Other layers can include a solid
pellet, an aqueous layer, and a lip?d layer. Lipid-can be extracted fmm the emulsion layer by
freeze thawing or otherwise cooling the emulsion. In sq‘_cﬁ methods, it is not necessary to add
any organic solverit or oil. If any solvent or oil is added, it can be below 5% v/v or w/w of thé

lysate.

[0261] The separated or extracted lipids are fhen 'subjected,'to an alkaline ,hydrolysis
reaction as described above, in which the amount of base added to the reaction mixture can
be tailored to:-saponify a desired amount of the glycerolipid and fatty acid.ester.constituen&
of the lipid composition. A close approximation or quantification of the amount of esterified
lipid in the composition can be vsed to tailor the amount of base neédedAto,saponify a
specified portion of the oﬁ, thereby providing an opportunity to modulate the amount of
uﬁsapoﬁiﬁed oil remaining in-the resnlting composition. In so:me»eu_pbodim@ts, at least 1%, : N
at least-2%, at least 3%; at least 4%, at least 5%, at least 6%, at ]cglsf-'l%,';af.‘_lvevast‘ 8:':%;:.at_legs_t

9%,'6r- at-least 10% of the oil; by weight, remains‘.l_m'sapc&ni_ﬁed in the rwultmg opx"npositiqn.‘

In other embodiments, it may be des?rable to saponify all 6; subs’tantially all'of the ._oilv,_su(_:h

that the resulting composition contains no more than 10%, no ﬁlorq than 9%, no rﬁqré'than .

8%, no more than 7%, no more than 6%, no more than 5%, no more than 4%, no more.than

3%, no more than 2%, no more than 1%, ér 1o more than 0.5% unsaponified oil by weight.

10262)- In various embodiments of the invention, the microbial biomass or oil can contain

lipids with varying carbon chain lengths, and with varying levels of saturation. The )
characteristics of the lipids can result from the natural glycerolipid profiles of the one or more ’
microorganism:populations used to generate the biomass or oil subjected to the saponification
reaction, or can be the result of lipid pathway eﬁgin‘cering, as described herain, in which
transgenic strains of microorganisms that produce particular lipids in greater proportions are .
produced. _ o .

{0263] The microbial biomass subjected to transesterification or other chemical
modification, as described herein, can optionally be subjected to a process of prior
enrichment that increases the atio of the lipids to the dry weight of the microbes. In some
embodiments, the ratio of lipids to non-lipid materials in the biomass is increased by more
than 10%, by more than 20%, by more than 30%, by more than 40%, by more than 50%, by
more than 60%, by more than 70%, by more than 80%, by more than 90%, or by more than

100% by weight. In some methods of the invention, the biomass is subjected to the chemical
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reaction without a.step of prior enrichment, or, in s6me embodiments, without:a step of prior:
eanrichment that increases the ratio by more than-50%: Entichment oi:?thc;tatiq_ of lipi:_ds;t‘o G
" non-lipid:material can be accomplished by, for example, the. addiﬁonldt\»‘ lipids. obtﬁned‘ﬁm
a source other.than the microbial biomass.(e.g., from a second xmcrobml ‘biomass culture, ;
from a plant or seed—oxl source, or the like). Whether or ‘not subj ectcd to optional ennchmcnt,s
the lipid:component comprises no more thén 50%, no more than 60%, no more than 70%, no
more than 80%, no more than 90%, or no more than 95% of the bié_mass si:bjectéd tg; the
chemical reaction;.and preferably the lipid component.comprises no less tha_;n,IS.%,' no less
than20%, no:less than 30%, no less than 35%, no less than-40%, orno less than 45% of the.
biomass. In some embodiments, the harvested biomass comprises-a-lipid content of at least
5%, at léast 10%, at least 15%, at least 20%, at least25%, at least 30% at least 35%at least
40%, at least 45%j at least 50%; at least 55%y at least 60%,' at least 65%, at least 70%, atleast
75%,-at least 80%, atleast 85%;.or at least 90% by DCW.. '

[0264] In some embodiments, water is removed from. the, blomass ‘prior ! to subjecung the

blomass to the sapomﬁcahon (or other chemxcal mod:ﬁ(muon) mctlon -In somie, - -

. embodlmems of the invention, the microbial biomass is not subjected to any. trcatmcm, other
than removing water and/or Jysis, prior to.subjecting the biomass to.the sapQ_I,Uﬁ_G@tJQD(.‘?F .
othbe'.r chemical modification) reaction. In some embodiments; the biomgﬁs subjected to the . .

"chemical reaction contains components other than water in the same relative propoxﬁo'ris'a;

‘the biomass at the: -point of harvesting from the fermentahon n:this context “the same. -+ - -
reldtive proportions” means that the proportions of the components remain substantially { the
same aﬁer'havihg ‘accounted for changes associated with the.cells’use or met_abth SRS
conversion of some components following harvesting of the biomass, chemical cohversioq of
some components within the harvested biomass (without the application of exogenous

-reagents or catalysts), the.escape of gases from the harvested biomass, and/or similar -
modifications of the relative proportions that arc. not readily controllable. The phrase "the
same relative proportions” is also meant to account for some level of experimental varisbility,
e.g, % 5%.

[0265] In some methods of the invention, the covalently modified lipid is separated from .
other components of the biomass following chemical modification of the lipid. In sbme
embodiments, separating the lipid comprises a phase scbamlion‘ whereby the covalently .
modified lipids form a lighter non-aqueous phase and components of the biomass form one or

more heavier phases. The lighter non-aqueous phase can then be removed to isolate the

66




WO 2009/126843 PCT/US2009/040123

covalently riodified lipid componénts. In'sorme embiodiments; separation of a lipophilic phase
containing the covalently modified lipids from hydrophili¢ cell material of the biomass can -
be fac'htated by centrifugatioh or other techniqués. The ratio of the oova]ently modified lipid
to the biomass from which it is separated can be between: 10% lipid to 90%. biomass and 90%
lipid to 10% biomiass by dry weight.

“1 45 -Advantages of onmass with Higher Saturated Oil Content and .
Fewer Colored: Ympurities - - P Sy

[0266] ' Atthough biomass and/or extracted oil foruse i i the saponification methods
described herein cin be derived from any.one of a frumber o_f chmorgamsmsthh \'aryjng
glycerolipid j)mﬁlm angd- varying ratios of other.constituents such.as pigments, in a preferred
cmbodnncnt, the biomass and/or the extracted oil. compns% a relatively high ratio of
»saturated fattyracids within the TAGs and a relatively low ratio of constituents that impart-a.
color to the oil (e.g., pigments). In oné embodunent,- ﬂxe,-blomass-m_d/or'exn'a_ctedm]_ is ;= 7. v ' : ~
derived:frorh: mlcroalgae of the gemiis Pro!otheca e v R P
[0267} The saturation charactenstlcs of the fatty acid constituents of a sapomﬂed oil;-as;
‘we]] as the présence of colored constituents, impact the shelf:life of compositions comiprising
the saponified oil, as well as their aesthetic qualities. Saturated fatty acids are less prone to !
oxidation tﬁan‘theirhns;iturated counterparts. Thus, useof saponified oils with-a relatively.
higher ratio of saturated:unsaturated fatty acid conititnents:in the preparation of saponified oil
produéts résults in a longer'overall shelf-life and minimizes the development of oxidaﬁon :
prodricts; which often have an unpieasar‘xt odor. Similarly, the relative absenc.e of colored » . ‘
impurities, which, upon cxidation tend to change the appearance of the saponified oil.
compositionin which they are incérpmated,vimprov&c' the:aesthetic qualities of the . -
compositibn and consumer satisfaction with such products, particularly over an extended
shelf-life. Consumers of the rmltiﬁg soap-tend to associate a particular color or lack of color
with a brand of soap and come to expect the same color of product every time. The lack of -
coler in the saponified oil allows for more consistency in the resnlting saponified oil:
[0268] Higher ratios of saturated fatty acids are particutarly advantageous in the '
preparation of saponified compositions, discussed below, in which a portion of the : ~
glycerolipids within the biomass (or the extracted oil) remains unsaponified. As discussed
previously; a percentage of the glycerolipids can remain unmodified (unsaponified) by
adjusting the éuantity of base used in the saponification reaction, thus producing a soap
product that retains some proportion of the originally present glycerolipids. The presence of
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an excess of glycerolipids in a saponification reaction is commionty referred o as-

"superfatting.” Thé‘exhi oiIS" remaining in the product following the saponification reaction

impart moistirizing: propemm to the oomposmon, ‘but like any oil, are subject to oxidation, .

which can lead to tlié development of an unpleasant—smel]mg composition. Use of a higher .

ratio of saturated:unsaturatedfatty-acid constituents as the "superfatting” eomponems_ of .the_; .

Teaction mixhure results in a prodict-with'a re]ati‘ve]y longer shelf-life and minimizes the - .

production of malodorous oxidative products. . . . : e
[0269] - -In various embodiments, saturated fatty acid constituents comprise from 1-100% of .
the ester—contalmng lipid components of the microbial biomass.or extracted 011_ subject_o;_d«_to

an alkaline hydrolysis reaction’in accordance with the methods of the present invention.:In .. .

preferred embodifients; saturated fatty acid constituents.comprise at Jeast S0%, at least 60%,

at least 70%; at least 80%;at lcast 90%; at least 95%, ot at least 99% of the ester-containing. -
lipid components in the alkaline hydrolysis reaction.

{0270] Insome embodxments, color-generating impurities {e.g., carotenoids) _are'present:‘inv -

the microbial biomass or the'extracted.oil al-a concentration of no more than- S_Q.O‘ppm,,_no'
more than 250 Pppm, no more than 100 ppm, no more than 75 ppm, or o vmore,;than25_ypn.lg-_.,_
Color-generating impurities include carotenoids such.as Jutein; beta carotene, zeaxanthin, . .
astaxanthin anid chlorophylL. In other-embodiments, the amount of:chlorophyl that i is present
in the microbial biomass or the extracted oil is less than 0.1 mg/kg, less than 0; 05 mgfkg, or..
less than'0.01 mg/kg. ‘ : L
[0271] " “In some embodimerits, the microbial oil or soap, before or after saponification,
respectively; contains less than :60:micrograms, less.than 59 micrograms, Jess than 58 .-
micrograms; Jess than 57 micrograms, less than 56 micrograms, less than 55 micrograms, Jess
than 54 micrdgmms, less than 53:micrograms, Jess than 52 micrograms, less than 51 )
micrograms, less than 50 micrograms, less than 49 micrograms, less than 48 micrograms, less
than 47 micrograms, less than 46 micrograms, less than 45 micrograms, less than 44
micrograms, less than 43 micrograms, less than 42 micrograms, less than 41 micrograms, less
than 40 micrograms, less than 39 micrograms, less than 38 micrograms, less than 37
micrograms, less than 36 micrograms, less than 35 micrograms; less than 34 micrograms, less
than 33 micrograms, less than 32 micrograms, less than 31 micrograms, less than 30 .
micrograms, less than 29 micrograms, less than 28 micrograms, less than 27 micrograms, less

than 26 micrograms, less than 25 micrograms, less than 24 midogrmns, less than 23

‘microgranis, less than 22 micrograms, less than 21 micrograms, less than 20 micrograms, less
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than 19 micrograms, less than 18 micrograms; less than 17 micrograms, less than 16
micrograms; Jess than 15 micrograms; lessthan 14 micrograms,:less than 13 micrograms, less -
than 12 'micrograms; less than 11'micrograms, less than 10 micrograms, less than 9 e
microrams, less than 8 micrograms, less than 7 micrograms; less than 6 micrograms, less
than 5 micrograms or less than 4.micrograms carotenoids per gram of saponified oil.

[0272) Microalgae of the genus Profothéca; including without limitation, Prototheca
wickerhamii, Prototheca stagnora, Prototheca portérice_mis, Prototheca moriformis, _'and- .
Prototheca zopfii naturally produce higher ratios of saturated lipid constituents, as illustrated
in Bxample 28. Moreover, oils extracted from microalgae of. the genus Prototheca generally ..
include fewer color-generating impurities, allowing for the production of colorless »
compositions comprising the saﬁoniﬁ'ed_ oils. Thus, use of such mic_foorgam'sms as the source
of biomass or oil for practicing ‘saponification methods in accordance with the present . .. .
invention is preferred. ’ . ‘

VI *.~*COMPOSITIONS. SRETTI e
[0273] -‘The’px"'escnt invention also provides compositions that: can. be prepared by the .
methéds described herein. In each of the various compositions of the .pr&qcnt- invention, the ..
microbial biomass is selected from the-group consisting Qf;baclai'a, cyanobacteria, eukaryotic
microalgae, oleaginous yeast, and fungi. In some embodiments, the nﬁcrobial_biomass is
selected from biomass derived from microbes in the group cbnsiSﬁng of the enkaryofic -
microalgae listed in Table 1. In some embodirnents, the microbial biofnass is-a spccles of the
genus Chlorella, and in some embodiments, the species is selected from the group consisﬁng
of Chlorelld fusca, Chlorella protothecoides. Chlorella pyrencidosa; Chlorella kessleri,
Chlorella vulgaris, Chlorella sacc)mrophila, Chlorella sorokiniana and Chlorella .
ellipsoidea. In one embodiment, the species is Chlorella protothecoides. In some’
embodiments, the microbial biomass is derived from a yeast selected from the group
consisting of the cleaginous yeast listed in Table 2, or is derived from a fungus selected from
the group consisting of the fungi listed in Table 3.

10274} In one embodiment, the present invention is directed to a composition comprising a
lighter phase containing fatty acid alkyl esters and at least one heavier phase containing
microbial biomass.

[0275] In various embodiments of the composition, at least 20% of the fatty acid alky}
esters are C18. In other embodiments, at least 30%, at least 40%, or. at least 50% of the fatty
acid alkyl esters are C18. In some embodiments, at least 50% of the fatty acid alky! esters are
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C16 or Ioniger chain lengths. In somié embodiments{ at least 10% of the fatty-acid alkyl esters:
are C14 or'shorter chain’ Tengths. In'some embodlmenfs at least:20% of the fatty acid-alkyl .
esters aré C14 or shorter chain’ lengths TR A SIS
{0276} Insome cmbodnnents the composition comprises heteroatoms in. varymg amounts..
In some qmbodxments, the amounit ‘of calcium and - magnesium combined by weightin the.:
lighter phase is'n6 gréatér thén S parts-permillion.In some embodiments, the amiount of
phosphorous in the lighiter phase-is:no greater than-0.001%, by mass. In-some embodimerits, -
thie amriourit of sulfur in the lighter phase is no greiter than 15 parts per million. In some -
embodiments, the amfiount 6f potassium and sodium combined by weight:in the Lighter phase-
is no gredter than S parts per million. In some émbodiments, the total carotenoid content of
the lighter -piiasé i$ 1io ‘greater than 100'micrograms of carotenoid per gram.

{0277)"" In‘anctheiembodiment, the presesit invention provides a composition comprising a
hghtest phase containing’ oompletely saturated lipids, and at least one hedvier phase
con!axmng ‘microbialbioiass:* :

_ {0278] “In still another-embodxmént,:-fthe present invention:provides a composition. ..
‘comprising a lighter phiase-containing lipids and at Jeast one heavier phase containing. " - -
microbial biomass from more than-one species or strain. In-yet anothér embodiment, the:
present inverition provides a composmon comprising a lighter phase containing: hydroxylated
lipids and at least one ‘heavier phase contalmng ‘microbial biomass. .In another: embodlmem,
the présent inverition provides a composition comprising a lighter phase oontammg free fatty
acids and at east one héavier phase _contammg microbial biomass. .

[0279) - In still énoﬂ:er embodiment, the présent invention provides a.composiﬁoﬁ
~comprising saponified-oils derived from the alkaline hydrolysis of biomass produced-by-
culturing a'.po'pulaﬁon of microbes; as described above. In some embodiments, the biomass:

* from which the saponified oils are den'ved-oomprises a mixture of biomass from two or more

distinct strains or species of microbes that have been separately cultured. In one embodiment,

at least two of the distinct strains or species of microbes, the biomass from which is
combined, comprise different glycerolipid profiles. In different embodiments, the
composition can be a solid (including a powder) or a: liquid.

[0280] Saponified oil compositions of the invention can include fatty acid salts derived

ﬁ'om one or more species of microorganisms, as described herein, and may include

carotenoids or other components derived directly from the biomass from which saponified

oils were prepared. In some embodiments, the saponified oil compositions include, without
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limitation, B-carotene, a-cdrotene, astaxanthin, a-cryptoxanthin, B-cryptoxanthin, lutein,
lycopene; phytoerie, phytofluene, and/or zeaxanthin. In some embodiments, the saponified oil
compositoﬁs include an algal polysaccharide, such as those described in international L
publicaﬁqn number WO/2007/084769, incorporated herein by reference. ce
{0281} ~In'some embodiments, the saponified oil compositions comprise various proportions
of unsaponified glycerolipids:derived from the biomass. In various embodiments, the . . .
unsaponified glycerolipids derived from the biomass comprise at least 2%, at least 3%, at .

least 4%, at léast 5%, at least 10%, at least 20%, at least 30%, at léast 40%, or at least 50% of

the saponified oil composition. In other embodiments, the vnsaponified glycerolipids

comprise no more than 25%, no more.than 20%, po more than 15%, no more than 10%, no

more than 9%, no more than 8%, no more than 7%, no more than 6%, no more than ‘S%;,po .

more than 4%, no-more than- 3%;no more than 2%, or no more than 1% of the saponified-oil:

COMPOSItIon.™ - = «ir i e DU - l‘.i.l o ~—
[0282] In \iarious_embddiments of the saponified oi] compositions in accordance with t}_u:a-v,

invention, thefsaponiﬁéd‘oil comprises at least 5%, at least 10%, at least 15%, at least 20%;:at

least 25%, at least 30%, ‘at least 35%, at least 40%, at least 45%, at-least 50%,_ at lc_asg_ 55_"(:}., at

least 60%,-at least 65%, at Jeast 70%, at Jeast 75%,-al least 80%, at least 85%, at least 90%, or

at least 95% of the composition's total mass. In some embodiments,.the saponified oil . ...

compn'so;s'no more than 80%, no.more than 75%, no more than 70%, no more tha_nv_65%", no

more than 60%, no 'more"_rhah 55%, no more than 50%, no.more than 45%, no more than.

40%; no more than 35%, no more than 30%, no more than 25%, no more than 20%, no more }

than 15%, no more than ]0%,‘»or no more than: 5% of the composiﬁon’é total mass. In some '
embodiments, Vcomponents derived from the biomass,including without limitation, saponified
oils, unsaponified oils; carotenoids, and the like, constitute at least 5%, at least 10%, at least
15%, at least 20%, at least 25%, at least 30%, at least 35%, at least 40%, at least 45%, dt least ‘
50%, at least 55%,' at least 60%, at least 65%, at least 70%, at Jeast 75%, at least 80%, at least
85%, at least 90%, or at least 95% of the composition's total mass. In other embodiments,
components derived from the biomass constitute no more than 80%, no more than 75%, no
more than 70%, no more than 65%, no more than 60%, no more than 55%, no more than
50%, no more than 45%, no more than 40%, no mbre than 35%, no more than 30%, no more
than 25%, no more than 20%, no more than 15%, no more than 10%, or no more than 5% of

the composition's total mass.
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[0283] In'some eibodimients.of the saponified oil composition, the composition further
includes at Ioast one oil selected from soy, rapeseed, canola, palm, pa]in kemel, cocomut,:. - : .
corn; woaste vegetable; Chinese tallow; olive, sunflower, cotton »seed.fchickmlf,a_,;,fbeef ta_ll_ow,'-_
porcine tallow; microalgae, macroalgae, Cuphea, flax; peanut,choice white: grease, lard, -
Camelina sativa, n‘msta}d' seed:cashew nut, oats, lupine, kenaf, c'a]mdula,.;hemp,- coffee, ..
lLinseed (flax), hazelnut, euphotbia; pumpkin seed, coriander, camellia, sesame, safﬂo_wer‘,,
Tice, tung oil néé, ©0c0a; cOpra, pium poppy, castor beans, pecan, jojoba, jatropha,
macadamm, Brazil nuts, ‘or:avocado. - : o .

(0284} -Insome embodiments of the saponified oil.composition, one or more additives are.
combined with the-fatty acid salts. In'some embodiments, the additives are selected to,..
optimize the cléansing:efﬁciency of the composition when vsed; for. example, as a skin . _
cleanser. In‘othér embodnnents the: addmves are selected withregardto a charactenshc
unpaxted by the additive’ to ‘the composxtmn t.hat appeals. toa consumer. In.some . .

embodlments, additives: are selected-for both optimization of c]eansmg efﬁcxency and- for

consumér appeal: In.the- vanous embodiments, the additives are: se]ected &om esscnnal q;ls:!
fragrarnice 0115 flavor oils; botamcals, exiracts, COz extracts, clays; colorants titanium
dioxide, mitas, tmtmg ‘herbs; glitters, exfoliants, fruit seeds, fibers, gram powders, nut meals,

seed meals, o1l beads, wax beads;herbs; hydrosels, wtaxnlns,.mllk:powd_e;s, prosewgtx}gos,;
antioxidants, tocopherols, salts, sugéus,;yegétablé oils, waxes, glycerin; !soa_.-yggg':,tgblg.s‘,’, o
nutritive oils; moisturizing oils, végetab_le'bmters,-propylene glycol, parabens, honey, bem
wax; aloe, polysorbate, comstarch, cocoa powder, coral powder,--hﬁmootap_ts-, -gums,.
-emulsifyinig agents, ’and:thi‘ckenors. These additives are commercially avaﬂable-ﬁoﬁ,a S
pumber of skin eare.ingredient and bath accessory suppliers. S .

[0285} Essential oils include allspice, amyris, angehca root, anise seed, basil, bay,
bergamot, black pepper, cajeput, camphor, cananga, cardamom, canot seed, cassia, catnip,
cedarwood, chamomile, 'cinnarr‘xoo bark, cinnamon leaf, citronella java, clary sage, clovebud,
ooﬁander, cornmint, cypress, davana,-dill seed, elemi, eucalyptus, fennel, fir, frankincense,
geranium bourbon, geranium roast, geranium, ginger, grapefiuit pink, grapefruit, gurjum
balsam, hyssop, juniper berry, lavandin, lavandula, lavender, lemon myrtle, lemon tea tree,
lemon, lemongrass, lime, litsea cubeba, mandarin, marjoram, mullein, myrrh, neroli, nerolina,
niaouli, nuti'neg, orange, palmarosa, patchoﬁ]i, peppermint; petitgrain, pine needle, ravehsara,

ravintsara, Tosalina, rose, rosemary, rosewood, sage, sandalwood, spearmint, spikenard, star
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anise, tangering, tea tree; thyme, tulsi, verbeha,v vetiver, ylang ylang; and zdravetz, or
combinations thereof. : . . o ) . .
-[0286) *-Fragrance and flavor oils:inchide absolute tulip, almond,.amaretto; amber, anais,. -
apple, apﬁle*‘cinnamoh, apple spice, apricot, apricot créme, arabian musk; asian pear, asian -
plum blossom, autumn wbo’ds, banaha,--baiil, basil nectarine, bay rum, bayberry, bergamot, -
berries ‘and éream; birthday cake, black cherry; black tea; blackberry tea, blackcurrent, blue
nile, blueberry delight, brambleberry preserves, brown sugar, bubble gum, buttercrea}n,
-butterscotch, calla lily, cantaloupe, caramel apple, carnation, carrot cake, chai tea,
chiamonmile; china musk, china rain, chinese peony, chrysanthemum, cinnamon, coconut, - -
coconut cream; cotton candy; cranberry, cucumber, cucumber melon, daffodil; dandelion;
delphinium, dewberry, dulce de leche, earl. gmy tea, .easter. cookie, egg nog, eqyptian musk,
enchanted forest, engﬁsh lavender, ‘english pear, evergreen, fig, frangipani, frankincense, -..
french vanilla; fresh apple; fresh biewed coffe, fruit punch, gardenia, geraniu, ginger kily,
gingerbread; grape, grapefruit, green apple, green grass, green tea; guava; guava flower,: .
hawaiian white ginger, he]idtr‘opq hemp, hcrbaceou's,.holidéy:ﬁu_it&:ake, .hpl.lybcrjy,.khoney?
gihger, .}ioney,"hdneysuckle,, Jjasmiine, jasmine tea;,' 3umper berries; kiwi, ;l_a_\rc;gdgnj,'»;lga“t})_q,;_;_ o
lernon, -lémon‘»'r;)ar'sley, lilac; lime;, logénbezry, lotus:blossom;, magnolia, manda_xi_n,.._maf;go,
mango and kiwi, maple, milk:chocolate, mimosa, mintjr.lime,-mulbmy;;myrrhv,:neréli; o
oakmoss, oatinéal, ocean»rz;in, orange biossom, orange sherbet; orange;vanilla, papaya, ..+
passion fruit, patchouli, peach, peaches and crearm, fp'earben;y, peppermint; pikaki, pina -
colada, pineapple, -p'omcgr'anaté, pumpkin pie, raisins-and almonds; raspberry, roasted n.u'ls,
rosewood, sdge, sandalwood, sassafras, sea moss, sesame,-siberianpine, snowberry; -siaanish
rﬁOSS, spice, strawberry, sugar plum, suntan Jotion; sweet clove, Sweet grass, sweet pea, * -
tangerine, thai coconut, timber, tomato leaf, vanilla, watermelon; white chocolate, wild
cherry, wisteria, witches brew, and ylang ylang, or combinations thereof. N
[0287) Exfoliants include particles that can be used to dislodge dead skin cells, dirt, or - !
other materials from the surface of the skin, and include without limitation, fruit seeds and
fibers, grain powders, nut and seed meals, and oil or wax beads. Fruit ﬁbérs mclude
blueberry, cranberry, grape, kiwi, raspberry, blackberry, strawberry, and the like. Grain
powders include oat powder, and almond powder, or the like, milled to varying degrees of
‘courseness. Polymer beads, such as those made from polyelhyléne, or the like, can also be

‘used. The removal of dead skin cells and/or the outer most layer of skin can provide an

73




W 02009/126843

opportunity for bioactive ageitts; such as carotencids, which can also be present.in the..
wmposmons of the invention; to have greater access to de¢per layers of the skin.. . .
10288} "Extracts and CO, éxtracts include herbal extracts. denved from conventional ..

" extraction prowdurcs, or-via the use of liquified carbon dioxide. Herbs include aloe; vera lcaf
alfalfa leaf, alkanet root, annatto séed, arrowroot, burdock root; calendula: pctals,.wrot root;
chiamomile flower, comfrey leaf; cornsilk, dutch blue poppies, fennel seed, ginger Toot,
ginseng, green-tea leaf, jasmine flower, juniper berries; lavender buds, lemon peel, o o
lemongrass, marshmallow root, nettles, oat straw, orange pecl; paprika, parsley, peppermint
leaf, rose buds; rose petals, rosehip, rosemary leaf;:-shavégmss,.spearmim eaf, and St. ] phg';g
wort, and combinations thereof. - ] P . : : - .
[0289] -Colorants and glitters include green #5, green #8, orange % red #22, red #33; vmlet

"#2; blue #1, green #3,7red #40, yellow #5, yellow #6, green#6, red #17, aswell aspearlwcent

-~mica$ and tinting Herbs such as henna leaf, sandalwood, turmeric,: cmnberry, kiwi, raspberry,
alkariet; arinatto; carrot root, nettles, paprika, and parsley. - ; .

[0290] In various' embodiments, the saponified oil composmon contammg one Or.WOTE .
addmv&s as described above, i1s formulated for use as a cosmetic product:In. some
embodiments, the cosmetic product is a personal hygiene product, such as a cleansmg»_,:_z L
composition for use on an individual's body or parts; thereof (e.g., face; legs, €tc.): Ao

"[0291] In one aspect, the invention is directed to a kit comprising a-saponified ol .- ... ..

composition, as described herein, and an oral supplement. In one embodiment, the oral i

supplement is a vitamin. In another embodiment, the'oral supplemcnt is an hcrb Lo
[0292] - In anothier aspect, the invention is directed to a method of- usmg sapomﬁed oil

" derived from the alkaline hydrolysis of biomass, produced as descnbed herein, for: adnux-ture
with one or more additives, as described above, and packaging the mixture as a cps@egic_
product. In one embodiment, the cosmetic préduct comprises a cleansing composition (e.g., 2
facial cleanser). ) ) v
[0293] -Conventional DNA analysis methods can be used to. detect the presence of .
components derived from microbial biomass in accordance with the present invention.
[0294]  Ali references cited herein, including patents, patent applications, and publications,
are hereby incorporated by reference in their entireties, regardless of whether previously .
specifically incorporated. The publications mentioned hereih are cited for the purpose of
describing and disclosing reagents, methodelogies and concepts that may be used in

connection with the present invention. Nothing herein is to be construed as an admission that
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these references are prior art in relation to the inventioﬁs described herein. In particular, the
following patent applications are hereby inoorporated by reference in their. entireties for all
purposes: US Provisional Application No. 61/043 620 filed April 9,2008, entitled “Direct -,
Chemical Modification of Microbial onmass ‘US Provisional Application No, 61/074,610,
filed Juné 20, 2008, entitled “Soaps and Cosmetic Products Produced from OzlaBeanng-
Microbial Blomass and Oils”; International pubhmtlon number W0.2008/151149; and US .
Provisional Application No.61/112,464 filed November 7, 2008 entitled “Cosmeuc
Cornposmons Comprising Microalgal Components”. - .

[0295] Although this invention has been described in conriection with Specxﬁc )
embodiments thereof, it will be understood that it is capable of further modifications.

Variations, uses, or adaptations of the invention following, in general, the principles ofthe
wiehtion and inchiding such departures from the present disclosure as come within known:or
customary prictice within the artto whichithe invention pertains and as ﬁiay be applied'to:thc
essential features hereinbefore set forth, are included in the soope of the: clenms below The
following examples are offered to illustrate; but not to limit, the claimed mvennorL

VII. EXAMPLES

EXAMPLE 1 S C e
{0296} Unléss othexwise noted; all strains-described in this and the»followi,ngE_xarﬁples;
were obtained:frori the University of Texas Cuiture Collection of Algae (Austin, TX). In this
example; Chlorella strains were tested for growth on glyccrol and-glucose. The following
Chlorella sﬁecim and s_trains were cultured: Chlorella kessleri-.(stmins 263; 397,398, 2?.28);'
Chlorella sorokiniana (strains 1663, 1665, 1669,:1671, 1810); Chlorella saccharophila: '
(2911;2469); :Chlorella frotothecoides (31, 249, 250, 264).-Each strain was inéculafed from
solid media into 25 m] liquid base media (2 g/L yeast extract, 2.94 mM NaNG;, 0.17 mM
CaCly-2H,0, 0.3 mM MgSOv’IHzO 0.4 mM-K;HPOy,, 1.28 mM KH;PO,, 0.43 mM NaCl)
and grown shaking at 27°C for 72 hours under a light intensity 6f 75 pEm™s™. These cultures
were used to inoculate each strain to a final density of 1x10° cells per ml into 24-well plates -
containing 2 mi of (&) base media only; (b) base media plus 0.1% glucose; and (c) base media
plus 0.5% reagent grade glycerol (EM Science, catalog #GX0185-6). Plates were placed in
the dark and grown‘?or 72 hours shaking at 27°'C. Samples of each strain grown in the three
conditions were diluted 1.9:1 in distilled H,0 and absorbance was read at 600nm in a
Molecular Devices SpectraMax 340PC. All strains exhibited growth in the presence of

glucose and glycerol compared to only base media.
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EXAMPLE 2 I . . :
[0297] = Strains and Media: Chlorella prolothecozdes #1 (STRAIN 250), #2 (STRA]N 264)

. and Chlorella kessleri #1 (STRAIN 398) stock cultures were maintained on modified .. .
Proteose mediuni. Modified Proteose medium consisted (g/L) of 025 g NaNQs, 0.09 g .- .-
K2HPO4, 0.175 g KH,PO, 0.025 g, 0.025g CaCly2H;0; 0.075 £ MgSO¢TH;0, and 2:g yeast
extract pes liter. Glycerol wastes from biodiesel production (acidulated glycerol (AG) and
non%cidnlated glycerol (NAG)) were obtained from Imperial Western Proc_iucts (Selr;_xa, CA,.
USA). “Pure” or “reagent grade” glycerol was from EM Science (a division of Merck KGA),
catalog #GX0185-6. For each strain, 1-ml of the following different media was prepared in
24-well plateé. v

© 1. Proteose+ 1 % puré glycerol .. o
2. “Proteose +:1% acidilated glycerol -+

2
‘37 Proteose + 1% non-ac:du]a.tcd glycerol’ . .
4. Protéose+ 1 Y%-pure glycerol +1 % glucose (added after 72 hr)--
:5." Proteose + 1% acidulited glycerol+ 1 %, glucose (added after 7] hr)
6. "Protéose +1% rion-acidulated glycerol + 1:% ghucose (added after 72 hr) -
[0298) Each strain was inoculated to different media to'5 x 10° cells/ml concemration. The
cultures were kept in thie dark and were-agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire,
UK) at 430 tpm. After 72 hrof ihifialg.'owth,é 1% (wiv): glﬁcose was:added .to samples #4, 5,
* 2nd 6 and the ¢ells cultured another'24 hr: To measure DCW, 1 mi.of each culture was.
pelleted by centrifugation at 5,000 fpm for 5 min in an Eppendor{ 5415C centrifuge. After
removing supernatant, cell pellets were frozen at -80 °C and lyophilized in alab scale fréeze
dryéf (Labeoncs; MO, USA): Results are shownin Figure 1. - -
"EXAMPLE 3 el
| [0299] Strains and Media: Chlorella protothecoides #1 (STRAIN 250), #3 (STRAIN 249)
and Chlorella kessleri #2 (strain 397) stock cultures were maintained on modified Proteose
medium (see EXAMPLE 2). For each strain, 1 ml of the following different media was
“prepared in 24-well plates.
1. Proteose + 1 % pure glycerol +1 % glucose
2. Proteose + 1% acidulated glycerol +1 % glucose.
3. Proteose + 1% non-acidulated glycero] +1 % glucose
{0300] Each strain was inoculated to- different media to 5 x- 10° cells/ml concentration. The
cultures were kept in the dark and agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at
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430 rpm. After 96 hr, cell growth was measured for DCW (see EXAMPLE 2). Results are
shown in Figure 2.: : -

[0301] Strains #ind Media: Chlorella protothecoides #3 (STRAIN 249), #4 (STRAIN 31); )
and Chlorella kessleri #2-(STRAIN 397) stock cultures were maintained on modified
Proteose medium (see EXAMPLE 2)..For each strm'n, 1 m] of the following different media

was prepared in 24-well plates.
- 1. Proteose + 1 % pure glycerol +1% ghicose -

2. Proteose + 1% acidulated glycerol+1 % glucose

3. Proteose + 1% non-acidulated glycerol +1 % giucose _—
[0302] Each strain was inoculated to media containing different glycerols (pure, acidulated,
or non-acidulated) to 5 x 10° cells/m] concentration. The cultures were kept in the dark and . .
agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at 430 rpm. After 96 hr, lipid contents : e
were measured. To measure the amount of lipid content in ¢ells, 100.1 of cultures were ‘
collected and washed once with same volume of media. TIp'mqh"mbé,-S ul of:y»{a_téhed cells
and 200 pl of sulfuric acid (18 M) were added. The:tubes wér: incubated-at QO.S’C_,_in:a water
bath for 30 min, and 1 mi of’ phosphorié:acia'—,,vanillin reagent was added to the tubes and
incubated at 37°C for 15 min. To prepare the phosphoric acid-vanillin reagent, 0.12 gof
vanillin was added to 20 m! of water, and the volume adjusted to.100 ml with.85%
phosphéric acid. The optical density at 530.nm was tead in a glass cuvette against a reference
tube with'5 ul water as sample. Results are shown in Figure 3. . ' . }
EXAMPLE 5 L .
[0303) Strains and Media: Chlorella protothecoides #2 (STRAIN 264) and Chiorella .
kessleri #1 (STRAIN 398) stock éultmes were maintained 6n modified Proteose medium (see
EXAMPLE 2). For each strain, - m] of the following different media was prepared in 24-well
plates.’ '

1. Proteose + 1 % pure glycerol

2. Proteose + 1 % non-acidulated glycerol

3. Proteose + 1 % pure glycerol +1 % glucose (added after 72 hr)

4. Proteose + 1 % non-acidulated glycerol + 1 % glucose (added after 72 hr)
[0304] Each strain was inoculated to media containing different glycerols (pure or non-
acidulated) to 5 x 10° cells/ml concentration. The cultures were kept in the dark and agitated
by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at 430 rpm. After 72 hr of initial growth, 1%
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‘glucbse was added to sample #3 and #4 and the célls cultured another 24 hr. Lipid-contents.: -
were measured in all:samples (sce EXAMPLE 4). The optical density at 600 nm;was also..; -
measured‘to'check for rion-specific absorbance and subtracted.from O.D: 530 om to calculate.

the amount of lipid. The referénce curve is composed of Triolein dissolved inchioroform. .. -
ranging from 1 to 10 pg. Results are shown in Figure 4. .
EXAMPLE 6 ‘ . :
{0305) Strains and Medxa Chlorella protothecozdes #3 (STRAIN 249) and. ChIorella )
kessleri #2(STRAIN'397) stock cultures were. mamtamed on.modified Proteose medium (see
EXAMPLE 2). For each strain, 1 ol of the followmg dxﬂ"crent media was prepared in 24—well
plates. - ‘

1. Proteose + 1 % pure glycerol +1% gluoose (addcd after 72 hr)

2. Proteose+ 1 % acidulated glycerol + 1 % glucose (added after 72 hr)

3. Protéose*+ 1'% non-acidulated glycerol +1.% glucose (added after 72 hr): ., .
[0306] ‘Each stram Wwas inoculated to-media containing dlfferent glycerols. (pure, ac:dnlated,
or non-acidulatéd) to' 5 x 10% cells/m) concentration. The cultures were kept in the da:k.ggd, B
agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at 430 rpm. After 72 brof nitial . _
growth, 1% glucose was added and the cells cultured another 24 hr. DCW and.lipid éont:ent
were measured in all samples (see EXAMPLES 2 and 5). The lipid. pgreeptdge;wag calculated
from total Jipid amount divided by DCW. Rés_ults are shown in Figure 5. ‘

EXAMPLE7 - : L

[0307) . Strinis and Media: Chlorella protothecoides #2 (STRAIN 264) and Chlorella
“Ressleri #1 (STRAIN 398)stock cultures were maintained-on modified Proteose: med_mm {see

EXAMPLE 2)For each strain; 1 ml of the following different media was prepared in 24-well

plat&s Do . s

. Proteose + 1 % pure glycerol +1 % glucose (added aﬂer 72 hr)
2. Proteose+ 1 % non-acidulated glycerol + 1 % glucose (added after 72hr) -

10308} -Each strain was inoculated to media containing elther 1%pureorl %. non-

acidulated glycerol to 5 x 10° cells/m] concentration: The cultures were kept in the dark and

agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshue, UK) at 430 1pm. After 72 hr of initial _

growth, 1% glucose was added and the cells cultured another 24 hr. DCW and .lipidj content

were measured in all samples (see EXAMPLE 1 and 4). The lipid percentage was calculated

from total lipid amount divided by dried cell weight. Results are shown in Figure 6.
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EXAMPLE 8 : A S .
[0309] - Strmns and Media: ChIoreIla protothecoides #1 (STRAIN. 250), #4.(STRAIN 31)
and Chlorella kessleri #2 (STRAIN 397) stock cultures were ‘maintzined onmodified. | -
Proteose medmm (see EXAMPLE 2) For each strain, 1 ml of the followmg different media -
was prepared in 24-well plates.
1. Proteose + 2 % glucose

2. Proteose+ 1 % glycerol +'1 % glucose " L o -
[0310] Each strain was inoculated to different media to 5 x.10° cells/m} concentration. The
Cultures were kept iri the dark‘and agitated by o'rbitai shaker from Labnet (Berkshire, UK) at
430 rpm. After 96 hr of initial growth, lipid contents were measured (see EXAMPLE 5).
Results are shown in Figure 7.. .
EXAMPLE 9 :
[0311] Strmns and Media® ‘Chlorella prototheco:des #3. (STRAIN 249); #4 (STRAIN 31).
#1id Chlorella kessleri #1 (STRAIN 398) stock cultures were maintained:on modlﬁed :
Proteose medxum (see EXAMPLE 2) For each strain; 1 ml of the follmmng dlﬁ'erent Tnedia
was prepared in 24-wéll plates.

I:" Proteose + 2% ghucose.
2. Proteose + 1% glycerol + 1%.glucose
- 3. Proteose + 1% glycerol + 1% glucose (added aﬂer 72 h.r) : .
[0312] Each strain was inoculated to different media to 5 x 10° cells/ml concentration: The
cultures werekept in'the dark and agitated by orbital shaker from Labnet .(Bcrkshlre, UK) at
430 ypm:-After 72 hr 6f initial growth,:1% (w/v) glucose was added to #3 media and the-cells
f"cultmjed another 24 hr. DCW and lipid contents were measured in all samples (see .
EXAMPLES 2 and 5). The lipid percentage was ca.lculatcd from total lipid amount divided
by dried cell weight. Reésults are stiown in Figure 8.
EXAMPLE'10
[0313} Strains and Media: Chlorella protothecoides #1 (STRAIN 250), #3 (STRAIN 249),
and Chlorella kessleri #2 (STRAIN 397) stock cultures were maintained on modified B
Proteose medium (see EXAMPLE 2). For each strain, 1 ml of the following different media
was prepared in 24-well plates.
1. “Proteose + 1% pure glycerol + 1% ghicose
2. Proteose + 1% pure glycerol + 1% glucose (added after 72 hr) -

3. Proteose + 1% acidulated glycerol + 1% glucose
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4. ‘Proteose + 1% acidulated ‘glycerol + 1% glucose (added after 72 hr)

5. Protecse +1% non-acidulated glycerol + 1% glucose °

6. Proteose +1% non-ac:dulated glycerol-+ 1% glucose (added after. 72 hr). -
[0314] “Each strain was inoculated to different media to 5 x 10° cells/ml -concentration. The:
cultures weré kept in the dark and agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at
430 rpm. After 72 hr of initial growth, 1% (w/v) glucose was added to #2, #4, and #6 media
and the cells cultured another 24 hr. Lipid-contents were measured in all samples (see
EXAMPLE 4). Results are shown in Flgure 9.
EXAMPLE 11
[0315] . Streins and Media: Chlorella protothecoides #) (STRAIN 250), #3 (STRAIN 249),
.#4 (STRAIN 31) and ChIoreIIa kessleri #2 (STRAIN 397) stock cultures were maintained on
modlﬁed Proteose medium (see EXAMPLE 2). For each strain, 1 ml of the followmg
d1ﬁ‘erent media was prepared in 24-weéll’plates.

1. Proteose + 1% pure glycerol + 1% glucose
2. Proteose + 1% pure glycerol + 1% ghicose (added after 72 hr) . .
3. Proteose+1% aciduiated glyéaol + 1% glucose - .
4. Proteose + 1% acidulated glycerol + 1% glucose (added .after 72vvhr.)

'5. Proteose + 1%non acidulated glycerol + 1% glucose: e
. 6. Proteose +1% non acidulated ’g,lycerol + 1% glucose (addéd after 72 hr) . -
10316]"  Edch strain was inoculated t6 different'media to 5'x 10° cells/ml concentration. The
cultures were kept in the dark: dﬂd-'agitatéd by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at
430 Tpm. After 72 hir'of initial growth, 1% (w/v} glucose was added to #2; #4, and #6 media.
and-the-cells cultiired another 24-hr. DCW was measured in‘all sainples (see EXAMPLE 2).
Reéults are showri in F1gure 10.
EXAMPLE 12 - ' .
[0317} Strains and Media: (a) 'Spiru.lina platensis (UTEX 2340) and (b) Navicula .
pelliculosa (UTEX 667) stock culture of Spirulina was maintained in Spirulina medium and
Navicula was maintained in soil extract medium (SEM). Spirulina mediumn consisted of 162
MM NaHCO;, 38 mM NayCOs, 1.9 mM K;HPO; 29 mM NaNQ;j, 5.75 mM K,80., 17.1
mM NaCl, 0.8 mM MgS0,-7H,0, 0.25 mM CaCl,;-2H,0, 2 mM NaEDTA, 0.36 mM
FeCly6H,0, 0.21 mM MnCl-4H;0; 0.037 mM ZaCl,_ 0.0085 mM CoCly6H,0, 0.017 mM
NaMoO42H,0, 0.78 pM CuSO45H20, 0.15 pM ZnS0,4-7TH,0, 10 pM H3BO;, and 0.001
mM Vitamin B,. Soil extract medium consisted of 2.94 mM NaNOs, 0.17 mMCaCl,-2H,0,
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0.3 mM MgSO47H,0, 0.43 mM K;HPO4, 1.29 mMKH,POs,.0.43 mM NaCl, and soil
extract. Glycerol wastes from biodiesel production (acidulated glycerol (AG) and non-
acidulated glycerol (NAG)) were obtained from Imperial Western Products (Selma, CA,
USA). For each strain, 1 ml of the following different media was prepared in 24-well pla_t_w.

@) : L '
7. .. Spirulina medium + 2% glucose .

8. Spirulina medium+.2%-reagmt_gmdcglyc§rol:

9. Spirulina medium + 2% non-acidulated glycerol . _
10. Spirulina _médiumv,jl— 1% non-acidulated glycerol + 1 % glucose
®

1. ‘SEM +:2% glucose

SEM +2% reagent grade glyceml

SEM + 1% reagent grade glycerol + 1 % glucose :

SEM + 2% acidulated glycerol

SEM + 1% acidulated glycerol +1 %-glucose -

SEM + 2% non-acidulated glycerol-

7. SEM + 1% non-acidulated glycerol +.1 % glucose e
[0318) . Each strain was inoculated to. different medxa to5:x- 10° cells/m} concentrat]on~ The
cultures were kept in the dark and agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at .
430 rpm. After 96 hr, lipid contents were measured. To measure the amount of hpnd content

AU o o

in cells, 100 pl of cu]tures were collected and-washed once with same volume of med.la To
each tube, 5 pl of washed célls and 200-11! of sulfuric acid. 18 M were added. The tubes were
incubated at 90 °C.water bath-for. 30 min, and 1.ml of phosphoric acid—vaﬁillin reagent were
added to the tubes and incubated at 37 °C for 15 min. To prepare the-phosphoric acid-vanillin
reagent, 0.12 g of vanillin was added to 20 ml of water, and the volume adjusted to.100 m!,
with 85% phosphoric acid. The optical density at 530 nm was read in a glass cuvette against a
reference tube with 5 pl water as sample. The reference curve is composed of Triolein
dissolved in chloroform ranging from 1 to 10 pg.

[0319] To measure DCW, 0.5 ml-of each-culture was pelleted by centrifugation at 5000.
1pm for 5 min.' After removing supernatant, cell pellets were frozen at -80 °C and dried
overnight in a Freeze Dry system (Labconco, MO, USA). The lipid percentage was calculated
from total lipid amount divided by dried cell weight. Results are shown in Figure 11.
EXAMPLE 13
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. [0326] “Stfaifis andd Médiéf “Sceriedesmus armatus' (UTEX 2552) stock cultures were

maintained on‘modified Proteosé mediuin: Modified Proteose medium: consisted (g/L) 6f 0.25
g NaNO, 0.09g KiHPOL 01755 KH;PO4 0.025', 0.025 5 CaCly2H50,0.075 g -
MgSO47H;0, and 2'g 'y'easi extrct pes liter. For each growth condition; 1. ml of the.
following different media was prepared in 24-well plates.
(@), ()

Proteose + 2% ‘glicose:
Proteose + 2% gl).'ccrol
Proteose + 2% acidulated glycerol
Proteose + 2% non<acidulated glycerol

5. Proteose + 1% non-acidulated glycerol + 1.% ghicose: ™ .
[0321] Scenede.s‘mus armatits (UTEX 2552) was irioculated to different media to 5% 105
cells/inl concmtranon : The culmr&s were' kept i the-dark-and agitated:by orbital shaker from

ol ol

""Labnet (Berkshlré UK) At 430 tpird, After 96 hiry cell grow’(b was measured-by DCW and ..

lipid content was measured by phosphor-vanillin assay (see EXAMPLE 12). The lipid -
percentage was calculated from total lipid amount divided by dried cell weight. lew are”.
shown in Fxgure 12 o

TEXAMPLE 14

[0322] Strains and Media: Navicula pelliculosa (UTEX 667) stock cultur&c were:.
maintained on soil extract medium (see EXAMPLE 12). For each growth conditioii, 1 ml of
the following different media was prepared in 24-well plates.
1. SEM + 2% glucose
2. SEM +2% glycerol
3. SEM + 2% acidulated glycerol
4. SEM + 1% acidulated glycerol +1 % glucose
5. ' SEM + 2% non-acidulated glycerol
6. SEM + 1% non-acidulated glycerol + 1 % glucose .
Navicuia pelliculosa (UTEX 667) was inoculated to media contaimng glucose or different
glycerols (pure, acidulated, or non-acidulated) to 5 x 10’ celis/m} concentration. The cultures
were kept in the dark and agitated by orbital shaker from Labnet (Berkshire, UK) at 430 rpm.

After 96 hr, cell growth was measured by DCW (see EXAMPLE 12). Results are shown in
Figure 13.

EXAMPLE 15
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[0323] Strains-and Media: - Scenedesmus armatus: (UTEX 2552) and Navxcula pelliculosa
(UTEX 667) stock cultures werc maintained on modified Proteose medmm for Scenedesmus
armaius and soil extract- medmm for Navicula pelliculosa (see EXAMPLE 1), For each. .
strain, 1 m! of the following different media was prepared in 24-well platm

Scenedesmus armatus

5. Proteose+ 1 % acidulated glycerol +1% g]ucose

6. Proteose + 1 % acidulated glycerol + 1 % glucose (added aﬁgr 72 hr)

Navicula pelliculosa
1. SEM + 1 % acidulated glycerol + 1 % glucose } .
2. SEM +1 % acidulated glycerol + 1 % ghicose (added after 72 hr)
[0324] Each strain was inoculated to media to 5 x 10° oells/ml concentration. The cultures
were kept in the dark and agitated by-orbital shaker from Labnet- (Berkslmc, UK) at 430 rpm }
After 72 hr of initial ‘growth, 1% glucose was added to sample #2.and the cells cultured ) ~
another 24 hr. Cell. growth was measured by DCW (see EXAMPLE 12). Rwults are shown in l
Figures 14 (a).and (b).
EXAMPLE 16 . . : o .
[0325) Strains and Media: Chlorella protothecoides (UT EX 31) stock: cu]tures were .
maintained on modified Proteose medium (see EXAMPLE 1). For each condition, 1. ml o_f,_ghe
following different media was prepared in 24-well plates. o
4. Proteose
S. Proteose+ 0.5 % glucose : o , ]
6. Proteose + 0.5 % xylose . » o '
7. Proteose + 0.25 % glucose + 0.25 % xylose . o '
i0326] Chlorella protothecoides #4 (UTEX 31) was inoculated to media contmmng
different sugars (glucose, or xylose) to 3 x 10° cells/ml concentration. The cultures were képt
in the dark and agitated by orbital shaker from Labnet (Berkéhire, UK) at 430 rpm. After 72
hr of growth, cell growth was measured by counting cell numbers of each culture. Results are
shown in Figure 15.
EXAMPLE 17 —
[0327]  Chlorella protothecoides strains #1, #3, and #4 stock cultures were maintained on
modified Proteose medium (see EXAMPLE 1). For each condition, 1 ml of the following
different me&ia was prepared in 24-well plates.

1. Proteose
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2. Protéose+1% glucose
3. Proteose +1 % fructose

[0328] Each strain was inoculated to media oontaxmng drﬂ'erent sugars (ghicose, or
fructose) to 1.x. 10° cells/ml congentration. The culturm were kcpt in thc dark and agnaled by
orbital shaker from.Labnet (Berkshire, UK) at 430 rpm Aﬁer 96 br of growth, cell dmsrty

was measured by counting cell numbers of cach culture. Results are shown in Frgure ]6
EXAMPLE 18 .
Chlorella on Sucrose:
[0329].. ChIoreIla protothecoxde.r (UTEX 249) was moculated mto three 50 ml ﬂasks of _
Proteose media vnth 1%:sucrose (2.94 mM NaNO;, 0 428 mM K2HP04, ] 28 mM KH;_PO4,
0. 427mM NaCl 0. 17 mM.CaCl;-2H,0, 0.3 mM MgSO4-7HzO proteosc peptone 1 g/L) to a
final cell densrty of 4x105 cells per ml lnvertase (ngma #14504) was added fo two of the _'
culfures.at.0.01 U/ml and 0.05 Uml. All three cultures were grown in the dmk for ;60 hrs.
- shaking:at:1501pm. Final cell counts were performed on all three cnltures aﬁer~60 hrs of
- shaking in.the dark_ ]

0.05 U/ flasks reached cell densities of 1x10° and 3x10°, mpecuvely' Each ﬂésk was :

e contro] ﬂask reached 4 4)&105 cells per ml whrle the 0. O.I U/rrxl and

checked for contamination at the end of the experiment by microscopic analysxs and all were

clean.

EXAMPLE 19

Chiorella’ Qrotorhecozdes Growth on Molass&s wrth a Sucmse Invertas _. .

[0330] Preparation of ChIoreIIa cells for Inoculanon. A 10 ml hqurd culture of ChloreIIa
was started taking the moculum from a sohd Proteose plaie ’I'he cultures were grown m hght
- -for approximately 2 days at 26°C. Growth was measured using an optxcal den51tomer (OD) at
750 nm and by. deterrmmng DCWs . .
[0331] Preparation of Molasses and Sugar Stock Solutlon A 5% stock so]utlon was _
prepared with glucose, sucrose and three deferent molasses samp]es (labeled BS1, BSZ and
HTM) obtained from the commercial processing of sugarca.ne into sugar, as shown in thc
following Table 6. The pH of all stocks was verified to be in the range of 6-6.6, and the
stocks were then autoclaved. i .

10332] Table 6. Molasses and sugar so]unon.s

Molasses, % Sugar 5% sugar dil.in ]00mls
) B Grams or mls
HTM 78.72 6.4
BS1 (FL) 44.25 11.3
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BS2 (AU) 51.55 9.7
Sucrose ) 5
_ Glueose_ | 5.

[0333] Pr_eparanon of Invertase Solution:A'40 units/ml stock solution of invertase was -
prepared by reccmstxtutmg I'mgofa 4060 umt/mg Inveﬂase (Slgma) in'10 millikiters of
dlshl]ed water.

[0334} Expenmental Condmons and Setup 10 mi cultures were prepared cach consisting
of 1% final molasses/sugar concentration, 0.05 units/m} Invertase, and 1.0e6 cells per ml of
ChIorelIa prololhecoxdes ina base Protease media. The cultires were numbéred as follows:
(1) media only control 2 1% HTM @) 1% BS] (4) 1% BS2 $)Y1% glucose and (6) 1%
sucrose A sumlar contml set was also prepared without the addmon of invertase. THe -
cultur were grown in daﬂmess for ﬁvc days shakmg at 2501 rpm ‘at’ 28°C,

ts: Growth of the Chilorella protothecotdes cells‘was evahiated following the five days
of mctr tion on the respechve fwdstock m  ditkness. As shown i’ Flgures 19-20; the cells can be
grown”on molass& in the prwence of a sucrose mvenase mth yields: oompamblc to that of growth on
pure glucose : T

EXAMPLE 20 .

Generation of High-Qil and Low-Qil Biomass

[0336} Materials and Methods: Chlorellaﬁro.tothecoides #1 (STRAIN 250) biomass for

transmtenﬁcatxon was grown heterotrophxcally in the presence of gluoose as a fixed carbon

" 782036 (2008) Samp]e “LO-1" was taken’ durmg exporiential growth (at 60 hotrs) and .
contains an oi} content smnlar to that obtained with photosynthenc growth, Sémple »080020-
1" was taken at 115 hours, after all nitrogen in the culture had been consumed and the culture
had entered a steady stale phase ‘of lipid accumulahon
{0337} Lipid Content: Total Iipid content of 6il (pre-transesterifacation) was determined by
HPLC analysis. Approximately 10 mg of dried biomass were mixed with 1 ml of isopropanol
satmated with KOH and incubated at 80°C for 4 hours. Lipids from-cell pellets were
extracted and hydrolyzed using an isopropanol potassium hydroxide solution heated to 80°C
for four hours. The extract samples were analyzed \ﬁth an Aglient 1100 HPLC using the
following method. The samples were derivatized with bromophenacyl bromide (60 mg/m1)
and loaded onto a Luna 5u C8(2) 100A. 150x2 mm column (thiomenex). The samples were
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eluted from the column usmg a gradient of water to 100% acetonitrile: tetrahydrofnran (95:5).
Signals were detected using:a DAD armay detector at a wavelength of 254 nm.

.10338) Sample "bO—l" contained 8.6% oxl and sample "080020-1" contained 28% oxl

EXAMPLE 21

Direct Transesterification of Microbial Blomass

[0339] Sample Preparation: Wet pellets of bxomass compmnsing low-cil content and hlgh—
oil content, respectively, prepared as dwm‘bed above were lyophilized. Dned bxomass from
samples was ground 1o a coarse powder and dried agam overnight at 55°C: under ‘vacuum.
Percent moisture was determined to be <3% for each sample using a Mett]er 'l‘oledo Mo:snme
analyzer.

[0340] Transesterification: Anhydrous methanol/ IN NaOH was added to dned btomass

(<3% mmsture) at a ratio of 1:5 in a screw cap glass bottle 4 times the volume of the bnomass.

A stir bar was placed in the bottle, wh)ch was then sealed hghtly The mxxture was stm'ed o

washed thh methanol untll ﬁltrate was clea.r All washes were oombmed ina balloon ﬂask :

with ongma] ﬁltrate, and methanol was dlstllled off usm»

L roto ap Clllorofonn_ a part) was
added and mlxed well, and then poured inlo a separatory ﬁmnel Methanol (2 parts) was thcn
addcd to the ﬂask mlxed well and added to the separatory funnel ‘_D

a e (C (0 8 volume) was -

.added to. the flask, mxxed and added to the separatory funnel The contents of the separazory

funnel were shaken vxgorously (w1th ventmg) and allowed to separate The lower layer

(chloroform/oﬂ) was collected into a pre-wexghed ﬂask and fresh eh ! rot'orm was added back

-to the ﬁmnel fora secondary extrac‘txon The ch]oroform was then dlshlled off usmg the

rotovap. RC—WElghlng the ﬂask prOV)ded the y1eld detenmnat\on prxd content was agam
determined by HPLC, as described above Analyuca] measurements of the carotenoid

. _consntuents of the. transestenﬁed composmons were made usmg an HPLC method, as ©

descnl)ed by Schrmd et al., J of Applied Phycology 7 487-494 (1995) Elerdental analyms was
performed by mducnvely coupled plasma mass sPectrometry h

[0341] Resuits: Table 7 shows the results of the transestenﬁed product from low—oﬂ
(LO-1- 8.6% lipid) and high-oil (080020—1-28% llpld) blomass All carotenoids are in mcg/g
of lipophilic phase contammg fatty acid methyl esters. :

[0342] Table7. Composmon of transestenﬁed low-oil and lngh 01l blomass

LO-1 .080020-1 ASTM D6751 Specification:
% oil of biomass 8.6 28 :
% of oil converted to FAME .
{gram oil/gram dry cell wgt.) 93 305_
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" Element(ppm) - S ‘
Sulfur ) N 121 52 ‘15 ppm max

" Phosphorus ’ - 1847 < T T 1 0.001% mass max
Magnesium . - T R . Ca+Mg.5ppmmax .
Calcium ) 4 T 7T Cat Mg S ppininax”
Iron 3 <2
Zine 0 12 _
Sodinm 190 -5t Na+ X: 15ppm max
Potassivm .. o .72 <2, ... .Na+K:15ppmmax
Lutein (meg/g) o 469 35.5 :
Zeaxanthin (meg/g) 288 - 235
a-Cryptoxanthin (mcg/g) S 845 006 .
P-Cryptoxanthin (meg/g) 1927 180

'@-Carotene (mcg/g) e - 1196 - '0.08.
B-Carotene (mcg/g) 15.0 1.20
Tota} Identified Carotenoids (meg/g) 801 622
Total Carotenoids (mcg/p) . : 1006... 793

EXAM LE 22

of Mrcroal e to Achreve

[0343] Mmroa] gae strams were culu ted (culmred) to ac}neve a h1 gh percentagc of 6il by

DCW. Cryopr&served cells were lhawed at room temperatme and 500 my of &élis' were added
‘to 45 m] ofmedmm (42 g/L KZHPO“ 3 ) g/’L NaHzPoq, 024 g/L MgSO TH.
Citric Acxd monohydrate 0.025 g/L CaCl 2}{20 2 g/L yeast extract) plus 2% gl

grown for 7 days at 28°C with agltatron (200 rpm) ina 6-well. plate DCWs w
by centrifuging 1 ml of culture at 14, 000 rprn for 5 min‘in a pre-welghed Ep
culturc supematant was drscarded and the resultmg cell pel]et washed with 1 ml 6f delomzed
water. The culture was agam cenmfuged thc supernatant dlscarded, and the cell pel]ets
p]aced at 80°C until frozen Samp]&s were then Iyophlhzcd for 24 hrs and DCWs' ‘calculated.
For detenmnatron of total hpxd in culturcs 3 ml of culture were removed and subjected fo
analysis usmg an Ankom system (Ankom Ine. Macedon, NY) accordmg to the
manufacturer s protocol Sampks were Sllb_] ected to solvent extraction with an Amkom XT10
extractor according to the manufacturcr s protocol Total hpld was detcrmmed as the
difference in mass between acid hydrolyzed dried samples and solvent extracted, dried *
samples. Percent oil DCW measurernents are shown in Table 8.

{0344] Table 8. Cultivation of microalgae to achieve high uil content.

Species Strain % Oil Strain #
’ : (Figures 28
and 29a-1)
Chlorella Kessleri UTEX 397 39.42 4
Chlorella kessleri UTEX 2229 54.07 5
Chlorella kessleni UTEX 398 41.67 6
Parachlorella kessleri SAG 11.80 37.78 7
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Parachlorélla kesslerd ‘| SAG14.82 1 v 5070 ¢ . &
Parachlorellakesslesi . . . | SAG 21.11 H9 3792 9 .
Prototheca stagnora 7 | UTEX327~ " °|" " ""13.14 10 -
Prototheca moriformis. - . . - |.UTEX 1441 . b 1802 . 11 :
Prototheca moriformis . . | UTEX 1435 27.17 12
- Chlorella iminiitissima” ~ * “JUTEX 2341 - 17 3139 13 -
Chlorella protod:ecoides. B UTEX 250 . . 3424 1
Chl coide {UTEX2S | oo | 2
Chloxcllapmtmheomds ~:. .| CCAP21M/8D: . . L4156 . 1. 3
. | Chiorella sp. . UTEX 2068 . 4532 14
Chlorellasp. =~ o 2'CCAP 211492 14651 15
Chlorella somkzma.na SAG 211.40B 46.67 16
Parachlorella bejjennkdi SAG2046° - - - 30.98- 17
Chlorella luteoviridis..:. .. . - | SAG2203 . 37.88 18
e Chlorella vulgaris o ‘| CCAP 211/11K 3585 19 -
Chlorella reisiglii- ... . - . |.CCAP11/8 -. - 3117 ... 20
Chloselia ellipsoid - | CCAP211/42 - 3293 21
. |-Chlorella saccharophila. -~ | CCAP 211731 173484 p7)
S Chlorella saccharophifa CCAP 211/32 30.51 23

1<:roa] gae sa.mp]es from the 23 straans listed in Table 8 zabove were gcnotyped
Genom]c DNA was isolated from algal biothass as follows Cells (approximately 200118)
were centlﬁlged from hqmd culturm 5 mifiutes at 14,000 x g’ Cells weré theén resuspended in
sterile dxsnlled water cen’mfuged 5 minutes at 14,000 g'and the supemata.nt discarded. A’
smgle glass bead ~2 hm in digmeter'was added to the biomass and tubes were placed at -
‘ O°C for at least 15 minutes. Samples were rémoved and 150 ul of grinding buffer (1%:
. Sarkosyl, 025 M Sucrose, 50 M NaC], 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, RNase A
.0.5 ug/ul) was added. Pellets were resuspended by vortexing briefly, followed by the-addition
of 40 pl of 5 M NaCl. Samples were vortexed brieﬂy, followed by the addition of 66-ul of ©
5% CTAB (Cetyl tnmethylammomum brornide) and a final brief vortex. Samples were next
incubated at 65°C for 10 mmutes ‘after which they were centrifuged at 14,000 x g for 10
minutes. The supernatant was transferred to a fresh tube and extracted once with 300 p.l of
. Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol 12:12:1, followed by centrifugation for 5 minutes at
. ) 14,000 x g. The resulting aqueous phase was transferred to a fresh tube containing 0.7 vol of
isopropanol (~190 puly, mixéd by inversion and incubated at room temperature for 30 minutes
or overnight at 4°C. DNA was recovered via centrifugation at 14,000 x g for 10 minutes. The
resulting pellet was then washed twice with 70% cthanol, followed by a final wash with
100% ethanol. Pellets wee air dried for 20-30 minutes at room temperature followed by
résukpensioﬁ in 50 of 10mM TrisCl, 1mM EDTA (pH 8.0). .
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[0346] Five pl of total algal DNA, prepared as described above, were diluted 1:50 in 10
mM Tris, pH 8.0. PCR rcactlons, ﬁna] volume 20 p.l, were setup as follows. Ten pJ of 2 x
iProof HF master mix (BIO-RAD) was added to 0.4 wt pnmer SZ02613 (5~ :
TG’I'I‘GAAGAATGAGCCGGCGAC 3' (SEQ ID NO: l) at 10 M stock concentmuon)
This primer sequence runs from posmon 567—588 in Gen Bank accession no M33S7 and is’
highly conserved in higher plants and. algal plastid genomes This was fol]owed by the -
addition of 0.4 p primer SZ02615 (5’-CAGTGAGCT ATTACGCACT c-3’ (SEQID NOl)
at 10 mM stock concemranon) This pnmer sequence is complementary to position 1 112-
1093 in Gen Bank accéssion no. 143357 and is lnghly conserved in higher p]ams and algal ]
plastid genomes. Next, S pl of dlluted total DNA and32 pJ dH,0 were added. PCR react:ons
were run as follows: 98°C, 45”’; 98°C, 8’ 53°C, 12”, 72‘.’C, 20"" for 35 cycles f,ollow,ediby
72°C for 1 min and holding at 25°C. For purification of PCR products, 20 pl of 10 mM»Tﬁs,
pH 8.0, was added to each reaction, followed by extracuon with 40 pi of L
minutes. PCR reactions were applied to.S- 400 columns (GE Hea]thcare) and cen rifuge: or 2

Phenol:Chloroform:isoamyl aleohol 12:12:1, vortexmg and centnfngmg at 14 000

minutes at 3,000 x g Purified PCR products were subsequently TOPO cloned into
PCRB/GW/TOPO and posmve clones selected for on LB/Spec plates Punﬁcd plasmxd DNA
was sequenccd in both directions usmg M13- forward and reverse pnmers Sequence _
alignments and unrooted trees, were generated, usmg Genexous DNA analysis soﬁwarc, are
shown in Figures 29a-291. Sequences from strams 1-23 (des1gnated in Example 22, Table 8)
are listed as SEQ 1D NOs:7-29 in the attached Sequence Listing.

. EXAMPLE 24 .

Diversity of Lipid Chains in Algal Species ) )
[0347)  Cultures of various species of algae were malntamed and all experiments were
carried out in Modified Protease media, as.desc_nb_ed above in EXAMPLE 2. For each strain,
l(l ml cultures were setup in 50 ml flasks as follows:, .

1. Proteose growth media with no carbon addition;

2. Proteose growth media with 1% glucose. . '
[0348} Each strain was grown_in the two conditions descnbcd above, at an initial seeding
density of 1.0 x 10° cells/ml. The cultures were kept in the dark and agitated at 250 rpm for 7
days. The cells were harvested after a 7 day growth period, and assessed for growth in the
dark relative to the control by measuring dried cell weight. DCWs were determined as
follows: One ml of culture was centrifuged and the resulting pellet was rinsed with water to
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remove any $ali or remdual media; the final, rinséd pellet was frozen at -80 degree C; and . -
subjected té freeze drying ovemightina Freéze Dry System {Labconco, MO, USA). All:

species listed in Table 9 below gtew ‘on’ glucose as a catbon source:in the dark.:No cells grew.
in the absence of ghicose (condltxon 1)_..Glyoerohp1d profile was dctcrmmed as dcscrﬂ)ed in

Example 20.

[0349] Table 9. Glyocrohp:d proﬁl&c of various algal specles L
Species : cxzo‘»-:gu;z- Cl4:0. Ci82 Cl6 .. Ci81 .CI80:
Chiorella protothecoides - 00%.." 40%  11% " 241%  113% 549% 4.6%
Chiorelia kessleri o 156% 00%  40%  262% 266% 23.0% “4.6% -
Chlorella m:bon)uodes __v27 0%_ 0.0% 10.7% 0.0% 43.1% 193% 0.0%
Chlorellasoro - 3 8% 00% 00% 00% 462% 19.0% 00%

15%  00% 12%  129% 151%  €60% 33% -
Prototheca Stagriora ~  0.8% o‘.‘o%' 0.9% C156%  174% 61.5% 4.1%.

[0350) anxd samiplés fromi a subset of: strains grown as described in Example 22; anid shown
in Table 8, were also analyzed for llpld pmﬁle sing HPLC: Results are shown'in F1gure 29..
EXAMPLE25 - RIS R v
Saponification of Hi gh—Oil Chlorella protothecoides Biomass . :: S
[6351]" Bioniass having a high-oil content is generated .'aixdana]y'z‘e(_i according to the™ 7 2
method described in Examplé 20. The biomass comprises 45% lipid; 20% carbokiydrates,.

10% protein, 10% other cellular constituents, 10% water, and 5% salts: In an-embodiment; -
the biomass ¢an compnse dried whole algal cells comprising lipid g]obules suspended in a;
partially dehydrated cell mass. :

[0352] Pregarahon of a Liquid Cellular Soap: The biomass identified above is chsperscd in
water to form an oil-in-cell emulsion concentrate.- An excess of KQH’ sufficient to convert.the
desired amount of glycerolipids and fatty-acid esters to fatty dcid salts:is then dissolved-in the
aqueous solution comprising the biomass. The mixture is then stirred to-facilitate completion.
of the alkajiné hydrolysis reaction, and héate'd ‘to a temperature betv&ee‘n 80-90°C for from 30
minutes to 12 hours to complete the conversion of lipids to fatty acid éalts_. Water lost to
evaporétion is replaced as necessary throughout the reaction process. Various additives can
be combined with the saponified composition, including glycerin (for clarity and to impart a
moisturizing characteristic), ethylenediamine (EDTA, a chelating agent to enhance
performarice when used in hard water conditions), cocoamidopropyl betaine (an amphoteric

surfactant used to impart cleansing and rinsing properties), and a fragrance to produce a soap
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-product. ln some embodiments; the soap product comprises a cellular soap with components
as shown in Table'10 below. . ’
[0353) Table10: Componems of cellular S0ap1 madc dlrcctly from bmmass

Comgnent i o1 . Quantity

Biomass (Whole Cells) 10-60% ) :

KOH B 1-5% Tanieow
Glycerin S el o 525%

Fragrance N 1. 1:2%

EDTA . ) oL 1-5%

Water ' T to 100% '

[0354) The cel]ular soaps descnbed in this cxamplc mc]ude patural hydrating and skin.
softening chamctensncs imparted by the presence of car’oohydmtes and protems &om the.
algal cells, as well as antioxidant properties derived from the incorporation of alga] '
carotenoids and other compounds into the cornposition.

-10355) Altemauvely, an organic baseé such as 'methanolaxmne can be used in the alkalme
hydrolysis reaction’'to produce a clearer product: The vse of tncthanolamme or another .
organic base will also generally produce a milder product, less hke]y to canse; lmtanon 10-.

skin when used as a cleanser.

{0356} - Optionally, the fatty acid sa]ts canbe prempnated from the mlxturc by addmon of
NaCl:or KCl'salts, arid' separated for use in compositions in combipation with various. . ...
- additives as describéd-herein.- . . 7 v . v. Lt

{0357} . Figure 20 shows a micrograph of soap made with 48% oil DCW Chlorella
protothecoides biomass. The soap contained 10% wiw algal biomass.

EXAMPLE 26 .

Saponification of Hexane-Extracted Qil from Chlorella grozothecoxdm Blomas
-[0358] -Biomass is.generated according to thc,method described in Example 20.

Conventional hexane extraction of the lipids from the biomass is performed. The hexane .
extracted lipids are then sapcmiﬁed by mixing the lipids wn.h an aqueous solution of NaOH or
KOH containing an amount of base sufficient to convert the desired amount of lipid to fatty
acid salts,-and optionally heating the mixture to expedite the reaction. The fatty acid salts are
then precipitated by addition of NaCl or KCl. Compositions of sapenified oils derived from
hexane-extracted biomass contain higher proportions of contaminating carotenoids due to the
efficiency with which hexane extracts such compounds from the microbial biomass.
EXAMPLE 27

Saponification of Solventless-Extracted Oil from Chlorella protothecoides Biomass

.91
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{0359]" " Biomass i§ gerieratéd according to the method described'in Example 20. A
solventless extrétion of the lipids froin the biomass is performed by lysis and pressing of the
bio‘r‘ﬁaﬁ'thioﬂgh thie use of phiysical pressure: The extracted iipids'am then saponified by. -
mixing the lipids with an aqli'eoﬁs solution of NaOH of KOH containing an amount of base:
sufficient to convertthe desired amoumt of lipid to fatty:acid-salts, and. optlonally heating the
mixture to expedite the reaction. The fatty acid salts are then preclpltated by addition of NaCl
or KCl: Compositions of saponified oils derived: from hexane-extracted biomass contain. -
rclaﬁvel); lower proportions of contaminating carotenoids, as compared to hexane-extracted -
lipids, due to the decreased efficiency with which such 'oorripounds' are extracted from the. . '
microbial biomass using the solventless proceduré. . :

EXAMPLE 28

Glycerolipid Profile of Prototheca Strains )

[0360) Five Prototheca strains were cultivated in medxa thh 2% glucose and grown for T
days at 28°C with agitation (200 1pm) in a 6-well plate. Llpld proﬁles were detennmed usmg
standard HPLC methods. The lipid profile for a pamcu]ar strain. did not ‘change si gmﬁcantly
when grown in different culture media. The results are shown in Table 11, below

[0361}) Table 11. Glycerolipid profile of Prototheca strams

Origin  Species | C:12:0 | C:13:0 | C:14:0 | C:16:0 | Ca6:1 | ca18:0 | caxsaa | ciisz L' chasia
UTEX  Prototheca S N P ! R SRR
327 stagnora | 0% 0% 0% 15% | 0% | 0% ! 63% | 22% | 0% -
UTEX Prototheca : . ’ i o R N
1439  moriformis | 0% | 0% 0% | 27% | 0% 3% | 51% | 13% | 0%
UTEX Prototheca | - ' EY R Sy
1441 woriformis | 0% 0% 1% | 28% | 1% 3% | 54% | 12% | 1%
UTEX Prototheca o e sl
1435 moriformis | 0% 0% 1% 26% | 0% 3% 55% | 12% |. 2%
UTEX Prototheca ) ’ 3 o
1437  moriformis { 0% 0% 0% 25% | 0% | 2% 57% | 12% | 3%

[03 62] Biomass from UTEX 1435 was subjected to hexane extraction. The extracted.oil.
contained very little coloration. Figure 19 shows a sample of the UTEX 1435 oil-in
comparison to oil from Chlorella protothecoides UTEX 250.

‘EXAMPLE 29

Carotenoid and Chlorophyll Analysis of il Extracted from Prototheca moriformis UTEX
1435

[0363] Hexane extracted oil from Prototheca moriformis (UTEX 1435) biomass was
generated according to methods described in Example 26 above and was analyzed for
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carotenoids and chlorophyll-using HPLC. Overall, the carotenoid levels were much lower
than the carotenoid levels in oils - described in Table 7 ,abov;;:‘Ada}ﬁpnz;llx,v,,thg chlqrop_hyi]_ .
content of the oil was less than-0.03mg/kg. Thistesultis consistent with the rcsultsshown in
Figure 19, with the extracted oil from UTEX 1435 biomass having verylittle coloration. The
carotenoid and chlorophyll analysis for oil extracted from UTEX 1435 biom;§s is .,
summarized in Table 12;below. . * - T S T
[0364] - Table'12. Carotenoid analysis of oil extracted. from Prototheca moriformis UTEX
1435, - - . P . B

Lutein: - <. |.0.382 1;|1cg/g
Zcaxanthin 123 mep/g
_cis-Lutein/Zeaxanthin 0.446 meglg .
slpha-Cryploxanthin - | nope detected 1
. beta-Cryptoxanthin’ + - non.cd,eleng.i N
Lycopene- s “none detected -
alpha-Carotene — '0.05.7 mcglg
bcta-Cz‘uotcr.‘ze . : 0.127 mcglg : .
gi'sfbc;t::a-(;aroten; — ‘0‘.069 mcglg )
) Pl;ytof‘]uc‘r‘m i 0.696 még.ié
Phytoene ' 0,689 mege
Tow Wenthed | 370 mere
Carotenojds
Chiorophyll <0.01 mg/kg
EXAMPLE 30

Genomic DNA Analysis of 235 rRNA from 8 Strains of Chlorella protothecoides -

[0365] Genomic DNA from 8 strains of Chlorella protothecoides (UTEX 25, UTEX 249,

UTEX 250, UTEX 256, UTEX 264, UTEX 411, CCAP 211/17, apd CCAP 211/8d) was
-isolated and genomic DNA analysis of 23S TRNA: was performed according to the methods
' described in Example 23, above.
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[0366)  All strains of Chlorella protothecoides tested were identical in se‘qoence except for

o U'I'EX 25. Results are mmmzod in the Cladogram shown in Frgurm 21a—21c. Sequmces
- for all eight strains dfe hsted a& SEQ ID NOs: 34 in'the altached Sequenoe Listing.-

{0367] The23sRNA genomic sequence for Profotheca moriformis UTEX 1436, (SEQ ID _

.. NO:5). was also compared to other Protatheca specme and ChIorelIa protothecozdes The

comparison showed that the 23s rRNA genormc sequence for Prototheca monformzs UTEX
1436 was dissimilar to the other Prototheca genotypes (SEQ ID'NO:6).

- EXAMPLE 33 RN
S [ghum Uuhzahon Screcn

'[0368] Strams The followmg Strains were used in the screen for 1dem)fymg nncroa]gae

strams capable of utilizing sorghum as a sole.carbon source: 10 strams were. Chlorella

. protothecoides (UTEX 25, UTEX 31, UTEX 411, CCAP 221/8D, UTEX 249, UTEX 250
UTEX 256, UTEX 264, SAG 211-10D, and CCAP 211/17). 6 strains were Profotheca
: ""monﬁ;m (UTEX 1435, UTEX'1437, UTEX 288; UTEX 1439, UTEX 1441 and UTEX

1434, Other strains included Chlorella luteoviridis (UTEX 22. and SAG 2214), ChIorelIa

) ke.sslen (UTEX 2229), Parachlorella kesslen (SAG 12. 80) a.nd Prolatheca smgnora (UTB‘(

1442)..

10369]' Culfure‘Conditions‘ ‘Seed cultares of the microalgal strains (identi'ﬁed,above) were |

+started-as-1 ml liquid cu]tures m 24 well plates and were grown autotrophlcally for 48 hours
o m hght agnatmg at ~350 rpm Pure sorghum was  purchased from Maasdam Sorghum M)lls
B (Lynnvﬂle, Iowa) with a sugar proﬁle of fructose 21:0% wiw, dextrose 23: 0% w/w, sucrose. -

-] 6.0% wiw and maltose <0.5% w/w. The cultures were then transferred to liquid medium

: contalmng 2%, 5% or 7% (viv) pure sorghum (dﬂuted from the pure stock) as the sole carbon
source. and the cultures were then grown heterotrophxcal]y in the dark, agjtating at ~350rpm.
" Samples from the cultitres were pulled at 24; 40;48, 67 and 89 hours and growth was

measured using A750 readings on a spectrophotomete_r._Growth was; observed for each of the
strains tested, as shown in Figures 22-27.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A method of chemically modifying lipid-containing microbial biomass
comprising:
(a) culturing a population of microbes;
(b)  harvesting microbial biomass, wherein the biomass contains at least
5% hipid by dry cell wel ght and ‘ v

(c) subJ ectmg ‘the biomass to a chermcal reactlon that covalently modlﬁes
at least 1% of the 11p1d

2. The method of claim 1 further comprxsmg separatmg the covalently

modified lipid from other components of the b_mmass. _ _

3. The method of claim 2, wherein separating comprises a phase
separation \yhereby the covalently modified lipids form a light non-aqu'eoiisfi;base and
components of the blomass form one or more heavier phases | o

4, - The method of clann 1, wherem the blomass is sub]ected to the

chemical reaction w1thout a step of prior- ennchment that increases the. ratio. of the 11p1ds to
the non-lipid material by more than 50% by weight.

5. The method of claim 1, wherein the hdfvésted :bi'o:i'riéés;'is not subjected :

to treatments other than removing water .or ly31s before the chemical reactlon

6. _l The method of claim 1, wherein the biomass is sub;ect to the chemlcal -
reaction with a step of prior enrichment that increases the ratio of the lipids _to thc dry weight _ ,
of the microbes. o : - ' ' .
T The method of claim 1, wherein step (c) comprises transesterifying the

biomass to generate a lipophilic phase containing fatty acid alkyl esters and a hydrophilic

phase containing cell material and glycerol.
8. The method of claim 1, further comprising removing water from the

biomass prior to subjecting the biomass to the chemical reaction. -
9. The method of claim. 1, wherein step (c) includes contacting the

biomass with an enzyme to catalyze the chemical reaction.

' 10.  The method of claim 1, wherein the harvested biomass comprises a

lipid content of at least 30% by dry cell weight. 7

11.  Themethod of claim 1, further'corrtplising separating a lipophilic

phase containing the covalently modified lipids from hydrophilic cell material of the biomass.
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©7+12:+ ~The method ‘of claiii' 1, wherein the mi:cfébesare selected from the ..« -

group consisting of bacteria, cyanobacteria, eukaryotic microalgae, oleaginous yeast, and-

fung.

- 13:- * The method of claim 10, wherein the microbes. are selected from the -

group consisting of the microalgae listed in Table 1 and the microalgae that have at least 85% _

23S rRNA ‘genomic sequence identity to one or more sequences from the group consisting of
SEQ ID NO:S, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10,
SEQ Ib NO:11, SEQ ID NO:12, SE‘TQL‘IDZNO;IB, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID.
NO:16, SEQ ID-NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19;» SEQ ID NO:20, SEQID NO:21,
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID'NO:26, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28 and SEQ ID NO:29; the oleaginous yeast listed in Table 2; and the
fungi listed in Table 3. -~ - , ,

' 14.  The method of 'cléi_m 12, wherein the microbes are a species of _the_l
genus Chlorella, Pa'r'a'chlorella or Prototheca.- _ |

‘ 15,7+ The method of claim 11, wherein the: amount of calcium: and ,

‘magnesium combined by weight in the lipophilic phase is no. greater -than'5 parts per: mxlhon
wherein'the amount of phosphorous in the lipophilic phase.ls no greater thari 0.001%, by

mass, the amount of sulfurin the lipophilic phase is no greater than 15 parts per- million,

‘wherein the amount of potassium and sodium combined by weight in the lipophilic phaseis -

" no greater than 5 parts per millidn, and/or wherein the total carotenoid content of the . .
lipophilic ﬁhasé-ié no greater than 100'micrograms of carotenoid per grém. e A

16. - Thé'method‘ of claim 11, further comprising disrupting the biomass. .
prior to transesterifying the biomass."

' 17. The method of claim 1, wherein two distinct strains or species of
microbes are separately cultured and biomass from both cultures 1s mixed prior to step (c).

18.  The method of claim 17, wherein at least two the distinct strains of
microbes have different glycerolipid profiles. .

19.  The method of claim 1, wherein step (c) is selected from the steps of
hydrogenating the biomass to at least partially saturate unsaturated bonds in the lipid,
interesterifying the biomass to generate a mixture of glycerolipids having a modified
arrangement of fatty acid constituents relative to the lipid in the harvested biomass,

hydroxylating the biomass to generate hydroxylated lipids, esterifying at least a portion of the
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hydroxylated lipids to generate estolides; hydrolyzing the biomass to generate free fatty acids
from the lipid.

20.  The method of claim 1, wherein step (c) comprises: I
) deoxygenation at elevated temperature in the presence of hydrogen in
the presence of a catalyst; .

| (1) 1somenzat10n in. the presence of hydrogen in the prcscnce ofa catalyst
and . -

*(111) ‘removal of gases and naphtha compounds. . o N -

-+ 21. - The method of claim };-wherein step (c) comprises sapomfymg the
biomas$ to generate fatty acid salts from the hpld )

22 A composition containing more than one phase comprising: (a) a
lighter phase containing fatty acid alkyl esters; and at least one heavier phase containing
microbial biomass. . .- - |

~23.  The composition of claim 22, wherein the microbial bxomassxs v
selected from the group consisting of fhe..microalgae:'listad_:in Table 1, the oLeaginbtns‘ yeast *
listed'in Table-2, the fungi listed in Table 3. _ 7 _ e

24 . The composition of claim 23, wherem the amount of calcmm and
magne’siurn combined by weightin the lightest phase 1 13,90 greater than 5.pag1_s_ p.er\r,mzl‘hon, ‘
wherein the amount of phosphorous in the lightést phase is no greater than 0.001%, by mass,
wherein the amount of sulfur in the lightest-phase is no greater than 15 parts per mil]_ipn,
wherein the amount of potassium and sodfum combineq by weight in the lightest phase is no
greater than 5 parts per million, and/or whe'rein the, t‘otal. carotenoid content of the lightest
phase is no greater than 100 micrograms of carotenoid per gram

~25. A coniposition contajning more than one phase selected from the group
of compositions comprising: a composmon having a lighter phase containing completely
saturated lipids and at least one heavier phase containing microbial biomass; a composition
having a lighter phase containing lipids and at least one heavier phase containing microbial
biomass from more than one species or strain; a composition having a lighter phase
containing hydroxylated lipids-and at least one heavier phase containing microbial biomass;
and a composition having a lighter phase containing free fatty acids and a heavier phase
containing microbial biomass. _ |

26. A method of making a soap, comprising:

(a) culturing a population of microbes;
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() - ‘ha‘r'vestinfg' 'micro'bialbiorﬁass;wherein-,thc biomass contains at least
5% lipid by DCW, including glycerolipids or fatty-acid-esters; and v
(c) subjecting the biomass to an alkaline hydrolysis reaction to produce a -

soap from-the chemical conversion of at least a portion of the glycerolipids or fatty acid esters -

- to fatty acid salts.

-27.°  The method of claim 26,,fu1.‘ﬂ1er-.compﬁsing substantially separating

the fatty acid -saltsvffrom'oﬂlér-éofnpoﬁents ofthe biomass. . . et S
28. The method of claim 26, wherein the microbes are selected from the .

grdup consisting ‘of the ' microalgae listed in Table 1, the oleaginous:yeast listed in Table 2,
and the fungi l1sted in Table 3. | _

.29.  ~The method of claim 26; wherein two distinct strains or species of
microbes are separately cultured and biomass from both cultures is mixed __pnor to step (c)- .

| +30." ~ The'method-ofclaim 29» w_he_reiri .at Jeast two. of the distinct strains of

microbes have different glycerolipid proﬁles A P

31,7 -A composition ‘comprising: sapomﬁed oil denvcd from the alkahne
hydrolysis of biomass or extracted oil produced:by cultiring a population of microbes: ... .

32. ' The.composition of claim. 31, wherein: the_».c.omposif-:i_on further

comprises at least one oil selected from soy, rapeseed, canola, palm, palm kernel, coconut, .
corm, waste vegetable, Chinese tailow, Q]ive, sunflower, cotton seed. chicken fat, beef -ta]lov@
porcine tallow, microalgae, macroalgae, Cuphea; flax, peanut, choice»w}iitq greasc,.vlgr_c__l,‘,
C‘arnelir_xa"sativa,'mustard'séedcashew nut, oétsi lupine, kenaf, calendula, hemp, coffee,
linseed (flax), hazelnut, euphorbia, pumpkin seed, coﬁander, camellia, sesame, safflower, .
rice, tung oil tree, cocoa, copra, pium poppy, castor beans, pecan, jojoba, jatropha, o
macadamia, Brazil nuts, avocado, a fossil oil or a distillate fraction thereof, and optionally
one or more additives selected from the group consisting of essential oils, fragrance oils,
flavor oils, botanicals, extracts, CO, extracts, clays, colorants, titanium dioxide, micas, tinting
herbs, glitters, exfoliants, fruit seeds, fibers, grain powders, nut meals, seed meals, oil beads,
wax beads, herbs, hydrosols, vitamins, milk powders, preservatives, antioxidants,
tocopherols, salts, sugars, vegetable oils, waxes, glycerin, sea vegetables, nutritive oils,
moisturizing oils, vegetable butters, propylene glycol, parabens, honey, bees wax, aloe,

polysorbate, comstarch, cocoa powder, coral powder, humectants, gums, emulsifying agents,

and thickeners.
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33, -~ The composition-of claim 31.‘f-,.whéﬁe_:in the microbes are selected from
the group consisting of bacteria, cyanobacteria, eukaryotic microalgae, oleaginous yeast and .
-34. . The composition’of claim 33, wherem the microbes.are a species.of the
genus Chlorella, Parachlorella or Prototheca. _ _
35.- -~ The composmon of claim. 31 wherein the biomass or extracted 011
comprises a mixture of biomass or a mixture of extracted oils from two d_lst:_1ncf_t;sjra1__nsf or-
species of microbes that have been separately cultured.

" 36. - ‘The composition of claim:35, wherein at.least two of the dlstmct -

strains of microbes have different glycerolipid proﬁles
a © . 37. - The composmon of claim 31, wherein: components denved from the

biomass or extracted oil constitute at least 50% of the composition’s total mass. -

38.  The composition:of claim 31, comprising less than 50microgramé
carotenoid per gram of saponified oil. | - N

N 39, ' The composition of claim 31; wherem the. sapomﬁed oilis sapomﬁed

from fatty acid esters comprising at least 10% C16. ey L

40. ° The composition of claim 31, comprising less than O.img/kg
chlorophyll. o .
' 41. A composition comprising an oil extracted from microalgae; wherein,
the oil contains less than 0.01 mg/kg chlotophyll. . B _

42.  The composition of claim 41, wherein thev'microalgae 1s of the genﬁs '

Prototheca.
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MODIFICACION QUIMICA DIRECTA DE BIOMASA MICROBIANA
Y ACEITES MICROBIANOS

'CAMPO DE LA INVENCION

La invencién es concerniente con los campos de
ingenieria genética, acuacultura y la modificacién gquimica de

biomasa microbiana que contiene lipidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La demanda incrementada de energia por la economia
global ha colocado presién incrementada en el costo de los
combustibles fésiles. Esto, junto con el interés incrementado

en reducir la contaminacién del aire, ha incentivado el

desarrollo de suministros de energia domésticos y disparado el

desarrollo de combustibles sin petrdleo para motores de
combustién interna. Para los motores de ignicidén por compresiédn
(diesel), ha demostrado que los eéteres de alcohol simples de
dcidos grasos (biodiesel) son aceptables como un combustible
diesel alternativo. El biodiesel tiene un contenido de oxigeno
mads alto que el diesel derivado de combustibles foésiles y por

consiguiente reduce emisiones de materia en particulas,

.hidrocarburos y monéxido de carbono, en tanto que también

reduce las emisiones de azufre debido a un contenido de azufre
bajo (Sheehan, J , et al , Life Cycle Inventory of Biodiesel
and Petroleum Diesel for Usé in an Urban Bus, National

Renewable Energy Laboratory, Report NREL/SR-580-24089, Golden,

83
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Colo (1998), Graboski, M S , and R L McCormick, Prog Energy

Combust Sa , 24 125-164 (1998)).

Los esfuerzos iniciales en la produccidn, pruebas y
uso de Dbiodiesel emplearon aceites vegetales comestibles
refinados (expulsados o recuperados por extraccioén de solventes

de semillas de aceite) y grasas animales (por ejemplo, sebo de

- res) como materias primas para la sintesis de combustibles

(véase, por ejemplo Krawczyk, T , INFORM, 7 800- 815 (19%0),
and Peterson, C L , et al , Applied Engineering in Agriculture,
13 71-79 (1997)). La refinacién adicional de 1los métodos ha
permitido la produccién de metiles esteres de A&cidos graso
(FAME) a partir de materias primas de lipidos menos altamente
fefinadas mas baratas tales como grases de restaurante agotada
y pasta de neutralizacién procedente de refinado alcalino o
parafina amorfa de soya (véase, por ejemplo Mittelbach, M , and
P Tptthart, J Am Oil Chem Soc , 65(7) 1185-1187 (1988),
Graboski, M S , et al , The Effect of Biodiesel Composition on
Engine Emissions from a DDC Semes 60 Diesel Engine, Final
Report to USDOE/National Renewable Energy Laboratory, Contract
No ACG-8-17106-02 (2000)). La extraccidédn de estos aceites para
uso como méterial de partida contribuye significativamente al
costo ae la produccién de biodiesel tradiciénal.

Similar a los procesos de extraccidn de solventes
utilizados para extraer aceites a partir de materiales de

plantas secas, la extraccién por solventes de aceites a partir
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de biomaéa microbiana se 1lleva a cabo en presencia de un
solvente organico. Lé extraccidén de sblventes en este contexto
requiere el uso de un solvente y es esencialmente igniscible en
agua, tal como hexano para producir una fase de solvente,.en la
cual el aceite es soluble y una fase acuosa, que retiene la
porcidn extensamente sin lipidos . de la bicmasa.
Desafortunadamente, en una produccidén a escala industrial, el
volumen de solventes orgéanicos volatiles, potencialmente
carcinébgenos e inflamables que debe ser usado para la
extraccién eficiente crea condiciones de operabién peligrosas
que tienen tanto aspectos de seguridad ambientales como de los
trabajadores. Ademds, el proceso de extracciéh de solventes
genera una corriente de desperdicio de solventes sustancial que
requiere el descenso apropiado, incrementando mediante .esto los
costos de produccidn globales.

Alternativamente, se han reportado procesos de
extraccién “sin solventes”; éétos emplean un solvente acuoso
que comprende no mas dé aproximadamente 5% de solvente organico
para extraer lipidos a partir de microorganismos para uso COmo
materia prima en un proceso de transesterificacidén para la
produccién'de biodiesel. Brevemente, el proceso de extraccidn
“sin solventes” inciuye poner - en contacto una mezcla célular
sometida a lisis con un solvente acuoso que contiene no mas de

aproximadamente 5% de solvente organico (por ejemplo, hexano)

para producir una mezcla separada en fases. La mezcla comprende.
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una capa acuosa mas pesada y una capa mas ligera que comprende
lipidos emulsificados. El procesovde extraccion es efectuado
repetidamente sobre la capa de lipidoé més ligera hasta que se
obtiene una ¥ capa de lipidos no emulsificada.
Desafortunadamente, el aislamiento ¥y lavado “repetidos de la
capa de lipidos hace al proceso “sin solventes” particularmente
laborioso.

Hay necesidad de métodos més baratos, mas eficientes
para extraer biomoléculas valiosas derivadas de lipidos
producidos por @icroorganismo. La presente invencién satisface

esta necesidad.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencidn es
concerniente .con el descubrimiento de que la modificacidén
quimica directa de biomasa microbiana gque contiene lipidos

puede incrementar espectacularmente la eficiencia y disminuir

el costo de obtener materiales valiosos derivados de aguellos

lipidos. Asi, en una primera modalidad, la invencidén provee un

método para modiﬁicar guimicamente biomasa microbiana que
contiene lipidos que incluye las etapas dque cultivaron la
poblacién de microbios, cosechaf la Dbiomasa microbiaha' que
contiene por lo menos 5% de lipidos por 'peso Seco de éélulas
(DCW) y someter la biomasa a una reaccién gquimica que modifica

covalentemente por lo menos 1% de lipidos. En algunas
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modalidades, el método incluye ademas separar el lipido
modificado covalentemente de otros componentes de la biomasa.
En varias modalidades, la proporcién de lipido

modificado covalentemente a la biomasa de la cual es separada

es de entre 10% de lipido y 90% de biomasa y 90% de biomasa y

10% de lipido en peso seco. En algunas modalidades, la etapa de
separar el lipido de otros componentes de la biomasa incluye
una etapa de separacién de fases en la cual los lipidos
modificados covalentemente forman una fase acuosa mas ligera y
componentes de la biomasa férman una o mas fases mas pesadas.
En algunas modalidades, 1la piomasa es metida a la reaccidn
quimica sin una etapa de enriquecimiento pre&io que incrementa
la proporcién de los lipidos al material sin lipidos por mas de
50% en peso. En otras modalidades, la biomasa es sometida a la
reaccién quimica con una etapa de enrigquecimiento previé que
incrementa ia proporcién de 1lipidos al peso seco de 1los
microbios. .En algunas modalidades, la biomasa cosechada no es
sometida a ningun tratamiento diferente a la remocidén y agua
y/o lisisv de las células antes de la reaccién quimica. En
algunés modalidades, la biomasa sometida a la reaccidén quimica
contiene componentes diferentes al agua en las mismas
proporcionés relativas como el cultivo celulér. En algunas
modalidades, el contenido de lipidos en la biomasa es de 90% de
la biomasa sometida a la reaccién quimica.

Fn una modalidad, 1la modificacién quimica dé la

8+
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biomasa microbiana que contiene lipidos - comprende
transesterificar la biomésa para generar una fase lipofilica
que contiene alquilesteres de acido graso una fase hidrofilica
que contiene material celular 'y glicerol. En algunas
modalidades, el método comprende ademds remover agua de la
biomasa antes de someter la biomasa a la reaccién quimica de
transesterificacién. En otras modalidades, el método comprende
ademas remover el agua de la biomasa después de la disrupcidn
de la biomasé. En algunas modalidades, la remocidén de agua de
la biomasa es efectuada utilizando un método seleccionado del
grupo gque consiste de liofilizacidn, secado del tambor y secado
en horno de la biomasa.

En algunas modalidades, en las cuales la modificacidén
quimica de la biomasa microbiana que contiene lipidos comprende
transesterificar la biomasa, el método comprende ademas someter
a disrupcién la biomasa antes de la transesterificacién de 1la
biomasa. En algunas modalidades, el agua es removida de lé
biomasa antes de la disrupcién de la biomasa. En algunas
modalidades la disrupcién de la biomasa comprende calentar la
biomasa para generar un lisado. En otras modalidades, la
disrupcién de la biomasa comprende poner en contacto la biomasa
con un &cido o base sﬁficiente para generar un lisado. ﬁn
todavia otras modalidades, la disrupcién de la Dbiomasa
comprende poner en contacto la biomasa‘con una o mas enzimas

para generar un lisado. En algunas modalidades, la biomasa es
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puesta en contacto con por lo menos una proteasa y por lo menos

una enzima degradante de poiisacérido. En algunas modalidades,
la disrupcién de la Dbiomasa comprende someter a lisis
mecanicamente la poblacidén de microbios para generar un lisado.
En otras modalidades, la disrupcién de la biomasa comprende
someter la\biomasa a choque osmético para generar un lisado. En
todavia otras modalidades, la disrupcién de la Dbiomasa
comprende infectar 1la poblacién de microbios con un virus
litico para jenerar un lisado. En otras modalidades, 1la
disrupcidén de la biomasa comprende inducir la expresién de un
gen litico dentro de la poblacién de microbios para promover la
autolisis y generacién de un lisado.

En algunés modalidades del método de modificacién
quimica en las cuales la reaccidn quimica  comprende
transesterificacidén, los ‘alquil esteres de Aacido graso son
metil esteres de &cido graso o etil esteres de &cido graso. En
algunas' modalidades, 1la transesterificacién de 1la biomasa
comprende poner en contacto la biomasa con un alcohol y una
base. En algunas modalidades, el alcohol es seleccionado de
metanol, etanol, propanol, isopropanol y mezclas de los mismos.
En algunas modalidades, la base es seleccionada de NaOH, KOH Yy
ﬁezclas de los mismos. En una modalidéd, el alcohol es metanol
y la ’base es NAOH. En algunas modalidades, la
transesterificacién de la biomasa comprende poner en contacto

la biomasa con un alcohol y una lipasa. En algunas modalidades,
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la lipasa es expresada de un gen de lipasa exdgeno dentro de la
poblacidén de ndcrobiés. En algunas modalidades, la expresidn
del gen de lipasa exdgeno es inducida al poner en contacto la
biomasa con.un estimulo'para activar un promotor inducible que
controla la expresién del gen de lipasa exdgeno.

En varias modalidades, la cantidad de calcio Y
magnesio, combinadas, en peso en la fase lipofilica no es mayor
de 5 partes por millén. En algunas modalidades, la cantidad de
fésforo en la fase lipofilica no eé mayor de 0.001% en masa. En
algunas modalidades, la cantidad de azufre en la fase
lipofilica no es mayor de 15 partes. por millén. En algunas
modalidades, la cantidad de potasio y sodio combinadas, en peso

en la fase lipofilica no es mayor de 5 partes por millén. En

algunas modalidades, el contenido de carotenoide total de la

fase lipofilica no es mayor de 100 microgramos de carotenoide
por gramo. FEn algunas modalidades, el contenido total de
clorofila en la fase lipofilica no es mayor de 0.1 mg/Kg.

En algunas modalidades, el someter la biomasa a una

reaccién quimica incluye poner en contacto la biomasa con una

enzima para catalizar la reaccidén quimica. En algunas
modalidades, la enzima es una lipasa. En una modalidad, el
método comprende ademds separar una fase lipofilica que

contiene los lipidos mpodificados covalentemente del material

_celular hidrofilico de la biomasa.

En varias modalidades de la presente invencidn, los
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microbios y la biomasa microbianavresuitante son seleccionados
del grupo que consiste de bacferias, cianobacterias, microalgas
eucariénticas, levadura oleaginosa y hongos. En algunas
modalidades, los miqrobios son seleccionados del grupo que

consiste de microalgas eucaridénticas enlistadas en la Tabla 1.

En algunas modalidades, los microbios son una . especie del

género Chlorella y en varas modalidades, la especie es

seleccionada del grupo que consiste de Chlorella fusca,

Chlorella protothecoides, Chlorella pyrenoidosa, Chlorella

vulgaris, Chlorella saccharophila; Chlorella sorokiniana 'y
Chlorella ellipsoidea. En una modalidad, la especie es
Chlorellé prototﬁecoides. En algunas modalidades, el microbio
es una especie del género Prototheca wickerhamii, Prototheca
stagnora, Prototheca portoricensis; Prototheca moriformis Yy
Prototheca =zopfii. En algunas modalidades, los microbios son
seieécionados del.grupo que consiste de la levadura oleaginosa
enlistada en la Tabla 2 y en otras modalidades, los microbios
son seleccionados del grupo que consiste de los hongos
enlistados en la Tabla 3. En algunas modalidades, la bilomasa
microbiana comprende una mezcla de biomasa de dos cepas de
especies distintas de microbios que han sido cultivadas

separadamente. En una modalidad, por 1lo menos dos de las

‘distintas cepas o especies de microbios tienen perfiles de

glicerolipidos diferentes. En algunas modalidades, la especie

tiene un alto grado de similaridad taxondémica a miembros de los
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géneros Chlorella o Prototheca, tal como por lo menos 95% de
identidad de nucleétidos en el nivel rARN 23S como se revela en
los ejemplos.

En varias modalidades de la presente invencién, la
biomasa cosechada comprende un contenide de lipidos de por 1o
menos 5%, por lo menos 10%,. por lo menos 15%, por lo menos 20%,
por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo
menos 40%, por.lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos
55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%,.por lo menos 70%, por
lb menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85% o por lo menos
90% eﬁ DCW. En algunas modélidades, por 1lo menos 20% de lipido
es Cl8. En algunas modalidadeé, por lo menos 30% del lipido es
Cl8. En algunas modalidades, por lo menos 40% es del lipido
C18. En algunas modalidades, por lo menos 50% del lipido es de
Cl8. En algunas modalidades, por lovmenos 50% del lipido es de
Cl6 o de longitudes de cadena mas largas. En algunas
modalidades, por. lo menos 10% del 1lipido es de Cl4 o de
longitudes de cadena mas cortas. En algunas modalidades, por lo
menos 20% del lipido es de Cl4 o de longitudes de cadena méas
cortas. |

En algunas modalidades de la presente invencidn, la
poblaéién de microbios expresa un gen- de wutilizacidén de
sacarosa exdgeno. En algunas modalidades, el 'gen es una
sacarosa invertasa. En algunas modalidades, la poblacidn de

microbios expresa una enzima de ruta de lipido exdgena. En
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algunas modalidades, la enzima de ruta de lipido compﬁende una
acil-ACP tioesterasé. En aléunas modalidades, la poblacidén de
microbios expresa ademds una proteina portadora de acilo
“naturalmente coexpresada” exdgena que es coexpresada con la
acil-ACP tioesterasa. En algunas modalidades, la enzima de ruta
de lipidos tiene especificidad para actuar sobre un sustrato
que tiene un numero especifico de &tomos de carbono en una
cadena.

En algunas modalidades, la modificacién gquimica de la
biomasa microbiana que contiene lipidos comprende hidrogenacidn

de la biomasa para saturar por lo menos un subconjunto de

renlaces insaturados en el lipido. En algunas modalidades, la

modificacidén quimica de la biomasa microbiana que contiene
lipidos comprende interesterificar la biomasa para generar una
mezcla de glicerolipidos que tienen una distribucién modificada
&
de constituyentes ‘dé acido graso en relacidén con los
glicerolipidos en la biomasa cosechada. En algunas modalidades,
la modificacidén quimica de la biomasa microbiana que contiene
lipidos comprende hidroxilacién de 1la biomasa para generar
lipidos hidroxilados. En algunas modalidades, por lo menos una
porcidén de ‘los lipidos hidroxilados son esterificados para
generar estolatos.' En algunas modalidades, la modificacién
quimica de la biomasa microbiana que contiene lipidos comprende

hidrolizar la biomasa para generar Aacidos grasos libres a

partir de 1lipidos. En algunas modalidades, la modificacién
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quimica de la biomasa .microbiana que contiene lipidos comprende
desoxigenacidn a temperatura elevada en presencia de hidrdgeno
y un catalizador, isomerizacidn en presencia de hidrégeno y un
catalizador y remocidédn de gases y compuestos nafta.

En otra modalidad, 1la modificacidén quimica de 1la

biomasa microbiana que - contiene lipidos comprende

-taponificacidén de la biomasa para generar sales de &cido graso

a paftir de lipidos. En una modalidad, la biomasa es derivada
de una microalga del. género Prototheca.‘En algunas modalidades,
la saponificacién de la biomasa comprende poner en contacto la
biomasa con una base suficiente para convertir por lo menos una
porcién del glicerolipido y/o componentes de éster de acido
graso del lipido a sales de 4cido graso. En algunas
modalidades, la base es un hidréxido de metal alcalino, tal
como NaOH o KOH. En algunas modalidades, el método comprende
ademds poner en cbntacto-la biomasa con una sal para precipitar
las sales de acido graso de la soluciédn. En algunas
modalidades, la sal comprende un haluro de metal alcalinmo
soluble en agué, tal como NaCl o KCI.

En algunas modalidades, dos cepas o especies
distintas de microbios son cultivados separadamente‘ y 1la
biomasa de ambos cultivos es ﬁezclada antes de someter la
biomasa a una reaccién gquimica que modifica por lo menos 1% del
lipido. En algunas modalidades, por lo menos dos de las

distintas cepas de microbios tienen perfiles de glicerolipido
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diferentes.

i En un aspecto, la presente invencidn es concerniente
1

~con un método de saponificacién para fabricar un jabén. En

algunas modalidades, el método incluye cultivar una poblacién
de microbios, cosechar biomasa microbiana que contiené por 1lo
menos 5% de lipidos . en DCW, en los que se incluyen
glicerolipidos o ésteres de &acido grasc y someter la biomasa a
una reaccién de hidrélisis alcalina para producir un jabdén a
partir de la composicién quimica o por lo menos una porcién de
los giicerolipidos o ésteres de &cido graso a sales de &acido
graso. En algunas modalidades, 1la reaccién de hidrdlisis
alcalina incluye poner en contacto la biomasa con la base y
opcionalmente calentar la bicmasa. En algunas modalidades, la
base es un hidréxido de metal alcalino tal como NaOH o KOH. EN
algunas modalidades, menos del 100% de los glicerolipidos 3%
ésteres de acido grasé en la biomasa son convertidos a sales de
dcido graso. En algunas modalidades, menos del 1% de los
glicerolipidos y ésteres de &cido graso en la biomasa son
convertidos a sales de &cido graso.

En algunas modalidades del método de saponificacién,
el método comprende ademds separar sustancialmente las sales de
acido graéo de otros componentes de la biomasa: Algunos métodos
de la invencién ‘comprenden ademds someter a ebullicién las
sales de &cido graso separadas en agua vy ‘re-precipitar las

sales de &cido graso al introducir una sal a la solucidén acuosa
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para producir un Jjabdn purificado. En algunas modalidades, la
sal es un haluro de metal aicalino soluble en agua tal como
NaCl o KC1.

Algunos métodos de saponificacién de la invencidn
comprenden ademds combinar el jabdén purificado o composicidn de
aceite saponificéda con uno © mas aditivos . seleccionados del
grupo que consiste de aceites esenciales, aceites de fragancia,
aceites de sabor, botédnicos, extractos, extractosv de COp,
arcillas,' éolorantes, diéxido de titanio, micas, hierbaé
matizantes, agentes de dedicamiento, exfoliantes, semillas de
frutas, fibras, poclvos de grano, harinas de nuez, harinas de

semilla, perlas de aceite, perlas de cera, hierbas, hidrosoles,

vitaminas, polvos de leche, conservadores, antioxidantes,
tocoferoles, sales, azucares, aceites vegetales, ceras,
glicerina, vegetales de mar, aceltes nutritivos, aceites

humectantes, mantequillas vegetales, propilenglicol, parabenos,
miel, cera de abeja, aloe, polisorbato, almidén de maiz, polvo
de cocoa, polvo de coral, humectantes, gomas, agentes
emulsificantes y espesantes. En una modalidad, la mezcla es
empacada como un pﬁoducto cosméticé. En otra modalidad, el
producto cosmético comprende un limpiador facial.

En algunas moaalidades del método de saponificacién,
la proporcidn de sales de &cido graso a la biomasa del cual son
separados es entre 10% de sales de acido graso a 90% de biomasa

y 90% de sales de &acido graso a 10% de biomasa en peso seco. En
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algunos métodos, 1la biomasa es sometida a la reaccién de

hidrélisis alcalina sin una etapa de enriquecimiento previo que

incrementa la proporcién de lipido al material de no lipido en
la biomasa por més del 50% eﬁ peso. En algunos métodos, la
biomasa cosechada no es sometida a tratamientos diferentes a
lisis antes de la reaccidén de hidrédélisis alcalina. En otros
métodos, la biomasa es.sometida a la reaccidén de hidrdlisis
alcalina con una etapa de enriquecimiento previo gue incrementa
la proporcién de material 1lipido a material no lipido en 1la
biomasa en comparacién con la proporcién en la cosecha. En
algunas modalidades, 1la biomasa sometida a la reaccidn de
hidrélisis alcalina contiene componentes diferentes al agua en
las mismas proporciones relativas como ‘la biomasa en la
cosecha. En algunas modalidades, el lipido comprende no mas del
90% de. la Dbiomasa sometida a la reaccidén de hidrdlisis
alcalina.

En algunas modalidades del método de saponificacién,
la biomasa cosechada comprende un contenido de lipidos de por
lo menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos 15%, por lo menos
20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por
lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por 16 menos
55%, por lo menos 60%, por lo menos éS%, por lo menos 70%, por
lo menos’ 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85% o por lo menos
90% de DCW. En algunas modalidades, el lipido comprende por lo

menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos
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80%, por lo menos 90% o por lo menos 95% de constituyentes de
acido graso safurado,

En algunaé modalidades, el método de saponificaciédn
ademas comprende someter a disrupcidén la biomasa antes de
establecer la biomasa a la reaccién de hidrélisis alcalina. En
algunas modalidades, la disrupcidén de 1la biomasa comprende
someter a lisis mecdnicamente la poblacidén de microbios para
generar un lisado. En algunas modalidades, el aceite es
extraido de la biomasa antes que la saponificacién. En algunas
modalidades, el aceite extraido estd sustancialmente libre de
color o pigmentos.

En otro aspecto, la presente invencién es
concerniente con una composicidén que comprende una fase mas
ligera que contiene alquilésteres de &acido graso y‘por lo menos
una fase més pesada que contiene biomasa microbiana.

En varias modalidades de la composicién, por lo menos
20% de los alquilésteres de &cido graso son de C18. En algunas
modalidades, por lo menos el 30% de los alquilésteres de &cido
graso son ‘de C1l8. En algunas modalidades, por lo menos 40% de

los alquilésteres de 4cido graso son Cl8. En algunas

‘modalidades, por lo menos 50% de los alquilésteres de &acido

graso son de Cl8. En algunas modalidades, por lo menos 50% de
los alquilésteres de ‘4cido graso son Cl6 o de longitudes de
cadena mas largas. En algunas modalidades, por lo menos 10% de

alquilésteres de &cido graso son Cl4 o de longitudes de cadena
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mas cortas. En algunas modalidades, por lo menos 20% de los
alquilésteres de 4&cido graso son de Cl4 o de longitudes de
cadena mas cortas.

En orto aspecto, 1la presente invencién es
concerniente‘ con una composicién que comprende una fase mas
ligera que contiene lipidos completamente saturados y por lo
menos una fase més pesada que contiene biomasa microbiana. En
otro aspecto, la presente invencién es concerniente con una
composicién que comprende una fase mds ligera que contiene
lipidos y por lo menos una fase més pesada que contiene biomasa
miérobiana‘de mas de una especie o cepa. En otro aspecto, la
presente invencidén es concerniente con una composicién que
comﬁrende una fase mas ligera que contiene lipidos hidroxilados
y por lo ménos una fase mas pesada que contiene biomasa
microbiana. FEn otro aspecto, la presente invencidén es

concerniente con una composicién que comprende una fase més

~ligera que contiene 4cidos grasos libres y por lo menos una

fase més pesada que contiene biomasa microbiana.

En votro aspecto, la presente invencién es
concerniente con una composicidén que comprende aceite
saponificado derivado de la hidrélisis alcalina de biomasa
producida al cultivar una ﬁoblacién de microbios. En algunas
modalidades, la composicién comprende ademds por lo menos uno y
opcionalmente mAs de un aceite seleccionado del grupo de

aceites  que consisten de aceite de soja, aceite de colsa,
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canola, palma, de semilla de balma, coco, maiz, vegetal de
desperdicio, icebo chino, oliva, girasol, semilla de algoddn,
grasa de pollo, cebo de res, cebo porcino, microalgas,
microalgas, Cuphea, lino, cacahuate, sebo blanco de eleccidn,

manteca de cerdo, Camelina sativa, nuez de semilla de mostaza,

avenas, altramuz, kenaf, caléndula, cafiamo, café, linaza.

(lino), avellana, euforbia, semilla de calabaza, cilantro,
camelia, ajonjoli, céartamo, arroz, &rbol de aceite de tung,
cocoa, copra, ciruela, amapola, semillas de ricino, pacana,
joroba, jatrofa, macadamia, nueces de Brasil, aguacate, aceite
f6sil o una fraccidn de destilado del mismo.

En varias modalidades, 1la composicién de aceite
saponificado puede ser un sélido (en los que se incluyen un
polvo) o un ligquido. En- algunas modalidades, la composicidn
comprende ademés carotenoides derivados de la biomasa vy/o
glicerolipidos sin saponificar derivados de la biomasa. y/o
polisacaridos derivados de la biomasa. En algunas modalidades,

el aceite saponificado comprende por lo menos 50% de la masa

total de la composicién. En algunas modalidades, el aceite

saponificado comprende por lo menos 75% de la masa total de la
composicién. En otras modalidades, el aceite saponificado
compfende menos del 50% de la masa total.de la composicidén. En
otras modalidades, el aceite saponificado comprende menos del
50% de la masa total de la composicidén. En algunas modalidades,

los componentes derivados de la biomasa constituyen por 1lo
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menos 50% de la masa total de 1la composicidén. En algunas

modalidades, los componentes derivados de la biomasa

constituyen no més del 50% de la masa total de la composicién.
En otro aspecto, la presente invencidn es

concerniente con un kit que comprende una composicidén de aceite

saponificado como se describe en la presente y un complemento

oral. En algunas modalidades, el complemento oral comprende una

vitamina o una hierba.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el DCW por litro de miltiples
especies vy cépaé de Chlorella <cuando son cultivadas eh
presencia de varios tipos de glicerol con y sin glucosa
adicional.

La Figura 2 muestra el DCW por 1litro de multiples
especies y <cepas de Chlorella cuando son cultivadas en
presencia de varios tipos de glicerol con glucosa adicional.

La Figura 3 muestra la concéntracién de lipido
relativa de cultivos de multiples especies y cepas de Chlorella
cuando son cultivadas en presencia de varios tipos de glicerol

con glucosa adicional.

La Figura 4 muestra la concentracién de lipido de

cultivos de mﬁltiples especiles y cepas de Chlorella cuando son’

cultivados en presencia de varios tipos de glicerol con y sin

glucosa adicional.
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La Figura 5 muestra el lipido como pbr ciento de DCW
de doé especies y cepas de Chlofella cuando son cuitivadas en
presencia de varios tipos de glicerol con glucosa adicional, en
donde el glicerol es agregado secuencialmente después de la
glucosa. |

La Figura 6 muestra el lipido como por ciento de DCW
de dos especies y cepas de Chlorella cuando son cultivadas en

presencia de varios tipos de glicerol con glucosa adicional.

La Figura 7 mnuestra la concentracién de lipido

relativa de cultivos de miltiples especies y cepas‘de Chlorella
cuando son ‘cultivadas en presencia de 2% de glucosa y 1% de
glucosa + 1% de glicerol grado reactivo.

La Figura 8 muestra el lipido como por ciento de DCW
de multiples especies y <cepas de Chlorella cuando son

cultivadas en presencia de glucosa con glicilglicerol grado

reactivo, en donde el glicerol es agregado secuencialmente o en

combinacién con glucosa.

La Figura -9 muestra la concentracidén de 1lipido
relativa de cultivos de miltiples especies y cepas de Chlorellé
cuando son cultivadas en presencia de varios tipos de glicerol
con glucosa adicional, en donde el glicerocl es agregado
secuencialmente o en combinacién.con glucosa.

TLa Figura 10 muestra el DCW por litro de maltiples
especies vy .cepas de Chlorella cuando son cultivadas en

presencia de varios tipos de glicerol con glucosa adicional, en
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donde el glicerbl es agregado secuencialmente o en combinacidn
con glucosa.

La Figura 1l(a) muestra el lipido como por ciento de
DCW de Spirulina platensis cuando son.cultivados en presencia
de glucosa, glicerol grado reactivo, producto secundario de
glicerol de Dbiodiesel no aciduladol y una combinacién de
glicerol y glucosa. |

Lé Figura 11(b) muestra el lipido como por ciento de
DCW de Navicula pelliculosa cuando es cultivado en presencia de
varios tiupos de glicerol y en presencia de combinaciones de
glicerol y glucosa.

La Figura 12(a) muestra el lipido como por cieﬁto de
DCW de Scenedesmus armatus cuando es cﬁl£ivada en presencia de
varios tipos de giicerol Yy en presencia de una combinacién de
glicerol y glucosa.

La Figura 12(b) muestra el DCW por 1litro de
Scenedesmus armatus cuando es cultivado en presencia de varios
tipos de glicerol y en presencia de una combinacién de glicerol
producto secundario de biodiesel y glucosa.

La Figura 13 muestra DCW por litro  de Navicula
pelliculosa cuando es cultivado en presencia de varios tipos de
glicerol.y en presencia de una combinacién de.glicerol producto
secundario de bicddiesel sin acidular y glucosa.

Las Figuras 14 (a) y (b) muestran el DCW por litro de

Scenedesmus  armatus y Navicula pelliculosa cuando son
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cultivados en presencia del glicerol producto secundario de

biodiesel acidulado y sin acidular con glucosa adicional, en

donde el glicerol es agregado secuencialmente o en combinacién
con glucosa.

La Figura 15 muestra un efecto sinergistico de una
combinacién de xilosa y glucosa sobre el crecimiento de
Chlorella en comparacidén con xilosa o glucosa solas.

La Figura 16 muestra el cultivo de Chlorella
prorothecoides sobre glucosa y fructosa.

La Figura 17 muestra DCW por litro de Chlorelia
protothecoides cuando es cultivada en presencia de glucosa,
sacarosa o una de varias muestras de melazas (designadas BS1,
BS2 y HTM) en presencia o ausencia de una sacarosa invertasa.

La Figura 18 muestra el <cultivo de Chlorella
protothecoides cuando es cultivada en presencia de glucosa,
sacarosa o una de varias mdestras de melasas (designadas BS1,
BS2 y HTM) en presencia o ausencia de una sacarosa 1nvertasa
tal como es medida por densidad celular relétiva.

La Figura 19 muestra una comparacidén visual de aceite
que fue extraido de hexano de la cepa UTEX 1435 en comparacidn
con aceite de UTEX 250.

‘La Figura éO muestra células de algas de élto
contenido de aceite embebidas en jabén.

Las Figuras 21 a-c muestran un Cladograma gue compara

~las secuencias de ADN gendmicas de 23 rARN de 8 cepas
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diferentes de Chlorella protothecoides.

Las Figuras 22-27 muestran la curva de crecimiento de
diferentes cepas de microalgas cultivadas en tres
concentraciones diferentes de sorgo puro como la unica fuente
de carbono. |

La Figura .28 muestra un resumen de diversidad de
cadenas de lipido en especies de microalgas.

La Figuras 29 a-i muestran un Cladograma que compara
las secuencias de ADN gendémicas de rARN 23S de 23 cepas de

microalgas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

I. DEFINICIONES

Se proporcionan a continuacién definiciones de

ciertos términos usados en la presente por conveniencia del

lector.

“Activo en microalgas”, con referencia a un acido
nucleico, seNrefiere a un &acido nucleico que es funcional en
microalgas. Por ejemplo, un promotor gque ha sido usado para
impulsar un rgen de resistencia a antibidético y partir
resistencia a antibidético a una microalga transgénica es activo
en microalgas. Ejemplos de promotofes activos en microalgas
incluyenh promotores enddégenos a cilertas especiles de élgas \
promotores encontrados en virus de plantas.

“proteina portadora de acilo” o “ACP” es una proteina
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que se enlaza a una cadena de acilo creciente durante la
sintesis de acido graso como un tiol ester en el tiol distante

de la porcidén de 4’fosfopanteteina y comprende un componente

del . complejo de &cido graso sintasa. La frase “co-expresado

naturalmente” con referencia a una proteina portadora de acilo
en conjuncidén con una acil-ACPtioesterasa grasa significa que
la ACP y la tiocesterasa son co—eXpresadas naturalmente (por
naturaleza) .en un tejido u organismo del cual son derivadas,
por ejemplom, debido a que los genes que codifican las dos
enzimas estén bajo el control de una secuencia reguladora comin
o debido a.qué son expresadas en respuesta al mismo estimulo.
“Moléculas de acil-CoA” o “acil-CoA” es una molécula
que comprende una porcidén acilo anexada covalentemente a la
coenzima A por medio de un enlace tiol ester en el tiol
distante de la porcidén de 4’'-fosfopanteteina de la coenzima A.
“Axénico” significa un cultivo de un organismo que
esta libre de contaminacién por otros organismos vivientes.
“Biodiesel” se refiere a un ester de &cido graso
producido de la transesterificacién de lipido, el ester puede
ser un metilester, etilester u otro ester dependiendo de los
componentes de la reaccidén de transesterificacién.
“Biémasa” se refiere al material prodﬁcido por el
cultivo y/o propagacién de células. La biomasa puede contener
células y/o contenido intracelular, también como material

extracelular. El material extracelular incluye pero no esté
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limitado a compuestos secretados por una célula.

“Bioreactor” significa un envolvente o envolvente
parcial en la cual las células, por ejemplo microorganismos,
son cultivados, opcionalmente en suspensidn.

“Catalizador” se refiere a un agente, tal como una
molécula o. complejo macromolecular, apto de facilitar o
promover una reaccidn quimica de un reactivo a un producto sin
volverse parte del producto. Un catalizador incrementa asi 1la

velocidad de una reaccidn, después de lo cual, el catalizador

puede actuar sobre otro activo para formar el producto. El

catalizador disminuye en general la energia de activacidn

global requerida para la reaccidén, de tal manera que. la
reaccidén procede mas rapidamente o a una temperatura mas baja
y/o un equilibrio de reaccién puede ser obtenido més
rapidamente. Ejemplos de catalizadores incluyen enzimas, due
sdn catalizadoreé bioldégicos y célor que es una catalizador no
bioldgico.

“"Material <celuldsico” significa 1los productos de
digestién de celulosa, tal como glucosa, =xilosa, arabinosa,
disacéaridos, oligosacéaridos, lignina, furfurales y otras
molécﬁlas. |

“Co—cultivo” % vériantes del mismo, tales como “co-
cultivar”, se refieren a la presencia de dos o més tipos de
células en el mismo bioreactor. Los dos o més tipos de células

pueden ambos ser microorganismos, tales como microalgas o
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pueden ser una célula de microalgas cultivada con un tipo de
célula diferente. Las condiciones de cultivo pueden ser
aquellas que reportan el crecimiento y/o propagacién de los dos
o_més tipos de células o aquellos que facilitan el crecimiento
y/q'propagacién de un tipo de célula o un subcqnjunto de los
tipos de células, de los. dos o mas tipos de células en tanto
que mantienen el crecimienfo celular para el resto.

“Co-factor” es usado en ‘la presente para referirse a
cualquier molécula, diferente al sustrato, que es requerido
para que una enzima lleve a cabo su actividad enzimética.

“ADN complementario” (“cADN”) es una copia de ADN de
un mARN, que puede ser -obtenido, por ejemplo mediante
transcripcién inversé de ARN mensajero (mARN) o amplificacién
(por ejemplo, via reaccidn en cadena de polimerasa (“PCR")).

“Cultivado” y variantes del mismo se refieren al
refuerzo intencional en crecimiento (incrementos en tamafio de
céiulas, contenido celular y/o actividad celular) y/o
propagacién (incrementos en numero de células via mitosis) de

una o mas células mediante el uso de condiciones de cultivo

~apropiadas. La combinacién tanto de cultivo como propagacién

pueden ser denominadas proliferacién. La una o mas células
pueaen ser aquellas de un microorganismo; tal como microalgas.
Ejemplos de‘cond;ciones apropiadas incluyen el uso de un medio
definido (con caracteristicas cohocidas tales como pH, fuerza

idénica y fuente de carbono), temperatura especifica, tensién de
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oxigeno y niveles de didxido de carbono en. un bioreactor. El
término no se fefiere al crecimiento o propagacidén de
microorganismos por naturaleza o) de otra manera sin
intervencidén humana directa, tal'como el crecimiento natural de
un organismo que finalmente es fosilizado para producir
petrdéleo crudo geoldgico.

“Gen exdgeno” se refiere a un é4cido nucleico
transformado (introducido) a una célula. Una célula
transformada puede ser denominada como célula recombinante, a
la cual se introducen genes exdégenos adicionales. El gen
exbdgeno puede ser de una especie diferente (y asi heterdlogo) o
de la misma especie (y asi homélogo) en relacién con la célula
que es transformada. En el caso de un gen homélogo, el gen
introducido ocupa un sitio diferente en el genoma de la célula
en relacidn con la copia enddgena del gen o estd bajo controles
regulatorios diferentes del gen exdégeno que reemplaza o ambos.
El gen exégeno puéde estar presente en mds de una copia en la
célula. El gen exdgeno puede ser mantenido en una célula como
una insercién al genoma o coﬁo una molécula episomal.

“Provisto exbdgenamente” describe una molécula
provista al medio de cultivo de un cultivo celular.

“Extraiao” se refiere a aceite o lipido seéarado de
la biomasa acuosa con o sin el uso de solventes.

“Acil1-ACP tiocesterasa grasa” es una enzima que

cataliza la escisién de wun 4&cido graso de una proteina
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portadora de acilo (ACP) durante la sintesis del lipido.

“Fuente de carbono fija” significa molécula(s) que
contiene(n) carbono comunmente moléculas orgéanicas, gque estéan
presentes a temperatura y presidén ambiental en forma sélida o
liquida.

“Hongo” «como se usa en la presente, . significa
organismos heterotrdficos caracterizados por una pared celular
guitinosa del reino de hongos.

“Heterodtomo” sigﬁifica un Aatomo diferente a carbono
o hidrdgeno. Ejemplos de heterodtomos son magnesio, calcio,
potasio, sodio, azufre, fésforo, hierro y cobre.

“Homogenado” significa biomasa que ha sido sometida a
disrupcidn fisicamente.

“Fraccién hidrofébica” se refiere a 1la porcidén o
fraccién de un material que es més soluble en una fase

hidrofébica que en una fase acuosa. Una fraccién hidrofdbica es

sustancialmente inmiscible con agua y usualmente no polar.

“Rendimiento de lipido incrementado” se refiere a un

incremento en la productividad del 1lipido de un cultivo
microbiano, que puede ser obtenido por ejemplo al incrementar
el peso seca de las células por litro de cultivo, incrementar
el porcentéje de células éue constituyen el 1lipido o
incrementar la cantidad global de lipido por litro de volumen
de cultivo por tiempo unitario.

“Promotor inducible” es un promotor gue modera la
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transcripcién de un gen enlazado operativamente en respuesta a
un estimﬁlo particular.

“"En enlace operable” se refiere a un enlace funcional
entre dos secuencias de &cido nucleico, tal como una.secuencia
de control (comtnmente un promotor) y la secuencia enlazada. Un
promotor estd en enlace operable con un gen exdbégeno si puede
moderar la transcripcién del gen.

“In situ” significa “en el lugar” o “en su posicidn
original”. Por ejemplo, un cultivo puede contener un primer
microgrganismo, tal como wuna microalga, que segrega un
catalizador vy uh segundo microorganismo que segrega un
sustrato, en donde el primero Yy segundo microorganismos
producen 1los componentes necesarios para dque wuna reaccién
quimica particular ocurra in situ en el co-cultivo sin requerir
separacidén o procesamiento adicional de los materiales.

“Lipasa” eé una enzima que cataliza la hidrélisis de
enlaces de ester en sustratos de lipido. Las lipasas catalizan
la hidrélisis de lipidos a gliceroles y &cidos grasos Y pueden
funcionar para catalizar la transesterificacién de TAG a
alquilesteres de écido graso.

“Lipidos” son moléculas lipofilicas que pueden ser
obtenidés a partir de microorganismos. Las fuﬁciones bioldégicas
principales de los lipidos incluyen almacenar energia, actuando
Como componentes estructurales de membrana celulares 3%

sirviendo como moléculas de seflalizacidén, aunque efectulan otras
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funciones también. Los lipidos son solubles en solventes no
polares (tales como éter y cloroformo) y son relativamente

insolubles en agua. Los 1lipidos consisten estrictamente de

“colas” de -hidrocarburos hidrofdébicas largas. Ejemplos de
lipidos incluyen &cidos grasos (saturados e insaturados):;
glicéridos 0 glicerolipidos (tales como monoglicéridos,

‘diglicéridos, triglicéridos (en los que se incluyen TAG) o

grasas neutras y fosfoglicéridos o glicerofosfolipidos); no
glicéridos (esfingolipidos, esterol lipidos o 1lipidos de
esterol que incluyen colesterol y hormonas esteroides, lipidos
de prenol en los que se 1ncluyen terpenoides, <ceras vy
poliquétidos) y derivados de lipidos complejos (lipidos aztcar-
enlazados o glicolipidos y lipidos proteina-enlazados). Otros
ejemplos de lipidos incluyen &cidos grasos libres; esteres de
acidos grasos; esteroles; pigmentos (por ejemplo carotenoides vy
oxicarotenoides), xantdéfilos, fitoesteroles, ergotionina, acido
lipoico, antioxidantes en los que se incluyen beta-caroteno vy
tocoferol. También incluidos estédn los 4cidos grasos vpoli
insaturados tales como &cido araquidénico, &cido estearidénico,
colesterol, desmesterol, astaxantina, cantaxantina y. adcidos
grasos n-6 y n-3 altamente insaturados tales como acido
eicosapentaenoico‘ (EéA), dcido docosapentaenocico Yy écido
docosahexaenoico (DHA).

Una Yenzima de ruta de 1lipido” es wuna enzima

involucrada en el metabolismo del lipido, esto es, ya sea la
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sintesis, modificacidén o degradacién del lipido e incluye, sin
limitacidn, lipaéa, acil~ACPr tioesﬁerasas grasas y proteinas
portadoras de acilo.

Una “concentracidén limitante de un nutriente” es una
concentracién de nutriente en un cultivo que limita 1la
propagacién de un oQrganismo cultivado. Una “concentracidén no
limitante de un nutriente” es una concentracidén de nutriente
que puede soportar propagacidén maxima durante un periodo de
cultivo dédo. Asi, el numero de células producidas durante un
periodo de cultivo dado es mds bajo en presencia de una
concentracién limitante de un nutriente que cuando el nutriente
es no limitante. Se dice que un nutriente estd “en exceso” en
un cultivo cuando el nutriente estd presente a una
concentracién mayor que aquella gque soporta la propagaciédn
maxima. ‘

“Perfil de glicerolipido” se refiere a la
distribucién de diferentes longitudes de cadena de carbono vy
niveles de saturacién de glicerolipidos en una muestra
particular de biomasa. Por ejemplo, una muestfa podria contener
glicerolipidos en los cuales aproximadamente 60% del
glicerolipido es C18:1, 20% es C18:0, 15% es Cl6:0 y 5% es
Cl4:0. En donde se hace referencié a una longitud de carbono
sin consideracidén a -la saturacién, tal c¢como en “C18”, tal
referencia puede incluir cualquier cantidad de saturacién; por

ejemplo, la biomasa microbiana que contiene 20% de lipido como
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Cl8 puede incluir ¢18:0, C18:1, Cl18:2, etc., en cantidades
iguales o variables, la suma de las cuales constituyen el 20%
de la biomasa microbiana.

“Lisado” se refiere a una solucidén que contiene el

contenido de células sometidas a lisis. “Someter a lisis” se

"refiere a someter a  disrupcidén la membrana celular vy

opcionalmente pared celular de wuna célula, suficiente para
liberar por lo menos algce de contenido intracelular. “Lisis” se
refiere a la ruptura de la membrana del plasma y opcionalmente
la pared celular de un organismo bioldgico suficiente para
liberar por 1lo menos algo de contenido intracelular,
frecuentemente mediante mecanismos mecanicos virales u
osmdéticos que comprometen su integridad.

“Microalgas” significa un organismo micfobiano gue es
ya sea (a) eucaridéntico y contiene un cloroplasto o remanente
de cloroplaéto o Kb) una cianobacteria. Las microalgas incluyen
fotoautétrofos obligados que no pueden metabolizar una fuente
de carbono fija como energia, también como heterdtrofos, dque
pueden vivir solamente de wuna fuente de carbono fija. Las
microalgas se pueden referir a organismos unicelulares que se
separan de células hermanas brevemente después de la divisidn
celular, taies como Chlamydomonas, también com§ a microbios

tales como por ejemplo Volvox, que es un microbio fotosintético

multisimilar simpler de dos tipos de células distintas.

“Microalgas” también incluye otros organismos fotosintéticos
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microbianos que exhiben adhesién de célula-célula. tales como
Agmenellum, Aﬁabaena y Pyrobotris, también como organismos que
contienen estructuras semejantes a cloroplasto que ya no son
aptas de efectuar fotosintesis, tales como microalgas del
género Prototheca y algunos dinoflagelados.

“"Microorganismo” % “microbio” . son usados
intercambiablemente en la presente para referirse a organismos
unicelulares microscdpicos.

“Aceite” significa una sustancia que contiene carbono
hidrofébica, lipofiliéa, no polar en los que se incluyen pero
no limitados a petrdéleo crudo derivado geoldgicamente,
fracciones destiladas de petréleo crudo derivado
geoldgicamente, aceite vegetal, aceite de algas y 1lipidos
microbianos.

“Levadura oleaginosa” como ée usa en la presente,
significa levaduré que puede acumular mas de 10% de DCW como
lipido. La levadura oleaginosa incluye levaduras tales. como
Yarrowia iipolytica, también como cepas disefiadas de levadura
tales como Saccharomyces cerevisiae Que han sido diseﬁadas para
acumular més del 10% de DCW como lipido.

“"Choque osmético” se refiere a la ruptura de células

bacterianas, de algas u otras células en una solucidén en

'sequida de una reduccidén repentina en presién osmética. E1

choque osmético es algunas veces inducido a liberar componentes

celulares a una solucidn.
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“Fotobloreactor” se refiere a un recipiente, por 1lo
menos parte del cual es por lo menos parcialmente transparente
o parcialmente abierto, permitiendo mediante esto que la luz
pase a través del mismo, en el cual una o© mas células de
microalgas son cultivadas. Los fotobioreactores pueden ser
cerrados, tal como en la instancia de una bolsa de polietileno
0 matraz de Erlenmeyer o pueden estar abiertos al medio
ambiente, tal como en 1la instancia ‘de una laguna a la
interperie.

Una “enzima degradante de polisacarido” se refiere a
una enzima apta de catalizar la hidrélisis o despolimerizacidn
de cualquier polisacarido. Por ejemplo, las celulasas son
enzimas que degradan polisacdrido que catalizan la hidrdélisis
de celulosa.

“Polisacaridos” (o “glicanas”) son carbohidratos
compuestos de monosacaridos unidos conjuntamente mediante
énlaces glicosidicos. La celulosa es un ejemplo de un
polisacarido que compone cilertas paredes de células de plantas.
La celulosa puede ser despolimerizada via enzimas para producir
monosacadridos tales como xilosa y glucosa, también como
disacédridos y oligosacdridos més grandes.

“Compuerta” en el contexto 'de un bioreactor, se
refiere a  una abertura en el bioreactor due permite la
afluencia o eflusién de materiales tales como gases, liquidos y

células. Las compuertas son usualmente conectadas a tuberias
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que conduce del fotobioreactor.

“Recombinante”, cuando es usado con referencia, por
ejemplo a una célula o 4&cido nucleico, proteina o vector,
indica que la célula, acido nucléico, proteina o vector, ha
sido modificado por 1la introduccidén de ﬁn acido nucleico
heterbélogo o proteina o la alteracidén de un écido nucleico o
proteina natural (que se presnta de manera estable en la
naturaleza) o que la célula es derivada de una célula asi
modificada. Asi, por ejemplo las células recombinantes expresan
gehes no naturales, genes no encontrados en forma natural (no
recombinantes) de las c¢élulas o expresan genes naturales
diferentémente que la célula no recombinante, esto es, el gen
natural es sobreexpresado, sub—expresado O no expresado, en
relacidn con la expresidn genética en la célula no
recombinante. “Acido nucleico recombinante” se refiere a un
4dcido nucleico, formado cominmente in vitro por la manipulacién
de écido nucleico, por ejemplo utilizando polimerasas vy
endonucleasas, en una forma no'encontrada en la naturaleza (y
puede incluir preparaciones purificadas de &acidos nucleicos que
se preseptan de manera estable en la naturaleza). Asi, un &acido
nucleico aislado, en una forma lineal o un vector de expresién
formado in vitré al ligar moléculas de ADN que no éon unidas
normalmente (por ejemplo para colocar dos &cidos nucleicos
diferentes en enlace operable entre si) son recombinaﬁtes. Una

vez que un acido nucleico recombinante es introducido a una
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célula huésped u brganismo huésped, se puede replicar de manera
no recombinante, esto es, utilizando la magquinaria celular in
vivo de la célula huésped; sin embargo, tales &cidos nucleicos
producidos recombinantemente y subsecuentemente replicados no
recombinantemente, son todavia considerados recombinantes.
Similarmente, .una “proteina recombinante” es una proteina
fabricada utilizando técnicas recombinantes, esto es, por medio
de la expresién de un acido nucleico recombinante.

“Aceite saponificado” se refiere a las sales de &cido
carboxilico y compuestos asoclados gue son creados durante la
saponificacién de esteres de acido graso a partir de fuentes
microbianas. Los esteres de Acido graso pueden ser derivados de
los triacilgliceroles (TAG) producidos por'microorganismos. Los
compﬁestos asociados con aceites de fuente minerales incluyen
carotenoides, tocoferoles, tocotrienoles y otros compuestos de
origen bioldgico.

“Sonificacidén” se refiere a un proceso de disrupcidn
de materiales bioldgicos, tales como una célula mediante el uso
de energia de ondas de sonido.

“"Rastrojo” se refiere a tallos y hojas secas de una
cosecha restante después que el grano ha sido cosechado.

Un “gen de utilizacién de sacarosa” es un gen que,
cuando es expresado, ayuda en la habilidad de una célula para
utilizar sacarosa como fuente de energia. Los transportadores

de sacarosa, sacarosa invertasas vy hexoquinasas tales como

ue




10

15

20

25

37

glucoquinasas y fructoquinasas son’' ejemplos de genes de

utilizacidén de sacarosa.

II. GENERAL

Ciertos microorganismos puedeﬁ ser usados para
producir 1lipidos en gfandes cantidades para uso en las
industrias de combustible de transportacidén vy petroquimicas,
entre otras aplicaciones. La presente invencidén provee métodos
que disminuyen significativamente el costo e incrementan 1la
eficiencia de obtener lipidos y compuestosfderivados de lipidos

valisos de microorganismos. Microorganismos apropiados para uso

en los métodos de la invencidén incluyen microalgas, levadura

oleaginosa, hongos, bacterias y cianobacterias. Un género de.

microalgas para uso en la invencién es la microalga que produce
lipido Chlorella. La presente invencién también métodos para la
transesterificacién in situ de triacilgliceroles (TAG) a
alguilesteres de &cido graso, que son Utiles como combustibles
de biodiesel y/o para otras aplicaciones, también como otros
métodos para modificacién quimica de los lipidos en biomasa
microbiana.

La presente invencidén también provee métodos para

fabricacidén de alquilesteres de &cido graso (por ejemplo, metil

esteres de acido graso (FAME)) al cultivar una poblacién de

microbios que generan por lo menos 5% de su DCW como lipido,

tales como triglicéridos. En este método, la biomasa microbiana

(1a
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es cosechada del cultivo y opcionalmente secada para remover el
agua. La fransesterifacién es luego llevada a cabo por 1la
adicién de un alquil alcohol inferior .y un catalizador (por
ejemplo NaOH) para generar una fase lipofilica que contiene los

alquil esteres de &cido graso y una fase hidrofilica que

. contiene el material celular hidrofilico. La fase lipofilica

puede ser separada fdcilmente de la fase hidrofilica.

La transesterifacidén directa de la biomasa, sin una
etapa de proceso de separacidén intermedia en la cual los
componentes lipofilicos son extraidqs de la.biomasa antes de 1la
transesterificacidn, permité la produccién de biodiesel a
costos extensamente reducidos, en comparacidén con métodos que
emplean etapas de extraccidén y refinacidn tradicionales antes
de la transesterificaciédn.

Los métodos de la presente invencidn proveen ventajas
adicionales en la géneracién de bicdiesel via la
transesterificacién in situ de glicerolipidos a alquilesteres
de &cido graso. En particular, los microbios de 1la presente
invencién pueden ser cultivados bajo éondiciones que permiten
la modulacidén del contenido de glicerolipido de las células.
Sorprendentemente, se ha descubierto que una proporcidén mayor
de glicerolipidos tétales pueden ser convertidos a élquil
esteres de &cido graso en células gue comprenden proporciones
de aceite:sin aceite incrementadamente mas altas como funcidn

del DCW. Ademads, estas proporciones de aceite:sin aceite més
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aitas también conducen a otra ventaja inesperada: alquil
esteres de Aacido graso generados de células gque comprenden
proporcicnes de aceite:sin aceite incrementadamente més altas
tienen una concentracién méé baja de hetercidtomos que aquellas
producidas a partir de células con proporciones de aceite: sin
aceite mas bajas. Los métodos proveen un contraste marcadamente
con- el dogma actual en el campo, es decir que el crecimiento
fotoautotréfico de microalgas es el mejor método de cultivo de
microalgas para la produccidén de biocombustible (véase, por
ejemplo Rodolfi, et al., Biotechnology & Bioengineering
102 (1):100-112(2008) para discusién en cuanto é la seleccidn de
cepas de microalgas en cuanto a su productividad de biomasa y
contenido de lipido para cultivo en un fotobioreactor en
exteriores). También se descubridé que mientras mas alto es el
contenido de aceites de la biomasa, més alta calidad del
producto resultante después de la mbdificacién quimica directa.
La presente invencidén provee métodos heterotrdédficos de cultivo
de microbios (micfoalgas) para obtener un contenido de aceite
méds alto para la modificacién quimica directa para la
produccién de productos quimicos de calidad més alta.

La presente invencidén también provee otros métodos
para modificar gquimicamente biomésa micrqbiana gue contiene
lipidos, en los que se incluyen sin limitacidn hidrogenécién,
interesterificacidn, hidroxilacién, hidrélisis %

saponificacién. Estos métodos pueden ser usados con los varios
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microorganismos y condiciones de cultivo resumidos en la

presente para producir una amplia variedad - de productos

quimicos para una multitud de aplicaciones.

La presente invencidn también provee composiciones
utiles que incluyen: una composicién que comprende una fase méas
ligera que contienen alquil esteres de &cido graso y por lo
menos una fase més pesada que contiene biomasa microbiana; una
composicién que comprende una fase més ligera que contiene
lipidos completamente saturados y por lo menos una fase mas
pesada que contiene biomasa microbiana; una composicién gque
comprende una fase mas ligera que contiene lipidos y por 1lo
menos una fase mads pesada que contiene biomasa microbiana de
mas de una especie o cepa; una composicidén que comprende una
fase mas ligera que contiene lipidos hidroxilados y por lo
menos una fase mas pesada que contiene biomasa microbiana y una
composicién que comprende una fase méds ligera que contiene
4cidos grasos libres y por lo menos una fase mas pesada que
contiene Dbiomasa microbiana. La presente invencién también
provee composiciones que comprenden  aceite saponificado
derivado de la hidrdélisis alcalina de biomasa producida al

cultivar una poblacién de microorganismos.

III. MICROORGANISMOS

Los microorganismos utiles en la invencién producen

lipidos apropiados para modificacién quimica para la produccién

\2%
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de biodiesel y para produccidén de esteres de acido graso para
otros propdsitos, tales como materias primas quimicas
industriales y aceites comestibles, también como la produccidn
de otras entidades quimicas. Lipidos apropiados para 1la
produccidén de biodiesel vy guimicos incluyen TAG gue contiene
moléculas . de &cido graso. En algﬁnas modalidades, loé acidos
grasos apropiados contienen por lo menos 8, por lo menos 10,
por lo menos 12, por lo menos 14, por lo menos 16, por lo menos
18, por lo menos 20, por lo menos 22, por lo menos 24, pdr lo
menocs 26, pdr lo menos 28, por 1o menos 30, por lo menos 32,
por lo menos 34 étombs de carbono o méas. Los acidos grasos
preferidos para biodiesel contienen en general 16 y 18 atomos
de carbono. En ciertas modalidades, los acidos grasos
anteriores estan saturados (sin ningin doble enlace o triple
enlace carbono-carbono) ; mohoinsaturados (un Solo doble
enlace); poliinsaturados (dos o mas dobles enlaces) son
lineales (no ciclicos) y/o tienen poca o ninguna ramificacién
en sus estructuras._

En algunas modalidades, el cultivo de microorganismos
utiles en la transesterificacién in situ vy métodos de
modificacidén de la presente invencidn prodﬁce una biomasa que,
cuando estd seca compreﬁde un contenido de aceite de por 15
menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos 15%, por lo menos 20%
o por lo menos 25%. En otras modalidadeé, la biomasa seca

comprende un contenido de aceite de por lo menos 30%, por lo
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menos 35%, por 1o mencos 40%, por lo menos 45%, por lo menos
50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por
lo menos 70%,‘por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos
85% o por lo menos 90%. “Seco” o “secado”, como se usa en este
contexto, se refiere a la ausencia de sustanciaimente toda
agua. La biomasa puede también ser modificada quimicamente sin
ser secada; por ejemplo, la biomasa incluye una pasta celular
centrifugada.

En algunas‘modalidades, el cultivo de mic;oorganismos
Utiles en la transesterificacién in situ y otros métodos de
modificacidén quimicos de la invencidédn producen una biomasa en
lé cual por lo menos 10% de lipido es de C18, por lo menos 15%
de lipido es de C18, por lo menos 20% de lipido es de C18 o por
lo menos 25% de lipido es de C18. En otras modalidades, 1la
biomasa comprende ﬁn constituyente de‘lipido_que es de por 1lo
menos 30% de Cl18, por lo menos 35% de C18, por lo menos 40% de
Cl8, por lo menos 45% de C1l8 o por lo menos 50% de Cl8. En
todavia otras modalidades, la biomasa puede comprender un
componente de lipido queAes de por lo menos 10%, por lo menos
15%, pof lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%, por
lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45% d-por lo menos
Sd% de Cl4 y/o Cle o de longitudes. de cadena mé&s largas.
Alternativamente, la biomasa puede comprender un componente -de
lipido que es de por lo menos 10% o por lo menos 20% de Cl4 o

de longitudes de cadena més cortas.
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Los microorganismos utiles en los métodos de la
presente invencidén se pueden presentar de manera estable en la
naturaleza o ser disefiados genéticamente para incrementar el
rendimiento de lipido, ©para generar TAG que comprenden
proporciones mas altas de &cidos grasos de longitud de cadena
de carbono deseables (por ejemplo, Cl8) o para usar materias
primas particulares (por ejemplo, melasas) como una fuente de
energla y carbono. Tales modificaciones del disefio genético son
descritas posteriormente en la presente bajo el encabezado
“diserios de ruta de lipidos”.

Cualguier especie de microorganismos que produzca
lipidos apropiados puede ser usada en los métodos de la
invencién, aunque los microorganismos que producen naturalmente
altos niveles de lipidos apropiados son comUnmente preferidos.
Ademas, los microorganismos que pueden producir altos niveles
de lipidos como un porcentaje'de DCW cuando son sometidos a
condiciones de fermentacidén especifica son también preferidos.
Las microalgas pueden ser usadas en los métodos de la invencién
y ejemplos no limitantes de microalgas, tanto género y especies
que pueden ser usados en los métodos de la presente invencién

son enlistados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Ejemplos de microalgas.

Achnanthes orientalis, Agmenellum, Amphiprora hyaline, Amphora coffeiformis, Amphora
coffeiformis linea, Amphora coffeiformis punctata, Amphora coffeiformis taylori, Amphora
coffeiformis tenuis, Amphora delicatissima, Amphora delicatissima capitata, Amphora sp.,
Anabaena, Ankistrodesmus, Ankistrodesmus falcatus, Boekelovia hooglandii, Borodinella
sp., Botryococcus braunii, Botryococcus sudeticus, Carteria, Chaetoceros gracilis,
Chaetoceros muelleri, Chaetoceros muelleri subsalsum, Chaetoceros sp., Chlorella

anitrata, Chlorella Antarctica, Chlorella aureoviridis, Chlorella candida, Chlorella

capsulate, Chlorella desiccate, Chlorella ellipsoidea, Chlorella emersonii, Chlorella fusca, -

Chlorella fusca var. vacuolata, Chlorella glucotropha, Chlorella infusionum, Chlorella

infusionum var. actophila, Chlorella infusionum var. auxenophila, Chlorella kessleri,

Chlorella lobophora (strain SAG 37.88), Chlorella luteoviridis, Chlorella luteoviridis var.
aureoviridis, Chlorella luteoviridis var. lutescens, Chlorella miniata, Chlorella
minutissima, Chlorella mutabilis, Chlorella nocturna, Chlorella parva, Chlorella
phoiophila, Chlorella pringsheimii, Chlorella protothecoides (including any of UTEX
strains 1806, 411, 264, 256, 255, 250, 249, 31, 29, 25), Chlorella protothecoides var.
acidicola, Chlorella regularis, Chlorella regularis var. minima, Chlorella regularis var.
umbricata, Chlorella reisiglii, Chlorella saccharophila, Chlorella saccharophila var.
ellipsoidea, Chlorella salina, Chlorella simplex, Chlorella sorokiniana, Chilorella sp.,
Chlorella sphaerica, Chlorella stigmatophora, Chlorella vanniellii, Chlorella vulgaris,
Chlorella vulgaris, Chilorella vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. autotrophica,
Chiorella vulgaris var. viridis, Chlorella vulgaris var. vulgaris, Chlorella vulgdris var.
vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. vulgaris f. viridis, Chlorella xanthella, Chlorella
zofingiensis, Chlorella trebouxioides, Chlorella vulgaris, Chlorococcum infusionum,
Chlorococcum sp., Chlorogonium, Chroomonas sp., Chrysosphaera sp., Cricosphaera sp.,
Crypthecodinium cohnii, Cryptomonas Sp Cyclotella cryptica, Cyclotella meneghiniana,
Cyclotella sp., Dunaliella sp., Dunaliella bardawil, Dynaliella bioculata, Dunaliella

granulate, Dunaliella maritime, Dunaliella minuta, Dunaliella parva, Dunaliella peircei,
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Dunaliella primolecta, Dunaliella salina, Dunaliella terricola, Dunaliella tertiolecta,
Dunaliella viridis, Dunaliella tertiolecta, Eremdsphaera viridis, Eremosphaera sp.,
Ellébsoidor1 sp., Euglena, Franceia sp., Fragilaria crotonensis, Fragilaria sp., Gleocapsa
sp., Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. galbana, Isochrysis galbana,
Lepocinclis, Micractinium, Micractinium (UTEX LB 2614), Monoraphidium minutum,
Monoraphidium sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis salina, Nannochloropsis sp.,
Navicula acceptata, Navicula biskanterae, Navicula pseudotenelloides, Navicula
pelliculosa, Navicula saprophila, Navicula sp., Nephrochloris sp., Nephroselmis sp.,
Nitschia communis, Nitzschia alexancérz'na, Nitzschia communis, Nitzschia dissipata,
Nitzschia frustulum, Nitzschia hantzschiana, Nitzschia inconspicua, Nitzschia intermedia,
Nitzschia microcephala, Nitzschia pusilla, Nitzschia pusilla elliptica, Nitzschia pusilla
monoensis, Nitzschia quadrangular, Nitzschia sp., Ochromonas sp., Oocystis parva,
Oocystis pusilla, Oocystis sp., Oscillatoria limnetica, Oscillatoria sp., Oscillatoria
subbrevis, Pascheria acidophila, Paviova sp., Phagus, Phormidium, Platymonas sp.,

Pleurochrysis carterae, Pleurochrysis dentate, Pleurochrysis sp., Prototheca wickerhamii

7

Prototheca stagnora, Prototheca portoricensis, Prototheca moriformis, Prototheca zopfii,

Pyramimonas sp., Pyrobotrys, Sarcinoid chrysophyte, Scenedesmus armatus,
Schizochytrium, Spirogyra, Spirulina platensis, Stichococcus sp., Synechococcus sp.,
Tetraedron, Tetraselmis sp., Tetraselmis suecica, Thalassiosira weissflogii, and Viridiella

Jfridericiana

Ejemplos no limitantes de levadura oleaginosa que

puede ser usada en los métodos de la presente invencién son

enlistados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Ejemplos de levadura.

Cryptococeus curvatus, Cryptocaccus terricolus, Candida sp., Lipomyces starkeyi,
Lipomyces lipofer, Endomycopsis vernalis, Rhodotorula ghutinis, Rhodotorula gracilis, and

Yarrowia lipolytica

Ejemplos no limitantes de hongos que pueden ser
usados en los métodos de la presente invencidn son enlistados

en la Tabla 3.

Tabla 3. Ejemplos de hongos.

Mortierella, Mortierrla vinacea, Mortierella alpine, Pythium debaryanum, Mucor
circinetloides, Aspergillus ochraceus, Aspergillus terreus, Pennicillium iilacinum,

Hensenulo, Chaetomium, Cladosporium, Malbranchea, Rhizopus, and Pythium

Consideraciones que afectan la seleccién de un
micrdqrganismo para uso en la invencidén incluyen, ademas de la
producciéh_de lipidos para préduccién de biodiesel: (1) alto
contenido de 1lipido como porcentaje de peso celular; (2)
facilitar el crecimiento y (3) facilidad de procesamiento. Los
microorganismos préferidos crecen heterotréficamente ksobre
azucar en ausencia de luz) o han sido disefiados para hacer
utilizando por ejemplo los métodos revelados en las solicitudes

de patente estadounidense Nos 60/941,581 (presentada el 1 de
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Junio de 2007), 60/959, 174 (presentada el 10 de Julio de
2007), 60/968, 291 (presentada el 27 de agosto de 2007) vy
61/024, 069 (presentada el 28 de Enero de 2008).

Condiciones de procesamiento pueden incluir, por
ejemplo la disponibilidad de medios efectivos para someter a
lisis las células. Las bacterias pueden también servusadas en
los métodos de invenciédn, particﬁlarmente bacterias oleaginosas
tales las  especies del género Rhodococcus, tales como
Rhodococcus opacus y Rhodococcus sp.

Especies de microalgas para uso en los métodos de la
invencién pueden ser identificadas mediante amplificacién de
clertas regiones objetivo del genoma de una microalga de
prueba. Por ejemplo, la identificacidén de una especie o cepa
especifica de microalgas puede ser obtenida por medio de
amplificacidén y secuenciacién de ADN nuclear y/o cloroplasto
usandb cebadores y metodologia utilizando cualquier regidén del
genoma (véase, por ejemplo Wu et al!., Bot Bull Acad Sm (2001)
42 115-121 "Identification of Chlorella spp Tsolates using
nbosomal DNA sequences"). Métodos bien eétablecidos de anélisis
filogenético, tales como amplificacién vy secuenciacién de
separador transcrito interno ribosomal (ITS1 y ITS2 xADN), 23S
rARN, 18s rARN vy otras regiones.genémicas conservadas pueden
ser ‘usadas para identificar especies de microalgas y otros
organismos que producen hidrocarburos y lipidos que pueden ser

usados en los métodos revelados en la presente. Para ejemplos
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de métodos de identificacién y clasificacidén de algas, véase
también Genetics, 2005 Aug, 170(4) 1601-10 wiA RNA, 2005 Apr, 11
(4) 361—4;

Comparaciones de ADN gendémico pueden también ser
usadas para identificar especies apropiadas de microalgas para
uso en los métodos de la presente invencidén. Regiones de ADN
conservado en los que se incluyen pero no limitados a ADN gue
codifica rARN 23S, pueden ser amplificadas de especies de
microalgas y comparadas con secuencia de consenso para
seleccionar especies de microalgas gque estdn relacionadas
taxondmicamente con una microalga usada en un método de .la
presente invencién. Ejemplos de tales comparaciones de
secuencias de ADN para especies en género Chlorella vy
Prototheca son mostrados a continuacidén en los ejemplos.

En algunas modalidades, las microalgas para uso en el
método -de la presente invencidén tienen secuencias de ADN
gendmicas que codificén rARN 23S que tiene por lo menos 99%,
por lo menos 98%, por lo menos 97%, por lo menos 96%, pof lo
menos 95%, por lo menos 94%, por lo menos 93%, por lo menos
92%, por lo menos 91%, por 1lo menos 90%, por lo menos 89%, por
lo menos 88%, por lo menos 87% o por lo menos 86% de identidad
de nucleéﬁidos con por lo menos una de laé secuencias en
enlistadas en SEQ ID Nos:3-6. En otras modalidades, mic¢roalgas
pafa uso en los métodos de 1la presente invencién tienen

secuencias de ADN gendémico que codifican rARN 23S gue tiene por
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lo menos 85%, por lo menos 80%, por lo menos 75%, por lo menos
70%, por lo menos 65% o por lo menos 60% de identidad de
nucledtidos a por lo menos una de las secuencias enlistadas en
SEQ ID Nos:3-209.

Chlorella es un género de algas verdes de una sola
célula, pertenecientes al filo Chlorophyta,. que pueden ser
usados en los métodos de la presente invencidén. Chlorella es de
forma esférica, de éproximadamente 2 a 10 micras de didmetro vy
esté sin flagelos. Algunas especies de Chlorella son
naturalmente heterotrdéficas. Chlorella, particularmente
Chlorella protothecoides es un microorganismo preferido para
uso en la invencidén debido a su alta composicidén de lipido,
particularmente lipido de cadena larga apropiado para biodiesel
y modificacidén quimica. a otras. moléculas. Ademas, esta
microalga crece heterotréficamente.

Prototheca es un género de una microalga de una sola
célula que se. consideraba que era un mutante no fotosintético
de Chlorelia qﬁe es util a 1los métodos de la presente

invencién. En tanto que Chlorella puede obtener su energia por

medio de fotosintesis, las especies del género Prototheca son

heterdtrofos obligados. Prototheca son de forma esférica de
aproximadamente 2 a 15. micras de didmetro vy sin flageloé.
Prototheca, particularmente moriformis preferido para uso en la
invencién debido a su composicién de lipido, particularmente

lipidos saturados apropiados para saponificacién. BAdemas, el
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lipido extraido de éstas microalgas tiene muy  pocos
contaminantes colgantes, haciéndolo ademds apropiado para
saponificacidn.

Ya que tanto con plantas como animales, las algas y
otros microbios almacenan energia en exceso en forma de lipidos
para uso cuando otras fuentes de energia (por ejemplo, .luz
solar) no estédn disponibles. Ademés, la moderacidén del
contenido de aéeite permite a las algas wvivir en un medio
ambiente acuoso para flotar y mediante esto optimizar el acceso
a la luz del sol para llevar a cabo los procesos
fotosintéticos. La habilidad para modificar la capacidad de
flotacidédn via moderacidn del contenido de aceite ha conducido a
las células de microalgas que pueden generar altas
concentraciones de. aceite celular en comparacidén con las
plantas superiores. La caracteristica de alto contenido de
aceite es ventajoso para la modificacién quimica in situ de
biomasa portadora de aceite, debido a que, como se demuestra en
la presente, la biomasa de alto contenido de aceite produce
derivados de TAG de pureza mds alta en comparacién con la
biomasa de bajo contenido de aceite, particularmente biomasa de
bajo contenido de aceite derivada fotosintéticamente. Asi, los
ﬁicroorganismos que pueden ser usadoé para denerar biomasa de
alto contenido de aceite son preferidos para uso de los métodos

de la presente invencién.
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A. METODOS DE CULTIVO

Los microorganismos pueden ser cultivados tanto para
propdésitos de llevar a cabo manipulaciones genéticas opcionales
vy para la produccidédn de lipidos. E1l primer tipo de cultivo se

lleva a cabo a una escala pequefia y por lo menos inicialmente,

.bajo condiciones en las cuales el microorganismo de partida

puede crecer. Por ejemplo, si el microorganismo de partida es
un fotoautdétrofo, el cultivo inicial se lleva a cabo en
presencia de luz. Las condiciones de ~cultivo pueden ser
cambiadas si el microorganismo es evolucionado o disefiado para
crecer independientémente de la luz. El cultivo por propdsitos
de produccién de 1lipidos se lleva a cabo usualmente a una

escala grande.

1. METODOS DE CULTIVO FOTOSINTETICOS

Los microorganismos fotosintéticos, tales como
microalgas, pueden ser cultivados en presencia de luz y un
medio de cultivo liquido que puede estar contenido, por ejemplo
en un fotobioreactor. El numero de fotones que chocan con un
cultivo de células de microalgas puede ser manipulado, también
como otros parametros, tales como el espectro de longitud de
onda vy proporeién de horas de oscuridad-luz pof dia. Las
microalgas pueden tanbién ser cultivadas en 1luz natural,
también como combinaciones simultdneas y/o alternantes de luz

natural y luz artificial. Por ejemplo, las microalgas del
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género Chlorella pueden ser cultivadas bajo luz natural durante
horas de luz de dia y bajo luz artificial durante horas de la
noche.

El contenido de gas de un fotobioreactor para
cultivar microorganismos tales éomo microalgas pueden ser

manipulados. . Parte del wvolumen de un fotobioreactor puede

contener gas en lugar de liquido. Se pueden usar entradas de

gas para bombear gases al fofobioreactor. Cuaiquier gas puede
ser bombeado a un fotobioreactor, en los que se incluyen aire,
mezclas de aire/CO,;, gases nobles tales como argdén vy otros
gases. La velocidad de entrada de gas a un fotobioreactor
puede también ser manipulada. EL incremenfar el flujo de gas a
un fotobioreactor incrementa la turbidez de un cultivo de
microalgas. La colocacidén de compuertas que transportan gases a
un foﬁobioreactor pueden también afectar la turbidez de un
cultivo a una velocidad de flujo dada. Las mezclas devaire/Coz
pueden ser moduladas para generar cantidades optimas de Co,
para el crecimiento maximo por un organismo particular. Las
microalgas crecen significativamente mé&s réapido en la luz bajo
por ejemplo, 3% de C0,/97% de aire que en 100% de aire. E1 3%

de CO0,/97% de aire tiene aproximadamente 100 veces mas de Co,

T que  aire. Por ejemplo, las mezclas de aire:CO; de

‘aproximadamente 99.75% de aire:0.25% de CO,, aproximadamente

99.5% de aire:0.5% de CO,, aproximédamente 99.0% de aire: 1.00%

de CO,, ' aproximadamente 98.0% de aire:2.0% de CO,,
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aproximadamente 97.0% de aire:3.0% de COp, aproximadamente
96.0% de aire:4.0% de COp, y aproximadamente 95.00% de
aire:5.0% de CO;, puede ser infusionado a un bioreactor o
fotobioreactor de acuerdo con los métodos presentes. Una mezcla

de 5% de C0,:95% de aire sometida a infusién a un

fotobioreactor que contiene células Botryococcus es reportado .

en JAgnc Food Chem 2006 Jun 28,54 (13) 4593-9, J Biosci Bweng
1999,87(6) 811-5, and J Nat Prod 2003 Jun,66{6) 772-8).

Las microalgas pueden ser cultivadas y mantenidas en
fotobiocreactores cerrados fabricados de cualquiera de una
variedad de tipos diferentes de material transparente o
semitransparente. Tal material incluye recintos de Plexigas®,
recintos de vidrio, bolsas fabricadas de sustancias tales como
polietileno, tubos transparentes o semitransparentes y otros
materiales. Las microalgas pueden también ser cultivadas vy
mantenidas en fotobioreactores ébiertos tales como lagunas de
charola, lagunas de aislamiento y otros recipientes no
cerrados.

“Sombreado de algas” se refiere a la incapacidad de
una fuente de luz para penetrar y llegar a todas las células de
un cultivo fotosintético. Las células mads cercanas a la fuente
de lﬁz “sombrearidn” (en virtud de su lpresencia fisica vy
absorcién de’ fotones en los cloroplastos) aquellas células
alejadas de 1la fuente de 1luz y mediante esto limitan la

exposicidén de estas otras células a la energia necesaria para
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convertir la materia prima de carbono a 1lipidos u otros
materiales necesarids para el crecimiento y reproduccidén de las
células. Al mezclar el cultivo, se puede proveer un mecanismo
para exponer todas las células a la fuente de luz, sin embargo,
el T“sombreado” impacta no obstante la duracién total de
exposicidn, conduciendo a. un crecimiento mas lento y un
conténido de aceite mas bajo como porcentaje de DCW. Como

resultado, periodos de cultivo més largos pueden ser requeridos

‘para obtener altas densidades de células y/o alto contenido de

aceites. Aun después de periodos extensos de cultivo, las
células cultivadas en la luz como la Unica fuente de energia
raramente contienen mé&s de 15% de aceite como poréentaje de
DCW. Ademas, el crecimiento fotosintético de microalgas da como

resultado altos niveles de clorofila en la biomasa, conduciendo

'a cantidades mucho mds altas de magnesio en biomasa

directamente transestefificada, debido a que el magnesio es un
componente de <clorofila y la clorofila es un. componente
altamente hidrofdébico que se acumuia en la fase lipofilica.
Ademéds, los niveles de carotenoides mi&s altos se acumulan en

algas cultivadas fotosintéticamente que en algas cultivadas

heterotrbéficamente.

2. METODOS DE CULTIVO HETEROTROFICOS PARA PRODUCCION DE LIPIDOS

En contraste con los métodos de cultivo

fotosintéticos, las microalgas pueden ser cultivadas en medios
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liquidos con el cultivo contenido en un bioreactor que no
permite que la luz entre. Los métodos de cultivo heterotrdfico
tales como éstos dependen del uso de una fuente de carbono fija
(por ejemplo, glucosa, glicerol, <celuldésicos, etc.) para
proveer energia para el crecimiénto y produccidédn de lipidos.
Los paradmetros de. condicidén de cultivos pueden ser manipulados
para optimizar la produccidn total del lipido.

Los medios de cultivo de microalgas contienen
cominmente componentes tales como vfuente de nitrdégeno fijo,
elementos en trazas, opcionalmente una solucidén reguladora de
pH para el mantenimiento del pH y fosfato. Otros componentes
pueden incluir una fuente de carbono fija tal como acetato o
glucosa y sales tales como cloruro de sodio, particularmente
para_microalgas de agua de mar. Eﬁemplos de elementos en trazas
incluyen zinc, boro, cobalto, cobre, manganeso y molibdeno en
por ejemplo, sus formas respectivas de 2znCl,, H3BO3;, CoCl, 6H30,
CuCl, 2H»0, MnCl, 4H,O0 and (NHg)sMo70,4 4H,0 . Estos y otros
parametros de cultivo, tales como el pH del medio de cultivo,
la identidad de concentracién de elementos de trazas y otros
medios constituyentes, pueden también ser manipulados en el
método de la invencién para obtener un resultado de produccién
deseado.

Para organismos aptos de crecer en una fuente de
carbono fija, la fuente de carbono fija puede ser por ejemplo,

glucosa, fructosa, sacarosa, galactosa, xilosa, manosa,
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ramnosa, glicerol, fuentes celuldsicas. y/o fluoridoside. La una

o mas fuente(s) de carbono puede(n) ser suministrada(s) a una

rconcentracién de por lo menos aproximadamente 50 uM, por 1lo

menos aproximadamente 100 pM, por lo menos aproximadamente 500
M, por 1o menos aproximadamente 5 mM, por lo menos
aproximadamente 50 mM y por lo .menos aproximadamente 500 mM de
una o mas = fuente(s) de carbono fijal(s) provista(s)
exbdgenamente. Para multiples especiés de Chlorells, por
ejemplo, el cultivo heterotréfico da como resultado alta
produccién de Dbiomasa y acumulacidén de alto contenido de
lipidos en las células.

Para produccidén de lipidos, las células, en las que
se incluyen células recombinantes, son cultivadas o fermentadas
cominmente en grandes cantidades. El cultivo puede tomar lugar
en grandes volumenes de ligquido tales como en cultivos de
suspensidén como ejemplo. Otros ejemplos incluyen partir con un
pequeno cultivo de células que es expandido a una biomasa
grande mediante crecimiento celular y propagagién
concurrentemente con produccidn de lipido; Los bioreactores o
fermentadores de acero pueden ser usados para acomodar grandes
volumenes de cultivo. Un fermentador similar a aquellos usados
en la proauccién de cerveza y/o es apropiado,.como 1o son los
fermentadores muy ‘grandes usados en la produccién de etanol.

Fuentes de nutriente apropiadas para cultivo en un

fermentador son provistas. En estas se incluyen materias primas
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tales como una o mas de las sigulentes: una fuente de carbono
fija tal COomo glucosa, almidén | de maiz, celulosa
despolimerizada, sacarosa, cana de azucar, remolacha de azucar,
labtosa, suero de leche o melasas; una fuente de grasa, tales
como grasas o aceites vegetales; una fuente de nitrdégeno tal
como proteina, harina de soya, licor de agua de maceracidn,
amoniaco (pﬁro o en forma de sal), nitrato o sal de nitrato o
nitrébgeno molecular y una fuente de fdésforo, tales como sales
de fosfato. Adicionalmente, un fermentador. permite el control
de condiciones de cultivo tales como temperatura, pH, tensidn
de oxigeno y niveles de didéxido de carbono. Componentes
gaseosos, como oxigeno. o nitrdgeno pueden ser burbujeados a
través de un cultivo liquido.

Un fermentador puede ser usado para permitir que las
células sufran las varias fases de su ciclo de crecimiento.
Como un ejemplo, un indéculo de células que producen lipido
puede ser introducido a un medio seguido por un periodo de
retraso (fase de retardo) antes de que las células comiencen a
crecer. En seguida del periodo de retardo, la velocidad de
crecimiento se incrementa rapidamente y entra a la fase
logaritmica o exponencial. La fase exponencial es seguida
cominmente por un frenédo 0o cese completo de divisidn celuiar
debido a disminuciones en nutrientes, nitrdgeno en particular.
Después del frenado, el crecimiento se detiene y las células

entran a un estado estable de convertir una materia prima de
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carbono fija a un producto deseado, tél como un TAG. EI
mantenimientb del estado estable por un periodo de tiempo més
largo da como resultado o un porcentaje mds alto de DCW que es
el producto deseado, tal como lipido en el caso de los
microorganismos descritos en la presente. En algunas
instancias, es deseable mantener las células microbianas en un
estado estable en el cual las células convierten un
carbohidrato tal como glucosa a lipido, en tanto que no sufren
divisién celular por un periodo de tiempo extenso para generar
biomasa microbiana cuando més del 30%, mas del 40%, méas del 50%
o més del 60% de lipido como porcentaje del peso de las células
seco. La limitacidén de nitrdgeno es en general suficiente para
impedir que las células sufran divisién celular.

Los microorganismos cultivados utilizando condiciones

descritas en la presente vy conocidas en el arte puede

comprender por lo menos 20% en peso del lipido, preferiblemente
por lo menos 40% en peso de lipido, mds preferiblemente por lo
menos 50% en peso de lipido, més preferiblemente por lo menos
60% en peso de lipido, méds preferiblemente por lo menos 70% en
peso de lipido y mas preferiblemente por lo menos 80% en peso
de lipido. En algunas modalidades, los microorganismos son
éultivados utilizando condiciones deséritas'en la presente para
obtener "un componente de lipido de por lo menos 20% en peso
dentro de un periodo de cultivo de no mis una semana. En

algunas modalidades, el periodo de cultivo no es de mas de 14
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dias, no mas de 13 dias, no més de 12 dias, no més de 11 dias,
no mads de 10, no mas de 9, no mas de 8 dias, no més de 6 dias,
no mas de 5 dias, no mas de 4 dias o no mads de 3 dias. En
cualguiera .de los periodos de cultivo anteriores, los
microorganismos pueden producir por lo menos 20%, por lo menos
25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por
lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos
60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por
lo menos 80%, por lo menos 85% o por lo menos 90% de lipido en
DCW. En algunas modalidades, los microorganismos son cultivados
utilizando condiciones descritas en la presente para obtener un
componente de lipiao de por lo menos 20% en peso dentro de un
periodo de cultivo de por lo menos 2 dias. En algunas
modalidades, el periodo de cultivo es de por lo menos 3 dias,
por lo menos 4 dias, por lo menos 5 dias, por lo menos 6 dias,
por lo menos 7 dias o por lo menos 8 dias. En cualquiera de los
pericdos de cultivo anteriores los microorganismos pueden
producir por 1lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%,
por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por 1o
menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos
65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por
lo menos 85% 6 por lo menos 90% de lipido en DCW.

Las condicicnes de proceso pueden ser ajustadas para
incrementar el rendimiento de lipidos apropiada para uso como

biodiesel u otras moléculas objetivo y/o reducir el costo de
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produccién. Por ejemplo, en ciertas modalidades, un microbio
(por ejemplo, una microalga) es cultivado en presencia de una
concentracidn limitante de uno o mas nutrientes, tal como por
ejemplo nitrdgeno. Esta condicidén tiende a incrementar el
rendimiento de lipido microbiano con respecto al rendimiento de
lipido micraobiano en un cultivo en el cual el. nitrbégeno es
provisto en exceso. En modalidades particulares, el incremento
en rendimiento ‘de 1lipido es de por lo menos aproximadamente
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300%, 400%, o 500%.
El microbio puede ser cultivado en presencia de una cantidad
limitante del material por una porcidén del periodo de cultivo
total o por todo el periodo. En modalidades particulares, la
concentracidn de nutrientes es sometida a ciclos entre una
concentracidédn limitante y una concentracién no limitante por lo
menos dos veces durante el periodo de cultivo total. Ademas vy
como se muestra en las figuras, cilertas materias primas de
carbono fijo tales como glicerol pueden ser empleadas para
incrementar el porcentaje de peso celular que es de lipido en
comparacién con cantidades comparables de otras materias primas
de carbono fijas.

Para incrementar el rendimiento del lipido, se puede
enfriar acido acético en la‘materia prima para un microbio que
produce lipido (por ejemplo, una microalga). El acido acético
se alimenta directamente al pﬁnto de metabolismo que inicia la

sintesis de &acido graso (esto es, acetil-CoA); proporcionando
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asi, la produccién de 4&cido acético en el cultivo incrementar

la produccién de acido graso; En general, en esta modalidad, el

microbio es cultivado en presencia de una cantidad suficiente

de 4&cido acético para incrementar el rendimiento del lipido

microbiano y/o rendimiento de acido graso microbiano,

especificamente con respecto al rendimiento del lipido.

microbiano (por ejemplo, &cido graso) en ausencia de &cido
acético.

En otra modalidad, el rendimiento del lipido es
incrementado al cultivar un microbio que éroduce lipido (por
ejemplo),microalgas) en presencia de uno o mds co-factores para
una enzima de ruta de lipido (por ejemplo, enzima sintética de
acido graso). En general, en esta modalidad, la concentracién
del co-factor es suficiente para incrementar el rendimiento del
lipido ndcrobiaﬁo_(por ejemplo, &cido graso) con respecto al
rendimiento del lipido global en ausencia del cb—factor. En una
modalidad particular, el co-factor es provisto al cultivo al
incluir en el cultivo un microbio (por ejemplo, microalga) que
contiene uﬁ gen exdgeno que codifica el (los) co-factor(es).
Alternativamente el (los) co-factor(es) puede (n) ser
provisto(s) a un cultivo al incluir un microbio (por ejemplo,

microalga) que contiene un gen exdgeno que codifica wuna

proteina que participa en la sintesis del co-factor. En clertas.

modalidades los co-factores apropiados incluyen cualquier

vitamina requerida por una enzima de ruta de lipido, tal como
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por ejemplo biotina o pantotenato. Los genes que codifican
factores apropiados para uso en la invencién o que participan
en la sintesis de tales co—factores.sbn bien conocidos y pueden
ser introducidos a microbios (por ejemplo, microalgas)
utilizando constructos y técnicas conocidos para aquellos
experimentados en el arte.

La biomasa de microalgas con un alto porcentaje de
acumulacién de aceite/lipido en peso seco ha sido generada
utilizando una variedad de métodos diferentes de cultivos
conocidos en el arte. La biomasa de microalgas con un
porcentaje mds alto de aceite/lipido acumulado es Util de
acuerdo con la presente invencidén. Li et al describe cultivos
de Chlorella wvulgaris con hasta 56.6% de 1lipido en DCW en
cultivos estacionarios cultivados bajo condiciqnes autotrdédficas
(esto es, condiciones de cultivo fotosintéticas) utilizando
altas concentraciones de hierro (L1 et al., Bioresource
Technology 99(11):4717-22 (2008)). Rodolfi ét al., describe en
cultivos de Nanochloropsis sp. y Chaetoceros calcitrans con 60s
de lipido en DCW y 39.8% de lipido en DCW, respectivamente,
cultivados en un fotobioreactor bajo condiciones de inanicién
de nitrdégeno (Rodolfi et al , Biotechnology & Bioengineenng

102(1):100~-112 (2008)) . Solovchenco et al. Describen cultivos

de Parietochloris incise con aproximadamente 30% de acumulacién’

de lipido (DCW) cuando son cultivados fototréficamente y bajo

condiciones de bajo nitrdégeno (Solovchenko et al , Journal of
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Applied Phcology 20:245-251 (2008)). Chlorella protothecoides
puede producir ‘hasta 55% de 1lipido (DCW) bajo ciertas
condiciones heterotrdéficas con inanicidén de nitrdégeno (Miao and
Wu, Bioresource Technology 97:841-846 (2006)). Otra especie de
Chlorella en la que se incluyen Chlorella emersonu, Chlorella
sorokimana y Chlorella minutissima han sido descritas que han
acumulado hasta 63% de aceite (DCW) cuando son cultivados en
bioreactores de tanque agitado bajo condiciones de medio de
bajo contenido de nitrégeno ((Illman et al , Enzyme and
Microbial Technology 27:631-635 (2000)). Todavia un porciento
de acumulacién de 1lipido més alta en DCW ha sido reportada, en
la que se 1ncluyen 76% de acumulacidén de lipido (DCW) en
cultivos de Dumaliella tertiolecta cultivados en condiciocnes de
NaCl incrementadas (Takagi et al , Journal ofBiosaence and
Bioengineenng 101(3) 223-226¢ (2006)) y 75% de acumulacidn de
lipido en cultivos de Botrycoccus braunii (Banerjee et al ,
Critical Reviews in Biotechnology 22(3) 245-279 (2002)). Estos
y métodos similares pueden ser usados para el cultivo
fotosintéfiéo y heterotréfico de microalgas para producir
acelites.

La biomasa de microalgas generada por los métodos de
cultivo descritos en la presen£e y Utiles de acuerdo con la
presente invencidén comprenden por lo menos 10% de aceite de
microalgas en peso seco. En algunas modalidades, la biomasa de

microalgas comprende por lo menos 15%, por lo menos 25%, por lo
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menos 35%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%
o por lo menos 60% de aceite de microalgas én peso seco. En
algunas modalidades, la biomasa de microalgas contiene de 10-
90% de aceite de microalgas, de 25-75% de aceite de microalgas,
de 40-75% de aceite de microalgas o de 50-70% de aceite de
michalgas en peso seco.

En varias modalidades, la Dbiomasa de microalgas
COmpfende por lo menos 25%, por lo menos 26%, por lo menocs 27%,
por lo menos 28%, por lo menos 29%, por lo menos 30%, por 1lo
menos 31%, por lo menos 32%, por lo menos 33%, por lo menos
34%, por lo menos 35%, por lo menos 36%, por lo menos 37%, por
lo menos 38%, porAlo menos 39%, por lo menos 40%, por lo menos
41%, por lo menos 42%, por lo menos 43%, por lo menos 44%, por
lo menos 45%, por lo menos 46%, por lo menos 47%, por lo menos
48%, por lo menos 49% o por 1lo menos 50% de aceite de
microalgas en peso seco. En otras modalidades, la biomasa de
microalgas comprende por lo menos 51%, por lo menos 52%, por lo
menos 53%, por lo menos 54%, por lo menos 55%, por lo menos

56%, por lo menos 57%, por lo menos 58%, por lo menos 59%, por

lo menos 60%, por lo menos 61%, por lo menos 62%, por lo menos

63%, por lo menos 64%, por lo menos 65%, por lo menos 66%, por
lo menos‘67%, por lo menos 68%, pocr lo menos 69%, por lo menos
70%, por lo menos 71%, por lo menos 72%, por lo menos 73%, por
lo menos 74%, por lo menos 75%, por lo menos 76%, por lo menos

77%, por lo menos 78%, por lo menos 79%, por lo menos 80%, por
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lo menos 81%, por lo menos 82%, por lo menos 83%, por lo menos
84%, por lo menos 85%, por lo menos 86%, por lo menos 87%, por
lo menos 88%, por lo menos 89% o por lo menos 90% de aceite de

microalgas en peso seco.

a. USO DE FUENTES DE CARBONO NO TRADICIONALES

Los microorgaﬁismos pueden crecer naturalmente sobre
o diseﬁados para crecer sobre fuentes de carbono no
tradicionales, tales como sacarosa, xilosa, materiales
celuldsicos, Jjarabe de sorgo vy materiales de desperdicio.
Materiales celuldsicos apropiados incluyen residuos de cosechas
de energia herbdceas y de madera, también como cosechas
agricolas, esto es, las paftes de plantas, tallos y hojas
principalmente, que no sonb el producto de elemento o fibra
principal. Ejemplos incluyen desperdicios agricolas tales como
bagazo de cafia de azicar, vailnas de arroz, fibra de maiz
(incluyendo tallos, hojas, cascaras y mazorcas), paja de trigo,
paja de arroz, pulpa de remolacha de aztcar, pulpa de citricos,
cdscaras de citricos, desperdicios forestales tales como madera

dura y recortes de madera blanda y residuos de madera blanda vy

madera dura de operaciones de maderamen ¢ maderaje, -

desperdicios de madera tales como desperdicio de aserradero
(fragmentos de madera, aserrin) y desperdicio de aserradero;
desperdicios urbanos tales como fracciones de papel de

desperdicio sélido municipal, desperdicio de madera urbano vy
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desperdicio verde urbano tales recortes de césped municipal vy
desperdicio de construccién de madera. Materiales celuldsicos
adicionales incluyen cosechas celuldsicas dedicadas tales como
pasto varilla, madera de &lamo hibrido y pasto elefante, cafla
de fibra y fibra de sorgo. Los azlUcares de cinco carbonos gue
son producidos a partir de tales materiales incluyen xilosa.

En otro método de cultivo heterotrédéfico, la especie

~de microalgas puede utilizar fuentes de carbono mezcladas tales

como Jjarabe de sorgo o sorgo puro. El Jjarabe de sorgo es
pfoducido a partir del Jjugo de cana de sorgo dulce. Su perfil
de azlcar consiste de principalmente glucosa (dextrosa},
fructosa vy sacarosa. Las cepas de microalgas pueden ser
seleccionadas en cuanto a la capacidad para utilizar sorgos
como la uUnica fuente de carbono. Como ejemplos no limitantes,
las microalgas de wvarias cepas de Chlorella protothecoides,
Chlorella luteovirdis, Prototheca monformis, Chlorella kesslen,
Parachlorella kesslen y Prototheca stagnora pueden utilizar
jarabe de sorgo en condiciones heterotrdficas, como se describe
en los ejemplos a continuacidn.

Algunos microorganismos crecen naturalmente o pueden
ser diseflados para crecer sobre una fuente de carbono fija que
es una fuente heterogenia de compues£os, tales como desperdicio
municipal, aguas cloacales tratadas secundariamente, aguas de
desperdicio y otras fuentes de carboﬁo fijo y otros nutrientes

tales como sulfatos, fosfatos y nitratos. El componente de
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aguas cloacales sirve como una fuente de nutriente en la
produccién de lipidos y el cultivo proporciona una fuente ﬁo
cara de lipidos para la transesterificacién in situ y la
produccién de biodiesel o para modificécién técnica de acuerdo
con los métodos de la invencidn.

Para reducir el costo de producir biodiesel u otro
lipidos modificados quimicamente, glicerol crudo, parcialmente
purificado o purificado producido como un producto secundario
de transesterificacidén de lipido puede ser empleadp como
materia prima para la fermentacidén, por ejemplo cultivos de

microbios que producen lipidos. Asi, la invencién provee

. métodos que involucran las etapas de cultivar un microbio (por

ejemplo, microalgas) en un primer cultivo microbiano; someter
la biomasa microbiana a transesterificacidén para producir ester

(es) de &cido graso y glicerol, como se describe posteriormente

"en la presente y agregar el glicerol a un segundo cultivo

microbiano como materia prima. Los primeros y segundos cultivos
microbianos pueden ser pero no necesitan ser cultivos dei mismo
microbio. Si se desea, un sistema continuo puede @ ser
implementado de acuerdo con la invencién, mediante la cual el
glicerol producido del 1lipido recuperado de un cultivo puede
ser retroaliméntado al mismo cultivb.

Pardmetros de cultivo mejorados incorporan el uso de
glicerol para fermentacién de multiples géneros tanto de

microbios eucaridénticos como procaridénticos, en los, que se
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incluyen microbios de los géneros Chlorella, Navicula,
Scenedesmus and Spiruhna, como se describe en la presente. Como
los ejemplos demuestran, microbios de linaje evolucionario
extremadamente divergente, en los que se incluyen Chlorella,
Navicula, Scenedesmus and Spiruhna, también como cultivos de
multiples especies de Chlorella distintas crecen.muy bien sobre
no solamente glicerol grado reactivo purificado, sino también
en productos secundarios de glicerol acidulado y sin acidular
de la transesterificacidén de biodiesel. En algunas instancias,
microalgas tales como las cepas Chlorella sufren divisidn
celular mas rapido en presencia de glicerol que en presencia de
glucosa.

Los métodos de la presente invencidén pueden utilizar

microorganismos, por ejemplo, cultivados via proceso de cultivo

~de dos etapas, en los cuales las células son primero.

alimentadas con glicerol para ihcrementar la densidad celular
rapidamente ybluego son alimentadas con glucosa para aéumular
lipidos. Esto puede proveer beneficios econdmicos
significativos en que el producto secundario de glicerol del

proceso de transesterificacidén es puesto de regreso al proceso

de produccidén. Otros métodos de alimentacién son provistos

también, tales como métodos en los cuales mezclas de glicerol
Y glucosa son alimentadas y métodos en los cuales la glucosa es
alimentada durante la fase de crecimiento y el glicerol es

alimentado durante la fase de produccién de lipido. La
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alimentacidén -de tales mezclas puede proveer beneficio
econémico. Ademads, los métodos de la presente invencidn
incluyen métodos en los cuales los microorganismos son
alimentados alternativamente con azucares tales como sacarosa
en varias combinaciones con glicerol. Estas alternativas han
sido demostradas con .microbios de linaje evolucionario
extremadamente .divergente, en los que se incluyen tanto
procariontes como eucariontes, demostrando la actividad de
estas condiciones . de cultivo alternativas pafa la fermentacidn
microbiana de acuerdo con los métodos de la presente invencidn.

Maltiples especies de Chlorella y miltiples cepas en
una eépecie de Chlorella, se desemperian mejor en presencia del
producto secundario de glicerol de la transesterificacidn que
en una cantidad equivalente de glicerol grado reactivo. EI
producto secundario de glicerol de la transesterificacidn
contiene usualmente 'metanol residual y otros contaminantes
ademas de glicerol. Por ejemplo, las Figuras 1-6 demuestran que
las cepas de Chlorella protothecoides y Chlorella . kessleri
exhiben mejor productividad sobre productos secundarios de
glicerol acidulado y sin acidular de la transesterificacién. de
biodiesel que cuando son cultivados sobre glicerol grado
reaétivo puro. Otros microbiocs, taleé como microalgas de
Scenedesmus ~ and Navicula microalgae, . se pueden también
desempeniar mejor en presencia de productos secundarios de

glicerol de la transesterificacidén que una cantidad equivalente
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de glicerol grado reactivo.

La Figura 1 demuestra que el peso de célula seco por
litro (DCW por 1litro) fue més alto en el producto secundario
del glicerol de biodiesel gque sobre glicerol puro y esta
tendencia se mantiene <cierta cuando las células fueron
cultivadas en glicerol por si mismo. ¢ en combinacién con

glucosa. La Figura 2 muestra las muestras tendencias con cepas

adicionales de Chlorella. La Figura 12 (b) demuestra que el DCW

.por litro de Scenedesmus armatus es mas alto sobre el glicerol

de producto sequndario de biodiesel acidulado y sin acidular
que a base de glicerol grado reactivo puro. La Figura 13
demuestra que el DCW por litro de Navicula pelliculosa es més
alto sobre el glicerol producto secundario de biodiesel sin
acidular que sobre el glicerol grado reactivo puro.

Las Figuras 3 y 4 demuestran gque, con mnlltiples
especies de Chlorella y multiples cepas dentro de una especie
Chlorella, los niveles de 1lipido (o contenido de lipido) por
litro son més altos cuando las células son cultivadas en
presencia del producto secundario de glicerol de biodiesel que
cuando son en presencia de concentraciones equivélentes de
glicerol grado reactivo puro.

Las Figﬁras 5 y 6 demuestran que mﬁltiples’especies
de Chlorella y multiples cepas Identro de una especie de
Chlorella acumulan un porcentaje més alto de DCW como lipido

(lipido como un porcentaje de peso celular) cuando son
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cultivados en presencia del producto secundario de glicerol de
biodiesel que cuando son cultivados en presencia de
concentraciones equivalentés de glicerol grado reactivo puro.
La Figura il demueétra que tanto como Spirulina platensis como
Navicula pelliculosa pueden acumular un porcentaje mas alto de
DCW como lipido .cuando son cultivadas en presencia del producto
secundario de glicero de biodiesel que cuando son cultivadas en
presencia de concentraciones equivalentes de glicerol grado
reactivo puro. La Figura 12 (a) demuestra que Scenedesmus

armatus puede acumular un porcéntaje més alto de DCW como

lipido cuando es cultivada en presencia del producto secundario

de glicercl de biodiesel que cuando es cultivada en presencia
de concentraciones equivalentes de glicerol grado reactivo
puro.

Ademds, multiples especies de microbios, en los que
se incluyen microalgas tales como Chlorella Scenedesmus,
Navicula y Spirulina exhiben mejores caracteristicas como
productores de biodiesel en presencia de mezclas de glicerol vy
glucosa que.én presencia de solamente glucosa. Asi, la Figura 7
demuestra que Chlorella puede acumular niveles de lipido més
alto (contenido) por 1litro de cultivo en presencia de 1% de
glicerol/1% de glucosa que en'presencia de 2% de glucosa. Lé
Figura 12 (b) demuestra que el DCW por litro de Scenedesmus
armatus es mds alto cuando es cultivada en presencia de 1% de

glicerol producto secundario de biodiesel/1% de glucosa que en
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presencia de 2% de.glucosa. La Figura 13 demuestra que el DCW
por litfo de Navicula pelliculosa es més alto cuando es
cultivado en presencia de 1% de glicerol producto secundario de
biodiesel/1% de glucosa que en presencia de 2% de glucosa.

La Figura 8 demuestra que Chlorella puede acumular un
porcentaje mds alto de DCW como lipido cuando es cultivada en
presencia de una mezcla de igual concentracién (por cierto en
peso) de  glicerol vy glucosa gque cuando es cultivada en
presencia de solamente glucosa. La Figura 11 (a) demuestra que
Spirulina platensis puede acumular un porcentaje mas alto de
DCW como lipido cuando es cultivada en presencia de una mezcla
de igual concentracidén (por ciento en peso) de glicerol
producto secundario de Dbiodiesel vy . glucosa que cuando es
cultivada en presencia de solamente glucosa. La Figura 11 (b)
demuestra que Navicula pelliculosa puede acumular un porcentaje
mas alto de DCW como lipido cuando es cultivada en presencia de
una mezcla de igual concentracidén (por ciento en peso) de
glicerol grado reactivo y glucosa, también como glicerol
producto secundario _de biodiesel y glucosa, que cuando es
cultivada en presencia dé solamente glucosa. La Figura 12 (b)
demuestra gque Scenedesmus armatus puede acumular un porcentaje
més alté de DCW como lipido cuando es cultivéda en presencia de
una mezcla de ‘igual concentracidén (por ciento en peso) de
glicerol producto secundario de biodiesel y glucosa que cuando

es cultivada en presencia de solamente glucosa. Tales métodos
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para incrementar el lipido con porcentaje de DCW son utiles en
la generacidn de biomésa que préduce una cantidad mas baja de
heterocdtomos en biodiesel que el porcentaje més bajo de biomasa
de lipido cuando la bilomasa es sometida a transesterificacién
directa.

Se ha descubierto ademds que, al agregar glicerol y
glucosa a los microbios, en los gue se 1incluyen microalgas
tales como Chlorella, Scenedesmus y Navicula secuencialmente,
en lugar de gue como una sola mezclé por lotes de glicerol vy
glucosa, se pueden generar ganancias de rendimiento
aaicionales. Este atributo de mﬁitiples especies de Chlorella y
maltiples cepas dentro de una especie de Chlorella fue probado
en presencia tanto del producto secundario de glicerol de
biodiesel y glicerol grado reactivo.

Asi, la Figura 8 demuestra gque Chlorella puede
acumular un porcentaje mas alto de DCW como lipido cuando el
glicerol es agregado a un cultivo por un primer periodo de
tiempo, seguido por la adicidén de glucosa y cultivo proseguido
por un segundo periodo de tiempo, gque cuando las mismas
cantidades de'glicerol Yy glucosa son agregadas conjuntamente al
comienzo del experimento. Tales métodos para incrementar el
lipido como porcentajé de DCW son Utiles para generar biémasa
que produce una cantidad mé&s baja de heterodtomos en biodiesel
u otros productos qﬁe disminuyen el porcentaje de biomasa de

lipido cuando la biomasa es sometida a transesterificacién
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directa u otros métodos de modificacién quimica. La Figura 9
muestra que Chlorella exhibe niveles de lipidos mé&s altos
(contenido) por litro de cultivo cuando glicerol y glucosa son
agregados secuencialmente que con las mismas cantidades de
glicerol y glucosa son égregadas conjuntamente al comienzo del
cultivo. Esta tendencia fue observada cuando el glicerol
producto secundario de biodiesel acidulado, glicerol producto
secundario de biodiesel sin acidular o glicerol grado reactivo
fue utilizado.

La Figura 10 demuestra cuatro cepas de Chlorella de
dos especies diferentes que acumulan DCW mas alto por litro de
cultivo cuando glicerol y glucosa son agregados secuencialmente
que cuando las mismas cantidades de glicerol y glucosa son
agregados conjuntamente al comienzo del experimento. Esta
tendencia fue observada cuando el glicerol producto secundario
de biodiesel acidulado, glicerol producto secundario biodiesel
sin acidural o glicerol grado reactivo fue utilizado. La Figura
14 (a) y (b) demuestran que tanto Scenedesmus armatus como
Navicula pelliculosa pueden exhibir incrementos en DCW por
litro cuando el glicerol producto secundario de biodiesel
solamente es agregado a un cultivo por un primer periodo de
tiempo, seguido posteriormente por'la adicidn de glucosa, en
comparacién con la adicién de cantidades idénticas de glicerol
Yy glucosa al comienzo de la fermentacidn.

Asi, tres marcadores diferentes de productividad (DCW
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por litro, gramos por litro de lipido y porcentaje de DCW como
lipido) en la produccidén de lipido microbiano son mejorados por
el uéo de producto secundario de biodiesél y la separaciédn
temporal de las fuentes de carbono.

El costo de producir biodiesel u otros 1lipidos
modificados quimicamente puede también ser reducido ai utilizar
biomasa celuldsica como materia prima. La biomasa celuldsica
(por ejemplo, rastrojo, tal como rastrojo de maiz) es no cara y
fadcilmente disponible; sin embargo, intentos por usar este
material como materia prima para levadura han fracasado. En
particular, se ha encontrado que tales .materias primas son
inhibidoras al crecimiento de levadura y laAlevadura no puede
usar los azUcares de cinco carbonos producidos a partif de
materiales ceiulésicos (por ejemplo, xilosa de hemi-celulosa).
En contraste, las microalgas pueden crecer en material
celuldésico procesado. Asi, la,in&encién provee. un método para
cultivar microalgas en presencia de un material celuldsico y/o
un azucar de cinco carbonos para la produccidén de lipidos que
pueden ser transesterificados de acuerdo coﬁ los métodos
descritos en la presente. Los materiales celuldsicos incluyen
gn general celulosa (40-60% en peso seco); hemi-celulosa (20-
40% peso secg) y - lignina (10-30% de peso seco).

Sorprendentemente, Chlorella protothecoides ~ puede
exhibir niveles més altos de productividad cuando es cultivada

sobre wuna combinacién de glucosa y xilosa gque cuando es
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cultivada va sea sobre glucosa o xilosa sola. Este efecto

sinergistico proporciona una ventaja significativa en que

permite el cultivo de Chlorella o combinaciones de xilosa vy
glucosa, tal como material celuldsico, como se muestra en la
Figura 15.

Los ejemplos especificos de condiciones de proceso

para incrementar el rendimiento de lipidos apropiados para uso

como biodiesel y/o para reducir el costo de produccidédn pueden
ser usados individualmente, como se describe anteriormente o en

combinacién. Ademds, la invencién incluye 1la seleccidén vy/o

disefio genético de microbios, tales como microalgas para

producir microbios que son aun mads apropiados para uso en los
métodos descritos = anteriormente. Por ejemplo, el uso de
microbios que tienen una habilidad mayor para utilizar
cualquiera de las materias primas descfitas anteriormente para
la proliferacidn incrementada y/o produccién de lipidos estéan
dentro del alcance de los métodos de la invencidn.

El costo de produccién de biodiesel u otros lipidos
modificados quimicamente puede también ser reducido al utilizar
sacarosa como materia prima, en las que se incluyen sacarosa

producida por ejemplo a partir de cafia de azlcar. Los métodos

de la invencidén incluyen el uso de especies disefiadas de

Chlorella que pueden utilizar sacarosa como fuente de carbono.
Por ejemplo, la expresién de un transportador de sacarosa y una

invertasa sacarosa permite que Chlorella transporte sacarosa a
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la células del medio de cultivo e hidrolice sacarosa para

producir glucosa y fructosa. Opcionalmente, una fructocinasa

puede ser expresada también en distancias en donde la actividad’

de exocinasa enddgena es insuficiente para la fosforilacién
méaxima de fructosa. Ejemplos de transportadores de sacarosa
apropiados incluyen aquellos descritos bajo 1los numeros de

acceso de Genbank CAD91334, CAB92307 y CAA53390. Ejemplos de

‘sacarosas invertasas incluyen aquellas descritas bajo los

nimeros de acceso de Genbank CAB95010, NPJ_12104 y CARA06839.
Ejemplos de frucocinasas apropiadas incluyen aquellas descritas
bajo los numeros de acceso de Genbank P26984, P26420 vy
CAA43322. Vectores bara transformacién de microalgas, en las
que se incluyen Chlorella, que codifican uno o mas de tales
genes pueden ser disefiados como se describe en, por ejemplo
publicacién internacional ntmero WO2008/151149.

Las secrecidén de una sacarosa invertasa puede
eliminar la necesidad de expresidén de un transportador que
puede transportar sacarosa a la célula. Esto es debido a que
una invertasa secretada cataliza la conversién de una molécula
de sacarosa a una molécula de glucosa y wuna molécula de
fructosa, ambas de las cuales pueden ser transportadas vy
utilizadas por los. microbios reveladés en la presente. La
expresidn de una sacarosa invertasa una sefial de secreciédn
genera actividad de invertasa al exterior de la célula. Véase

Hawkins et al., Current Microbiology VoI 38 (1999), paginas
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335-341, para ejemplos de sefiales de secrecidn activas en
Chlorella. La expfeéién de tal proteina permite que laé-células
ya aptas de utilizar glucosa extracelular como fuente de
energia utilicen sacarosa como fuente de energia extracelular.
En células tales como Chlorella protothecoides, que como se
demuéstra en la presente pueden. usar tanto fructosa
extraéelular como glucosa extracelular como fuente de energia,
la secrecidén de una invertasa puede proveer la Unica actividad
catalitica necesaria para uso de sacarosa como una fuente de
energia eficiente, no cara.

El potencial de crecimiento de microorganismos  que
expresan una sacarosa invertasa secretable exdgena es ilustrada
por la adicién de wuna invertasa al medio de cultivo de
Chlorella protothecoides. La adicién de la invertasa permite
que las células sean fermentadas sobre una fuente de azlcar que
contiene lignina (por ejemplo, melasa). Algas u otros
organismos pueden ser disefiados como se describe en la presente
para crecer también sobre melasas como lo hacen sobre glucosa
pura y el uso de este producto de desperdicio dé bajo valor de
procesamiento de caﬁa de azucar puede proveer ahorros de costos
significativos en la produccién de hidrocarburos. Las Figuras
19-20 muestran ei crecimiento de célﬁlas sobre tres fuentes de
melasas (designadas de BS1l, BS2 y HTM), en comparacién con.él
crecimiento sobre glucosa o sacarosa en presencia o ausencia de

sacarosa invertasa extracelular.
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Una sacarosa 1nvertasa puede también ser expresada
intracelularmente en células qﬁe expresan un transportador de
sacarosa también como en células que expresan cualquier
transportador de carbohidratos que permite que 1la sacarosa

entre a la célula.

B. Disefic de ruta de lipido

Como se describe en la presente, microorganismos
utiles de acuerdo con los métodos de la presente invencidn
pueden opcionalmente ser disefiados para expresar genes
particulares que pueden ser benéficos para cultivar 1los
microorganismos »(por ejemplo, la expresién de un gen de

sacarosa invertasa para facilitar la utilizacidén de una materia

prima de sacarosa) o en 1llevar a cabo los métodos de

modificacién quimica directa de la invencidén (por ejemplo,

expresiédn de un gen 1litico para facilitar la disrupcidén de
biomasa y/o expresidén de un gen de lipasa para catalizar la
transesterificacidén). Ademés, el disefio genético opcional puede
ser usado ventajosamente para disefiar una ruta de lipido de
microorganismo. Esta ruta puede ser modificada paravalterar las
propiedades y/o proporciones de lipidos producidos y/o

incrementar el flujo de carbono a lipidos.
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1. Alteracién de propiedades vy/o proporciones de lipidos

Eroducidos

En el caso de microalgas, algunas células tipo
silvestre ya tienen buenas caracteristicas de crecimiento pero
no produceﬁ los tipos deseados o cantidades de lipidos.
Ejemplos incluyen Pyrobotrys, Phormidium, Agmenellum, Cartena,
Lepocinchs, Pyrobotrys, Nitzschia, Lepocinchs, Anabaena,

Euglena, Spirogyra, Chlofococcum, Tetraedron, Oscillatona,

~ Phagus, and Chlorogonium, que tienen 1la caracteristica de

crecimiento deseable de crecer en aguas cloacales municipales o
aguas de desperdicio. Tales células pueden ser disefladas para
obtener caracteristicas de produccién de lipidos mejoradas. Las
caracteristicas deseadas incluyen optimizar el rendimiento de
lipido por volumen unitario y/o por tiempo unitario, longitud
de cadena de carbono (por ejemplo, para produccidén de biodiesel
0 para aplicaciones industriales que reguieren materia prima de
hidrocarburos), reducir el numero de dobles o triples enlaces

opcionalmente a cero, remover o eliminiar anillos y estructuras

~ciclicas e incrementar la proporcidén de hidrdgeno:carbono de

" una especie particular de lipido o de una poblacidén de lipidos

distintos. Ademds, microalgas que producen lipidos deseables
pueden también ser disefiadas para obtener rendimientos aun mas
ventajosos. Ejemplos de tales microalgas incluyen especies del

género Chlorella.

En modalidades particulares, una o ma&s enzimas clave
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que controlan los puntos de ramificacidén en el metabolismo a
sintesis de acido graso pueden ser reguladas ascendentemente o
reguladas descendentemente para mejorar la produccién del
lipido. La regulacidn .ascendente puede ser obtenida, por
ejemplo al transformar células con constructos de expresidén en
los cuales un  gen que codifica la enzima de interés es
expresado, por ‘ejemplo utilizando un promotor fuerte vy/o
elementos de mejorador que incrementan la transcripcidn. Tales
constructos pueden incluir los marcador seleccionables de tal
manera que los transformantes pueden ser sometidos a seleccidn,
lo gue puede dar como resultado la amplificacidén del constructo
y un incremento en el nivel de expresién de la enzima
codificada. Ejemp;os de enzimas apropiadas para regulacidn
ascendente de acuerdo con los métodos de la invencién incluyen
piruvato deshidrogenasa, que Jjuega un papel en convertir
piruvéto a acetil-CoA (ejemplos, algunas de microalgas,
incluyen aquellos descritos Dbajo los numeros de Genbank
NP 415392, AAA53047, QI1XDMI , vy CAF05587). La regulacién
ascendente de piruvato deshidrogenasa puede incrementar la
produccidén de acetil-CoA y mediante esto incrementar la
sintesis &cido graso. La acetil-CoA carboxilasa cataliza la
etapa inicial en sihtesis de é&cido graso. Asi, esta énzima
puede ser regulada ascendentemente para incrementar la
produccidén de A&cidos grasos (ejemplos, algunbs de ndcrqalgas,

incluyen aquellos descritos bajo los numeros de acceso de
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Genbank BAAS4752; AAA75528; AAAB1471; YP 537052; YP_536879f
NP 045833, y BAA57908). La produccidén de &acido graso puede
también ser incrementada mediante regulacién ascendente de la
proteina portadora de acilo (ACP), dque porta las cadenas de
acllo crecientes durante la sintesis de acido graso {(ejemplos,
algunos de microalga, incluyen aquellos descritos ‘bajo 1los
nimeros de acceso de Genbank AOTOF8; P51280; NP 849041;
YP 874433). La glicerol-3-fosfato agetil transferasa cataliza
la etapa limitante de velocidad de la sintesis de &cido graso.
La regulacidén ascendente de esta enzima puede incrementar la
produccién de &cido graso (ejemplos, algunos de microalgas,
incluyen aquellos descritos Dbajo 1los numeros de acceso de
Genbank AAA74319; AAA33122; AAA37647; P44857; y AB094442). Las
prote&nas precedentes son candidatos para @ expresidén en
microalgas, en las que se incluyen especies del género
Chlorella.

La regulacién. descendente de una enzima de interés
puede ser obtenida utilizando, por ejemplo ARN/ADN antiéentido,
catalitico, ARN de interferencia (ARNi), “bloqueo”,
“desactivacidn” u otras = técnicas de mutagénesis. La
expresién/funcién de enzima puede también ser inhibida
utilizando intracuerpos. Ejemplos. de enzimas apropiadas para
regulacién descendente de acuerdo con ‘los métodos de la
invencién incluyen citrato sintasa, gque consume acetil-CoA como

parte del ciclo de &acido tricarboxilico (TCA). La regulacidn
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deécendente de citratc sintasa puede forzar a més acetil-CoA a
la ruta de sintesis de &cido graso.

Los reguladores globales modelan la expresidén de los
genes de la rutas biosintéticas de &cido graso. Asi, uno b mas
reguladores globales de sintesis de &cido graso pueden ser
regulados ascendentemente o regulados descehdentemente, como
sea apropiado, para inhibir o mejorar, respectivamente, 1la
expresién de una pluralidad de genes de sintesis de &cidos
grasos y finalmente, incrementar la produccidén del lipido.
Ejemplos incluyen proteinas de enlace de elemento regulatorio
de esterol (SREBPs), tales como SREBP-la y SREBP-1lc (para
ejemplo, véase Genbank aquellos descritos bajo los numeros de
acceso NP 035610 y Q9WTN3). Los reguladores globales pueden ser
regulados ascendentemente o regulados descendentemente, como se
describe anteriormente con respecto a la regulacién de enzimas
de punto de control.

Los métodos de la invencidén también se pueden llevar
a la practica utilizando microbios (por ejemplo, microalgas,
levadura oleaginosa, bacterias u hongos) gque han sido disefiadas
genéticamente para expresar uno o mds genes exdgenos que
codifican enzimas de ruta de lipido tales como por ejemplo una
acil~ACP ti@esterasa grasa (Véanse ejemplos en ia Tabla 4 con
nimeros de acceso) o una proteina portadora de acilo (ACT) que
puede facilitar la escisidén de 4cidos grasos gque tienen

longitudes de cadena de carbono deseables a partir de la
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proteina portadora de acilo durante la sintesis del lipido. La
acll-ACP tiocesterasa grasa puede ser escogida en base a su
especificidad para un &cido graso que tienen una longitud de
cadena de carbono particular. En algunas modalidades, la acil-
ACP tioesterasa grasa puede ser expresada de un gen enlazado
operativamente a un promotor inducible y/o puede ser expresada
en un compartimiento intracelular. En algunas modalidades,
genes que codifican una acil-ACP tioesterasa grasa y un ACP co-
expresado naturalmente pueden ser transformados a una célula,
originalmente con uno o mas genes que codifican otras enzimas
de ruta de lipido, como se describe anteriormente. En otras
modalidades, la ACP y la acil-ACP tioesterasa grasa pueden
tener afinidad entre si que imparte una ventaja cuando los dos
son usados conjuntamente en los microbios y métodos de la
presente invencién, sin consideracién de si son o no co-
expresados naturalmente en un tejido u organismo particular.

Asi, los métodos de la presente invencidn se pueden llevar a la

préactica con células que exXpresan pares co-expresados

naturalmente de tales enzimas, también como con pares que
comparten afinidad para interactuar entre si para facilitar la
escisidén de una cadena de carbono de longitud especifica de la
ACP. |

Ejemplos de modificaciones adicionales apropiadas
para uso en la presente invencidn son inscritos en la solicitud

de patente estadounidense provisional ahora abandonada numero
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60/837,839, presentada el 15 .de Agosto de 2006 y solicitud de
paﬁente estadounidense nuamero 11/893,364, presentada el 15 de
Agosto de 2007, cada una de 1las cuales es incorporada'a la
presente por referencia. Esta solicitud regula cepas disefiadas
geﬁéticamente de microalgas para expresar dos O mas genes
exbébgenos, uno que codifica un transportador de una fuente .de
carbono fija (tal como sacarosa) y un segundo que codifica una
enzima de saéarosa invertasa. Los organismos férmentables
resultantes producen lipidos a un costo de manufactura més bajo
que aquei que ha sido obtenido mediante métodos de produccién
previamente conocidos. Esta solicitud co-pendiente también
ensefia que la inserciénvde los dos genes exdgenos descritos
anteriormente puede ser combinada con la disrupcidén de

biosintesis de polisacdrido por medio de mutagénesis dirigida

- y/o aleatoria, que dirige aun un flujo de carbono mayor a la

produccidén del lipido. Individualmente y en combinacién, la
conversién trdéfica, diseflo para alterar 1la produccién de
lipidos y tratamiento con enzimas exbgenas que alteran la
combustién de lipido producida por un microorganismo. La

alteracién puede ser un cambio en la cantidad de lipidos

producidos, 1la cantidad de una o méds especies de lipidos

producidos en relacién con otros lipidos y/o los tipos de
especies ’‘de lipidos producidos en el microorganismo. Por
ejemplo, las microalgas pueden ser disefiadas para producir una

cantidad y/o porcentaje mas alto de TAG o TAG con proporciones
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mas altas de moléculas de &acido graso de longitud de carbono
particular.

Acil~-ACP tioesterasas grasas apropiadas para uso con
los microbios vy métodos de la invencidén incluyen, sin

limitacidén aquellas enlistadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Acil-ACP ticestarasas grasas y numeros de acceso de

Genbank.

Acil-ACP tioesterasa grasa de Umbellulana (GenBank #AAC49001)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Cinnamomum camphom (GenBank

#039473)

Acil-ACP tiocesterasa grasa de Umbellulana californica (GenBank

#041635)

Acil-ACP tiloesterasa grasa de Mynstica fragrans (GenBank
#AABT71729)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Myristica fragrans (GenBank
#AAB71730)

Acil-ACP ticesterasa grasa de Elaeis guineensis (GenBank
#ABD83939)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Elaeis gumeensis (GenBank
#AAD42220)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Populus tomentosa (GenBank
#ABC4731i)

"Acil-ACP tioesterasa grasa de Arabidopsis thahana (GenBank
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#NP_172327)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Arabidopsis‘ thahana
#CAAB5387)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Arabidopsis thahana
#CAAB5388)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Gossypmm hirsutum

#Q9SQI3)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Cuphea lanceolata

#CAAS4060)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Cuphea hookenana

#AACT2882)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Cuphea calophylla subsp

#ABB71581)

(GenBank

{GenBank

(GenBank

(GenBank

(GenBank

(GenBank

Acil-ACP . tiocesterasa grasa de Cuphea lanceolata thioesterase

(GenBank #CAC19933)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Elaeis guineensis
#AAL15645)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Cuphea hookenana
#Q39513j

Acii—ACP tiocoesterasa grasa de Gossypmm .hirsutum
#AAD01982)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Vitis vinifera

¥CANB1819)

- Acill-ACP tioesterasa grasa de Garcinia mangostana

#AAB51525)

(GenBank

(GenBank

(GenBank

(GenBank

(GenBank
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Acil-ACP tiocesterasa grasa de Brassica Jjuncea (GenBank #ABI
18986)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Madhuca (GenBank #AAX51637)
Acil-ACP tioesterasa grasa de Brassica napus (GenBank
#ABH11710)

Acil~-ACP tioesterasa grasa .de Oryza sativa (indica cultivar-
group) (GenBank #RAY86877)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Oryza sativa (Jjaponica cultivar-
group) (GenBank #NP 001068400)

Acil-ACP tioesterasa grasa de Oryza sativa (indica cultivar-
group) (GenBank #EAY99617)

Acil-ACP tioésterasa grasa de Cuphea hookenana (GenBank

#AAC49269)

Otras enzimas apropiadas para uso con los microbios \%
métodos de la invencidén incluyen aquellas que tiene por lo
menos 70% de identidad de aminodcidos con una de las proteinas
enlistadas en la Tabla 4 y que exhiben la actividad enzimdtica
deseada cdrrespondiente (esto es,vescisién de un acido graso de
una proteina portadora de acilo). En modalidades adicionales,
la actividad eniimética estd presente en una secuencia que
tiene._por lo menos aproximadamente 75%, por lo menos
aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente "85%, por lo
menos aproximadamente 90%, ‘por lo menos aproximadamente 95% o

por lo menos aproximadamente 99% de intensidad con una de las
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secuencias descritas anteriormente, todas las cuales son

incorporadas en la presente por referencia.

Las enzimas de  ruta de lipidos descritas
anteriormente son utiles en la produccidén de varios lipidos a
partir de un microbio (por ejemplo, una microalga, una levadura
oleaginosa © un hongo) o© poblacidén de microbiocs, mediante lo
cual una acil-ACP tioesterasa grasa escinde un &acido graso de
una proteina portadora de acilo (ACP) durante la sintesis del
lipido. Estas enzimas de ruta de 1lipido pueden tener
especificidad para actuar sobre un sustrato que incluye un
nimero especifico de atomos de carbono. Por ejemplo, una acil-
ACP ticesterasa grasa puede'tener especificidad para escindir
un acido graso que tiene 16 atomos de carbono de la ACP. Por
consiguiente, en varias modalidades, el microbio puede contener
un gen exdgeno gque codifica una proteina con especificidad para
catalizar una actividad enzimdtica (por ejemplo, esciéién de un
écido graso de una ACP) con respecto al numero de &tomos de
carbono contenidos en el sustrato. La especificidad enzimatica
puede ser, en - -varias modalidades, por un sustrato que tiene de
8 a 34 atomos de carbono, preferiblemente de 8 a 18 &tomos de
carbono y mas preferiblemente de 14 a 18 &tomos de carbono.

Al selecéionar la combinacidén deseada de ‘genes
exdgenos a ser expresados, se pueden confeccionar los
componentes de lipidos generados fuera del microbio. E1

microbio, cuando es cultivado como se describe anteriormente,
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sintetiza un &cido graso enlazada a una ACP y la acil-ACP
ticesterasa grasa cataliza la escisidén del acido graso de la
ACP para producir, por medio de procesamiento enzimatico
adicional, una TAG que incorpora la molécula de &acido graso.

N

2. Flujo de carbono incrementado a la ruta del lipido

Algunas microalgas producen cantidades significativas
de metabolitos sin lipido, tales como por ejemplo
polisacaridos. Debido a que la biosintesis de polisacéridos
puede usar una proporcién significativa de la energia
metabdlica total disponible a la células, la mutagénesis de
células que producen lipidos seguida por seleccidén en cuanto a
produccién de polisacédridos reducida o eliminada genera cepas
gue son aptas de producir rendimientos més altos de lipidos.

Ejemplos de expresién de transgenes en Chlorella se
pueden encontrar en la literatura (véase, por ejemplo Current
Microbiology VoI 35 (1997), pp 356-362, Sheng Wu Gong Cheng Xue
Bao 2000 Jul, 16(4) 443-6, Current Microbioclogy VoI 38 (1999),
pp 335-341 , Appl Microbiol Bwtechnol (2006) 72 197-205, Marine
Biotechnology 4, 63-73, 2002, Current Genetics 39 5, 365-370
(2001), Plant Cell Reports 18 9, 778-780, (1999), Biologia
Plantanum 42(2) 209-216, (1999),.Plant Pathol J 21(1) 13-20,
(2005)). Cualgquier técnica conveniente para introducir un
transgen a Chlorella puede ser empleada para propdsitos de la

presente invencidn.
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Ejemplos de expresién de transgenes en levadura
oleaginosa (por ejemplo Yarrowia lipopylica) se pueden
encontrar en la literatura (véase, por ejeﬁplo Bordes ét al , J
Microbiol Methods Jun 27 (2007)). Ejemplos de expresidén de
transgenes en hongos (Mortierella . alpine, Mucor
circinelloid.es, and Aspergillus ochraceus) también se pueden
encontrar en la literatura (véase, por ejemplo Microbiology,
Jul, 153(pPt 7) 2013-25 (2007), MoI Genet Genomics, Jun, 271(5)
595-602 (2004), Curr Genet, Mar,21(3) 215-23 (1992), Current
Microbiology, 30(2) 83-86 (1895), Sakuradani, NISR Research
Grant, "Studies of Metabolic Epgineering of Useful Lipid-
producmg Microorganisms" (2004), and PCT/JP2004/012021)).
Ejemplés de expresién de genes eXégenos en bacterias tales como
E. coli son bien conocidos; véase, por ejemplo Molecular
Cloning A Laboratory Manual, Sambrook et al (3d edition, 2001,

Cold Spnng Harbor Press.

IV. Métodos de transesterificacidén in situ

La transesterificacién in situ TAG a alquil esteres
de 4&cido graso de acuerdo con los métodos de la presente
invencién puede ser efectuada en biomasa generada de los
cultivos ﬁicrobianos descritos anteriormenté. En algunas
modalidades, la biomasa puede comprender biomasa combinada de
dos o mas cultivos de <cepas o especies distintas de

microorganismos. En algunas modalidades, las cepas o especies
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distintas tienen diferentes perfiles de glicerolipidos, como se
ilustra en los ejemplos 22 y 24.

En algunos métodos de la invencidn, la Dbiomasa
microbacteriana es primero cosechada del medio de cultivo y
secada y luego sometida a un proceso de disrupcién de biomasa
opcional .antes de la transesterificacidén. En.otros métodos de
la invencidn, la biomasa microbiana es sometida a un proceso de
disrupcidén de biomasa antes de secado y transesterificacidén. En
algunos métodos, la cosecha de la biomasa comprende separar los
componentes celulares de la biomasa del agua y medio de cultivo
celular por ejemplo al hacer pasar el contenido del bioreactor
de cultivo celular a través de un tamiz u aparato de filtracidn
similar. En algunas modalidades, la cosecha de la biomasa
comprende el procesamiento de los compbnentes celulares del

cultivo celular a una pasta o composicidén de bajo contenido de

humedad.

A. Métodos de secado

El secado de la biomasa generada de los
microorganismos cultivados descritos en la presente remueve el
agua gque de otra manera estaria disponible como sustrato
durante la reaccidén de Eransesterificacién, descrita en mayér
detalle posteriormente en la presente, conduciendo a 1la
formacidén de acidos grasos libres, en lugar de los alquil

esteres de acido graso deseados. La extensién a la cual la
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biomasa usada en los métodos de transesterificacidén in situ de
la presente invencién debe ser secada depende de la proporcién
de alcohol: biomasa usada en el proceso de transesterificacidn,
el costo del alcohol y el costo u otras restricciones de
volumen colocadas en el tamafio del recipiente de reaccién en el
cual la transesterificaciéh va a ser efectuada. Como. se
apreciara, estos factores, equilibrados contra los costos de
secado de la biomasa determinan una “sequedad aceptable” para
la biomasa.

En algunas modalidades, la biomasa puede ser secada
utilizando una secadora de tambor en la cual la biomasa se hace
girar en un tambor y es secada con la aplicacién de aire, que
puede ser calentado para acelerar el proceso de secado. En
otras modalidades, un secador de horno o secador de atomizacién
puede ser wusado para' facilitar el secado de la biomasa.
Alternativamente, la biomasa puede ser secada via un proceso de
liofilizacién. El proceso de liofilizacién puede en resumen ser
descrito como un proceso de “congelacién-secado”, en el cual la
biomasa es congelada en una camara de secado por congelacién.
La aplicacién de vacio a la cémara de secado por congelacidén da
como resultadb la sublimacién (secado primario) y desorcién
(Secado secundario) del ~agua de ia biomasa, dando como
resultado un producto apropiado para procesamiento adicional
como se describe posteriormente en la presénte. En todavia

otras modalidades, una combinacién de lo anterior puede ser
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utilizado para secar apropiadamente la biomasa para
procesamiento adicional de acuerdo con los métodos descritos en

la presente.

B. Métodos de disrupcidén de biomasa

En algunas modalidades, puede ser deseable someter a
disrupcién la biomasa antes de la transesterificacién in situ
para hacer el contenido intracelular de los microorganismos mas
facilmente accesibles al alcohol 3% reactivos de
transesterificacién cataliticos. Esto puede ayudar a facilitar
la conversién de TAG a alquil esteres de acido graso u otras
moléculas de acuerdo con los métodos de la invencién. i

En algunos métodos de la invencidn, la disrupcidn de
la biomasa se puede llevar a cabo antes de someter a la biomasa
a uno o mas de los procesos de secado descritos anteriormente.
En otros métodos, la disrupcién de la biomasa puede seguir a
tal proceso de secado. En algunos métodos, el agua es removida
de la biomdsa antes de o después de la disrupcidn de la
biomasa, con o sin someter la biomasa a un proceso de secado.
En seguida del cultivo, los microorganismos son opcionalmente
aislados mediante centrifugacién del medio de cultivo para
generar una biémasa microbiana concentrada. La disrﬁpcién de la
biomasa se puede llevar a cabo al someter a 1lisis las células

microbianas para producir un lisado. La lisis celular puede ser

obtenida mediante cualesquier medios convenientes en los que se
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incluyen 1lisis inducida térmicamente, adicidén de una base,
adicidén de un &cido, via el uso de enzimas tales como proteasas
o enzimas de degradacidén de polisacaridos tales como amilasas,
via el uso de ultrasonido, lisis mecénica, via el uso.de choque
osmético, infeccidn con un virus litico y/o expresidédn de uno o
més genes liticos. La lisis es efectuada para liberar moléculas
intracelularés que han sido producidas con el microorganismo.
Cada uno de esos métodos para someter a lisis un microorganismo
pueden ser usados como un solo método o en combinacidn.

La extensidén de disrupcidén celular puede ser
observada mediante analisis microscépico. Utilizando uno o mas
de los métodos descritos en la presente, comunmente mas del 70%
de ruptura celular es observada. Preferiblemente, la ruptura
celular es més del 80%, méas preferiblemente més del 90% y mas
preferiblemente alrededor de 100%.

En modalidades particulares, el microorganismoc es
sometido a 1lisis después del cultivo, por ejemplo para
incrementar la exposicidén del lipido celular a un catalizador

para transesterificacidén tal como una lipasa o un catalizador

quimico, expresado como se describe posteriormente en la

presente. La sincronizacidédn o temporizacién de expresidén de

lipasa (por ejemplo, via un promotor inducible), lisis celular

Y el ajuste de las condiciones de reaccidn de

transesterificacidén (por ejemplo, remocidn de agua, adicidén de

alcohol, etc.) puede ser ajustada para optimizar el rendimiento
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de esteres de &cido graso a partir de la transesterificacidn
moderada por lipasa.

En una modalidad de la presente invencidén, el proceso
de someter a 1lisis un microorganismo comprende calentar uha

suspensién celular que contiene los microorganismos. En esta

modalidad, el medio de cultivo que contiene los microorganismos .

1

(o0 una suspensidén de microorganismos aislados del ‘medio de
cultivo) es calentado hasta que los microorganismos, esto es,
las paredes vy membranas celulares de microorganismos, se
degradan o rompen. Comunmente, las temperaturas aplicadas son
de por lo menos 50°C. Temperaturas mas altas tales como por 1o
menos 60°C, por lo menos 70°C, pof lo menos 80°C, por lo menos
90°C, por lo menos 100°C, por lo menos 110°C, por lo menos
120°C, por lo menos 130°C o mas altas son usadas para la lisis
celular mas eficiente.

En otra modalidad de la presente invencidn, el
proceso de someter a lisis un microorganismo comprende agregar
una base a una suspensioén celular que contiene el
microorganismo. La base debe ser suficientemente fuerte para
hidrolizarr por lo menos una porcién de los - compuestos
proteinadceos de 1los microorganismos wusados. Bases que son
ﬁtileé para solubilizar proteinas son conécidas en el arte de
quimica. Basés. ejemplares gque son uUtiles en estos métodos
incluyen pero no estdn limitadas a hidrdéxidos, carbonatos vy

bicarbonatos de litio, sodio, potasio, calcio y mezclas de los
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mismos. Una baée preferida es KOH. En otra modalidad de 1la
presente invencidn, el ©proceso de someter a lisis un
microorganismo comprende agregar un acido a wuna suspensiodn
celular gque contiene el microorganismo.

En otra modalidad de la presente invencidn, el
proceso de someter a lisis un microorganismo comprende someter
a lisis el microorganismo con una enzima. Enzimas para someter
a lisis un microorganismo incluyen proteasas y enzimas que
degradan polisacéridos tales como hemicelulosa, pectinasa,
celulasa y driselasa. Una enzima que degrada polisacaridos,
opcionalmente de Chlorella o un virus de Chlorella, es
preferidé. Un par preferido de enzimas para someter a lisis
biomasa portadora de aceite ‘son alcalasa \% mannaway
(Novozymes) .

En otra modalidad de 1la presente invencién, el
proceso de sométer a lisis un microorganismo es efectuado
utilizando ultrasonido, esto es sonificacidén. Las células
pueden también ser sometidas a lisis con sonido de alta
frecuencia. El1 sonido puede ser producide electrédnicamente vy
transportado por medio de una punta metalica a una suspensidn
celular apropiadamente concentrada. Esta sonificacidn (o
ultrasonificacidn) aisrumpe la intregridad celular en baée a la
creacién de cavidades en la’ suspensién celular.

Fn otra modalidad de 1la presente invenciéﬁ, el

proceso de someter a lisis un microorganismo es efectuado por
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medios mecanicos. Las células pueden ser sometidas a 1lisis
mecanicamente y opcionalmente homogeneizadas para facilitar las
transesterificacidén del 'lipido. Por ejemplo, un disruptor a
presién puede ser qsado para bombear una suspensién que
contiene células a través de una valvula de orificio
restringido. Se .aplica alta presidédn (de hasta 1500 Dbar),
seguida por una expansiédn instantdnea a través de una'boquilla
de salida. La disrupcidén celular se lleva va cabo por tres
mecanismos diferentes: choques sobre la valvula, alto esfuerzo
cortante de liquido en el orificio y caida de presidén repentina
después de la descarga, provocando una explosidén de la célula.
El método libera moléculas intracelulares. Alternativamente, se
puede usar un molino de bolas. En un molino de bolas, la
células son agitadas en suspensidén con particulas abrasivas
pequefias, tales como perlas. Las células irrumpen debido a las
fuerzas cortantes, molienda entre perlas y colisiones con
perlas. Las perlas disrumpen las células para liberar contenido
celular. Las células pueden también ser sometidas a disrupcidn
por fuerzas cortantes, tal como con el uso de mezcla (con una
mezcladora de alta velocidad o mezcladora Waring), la prensa
francesa o aun centrifugacidén en el caso de paredes celulares
débiles. '

En- otra modalidad de la presente invencidn, el
proceso de someter a lisis un microorganismo es efectuado al

aplicar un choque osmdtico.

180



10

15

20

25

99

En otra modalidad de la presente invencidén, el
proceso de someter a 1lisis un microorganismo es efectuado
mediante tratamiento con vapor, esto es, por medio de adicidn
de vapor presurizado. El1 tratamiento con vapor de microalgas
para disrupcién celular es descrito por ejemplo en la patente
estadounidense No. 6,750,048.

En otra modalidad de 1la presente invencidn, el
proceso de someter a lisis un microorganismo comprende

infeccidn del microorganismo con un virus litico. Una amplia

variedad de virus son conocidos para  someter a lisis a-

microorganismos apropiados para uso en los métodos de la
presente invencién y la seleccidn y uso de un virus 1litico
particular para un microorganismo particular esta dentro del
nivel de habilidad en el arte. Por ejemplo, el virus de
Paramecium hursana chlorella (PBCV-I) es el prototipo de un
grupo (familia Phycodnavindae, género Chlorovirus) de virus de
ADN de doble hebra formadores de placa, icosaédricos, grandes
que se replican en y experimentan 1lisis, de ciertas algas

verdes semejantes a Chlorella eucaridénticas unicelulares. Asi,

~cualquier microalga susceptible, tal como C. protothecoides,

puede ser sometida a lisié al infectar el cultivo con un virus
de Chlorélla apropiado. Métodos para infec£ar especies de
Chlorella con un 'virus de Chlorella son conocidos. Véase, por
ejempio Adv. Virus. Res. 2006;66:293-336; Virology, 1999 Apr

25;257(1):15-23; Virology, 2004 Jan 5;318(1):214-23; Nucleic
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Acids Symp. Ser. 2000; (44):161-2; J. Virél 2006 Mar;80(5):2437-
44; and Annu. Rev. Microbiol. 1999;53:447-94.

En otra modalidad de la presente invencién, el
proceso de someter a lisis un microorganismo comprende
autolisis. En esta modalidad, un microorganismo uUtil en 1los
métodos .de la invencién es disefiado genéticamente para producir
un gen litico que sométeré a lisis el microorganismo. Este gen
litico puede ser expresado utilizando un promotor inducible, de
tal manera que las células pueden primero ser cultivadas a una
densidad deseable en un medio de cultivo y luego cosechadas,
seguido por 1la induccidn del promotor para expresar el gen
litico para someter a lisis las células. En una modalidad, el
gen litico codifica una enzima que degrada polisacaridos. En
ciertas otras modalidades, el gen litico es un gen de un virus
litico. Asi, por ejemplo, un gen litico de wun virus de
Chlorella puede ser expresado en una Chlorella tal como C.
protothecoides.

La expresidén de genes liticos se hace preferiblemente
utilizando un promotor inducible, tal como un promotor acfivo
en microalgas que es inducido por un estimulo tal como la
presencia de una molécula pequeiia, luz, calor y otros
estimulos. Genes liticés de wvirus de Chlorella son conocidés.
Por ejemplo, véase Virology 260, 308-315 (1999); FEMS
Microbiology Letters 180 (1999) 45—53} Virology 263, 376-387

(1999); and Virology 230, 361-368 (1997).
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En modalidades particulares, los miéroorganismos son
sometidos a lisis después del cuitivo, por ejemplo para
incrementar.la exposicidén de lipido celular a un catalizador
para la transesterificacidén tal como una lipasa, discutida
posteriormente en la presente o un catalizador quimico. La
sincronizacidén de la expresidén de lipasa (por ejemplo, via un
promotor Ainducible), lisis <celular vy 1la modificacidén de
condiciones de reaccidén de transesterificacién (por ejemplo,
remocidén de agua, adicidn de alcohol, etc.) puede ser ajustada
para optimizar el rendimiento de esteres de &acido graso de la

transesterificacidn moderada por lipasa.

C. Transesterificacidn

Los 1lipidos producidos por microorganismos como se
describe anteriormente son  sometidos a un proceso de
transesterificacidén. de acuerdo con los métodos de la invencidn
para generar una fase lipofilica que contiene alquil esteres de
acido graso y una fase hidrofilica que comprende material
celular y glicerol. En algunos métodos de la invencidn, la fase

lipofilica es luego separada del material celular hidrofilico.

1. Proceso quimico general

Aceites de animales y plantas "~ estdn compuestos
comunmente de triacilgliceroles (TAG), que son esteres de

dcidos grasos libres con el alcohol trihidrico, glicerol. En la

B3



10

15

20

25

102

transesterificacidén, el glicerol en un TAG es reemplazado con
un alquil alcohol inferior tal como metanol, etanol o

isopropanol. Un esquema de reaccidédn representativo es como

sigue:
—0—0CR, _
Catalizador base .
0—0CR, ——  RC00E + R,CO0Et + RLO0E +  CgHy
3 HOH
O—0CR, Etil esteres de dcidos grasos Glicer
Triglicérido

En este esquema, el alcohol es desprotonado con una
base para hacerlo un nucleéfilo més fuerte. Comunmente, se usa
etanol o metanol en vasto exceso (hésta 50 veces). Normalmente,
esta reaccidn procederd ya sea excesivamente lenta o no. Se
puede usar calor, también como un acido o base para ayudar a
acelerar la reaccidén. E1 &cido o base no es»consumido por la
reaccidén de transesterificacién; asi, no son reactivos sino
catalizadores. Casi todo el biodiesel ha sido producido
tradiéionalmente utilizando la técnica ca£alizada por base, vya
que requiere solamente bajas temperaturas y presiohes y produce
mas de 98% de rendimiento de conversién (a condicién de que el

aceite de partida sea bajo de humedad y &cidos grasos libres).
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Un caso especial de transesterificacidn es
gliceréiisis o el .uso de glicerol (glicerina) para romper
enlaces quimicos. La reaccidén de glicerdlisis es usualmente
catalizada por 1la adicién de un é&acido o una base. La
glicerdlisis puede ser efectuada sobre esteres simples, grasas,
acidos grasos libres o TAG, en donde los metil esteres
reaccionan con glicerol en exceso para formar mono- y/o di-
glicéridos, produciendo metanol como producto secundario. Los
morio— y di-glicéridos son ﬁtiles_ como emulsificantes y son

agregados comunmente a productos alimenticios.

2. Uso de lipasas recombinantes para transesterificacién

La transesterificacidén también se ha llevado a cabo
experimentalmente utilizando una enzima tal comé una lipasa, en
lugar de una base. La transesterificacidédn catalizada por lipasa
se puede llevar a cabo, por ejemplo a una temperatura de entre
la temperatura ambiente y 80°C y una proporcién molar del TAG
al alcohol inferior mayor de 1:1, preferiblemente alrededor de
3:1. Lipasas apropiadas para uso en la transesterificacidén de
acuerdo con los métodos de la presente invencidn incluyen pero
no estan limitadas a aquellas enlistadas en la Tabla 5. Otros
ejemplos de lipagas Gtiles para transesterificacién son
encontradas en, por ejemplo patentes estadounidenses 4,798,793;
4,940,845 5,156,963; 5,342,768; 5,776,741 y WO089/01032, cada

una de las cuales es incorporada a la presente por referencia.
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Tabla 5. Lipasas para uso en transesterificacién

Lipasa . Aspergillus niger ABG73614, lipasa B de Candida

antarchca (novozym-435) CAA83122, lipasa de Candida cyhndracea
AAR24090, lipasa de Candida 1lipolytica (Lipasa L; Amano
Pharmaceutical ‘CQ., Ltd. ), lipasa de Candida rugosa (por
ejemplo, Lipasa-OF; Meito Sangyo Co., Ltd.), lipasa de Mucor
miehei (Lipozyme IM 20), lipasa de Pseudomonas fluorescein
ARA25882, lipasa de Rhizopus Japomcas (Lilipase A-IOFG)

Q7M4U7 1, lipasa de Rhizomucor miehei B34959, lipasa de

Rhizopus oryzae lipase (Lipasa F) AAF32408, lipasa de Serratia’

marcescens (SM Enzyme) ABI13521, lipasa de  Thermomyces

lanuginosa CAB58509, Lipasa P (Nagase ChemteX Corporation) y

Lipase QLM (Meito Sangyo Co , Ltd , Nagoya, Japan).

Un reto al uso de lipasas para la produccidn de-

ésteres de &cido graso aprbpiados para biodiesel es due ei
precio de la lipasa es mucho mas - alto que‘ el precio del
hidréxido de sodio (NaOH) usado por el proceso de base fuerte.
Este reto ha sido tratado al_ufilizar una lipasa inmovilizada,
que puede ser reciclada. Sin embargo} la actividad de la lipasa
inmovilizada debe ser mantenida deépués de ser reciclada por un
ntimero minimo de ciclos para perﬁitir gue un proceso a base de
lipdsa compita con el proceso de base fuerte en términos del
costo de produccién. Las lipasas inmovilizadas son sometidas a

envenenamiento por los alcoholes inferiores usados comdnmente
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en la transesterificaciédn. La patente estadounidense No.
6,398,707 (expedida el 4 de Jjunio de 2002 a Wu et al.),
incorporada en la presente por referencia, describe métodos

para mejorar la actividad de lipasas inmovilizadas y regenerar

. lipasas inmovilizadas que tienen actividad reducida.

En modalidades particulares, una lipasa recombinante
es expresada en los mismos‘ microorganismos que producen el
lipido con el cual la lipasa actua. Lipasas recompinantes
apropiadas incluyen agquellas enlistadas anteriormente en la
Tabla 5 y/o aquellas descritas bajo los Numeros de Acceso de
GenBank enlistados énteriormente en la Tabla 5 o un polipéptido
que tiene por lo menos 70% de identidad de aminodcido con una
de las lipasas enlistadas anteriormente‘en la‘Tabla 5 y que
exhibe actividad de lipasa. En modalidades adicionales, la

, )

actividad enzimatica estd presente en una secuencia que tiene

por lo menos aproximadamente 75%, por lo menos aproximadamente

80%, por lo menos aproximadamente  85%, por lo menos

aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 95% de
identidad con una de las secuencias descritas anteriormente,
todas las cuales son incorporadas en la pfesente por
referencia.

Un disefio de vector ejemplar para exéresién'de un gen
de lipasa en un microorganismo tal como una microalga contiene
un gen que codifica una lipasa en enlace operable con un

promotor activo en microalgas. Alternativamente, si el vector
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no contiene un promotor en enlace operable con el gen de
lipasa, el gen de lipasa puede ser transformado a las células
de tal manera gque se mueve enlazado operativamente a un

promotor endégéno en el punto de integracién del vector. EL

método de transformacién sin promotor ha sido demostrado en

microalgas (véase por ejemplo, Plant Journal 14: 4, (1998), pp.

441-447). El vector puede también contener un segundo gen que’

codifica una proteina que imparte resistencia a un antibidtico
o herbicida, esﬁo es, un marcador seleccionable. Qpcionalmente,
uno o ambos genes son seguidos por una secuencia sin traducir
3/ que contiene una sefial de poliadenilacién. Casetes de
expresién que codifican los dos 'genes puedén ser enlaxados
fisicamente en el vector o sobre vectores separados. La
cotransformacién de microalgas puede también ser usada, en la
cual moléculas de vector distintas son usadas simultaneamente
para transformar células (véase por ejemplo, Protist diciembre
de 2004; 155(4): 381—93).“ Las células transformadas pueden
opcionalmente ser seleccionadas> en base a la habilidad de
crecer en presencia del antibidtico u otro marcador
seleccionable bajo condiciones en  las cuales las células qﬁe
carecen del casete de resistencia no crecerian.

El ADN qué codifica la lipasa Yy marcaabr
seleccionable puede ser cADN codén-optimizado. Métodos de
recodificacién de genes para expresién en microalgas son

descritos en la patente estadounidense No. 7,135,290.
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Informacién adicional estd disponible en la direccidén web

www . kasuza.or.jp/codon.

Muchos promotores son | activos en microalgas,
incluyendo promotores gque son enddgenos a las algas que son
transformadas, también como promotores que no son enddgenos a
las algas que son transformadas (esto es, promotores de otras
algas, promotores de plantas superiores y promotores de wvirus

de plantas o virus de algas). Los promotores exdgenos y/o

‘endégenos que son activos en microalgas y genes de resistencia

antibiético funcionales en microalgas son conocidos en el arte.
El promotor usado para expresar un gen exdgeno puede ser el
promotor enlazado naturalmente al één o pueden ser un dgen
heterdlogo. Algunos promotores son activos en mas de una
especie de micrbalgas. Otros promotores son especificos de
especies._Promotoresbpreferidos incluyen promotores tales como
RBCS2 de Chlamydomonas reinhardtii y promotores virales, tales
cémo virus del mosaico de coliflor (CMV) y virus de Chlorella,
que han mostrédo sef activos en mualtiples especies de
microalgas (véase por ejemplo, Plant Cell Repr. Marzo de 2005,
23(10—11f: 727-35; J. Microbiol. Agosto de 2005} 43(4): 361-5;
Mar Biotechnol. (NY). Enero.de 2002; 4(1): 63-73).

. Promotores, cADN V% 3’UfR, también como otros
elementos de los vectores, pueden ser generados por medio de
técnicas de clonacidédn utilizando fragmentoé alslados de fuentes

naturales (véase por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory

39




10

15

20

25

108

Manual,. Sambrook et al. (3*® edicidén, 2001, Cold Spring Harbor
Press y patente estadounidense " No. 4,683,202).
Alternativamente, los elementos pueden ser generados
sintéticamente utilizando métodos conocidos (véase por ejemplo,
Gene, 16 de octubre de 1995; 164 (1l): 49-53).

Las células pueden ser transformadas mediante
cualquier técnica apropiada en las que sé incluyen, por
ejemplo, biholistica, electroporacidén, transformacidn de perla
de vidrio y transformacién de vibrisas de carburo de silicio.

En modalidades particulares, la lipasa es expresada
de manera invisible y/o apuntada. El wuso de un promotor
inducible para expresar un gen de lipasa permite la produccién
de la lipasa después del cultivo del microorganismo cuando las
condiciones han sido ajustadas, si es necesario, para mejorar
la transesterificacién, por ejemplo, después de la disrupcidn
de las células, reduccién del contenido de agua de la mezcla de
reaccién y/o adicién de alcohol suficiente para impulsar la
conversidn de TAG a ééteres de Aacido - graso. Promotores
inducibles utiles en la invencidén incluyen aquellos gue moderan
la transcripcién de un gen enlazado operativamente en respuesta
a un estimulo, tal como una molécula pequefia provista
exégenamente,.temperatura (frio o calor), 1luz, eté. Promotores
apropiados pueden activar la transcripcidn de un - gen
esencialmente silente o regular ascendentemente, de preferencia

sustancialmente, la transcripcién de un gen enlazado
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operativamente que es transcrito a bajo nivel. En el ultimo
caso, el nivel de transcripcién de la lipasa de preférencia no
interfiere significativamente con el crecimiento del
microorganiémo en el cual es expresada.

Puede ser veﬁtajoso, en modalidades particulares,
apuntar la expresién de la lipasa a uno o mas compartimientos
celulares, en donde es secuestrada de la mayoria de 1lipidos
celulares hasta el inicio de la reaccioén de

transesterificacién.

3. Ventajas de biomasa con una proporcidén de aceite: aceite mas
alta | |

La transesterificacién directa de peructos agricolas
se ha efectuado como se reporta en las publicaciones de
solicitudes de patentes estadounidenses Nos. 20030229237
(publicada el 11 de diciembre de 2003) y 20050020842 (publicada
el 27 de enero de 2005). Estos procesos emplean materiales
tales como soja, coco, palma, maiz, algoddn, lino,
colsa/canola, cérfamo, girasol u otras materias primas de
aceite o grasas animales como el sﬁstrato para ﬁn proceso de
transesterificacidén produzca alquilésteres de écido graso.

Una ventaja partiéular de usar microorganismos, como
se describe en la»presente, para la generacién de TAG utiles en
los métodos de transesterificacién de la presente invencidn, es

la habilidad para modular la proporcién de aceite a sin aceite
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en la biomasa, que se ha encontrado inesperadamente imparte dos
caracteristicas ventajosas. En primer lugar, como se mueétra en
los ejemplos a continuacién,.la-transesterificacién de biomasa
que tiene una proporcidén de aceite:sin aceite més alta conduce

a una eficiencia incrementada en la conversién de TAG a

alquilésteres de &cido graso. En segundo lugar, como tampbién se.

muestra en los ejemplos a continuacidén, la transesterificacidn
de biomasa que tiene una proporcién de aceite:sin acelte més

alta produce un producto de biodiesel con proporciones

" reducidas de heterodtomos indeseables. En el ultimo caso, la

fase lipofilica generada por la transesterificacidén comprende
f6sforo en una cantidad en peso no mayor de 60 partes por
millén. En algunas modalidades, la cantidad de fdésforo en peso
en la fase lipofilica no es mayor de 25 partes por millén. En

algunas modalidades, la cantidad de fésforo en peso en la fase

lipofilica no es mayor de 10 partes por millén. En otras

modalidades, 1la cantidadv de azufre en peso en la fase
lipofilica no es mayor que 80 partes por millén y en todavia
otras modalidades, la cantidad de azufre en peso en la fase
lipofilica.ﬁo es mayor de 60 partes por ndllén. En alguﬁas
modalidades, la cantidad de azufre en peso en la fase
lipofilica. no es mayor de 15 partes pér milldén. En algunas
modalidades,  la cantidad de hierro en peso  en la fase
lipofilica no es mayor de 2 partes por millén. En algunas

modalidades, la cantidad de cinc en peso en la fase lipofilica
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no es mayor de 40 partes por millén. En algunas modalidades, 1la
cantidad de cinc en peso en la fase lipofilica no es mayor de
12 partes por millén. En algunas modalidades, 1la cantidad
compinada de magnesio y célcio en peso en la fase lipofilica no
es mayor de 5 partes por milldén. En algunas modalidades, la

cantidad combinada de sodio y potasio en peso en la fase

lipofilica no es mayor de 50 partes por millén. En algunas

modalidades, la cantidad combinada de sodio ¥y potasio en peso

de la fase lipofilica no es mayor de 15 partes por millén.

Algunos métodbs de la invencién producen un producto en el cual
dos o mas de los siguientes heteroatomos o combinaciones de
heteroatomos estan limitados en concentracién en la fase
lipofilica del material transeéterificado a las sigulentes
concentraciones: azufre es menos de 15 partes por millon;
f6sforo es menos de 20.001% de masa total; la cantidad
combinada de magnesio y calcio no es mayor de 5 partes por
millén y ia cantidéd combinada de sodié y potasio no es mayor
de 15 partes por milldn.

Otro aspecto de la biomasa de alto contenido de
aceite cultivada heterotréficamente en particular microalgas,
es la cantidad de carotenoides resultantes en la fase

lipofilica después de la transesterificacién. En algunas

modalidades de la presenté invencidén, la cantidad de proteina’

no es mayor de 400 microgramos por gramo de fase lipofilica. En

algunas modalidades, la cantidad de luteina no es mayor de 200
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microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de luteina no es mayor de 100
microgramos  por gramo de fase lipofilica. En algunas

modalidades, 1la cantidad de luteina no es mayor de 4d
microgramos  por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la. cantidad de luteina no es menor de O
microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, 1la canfidad de luteina no es menor de 10
microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de luteina no es menor de 30
microgramos por gramo de fase - lipofilica. En algunas
modalidades; la fase 1lipofilica contiene una cantidad de
luteina entre cualquier combinacién de los niveles méximos vy
minimos indicados anteriormente, tal como menor de 400 y por lo
mends 5 microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la Acantidad de luteina es aproximadamente 35
microgramos por gramo de fase lipofilica.

En algunas modalidades, la cantidad de zeaxantina no
es mayor. de 275 Hdcroéramos por gramo de fase lipofilica. En
algunas‘modalidades, la cantidad de zeaxantia no es mayor de
150 microgramos por gramo de fase 1lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de éeaxantina no es mayor de 75
microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, lé cantidad de zeaxantina no -es mayor de 25

microgramos por . gramo de fase lipofilica. En algunas
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modalidades, 1la cantidad de zeaxantina no es mayor de 0.5
microgramos - por gramo de fase lipofilica. En  algunas

modalidades, la cantidad de zeaxantina no es menor de 10

microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas

modalidades, la <cantidad de zeaxantina no es menor ~de 20
microgramos por gramo de . fase lipofilica. En algunas
modalidades, 1la fase 'lipofilica contiene wuna cantidad de
zeaxantina entre éualquier combinacidén de los ni&eles maximo y
minimos citados anteriormente, tal como menor de 275 y por lo
menos 0.5 microgfamos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de zeaxantina es de aproximadamente de
23 microgramos por fase li?ofilica.

En algunas modalidades, la cantidad de o=
criptoxantina no es mayor de 8 microgramos éor gramo de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de a-
criptoxantina no es mayor de 5 n@crogramos por gramo de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de oa-
criptoxantina no es mayor de 2 microgramos por gramo de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de o-
criptoxantina no es mayor de 0.1 microgramés por gramo de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de «a-
criptoxaﬂtina no es menor de 0.001 Hdcrograﬂos por gramo de
fase lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de a-
criptoxanﬁina no es menor de 0.01 microgramos por gramc de fase

lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de «a-
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criptoxantina no es menor de 0.05 microgramos por gramo de fase
lipofilica._En algunas modalidades, la fase lipofilica tiene
una cantidad de a-criptoxantina entre cualquier combinacidn de
los niveles méximo y minimo citados anteriormente, tal como
menor de 8 y por lo menos 0.01 microgramos por gramos de fase
lipofilica. En algunas ' modalidades, la. cantidad de «o-

criptoxantina es de aproximadamente 0.06 microgramos por gramos

‘de fase lipofilica.

En algunas modalidades, la cantidad de B-
criptoxantina no es mayor de 18 microgramos por gramos de fase
lipofilicé. En algunas modalidades, la cantidad de f-
criptoxantina no es mayor de 8 microgramos por gramos de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de f-
criptoxantina no es mayor de 4 microgramos por gramos de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de :B—
criptoxantina no es mayor de 2 microgramos por gramos de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de pB-
criptoxantinavno es menor de 0.1 microgramos por gramos de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de f-
criptoxantina no es menor de 1 microgramo por gramos de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de B-
criptoxantina no es meﬁor de 1.5 microgramos por gramos de fase
lipofilica.: En algunas modalidades, ia fase lipofilica contiene
una cantidad de P-criptoxantina entre cualquier combinacién de

los niveles maximo y minimo citados anteriormente, tal como

lag
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menor de 18 y por lo menos 0.1 microgramos por gramo de fase
lipofilica. En algunas modalidades, la cantidad de B-
criptoxantina es aproximadamente 1.8 microgramos por gramo dé
fase lipofilica.

En algunas modalidades, la cantidad de a-caroteno no
es mayor de 1.9 microgramos por gramo de fase lipofilica. En
algunas modalidades, la cantidad de a-carotenc no es mayor de 1
microgramo  por gramé de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de oa-caroteno no es mayor de 0.1
microgramo por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de a-caroteno no es mayor de 0.09
microgramo por gramo de | fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de oa-caroteno no es.menor de 0.0005
microgramo por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de «-caroteno no es menor de 0.01
microgramo por gramo de fase lipofilica. | En algunas
modalidades, la cantidad de a-caroteno no es menor de 0.05
microgramo por' gramo de ’fase lipofilica. En algunas
modalidades, la fase 1lipofilica contiene una cantidad de oa-
caroteno ente cualquier combinacidén de los niveles maximo vy
minimo citados anteriormente, tal coﬁo menor de 1.9 y por lo
menos 0.0005 microgramos por gramé de fase lipofilica. En
algunas’ modalidades, la cantidad de o—-caroteno es de
aproximadamente 0.08 microgramos por gramo de fase lipofilica.

En algunas modalidades, la cantidad de P-caroteno no
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es mayor de 14 microgramos por gramo de fase lipofilica. En
algunas modalidades, la cantidad de B—caronteno‘noieé mayor de
10 microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de p-caronteno no es mayor de 4
microgramos  por | gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de P-caronteno no es mayor de 1.5
microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades,‘ la cantidad de p-caronteno no es mayor de 0.1
microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de B—céronteno no es menor de 0.1
microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de p-caronteno no es menor de 1
microgramo  por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, lé fase lipofilica contiene una cantidad de B-
caronteno entre cualguier combinacién de los niveles maximos y
minimos citados anteriormente, tal como menor de 14 y por 1o
menos 0.1 microgramos por gramo de fase lipofilica. En algunas
modalidades, la cantidad de f-caronteno es aproximadamente 0.1
microgramos por gramo de fase lipofilica.

La eficiencia incrementada con la cual los TAG son
convertidos a alquilésteres de &cido graso y la proporcién
reducida de ﬂeteroétomos introducidos a la fase lipofilica, via
aplicacién de los métodos de la presente invencién a biomasa
que comprende una alta proporcidén de aceite:sin aceite son

ventajas inesperadas. FEjemplos que muestran la eficiencia
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mejoréda con la cual el aceite puede ser transesterificado y la
proporcidn reducida de heterodtomos. en el producto
transesterificado, son descritos posteriormente en la presente.

En algunas modalidades, la proporcién de aceite:sin
aceite de la biomasa seca sometida a tranéesterificacién u
otfos métodos de modificacién quimica es de:por . lo menos 1:20,
por 1o menos 1:19, pof lo menos 1:18, por 1o menos 1:17, por 1lo
menos 1:16, por lo menos 1:15, por lo menos 1:14, por lo mencs
1:13} por 1o menos 1:12, por lo menos 1l:11, por lo menos 1:10,

por lo menos 1:9, por lo menos 1:8, por lo menos 1l:7, por lo

menos 1:6, por lo menos 1:5, por lo menos 1l:4, por lo menos

1:3, por lo meﬁos 1:2 o por lo menos 1l:1. En otras modalidades,
la proporcién de aceite:sin aceite de la biomasa seca sometida
a transesterificacidén es por lo menos 1.1:1, por lo menos
1.2:1, por lo menos 1.3:1, por lo menos 1.4:1, por 1o menos
1.5:1, pér lo menos 1.6:1, por 1lo Hénos 1.7:1, por lo menos
1.8:1, por lo menos 1.9:1, por lo menos 2:1, por lo menos 3:1,
por lo menos 4:1, por lo menos 5:1, por lo menos 6:1, por 1lo

menos 7:1, por lo:-menos 8:1, por lo menos 9:1 o por lo menos

10:1.

V. OTROS METODOS DE MODIFICACION QUIMICA DE BIOMASA QUE

CONTIENE LIPIDOS

La presente invencidn provee métodos de modificacidn

quimica diferente a la transesterificacidén gue produce un

Laq
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producto uGtiles en una variedad de aplicaciones industriales y
otras aplicaciones, en las que se incluyen hidrogenacién,
interesterificécién, hidroxilacidén e hidrodlisis mas derivacion.
De maneré' similar a agquella descrita anteriormente con
referencia a la transesterificacién, éstas modificaciones
quimicas pueden también ser efectuadas sobre biomasa generada
de los cultivos microbianas descritos en la presente. En
algunas modalidades, la Dbiomasa puede comprender biomasa
combinada de dos o mAs cultivos de cepas o especies distintas
de microotganismos. En algunas modalidades, las distintas éepas
o especies tienen diferentes perfiles de glicerol liquido, como
se ilustra en el Ejemplo 22Z. En algunos métodos de la
invencidn, la biomasavmicrobiana es primero cosechada del medio
de cultivo y luego sometida a una reaccidén quimica que modifica
covalentemente por lo menos 1% del lipido. En. algunas
modalidades, por 1lo menosv2%, por lo menos 3%, por lo menos 4%,
por lo menos 5%, por io menos 10%, por lo menos 20%, por lo
henos 30%, por lo menos‘40%, por 1lo menos 50%, por lo menos
60%, por lo menos 70%, por lo menos 80% o por lo menos 90% del

lipido es modificado por el proceso guimico.

A. Hidrogenacién: Saturacién de dobles enlaces

La hidrogenacidn es la adicidén de hidrdgeno a dobles
enlaces en los constituyentes de acido graso de glicerolipidos

o de acidos grasos libres. El1 proceso de hidrogenacidén permite
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la transformacidén de aceites liquidos a grasas semisdlidas o
sélidas, que pueden ser ma&s apropiadas para aplicaciones
especificas. La hidrogenacién es un proceso quimico Dbien
conocido y en general comprende poner en contacto una mezcla de
aceite con un catalizador de metal de transicién finamente
dividido (por ejemplo, niquel, paladio, platino o rodio) a una

temperatura elevada (por ejemplo, 140-225° C) en presencia de

. hidrdgeno.

La hidrogenacién de biomasa producida por lo métodos
descritos en la presente puede ser efectuado en conjunbién con
uno o mas de los métodos vy/o materiales provistos en la
presente, en los que. se incluyen biomasa microbiana con un
porcentaje de DCW como lipido de por 1lo menos 20% o para
producir productos, como se reporta en los siguientes: patentes
estadounidenses Nos. 7,288,278 (aditivos de alimentos o
nmedicamentos); 5,346,724 (prpductos de lubricacién); 5,475,160
(alcohoies grasos) ; 5,091,116.(aceites comestibles); 6,808,737
(grasas estructurales para margarina y dispersiones); 5,298,637
(sustitutos de grasa de bajas calorias); 4,581,139 (catalizador
de hidrogenacién y adsorbentes de azufre); 5,233,099 vy
5,233,100 (alcoholes grasos); 4,584,139 (catalizadores de
hidrogenacién) ; 6)057,375 (agentes de supresidn de eséumado) y

7,118,773 (dispersiones de emulsidén comestible), cada una de

las cuales es incorporada en la presente por referencia.
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B. Interesterificacidén: Intercambic de componentes de &cido

graso de glicerolipidos

Los glicerolipidos producidos de manera natural
comunmente no tienen una distribucidn uniforme de
constituyentes de &acido graso. En el contexto de aceites, la
interesterificacién se refiere al intercambio de. radicales
acilo entre dos ésteres de diferentes glicerolipidos. EI1
proceso de interesterificacién provee un mecanismo mediante el
cual 1los constituyentes de acido grasd de una mezcla de
glicerolipidos puede ser rearreglado para modificar el patrén
de distribucidén. La interesterificacidén es un proceso gquimico
bien conocido y comprende en general el calentamiento de una
mezcla (a una temperatura de aproximadamente 200° C) de aceites
por un periodo (por ejemplo, 30 ndnutosj en presencia de un
catalizador, tal como un metal alcalino o alquilato de metal
alcalino (por ejemplo, metéxido de sodio). Este proceso puede
ser usado para aleatorizar_el patréon de distribucidén de los
constituyentes de &acido graso de una mezcla de aceite o puede
ser dirigido para producir un patrdédn de distribucidén deseado.
Este método de modificaciénb quimica de 1lipidos puede ser
efectuado sobre materiales provistos en la presente, tal como
una masa microbiana con un poréentaje de lipido de DCW de por
1o menos 20%. |

Durante la interesterificacién, en la cual se busca

un patrén de distribucién especifico de &cidos grasos, puede




10

15

20

25

121

ser efectuado al mantener la mezcla de aceite a una temperatura
menor que el punto de fusidén de algunos TAG que podrian estar
presentes. Esto da como resultado la cristalizacién selectiva
de estos TAG, que los elimina efectivamente de la reaccién a
medida que cristalizan. El proceso puede ser proseguido hasta
que la mayoria de los 4&cidos grasos en el agente han
precipitado. Un proceso de interesterificacién dirigido puede

ser usado para producir por ejemplo, un producto con un

‘contenido de calorias méds bajo via la sustitucién de &cidos

grasos ‘de cadena mé&s larga con contraparte de cadena més corta.
La interesterificacién dirigida puede también ser usada para
producir un producto con una mezcla de grasas que puede proveer
caracteristicas de fusién deseadas y elementos estructurales
buscados en aditivos de alimentos o productos alimenticios (por
ejemplo, margarina) sin recurrir a la hidrogenacién, gque puede
producir isémeros trans indeseables.

La interesterificacién de biomasa producida por 1los
métodos descritos en 1la presente puede ser efectuada en
conjuncién con uno o més de los métodos y/o materiales o para
producir productos, como se reporta en los siguientes: patentes
éstadounidenses Nos. 6,080,853 {sustitutos de grasa no
digeribies); 4,288,378 (estabilizador de man£eca de cacahuate) ;
5,391,383 (aceite de atomizacién comestible); 6,022,577 (grasas
comestibles para productos alimenticios); 5,434,278 {(grasas

comestibles para productos alimenticios); 5,268,192 (productos
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de nuez de bajo contenido de calorias); 5,528,197 (composiciones
comestibles de calorias reducidas); 4,335,156 (prbducto de
grasa comestible) ; 7,288,278 (aditivos de alimentos o}
medicamentos) ; 7,115,760 (proceso de fraccionamiento);

6,808,737 (grasas estructuraleé); 5,888,947 ' (lubricantes ‘de

motor); 5,686,131 (mezclas de aceite comestible) y 4,603,188

(composiciones de uretano curables), cada una de las cuales es
incorporada en la presente por referencia.

En una modalidad de la invenciédn, la
transesterificacién de la biomasa, como se describe en la
presente, es seguida por reaccidédn del producto
transesterificado con poliocl, como se reporta en la patente
estadounidense No. 6,465,642, incorporada en la presente por
referencia, para producir poliésteres de acido graso de poliol.
La transesterificacién puede también ser. efectuada sobre
biomgsa microbiana con ésteres de acido graso de cadena corta,
como se reporta en la patente estadounidense No. 6,278,006,

incorporada en la presente por referencia.

C. Hidroxilacidn: Saturacién wvia la adicidédn de agua a dobles

enlaces

La hidroxilécién involucra la adicidén de agua é un
doble enlace dando como resultado saturacién y la incorporacidn
de una porcién hidroxilo. El proceso de hidroxilacidén provee un

mecanismo para convertir uno o mads constituyentes de &cido
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graso de un glicerolipido a un hidroxiadcido graso. La
hidroxilacidén puede ser efectuada, por ejemplo, via el método
reportado en la patente estadounidense No. 5,576,027,
incorporada en la presente por referencia. Los &cidos grasos
hidrqxilados, en los que se incluyen aceite de ricino y sus
derivados, son Utiles como componentes en varias aplicaciones
industriales, en las que se incluyen como aditivos de
alimentos, surfactantés, agentes de humectacién de pigmentos,
agentes desespumantes, aditivos a prueba de agua, agentes

plastificantes, agentes de emulsificacién de cosméticos  y/o

-desodorantes, también como en electrénicos, agentes

farmacéuticos, pinturas, tintas, adhesivos y lubricantes.
La hidroxilacién de biomasa microbiana producida por
los métodos descritos en la presente puede ser efectuada en

conjuncién con uno o mas de los métodos y/o materiales o para

producir productos, como se reporta en los siguientes: patentes

estadounidenses Nos. 6,590,113 (recubrimientos a base de aceite
y tinta); 4,049,724 (proceso de hidroxilacidén); 6,113,971
(manteca de aceite de oliva); 4,992,189 (lubricantes y aditivos
lubricantes) ; 5,576,027 {leche hidroxilada) \ 6,869,597
(cosméticos), cada una de las cuales es incorporada en la

presente por referencia.

Los glicerolipidos hidroxilados pueden ser

" convertidos a estolatos. Los estolatos consisten de un

glicerolipido en el <cual un constituyente de &cido graso
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hidroxilado ha "~ sido esterificado a otra molécula de 4&cido
graso. La conversién de glicerolipidos hidroxilados a estolatos
se puede llevar a cabo al calentar una mezcla de glicerblipido
y &acidos grasos y poner en contacto la mezcla con un 4cido
mineral, com§ se describe por Isbell et al., JAOCS 71(2): 169-
174 (1994), incorporada en la presente por referencia. Los
estolatos son utiles en una variedad de aplicaciones, en las
que se incluyen sin limitacién aquellas reportadas en los
siguilentes: patentes estadounidenses Nos. 7,196,124 (materiales
elastoméricos y cubiertas de piso); 5,458,795 (aceites espesos
para aplicaciones de alta temperatura); 5,451,332 (fluidos para
aplicaciones industriales); 5,427,704 (aditivos de combustible)
y 5,380,894 (lubricanﬁes, grasas, plastificantes y tintas de
impresién), cada una de las cuales es incorporada en la

presente por referencia.

D. Hidrdlisis mas derivacién: Escisidén y modificacidén de acidos

grasos libres

La hidrdélisis de los constitﬁyentes/de acido graso de
los glicerolipidos producidos por los métodos de la invencidn
produce - acidos '‘grasos libres que pueden ser derivadds_ para
producir otfas entidades quimicas utiles. La hid?élisis ocurre
en presencia de agud y un catalizador &cido o base. Los &cidos
grasos libres pueden ser derivados para producir una variedad

de productos, como se reporta en los sigulentes: patentes
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estadounidenses Nos. 5,304,664 (dcidos grasos altamente

sulfatados); 7,262,158 (composiciones de limpieza); 7,115,173'

(composiciones reblandecedoras de telas); 6,342,208 (emulsiones
para tratamiento de la piel); 7,264,886 (composiciones
repelentes de agua); 6,924,333 (aditivos de pintura); 6,596,768
(materia prima de rumiantes enriquecida de lipidos) y 6,380,410
(surfactantes para detergentes y limpiadores), cada una de las

cuales es incorporada en la presente por referencia.

E. Reacciones quimicas adicionales para modificar biomasa

microbiana que contiene lipidos

Otras reacciones quimicas que pueden ser efectuadas

" sobre biomasa microbiana que contiene lipidos incluyen hacer

reaccionar los triacilgliceroles con un agente | de
ciclopropanacién para mejorar la fluidez vy/o estabilidad
oxidante, como se reporta en la patente estadounidense No.
6,051,539; manufactura de ceras a partir de triocacilgliceroles,
como se reporta en la patente estadounidense No. 6,770,104 vy
epoxidacidén de triacilgliceroles, como se reporta en “The

effect of fatty acid composition on the acylation kinetics of

epoxidized triacylglycerols”, Journal of the American 0il

Chemists Society, 79: 1, 59-63 (2001) y Free Radical Biology
and Medicine, 37: 1, 104-114 (2004), cada una de las cuales es
incorporada en la presente por referencia.

En algunos métodos, la primera etapa de modificacidn

10 ¥}
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es hidroprocesamiento para saturar dobles enlaces, seguido por
desoxigenacidn a temperaturarelevada en.presencia de hidrdgeno
y un catalizador. En algunos métodos, la hidrogenacidén vy
desoxigenacidén ocurren en la misma reaccién. En otros métodos,
la desoxigenacidén ocurre antes de la hidrogenacién. La
isomerizacidén es luego. efectuada opcionalmente, también en
presencia de hidrdégeno y un catalizador. Finalmente, los gases
y componentes de nafta pueden ser removidos si se desea. Por
ejemplo, véanse las patentes estadounidenses Nos. 5,475,160
(hidrogenacién de triglicéridos); 5,091,116 (desoxigenacidn,
hidrogenacién y remocién de gas); 6,391,815 (hidrogenacién) vy
5,888,947 (isomerizacidn), cada una de las cuales es

incorporada en la presente por referencia.

F. Saponificacién de biomasa microcbiana portadora de aceite y

aceite extraido

1. Quimica basica de saponificaciédn

Los aceites de animales y plantas estdn compuestos
comunmente de triacilgliceroles (TAG), que son ésteres de
dcidos grasos con el alcohol trihidrico, glicerol. En una
reaccién de hidrdélisis alcalina, el glicerol en un TAG es
reﬁovido, dejando tres aniones de écido carboxilico que se
pueden asociar con cationes de metal alcalino tales como sodio
0 potasio para producir sales de acido graso. Un esquema de

reaccién es como sigue:
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—— O —— OCR;
KOH .
— 0 — OCR; ———— 3 ROCO00'K + R COOK + R;COOK + glicerol
L— QO —— QCRs

EFn este esquema, los constituyentes de acido
carboxilico son escindidos de la ©porcidén triglicerol vy
reemplazados con grupos hidroxilo. La cantidad de base (por
ejemplo( KOH) que es usada en la reaccidén es determinada por el
grado de saponificacidén deseado. Si el objetivo es por ejemplo,
producir un producto ae jabdén que comprende algunos de los
aceltes originalmente presentes en la composicién de TAG, una
cantidad de base insuficiente para cubrir todos los TAG a sales
de acido graso es introducida a la mezcla de reaccién.
Normalmente, esta reaccidén es efectuada en una solucidén acuosa
y procede lentamente, pero puede ser acelerada por la adicién
de calor. La precipitacién de las sales de &acido graso puede

ser facilitada mediante la adicién de sales, tales como haluros

de metal alcalino solubles en agua (por ejemplo, NaCl o KCl) a

- la mezcla de reaccidén. Preferiblemente, la base es un hidréxido

de metal alcalino tal como NaOH o KOH. Alternativamente, otras
bases, tales como alcanolaminas, en las que se incluyen por

ejemplo, trietanolamina ¢ aminometilpropanol, pueden ser usados

en el esquema de reaccién. En algunas modalidades, estas

alternativas pueden ser preferidas para producir el producto de
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jabdén claro.

2. Saponificacidn devbiomasa portadora de aceite

La saponificacién de biomasa microbiana portadora de
aceite puede ser efectuada de acuerdo con los métodos de la
invencién sobre biomasa intacta o biomasa que ha sido sometida
a diérupcién antes de ser sométida a Jla reaccidn de hidrélisis
alcalina. En el primer caso, la. biomasa microbiana intacta
generada via el cultivo de microorganismos como se define en la
presente puede ser puesta en contacto directamente con una base
para convertir los componentes de lipidos que contienen éster
de la biomasa a sales de &acido graso. En algunas modalidades,
toda o una porcidén del agua en la cual los microbios han sido
cultivados es removida y la biomasa es resuspendida én una

solucidén acuosa en una cantidad de base suficiente para

‘saponificar la porcidén deseada del glicerolipido y componentes

de éster de acido graso de la biomasa. En algunas modalidades,
menos del 100% de los glicerolipidos y ésteres de &acido graso
eh-la biomasa son convertidos a-sales de acido giaso.

En algunos métodos de la invencidén, la biomasa es
sometida a disrupcidén antes de ser sometida a la reaccidén de
hidrélisis alcalina. La disrﬁpcién de la biomasa puede ser

efectuada via cualquiera de uno o méds de los métodos descritos

~anteriormente para someter a lisis las células, en las que se

incluyen 1lisis inducida por calor, 1lisis mecanica o 1los

Lo
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semejantes, para hacer los componentes intracelulares de los
microorganismos mas facilmente accesibles a ia base. Esto puede
ayudar a facilitar la conversién de TAG o ésteres de acido
graso a séles de acido graso. Aunque se puede usar lisis
inducida por é&cido para éometer a disrupcidén la biomasa antes
de la saponificacidn, otros. métodos pueden ser mas deseables
para reducir la posibilidad de que base adicional sera
consumida para neutralizar cualquier &cido restante durante la
reaccidén de hidrélisis alcalina, lo -que puede impactar la
eficiencia de conversidén basal de acido graso. Debido a que la
aplicacién de calor puede acelerar la reaccién de hidrélisis
alcalina, la lisis inducida por calor puede ser usada antes o
durante la reaccién de saponificacidédn para producir las sales
de acido graso.

En algunas modalidades de la invencién, la biomasa no
es sometida a ningﬁn tratamiento o cualquier_ tratamiento
diferente a disrupcién, antes de ser sometida a la reaccién de
hidrélisis alcalina. En algunas modalidades, él enriquecimiento
previo de la biomasa para incrementar la proporcién de lipido a
matérial né lipido en la biomasa a mas de 50% (o por mas de
50%) en peso es efectuado como se describe en la presente. En
otras ﬁodalidades, la biomasa es sometida' a la reaccidédn de
hidrdlisis alcalina sin una etapa de enriquecimiento previo. En
algunas modalidades, la biomasa sometida a la reaccidén de

hidrélisis alcalina contiene componentes diferentes a agua en
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las mismas proporcibnes relativas como la biomasa en el punto
de coseché. En équellas modalidades en las cuales
sustancialmente toda el agua ha sido removida, la biomasa
comprende una emulsién celular o concentrado en emulsidén
sustancialmente secos.

Cualquiera de los microorganismos descritos en la
presente pueden ser usados para producir biomasa que contiene
lipidos para la produccidén de aceite saponificados. En algunas
modalidades, los microorganismos pueden también impartir otras
caracteristicas de las composiciones de aceite saponificadas
producidas de los métodos descritos en ia presente. Por
ejemplo, microalgas de diferentés especies, también como
microalgas cultivadas bajo diferentes condiciones, varian en
color, en los que se incluyen verde, amarillo, anaranjado, rojo
y los semejantes. .Pequefias cantidades de los compuestos que
imparten estos colores a las microalgas pueden ser retenidos a

propésito de tal manera que las composiciones de aceite

saponificado resultante y mediante esto proveer colorantes

néturales. En algunas modalidades, otros constituyentes de 1la
biomasa, en 1los que se incluyen carotenoides y =xantofilas,
pueden también ser obtenidos en pequefias cantidades en las
composiciones de aceite saponificado.

La extensidén de saponificacidn de la biomasa puede
variar en los métodos de la invencidén. En algunas modalidades,

es deseable producir una composicién de aceite saponificada que
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también incluye constituyentes de élicerolipido de la biomasa.
La cantidad- apropiada de base (por ejemplo, NaOH) para uso en
la reaccidén de hidrdlisis alcalina puede ser determinada en
base a un analisis del glicerolipido y contenidoide éster de
adcido graso de la biomasa. En algunas modalidades, es
preferible usar un .exceso de base para saponificar biomasa que

contiene lipidos directamente, debido a que algo de 1la base

‘puede ser consumida por reaccidn con otros constituyentes de la

biomasa. En algunas modalidades, el uso de cantidades en exceso
de base para saponificar los constituyentes de lipidos que
contienen éster de la biomasa da como resultado una composicidén
de acelite saponificada que es 1indeseablemente alcalina. En
estas instancias, la composicidén puede ser purificada para
reducir la alcalinidad de 1la composicién al ebullir la
composicidén de aceite saponificada en agua y re-precipitar las
sales de &cido graso via adicién de sales tales como NaCl, KC1
o los semejantes. La composicién de Jabdn purificadé puede
luego ser sometida a procesamiento adicional, tal como remover
agua en exceso, i1ntroducir varios aditivos a la composicién de

jabén, moldear el jabdén en barras u otras formas vy 1los

semejantes.

En algunas modalidades, las sales de &cido graso
(también denominadas como aceites saponificados) generadas de
los métodos descritos en la presente pueden ser combinadas con

uno o mas aditivos seleccionados de aceites esenciales, aceites
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de fragancia, aceites de sabor, boténicos, extractos, extractos
de CO,, arcillas, colorantes, didéxido de titanio, mica, hierbas

de tinte, agentes de deslizamiento, exfoliantes, semillas de

fruta, fibras, polvos de grano, harinas de nuez, harinas de

semillas, perlas de ajenjo, perlas de ' cera, hierbas,
hidrosoles, vitaminas, polvos. de leche, conservadores,
antioxidantes, tocoferoles, sales, azlcares, aceites vegetales,
ceras, glicerina, vegetales de mar, aceites nutritivos, aceites
humectantes, mantequillas vegetales, propilenglicol, parabenos,
miel, cera de abeja, aloe, polisorbato, almidén de maiz, polvo
de cocoa, polvo de coral, humectantes, gomas, agentes
emulsificantes vy espesantes 0 cualesquier otros aditivos

descritos en la presente.

3. Saponificacién del aceite extraidq

El grado de saponificacidén de los constituyentes de
lipidos extraidos de ‘la biomasa  puede ser més facilmente
coﬁtrolado debido a la probabilidad reducida de que la base

sera consumida por medio de interaccién con componentes

diferentes a glicerolipidos o ésteres de &cido grasos presentes

en el aceite extraidos. La exﬁraccién de los constituyentes de
lipidos puéde.ser efectuada via procedimientos'de fracciéon de
hekano convencionales o via un procedimiento de extraccidén de
aceite o procedimiento de extraccidn sin sclvente.

~La extraccidén de hexano convencional (otros solventes
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organicos apropiados pueden también ser'usados) comprende en
general poner en contacto la biomasa o lisado con hexano en una
cantidad y por un periodo de tiempo suficiente para permitir
que el lipido forme una solucidén con el hexano. La mezcla puede

luego ser filtrada y el hexano removido por ejemplo, mediante

. rotoevaporacidén. Los métodos de extraccidédn de. hexano son bien

conocidos en el arte.

La extraccidn de aceite incluye 1la adicidén de un
aceite directamente a un lisado sin separacién previa de los
componentes del lisado. Después de la adicién del aceite, el
lisado se separa ya sea de si mismo o como resultado de
centrifugacidén o los semejantes en diferentes capas. Las capas
pueden incluir en orden de densidad decreciente: una pelotilla
de sélidos pesados, una fase acuosa, una fase de emulsién y una
fase de aceite. La fase de emulsién es una emulsién de lipidos
y fase acuosa. Dependiendo del porcentaje de aceite agregado
con respecto al lisado (peso/peso o volumeﬁ/volumen), la fuerza
de centrifugacién si la hay, volumen de medio acuoso y otros
factores, ya sea unc u otro ovambas de las fases de emulsidén y
acelite pueden estar presentes. La incubacién o tratamiento del
lisado celular o la fase de emulsidén con el aceite es efectuada
por un tiempo suficiente.paré permitir que el lipido producido
por el microorganismo sea solubilizaao en el aceite o forme una

mezcla heterogénea.

En varias modalidades, la composicién de aceite
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saponificado que contiene uno o mas aditivos, como se describe
anteriormente, es formulada para uso como producto cosmético.
En algunas modalidades, el producto cosmético es un producto de
higiene personal, tal como una composicidédn de limpieza para uso
en el cuerpo o parte el cuerpo del individuo del mismo (por
ejemplo, cara, piernas, .etc.)

En un aspecto, la invencidén es concerniente con un
kit que comprende una composicién de aceite saponificado, como
se describe en la presente, y un complemento oral. En una
modalidad, el complemento oral es una vitamina. En otra
modalidad, el complemento oral es una hierba.

En otro aspecto, la invencidén es concerniente con un
método para usar aceite saponificado derivado de la hidrdlisis
alcalina de biomasa, producida como se describe en la presente,
para mezcla con uno o mas aditivos, como se describe
anteriormente; y empaque de la mezcla como un producto
cosmético. En una modalidad, el producto cosmético comprende
una composicidédn de limpieza (por.ejemplo, un limpiador facial).

Métodos de andlisis de ADN convencionales pueden ser
usados para detectar la presencia de componentes derivados de
biomasa microbiéna de acuerdo con la presente invenciédn.

. Tddas las referencias citadaé en la presente, en las
gue se-' incluyen patentes, solicitudes ‘“de patente Yy
publicaciones, son incorporadas por medio de 1la presente por

referencia en su totalidad, sin consideracién si fueron
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especificamente incorporados previamente. Las publicaciones
mencionadas en la presente son citadas por el propdsito de
describir y revelar reactivos, metodologias y conceptos que
pueden ser usados en relaciénrcon la presente invencién. Nada

en la presente serd interpretado como admisidén de que estas

referencias con arte previo en relacién con la invencién

descrita en la presente. En particular, las siguientes
solicitudes de patente son incorporadas en la presente .por
referencia en su totalidad para todos los propdsitos. Solicitud
provisional estadounidense No. 61/043,620 presentada el 9 de
abril de 2008, dintitulada “Direct Chemical Modification of
Microbial Biomass”, solicitud provisional estadounidense No.
61/074,610, presentada el 20 de Jjunio de 2008, intitulada
“"Soaps and Cosmetic Products Produced from 0Oil-Beamnng Microbial
Biomass and 0ils”, publicacién internacional numero WO
2008/151149, y solicitud provisional estadounidense  No.
61/112,464 presentada el 7 de noviembre de 2008, intitulada
“Cosmetic Compositions Comprising Microalgal Components”.
Aunque esta invencidén ha sido descrita en relaciédn
con modalidades especificas de la misma, se comprenderd que es
apta de modificaciones adicionales. Variaciones, usos ©
adaptaciones dé la invencidén que siguen en geﬁeral, los
principios de la invencidén y gue incluyen tales desviaciones de
la presente revelacién como entren dentro de la practica

conocida o acostumbrada en el arte con el cual la invencién es
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concerniente y <como puedan ser aplicados a los elementos

esenciales resumidos anteriormente en la presente, estan

incluidos en el alcance de las reivindicaciones a continuacidn.
Se ofrecen los siguientes ejemplos para ilustrar, pero no

limitar la invencién reivindicada.

VII. EJEMPLOS

EJEMPLO. 1

A no ser que se indique de otra manera, todas las

cepas descritas en este y los siguientes ejemplos fueron
obtenidas de la Coleccién de Cultivo de Algas en la Universidad
de Texas (Austin, TX). En este ejemplo, cepas de Chlorella
fueron probadas para cultivos sobre glicerol y glucosa. Las
siguiéntes especies y cepas de Chlorella fueron cultivadas:
Chlorella kessleri (cepas 263, 397, 398, 2228), Chlorella
sorokiniana (cepas 1663, 1665, 1669, 1671, 1810), Chlorella
saccharophila (2911, 2469), Chlorella protothecoides (31, 249,
250, 264). Cada cepa fue inoculada de medios sdlidos a 25 ml de
medio base liquido (2 g/l de extracto de levadura, NaNO; 2.94
mM, CaCl,e2H,O 0.17 mM, MgSO4e7H,O 0.3 mM, K;HPOq4 0.4 mM, KHyPO4
1.28 mM, NaCl 0.43 mM) y cultivadas con agitacidén a 27°C por 72

horas bajo una intensidad de luz de 75 pEszﬂ. Estos cultivos

fueron usados para inocular cada cepa a una densidad final de

1x10° células por ml a placas de 24 cavidades dque contienen 2

ml de (a) medio base solamente, (b) medio base mas 0.1% de
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glucosa y (c) medio base mas 0.5% de glicerol grado reactivo

- (EM Science, catalogo # GX0185-6). Las placas fueron colocadas

en la oscuridad y cultivadas por 72 horas con agitacidén a 27°C.
Las muestras de cada cepa cultivadas en las tres condiciones
fueron diluidas 1.9:1 en H;0O destilada y la absorbancia fue
leida a 600 nm en un dispositivo Molecular Devices SpectraMax
340PC. Todas las cepas exhibieron crecimiento en presencia de

glucosa y glicerol en comparacién con el medio de solamente

base.

EJEMPLO 2

Cepas y Medios: Chlorella protothecoides #1 (CEPA

250), #2 (CEPA 264) y Chlorella kessleri #1 (CEPA 398) cultivos
concentrados fueron mantenidos sobre medio de Proteosa
modificado. El medio de Proteosa modificado consistia (g/l) de
0.25 g de NaNO;, 0.09 g de KpHPO,4, 0.175 g de KH;PO4, 0.025 g de
CaCl,¢2H,0, 0.075 g de MgSO4e7H;O0 y 2 g de extracto de levadura
por litro. Los desperdicios de glicerol de la produccidén de
biodiesel (glicerol. acidulado (AG) y glicerol no acidulado
(NAG)) fueron obtenidos de Imperial Western Products (Selma,
CA, EUA). El1 glicerol “puro” o “grado reactivo” fue de EM
Séienée (una divisidén de Merck KGA), catélégo # GX0185-6. Para
cada cepa, 1 ml de 1los sigﬁientes medios diferentes fue
preparado en placas de 24 cavidades.

1. Proteosa + 1% de glicerol puro
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2. Proteosa + 1% de glicerol acidulado

3. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular

4. Proteosa + 1% 'de glicerol puro + 1% de glucosa
(agregada después de 72 h)

5. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de

. glucosa (agregado después de 72 h)

6. Proteosa + 1% de gliéerol sin acidular + 1% de
glucosa (agregado después de 72 h)

Cada cepa fue inoculada a medios diferentes a 5 X 10°
células/ml de concentraciédn. Los cultivos fueron mantenidos en
la oscuridad y fueron agitados mediante agitador orbital de
Labnet (Berkshire, UK) a 430 rpm. Después de 72 h de cultivo
inicial, se agregd 1% (peso/volumen) a las muestras #4, 5y 6 Yy
laé células fueron cultivadas otras 24 horas. Para medir el
DCW, 1 ml de cada . cultivo fue aglomerado mediante
centrifugacién a 5,000 rpm por 5 minutos en una centrifuga
Eppendorf 5415C. Después de remover el sobrenadante, las
pelotillas celulares fueron congeladas a -80°C y liofilizadas
en una secadora por congelacién a escala de laboratorio

(Labconco, MO, EUA). Los resultados son mostrados en la Figura

1.

EJEMPLO 3

Cepas y Medios: Chlorella protothecoides #1 (CEPA

250), #3 (CEPA 249) y Chlorella kessleri #2 (cepa 397) cultivos
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concentrados fueron mantenidos sobre medio de Proteosa
modificado (véase Ejemplo 2). Para cada cepa, 1 ml de los

siguientes medios diferentes fue preparado en placas de 24

cavidades.

1. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa

2. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de
glucosa

3. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa

Cada cepa fue inoculada a medios diferentes a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados por un agitador orbital

de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la gran Bretafa) a 430

rpm. Después de 96 horas, el crecimiento celular fue medido

mediante DCW (véase Ejemplo 2). Los resultados son mostrados en

la Figura 2.

EJEMPLO 4

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella
protothecoides #3 (CEPA 249}, #4 (CEPA 31), vy Chlorella
kessleri #2 (CEPA 397) fueron mantenidos sobre medioc de
Proteosa modificado (véase EJEMPL@ 2)- Para cada cepa, 1 ml de

los siguientes medios diferentes fue preparado en placas de 24

" cavidades.

1. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa
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2. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de
glucosa |

3. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa

Cada cepa fue 1inoculada a medios que contienen
diferentes gliceroles (puro, acidulado o sin acidular) a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretafia) a 430
rpm. Después de 96 horas, se midié el contenido de lipido. Para
medir la cantidad de contenido de lipido en las células, 100 ul
de cultivos fueron recolectados y lavados una vez con el mismo
volumen de medios. A cada tubo, 5 ul de células lavadas y 200
nl de acido- sulfurico (1é M) fueron agregados. Los tubos fueron
incubados a 90°C en un bafio de agua por 30 minutos y se agregd
1 ml de &cido fosfdérico-reactivo de wvanillina a los tubos e
incubados a 37°C por 15 minutos. Para preparar el reactivo de
acido fosférico-vanillina, 0;12 g de vanillina fueron agregados
a 20 ml de agua, y el volumen ajustado a 100 ml con 4&cido
fosférico al 85%. La densidad éptica a 530 nm fue medida en una
cubeta de vidrio contra un tubo de referencia con 5 pl de agua

como muestra. Los resultados son mostrados en la Figura 3.

EJEMPLO 5

Cepas 'y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella
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protothecoides #2 (CEPA 264) y Chlorella kessleri #1 (CEPA 398)
fueron mantenidos sobre medio de Proteosa modificado (véaée
Ejemplo 2).. Para cada cepa, 1 ml de los siguientes medios
diferentes fueron preparados en placas de 24 cavidades.

1. Proteosa + 1% de glicerol puro |

. 2. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular

3. Préteosa + 1% .de glicerol puro + 1% glucosa
{agregado después de 72 horas)

4. Proteosa + 1% de . glicerol sin acidular + 1% de
glucosa (agregado después de 72 horas).

| Cada‘ cepa fue 1inoculada a medios que contienen

gliceroles diferentes (puro o sin acidular) a una concentracién
de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron mantenidos en la

oscuridad vy agitados mediante agitador orbital de Labnet

(Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretafa) a 430 rpm. Después

de 72 horas de crecimiento inicial, se agregd 1% de glucosa a
la muestra #3 y #4 y las células fueron cultivadas otras 24
horas. El contenido de lipidos fue medido en todas las muestras
(véase Ejemplo 4). La densidad optica a 600 nﬁl fue también
medida para verificar la absorbancia no especifica y restada de
OD 530 nm para calcular la cantidad de lipido. La curva de
referencia estéa compues£a de trioleina disuelta en cloroforﬁo

que fluctta de 1 a 10 pg. Los resultados son mostrados en la

Figura 4.
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EJEMPLO 6

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella

protothecoides #3 (CEPA 249) y Chlorella kessleri #2 (CEPA 397)

“fueron mantenidos  sobre medio de Proteosa modificado (véase

Ejemplo 2). Para cada cepa, 1 ml de los siguientes medios
diferentes fue preparédo en placas de 24 cavidades.

1. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa
(agregado después de 72 horas)

2. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de
glucosa (agregado después de 72 horas)

3. Proteosa + 1% de glicerol. sin acidular + 1% de
glucosa (agregado después de 72 horas)

Cada cepa fue 1inoculada a medios que contienen
gliceroles diferentes (puro, écidulado o0 sin acidular) a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados por agitador orbital de
Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretafia) a 430 rpm.

Después de 72 horas de cultivo inicial, se agregd 1% de glucosa

'y las células fueron cultivadas otras 24 horas. El DCW vy

contenido de 1lipido fueron medidos en todas las muestras

(véanse Ejemplos 2‘y 5). El porcentaje de lipido fue calculado
de la cantidad de 1lipido total dividida por el DCW. Los

resultadds son mostrados en la Figura 5.
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EJEMPLO 7

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella
protothecoides #2 (CEPA 264) vy Chlorella kessleri #1 (CEPA 398)
fueron mantenidos sobre medio de Proteosa modificado (véase

Ejemplc 2). Para cada cepa, 1 ml de los siguientes medios

. diferentes fue preparado en placas de 24 cavidades.

1. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa
(agregado después de 72 horas)

2. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa (agregado después de 72 horas)

Cada cepa fue inoculada a medios que contienen ya sea
glicerol 1% puro o glicerol 1% sin acidular a una concentracién
de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron mantenidos en la
oscuridad y agitados por agitador orbital de Labnet (Berkéhire,
Reino Unido de la Gran Bretaﬁé) a 43O rpm. Después de 72 horas

de cultivo inicial, se agregd 1% de glucosa y las células

fueron cultivadas otras 24 horas. El DCW y contenido de lipido

fueron medidos en todas lés muestras (véanse Ejemplos 1 y 4).
El porcentaje de lipido fue calculado de la cantidad de lipido

total dividido por el peso seco de célula. Los resultados son

mostrados en la Figura 6.

EJEMPILO 8

Cepas y Medios: Cultivos Concentrados de Chlorella

protothecoides #1 (CEPA 250), #4 (CEPA 31) y Chlorellé kessleri
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#2 (CEPA 397) fueron mantenidos sobre medio de Proteosa
modificado (véase Ejemplo 2). Para cada cepa, 1 ml de los

siguientes medios diferentes fue preparado en placas de 24
cavidades.

1. Proteosa + 2% de glucosa

2. Proteosa + 1% de glicerol + 1% de glucosa

Cada cepa fue inoculada a medios diferentes a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet  (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretada) a 430
rpm. Después de.96 horas de cultivo inicial, el contenido de
lipido fue medido (véase Ejemplo 5). Los resultados son

mostrados en la Figura 7.

EJEMPLO 9

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella

protothecoides #3 (CEPA 249), #4 (CEPA 31) y Chlorella kessleri

#1 (CEPA 398) fueron mantenidos sobre medio de Proteosa
modificado (véase Ejemplo 2). Para cada cepa, 1 ml de los
siguientes medios diferentes fue preparado eﬁ placas de 24
cavidades.

1. Proteocsa + 2% dé glucosa

2. Proteosa + 1% de glicercl + 1% de glucosa

3. Proteosa + 1% de glicerol + 1% de glucosa

(agregado después de 72 horas).
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Cada cepa fue inoculada a medios diferentes a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretafa) a 430

rpm. Después de 72 - horas de cultivo inicial, se agregd 1% de

glucosa (peso/volumen) al medio #3 y las células fueron.

cultivadas otras 24 horas. El1 DCW y contenido de lipidbs fueron
medidos en todas las muestras (véase Ejemplos 2 y 5). ElL
porcentaje de lipido fue calculado a partir de la cantidad de
lipido total dividida por el peso seco de célula. Los

resultados son mostrados en la Figura 8.

EJEMPLO 10

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella

protothecoides #1 (CEPA 250), #3 (CEPA 249), y Chlorella
kessleri #2 (CEPA 397) fueron mantenidos sobre medio de
Proteosa modificado (véase Ejemplo 2). Para cada cepa, 1 ml de
los siguientes medios diferentes fue preparado en placas de 24
cavidades. |

1. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa

2. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa
(agreéado después de 72 horas) .

3. "Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de

glucosa

4. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de
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glucosa (agregado después de 72 horas)

5. Protecsa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa

6. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa (agregado después de 72 horas)

Cada cepa fue 1inoculada a medios diferentes a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretaﬁé) a 430
rpm. Después de 72 horas de cultivo inicial, se agregé 1% de
glucosa (peso/volumen) a los medios #2, #4 y #6 y las células
fueron cultivadas otras 24 horas. E1 contenido de iipido fueron
medidos en todas las muestras (véase Ejemplo 4). Los resultados

son mostrados en la Figura 9.

EJEMPLO 11

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella

protothecoides #1 (CEPA 250), #3 (CEPA 249), #4 (CEPA 31) vy
Chlorella kessleri #2 (CEPA 397) fueron mantenidos sobre medio
de Proteosa modificado (véase Ejemplo 2). Para cada cepa, i ml
de los siguientes medios diferentes fue preparado en placas de
24 cavidades.’ |

1. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosaA

2. Proteosa + 1% de glicerol puro + 1% de glucosa

(agregado después de 72 horas)
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3. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de

glucosa

4, Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1

oe

de
glucosa (agregado después de 72 horas)

5. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa

6. Proteosa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de
glucosa (agregado después de 72 horas)

Cada cepa fue inoculada a medios diferentes a una
concentracién de 5. x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretana) a 430

rpm. Después de 72 horas de cultivo inicial, se agregd glucosa

al 1% (peso/volumen) a los medios #2, #4 y #6 medios y las

"células fueron cultivadas otras 24 horas. El1 DCW fue medido en

todas las muestras (véase Ejemplo 2). Los resultados son

mostrados en la Figura 10.

EJEMPLO 12

Cepas y Medios: un cultivo concentrado de (a)

Spirulina platensis (UTEX 2340) vy (b) Navicula pelliculosa
(UTEX 667) de Spirulina fue man£enido en medioc de Spirulina y
Navicula fue mantenido en medio de extracto de suelo (SEM). E1
medio de Spirulina consistia de'NaHCO3 162 mM, Na,C0; 38 mM,

KoHPO; 1.9 mM, NaNO; 29 mM, Kp;SOs 5.75 mM, NaCl 17.1 mM,
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‘MgS04e7H,0 0.8 mM, CaClpe2H,0 0.25 mM, Na,EDTA 2 mM, FeCl3;e6H,0

0.36 mM, MnCle4H,0 0.21 mM, ZnCl, 0.37 mM, CoCl,e6H,0 0.0085 mM,
NaMoOQge2H,0 0.017 mM, CuSO4e5H,0 0.78 uM, ZnS0e7H,O 0.15 uM, H3BO;3
10 uyM y wvitamina Bjz 0.001 ﬁM. El medio de extracto de suelo
consistia de NaNO3 2.94 mM, CaCl,e2H,O0 0.17 mM, MgSO4e7HO0 0.3
mM, KyHPO4 0.43 mM, KH,PO; 1.29 mM, NaCl 0.43 mM, y extracto de
suelo. Los desperdicios de glicefol de la produccidén de
biodiesel (glicerol acidulado (AG) vy glicerol sin acidular
(NAG)) fueron obtenidos de Imperial Western Products (Selma,
CA, EUA). Para cada cepa, 1 ml de 1los siguientes medios
diferentes fue preparado en placas de 24 cévidades.

(a)

7. Medio de espirulina + 2% de glucosa

8. Medio de espirulina + 2% ‘de glicerol grado
reactivo

9. Medio de espirulina + 2% glicercol sin acidular

10. Medio de espirulina + 1% de glicerol sin acidular
+ 1% de glucosa

(b)

1. SEM + 2% de glucosa

2. SEM + 2% de glicerol grado reactivo

3. SEM + 1 de glicerol grado reactivo + 1% de

o

glucosa
4. SEM + 2% de glicerol acidulado

5. SEM + 1% de glicerol acidulado + 1% de glucosa
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6. SEM + 2% de gliéerol sin acidular

7. SEM + 1% de‘glicerol sin acidular + 1% de glucosa

Cada cepa fue inoculada a medios diferentes a una
concentracién de 5 x 10° células/ml. Los <cultiveos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretafia) a 430
rpm. Después de 96 horas, se midié el contenido de lipido. Para
medir la cantidad de contenido de lipido en las células, 100 ul
de cultivos fueron recolectados y lavados una vez con el mismo
volumen de medios. A cada tubo, se agregaron 5 pl de células
lavadas y 200 pl de &cido sulfirico 18 M. Los tubos fueron
incubados a 90°C de bafo de agua por 30 minutos, y se agregd 1
ml de reactivo de acido fosférico-vanillina a los tubos vy
fueron incubados a 37°C por 15 minutos. Para preparar el
reactivo de &cido fosférico-vanillina, se agregaron 0.12 g de
vanillina a 20 ml de agua, y el volumen fue ajustado a 100 ml
con &cido fosférico al 85%. La densidad éptica a 530 nm fue
medida en una cubeta de vidrio contra un tubo de referencia con
5 npl de agua como muestra. La curva de referencia esta
compuesta de trioleina disuelta en cloroformo que fluctua de.l
a 10 ng.

Para medir ei DCW, 0.5 ml de cada cultivo fue£on
aglomerados mediante centrifugdcién a 5000 rpm por 5 mihutos.
Después de remover el sobrenadante, las pelotillas celulares

fueron congeladas a -80°C y secadas de la noche a la maflana en
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un sistema de secado por congelacidén (Labconco, MO, EUA). E1L

porcentaje de lipido fue calculado a partir de la cantidad de

lipido total dividida por el peso seco de célula. Los

resultados son mostrados en la Figura 11.

EJEMPLO 13

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Scenedesmus

armatus (UTEX 2552) fueron mantenidos sobre mediQ de Proteosa
modificado. El medio de Proteosa modificado consistia (g/l) de
0.25 g de NaNOj, 0.09 g de KyHPO4, 0.175 g de KH;PO4, 0.025 g de
CaCly92H,0, 0.075 g de MgSO04e7H,0, yv 2 g de extracto de levadura
por litro. Para cada condicién de cultive, 1 ml de los

siguientes medios diferentes fue preparado en placas de 24

cavidades
(a), (b)
1. Proteosa + 2% de glucosa
2. Proteosa + 2% glicerol
3. Proteosa + 2% de glicerol acidulado
4. Proteosa + 2% de glicerol sin acidular
5. Proteocsa + 1% de glicerol sin acidular + 1% de

glucosa

Scenedesmus armatus (UTEX 2552) fue inoculadoc a
medios diferentes a una concentracidén 5 x 10° células/ml. Los
cultivos fueron mantenidos en la oscuridad y agitados mediante

agitador orbital de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran

3%
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Bretana) a 430 rpm. Después de 96 horas; el cultivo celular fue
medido medianﬁe DCW vy el contenido de 1lipido fue medido
mediante andlisis de fésforo-vanillina (véase FEjemplo 12). E1
porcentaje de lipido fue calculado a partir de la cantidad de
lipido total dividido por el ©peso seco vde célula. Los

resultados son mostrados en la Figura 12.

EJEMPLO 14

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Navicula

peliculosa (UTEX 667) fueron mantenidos sobre medio de extracto
de suelo (véase Ejemplo 12). Para cada condicidén de cultivo, 1

ml de los siguientes medios diferentes fue preparado en placas

de 24 cavidades.

1. SEM + 2% de glucosa

2. SEM + 2% de glicerol

3. SEM + 2% de glicerol acidulado

4. SEM + 1% de glicerol acidulado + 1% de glucosa
5. SEM + 2% de glicerol sin acidular

6. SEM + 1%

de glicerol sin acidular + 1% de glucosa
Navicula peliculosa (UTEX 667) fue inoculado a medios
que contienen glucosa o diferentes gliceroles (puro, acidulado,
o sin acidulaf) a una concentracién de 5 x 10° céiulas/ml. Los
cultivos fueron mantenidos en la oscuridad y agitados mediante
agitador orbital de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran

Bretana) a 430 rpm. Después de 96 horas, el cultivo celular fue
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medido por DCW (véase Ejemplo 12). Los resultados son mostrados

en la Figura 13.

EJEMPLO 15

Cepas vy Medios:.Cultivos concentrados de Scenedesmus

armatus (UTEX 2552) y Navicula peliculosa (UTEX 667) fueron
mantenidos‘sobre medio de Proteosa modificado para Scenedesmus
armatus y medio de extracto de suelo para Navicula peliculosa
(véase Ejemplo 1). Para cada cepa, 1 ml de los siguientes
medios diferentes fue preparado en placas de 24 cavidades.

Scenedesmus armatus

5. ‘Proteosa + 1% de glicerol acidulado + 1% de
glucosa

6. Proteosa + 1% de glicerol acidulado + .1% de
glucosa (agregado después de 72 horas)

Navicula peliculosa

1. SEM + 1% de glicerol acidulado + 1% de glucosa

2. SEM + 1% de glicerol acidulado + 1% de glucosa
(agregado después de 72 horas)

Cada cepa fue inoculada a medios a una concentracidn
de 5 x 10° células/ml. Los cultivos fueron mantenidos en la
oscuridad vy agitados mediante agitador orbital de Labnet

(Berkshire, Reino Unido de 1la Gran Bretarna) a 430 rpm. Después

de 72 horas de cultivo inicial, se agregd 1% glucosa a la

muestra #2 y las células fueron cultivadas otras 24 horas. E1
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cultivo celular fue medido mediante DCW (véase Ejemplo 12). Los

resultados son mostrados en las Figuras 14 (a) y (b).

EJEMPLO 16

Cepas y Medios: Cultivos concentrados de Chlorella

protothecoides (UTEX 31). fueron mantenidos sobre medio de
Proteosa modificado (véase Ejemplo 1). Para cada condicidén, 1
ml de los siguientes medios diferentés fue preparado en placas
de 24 cavidades. |

4. Proteoéa

5. Proteosa + 0.5% de glucosa

6. Proteosa + 0.5% de xilosa

7. Proteosa + 0.25% de glucosa + 025% de xilosa

Se 1inoculd Chlorella protothecoides #4 (UTEX 315 a
medios que contienen diferentes azucares (glucosa o xilosa) a
una concentracién de 3 x 10° células/ml. Los cultivos fueron
mantenidos en la oscuridad y agitados mediante agitador orbital
de Labnet (Berkshire, Reino Unido de la Gran Bretafia) a 430
rpm. Después de 72 horas de cultivo, el cultivo celular fue
medido al contar los nuUmeros de célula de cada cultivo. Los

resultados son mostrados en la Figura 15.

EJEMPLO 17

Cultivos concentrados de Chlorella protothecoides

cepas #1, #3, y #4 fueron mantenidos sobre medio de Proteosa
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modificado (véase Ejemplo 1). Para cada condicidén, 1 ml de los
siguientes medios diferentes £fue preparado en placas de 24
cavidades.

1. Proteosa

2. Proteosa + 1% de glucosa

3. Proteosa + 1% de fructosa

Cada cepa fue 1inoculada a medios gque contienen
diferentes azlcares {(glucosa o fructosa) a una concentracidn de
1 x 10° células/ml. Los cultivos fueron mantenidos en .la
oscuridad y agitados por agitador orbital de Labnet (Berkshire,
Reino Unido de la Gran Bretafia) a 430 rpm. Después de 96 horas
de cultivo, la densidad celular fue medida al contar el numero
de células de cada cultivo. Los resultados son mostrados en la

Figura 16.

EJEMPLO 18

Chlorella sobre Sacarosa

Chlorella protothecoides (UTEX 249) fue inoculada a
tres matraces de 50 ml de medio de Proteosa con 1% desacarosa
(NaNO3 2.94 mM, KyHPO; 0.428 mM, KH,PO, 1.28 mM, NaCl 0.427 mM,
CaCl;02H,0 0.17 mM, MgSO4e7H,0 0.3 mM, proteosa peptona 1 g/l) a
una densidad celuiar final de 4x10° células por ml. Sé agregd
invertasa (Sigma #14504) & dos de los cultivos a 0.01 U/ml y
0.05 U/ml. Todos los tres cultivos fueron cultivados en la

oscuridad por ~60 horas con agitacidén a 150 rpm. Se llevaron a
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cabo conteos de células finales sobre todos los‘tres cultivos
después de ~60 horas de agitacidén en la oscuridad. E1 matraz
testigo 1llegd a 44xiO5 células por ml, mientras que los
matraces de 0.01 U/ml vy 0.05 U/ml llegaron a densidades
celulares de 1x10°8 Yy 3X108, respectivamente. Cada matraz fue
verificado en cuanto a contaminacién al final del experimento

mediante analisis microscédpico y todos estuvieron limpios.

EJEMPLO 19

Crecimiento de Chlorella protothecoides sobre Melasas con una

Sacarosa Invertasa

Preparacién de células de Chlorella para inoculacidn:

Un cﬁltivo liquido de 10 ml de Chlorella fue iniciando tomando
el inéculo de una placa de Proteosa sélida. Los cultivos fueron
cultivados en 1la luz por aproximadamente 2 dias a 26°C. EL
crecimiento fue medido utilizando un densitémetro éptico (OD) a
750 nm y al determinar los DCW.

Preparacidn de Melasas y Soluciones Concentradas de

Azucar: Una solucidén concentrada al 5% fue preparada con
glucosa, sacarosa y tres muestras de melasas diferentes
(marcadas BS1, BS2 y HTM) obtenidas del procesamiento comercial
de cafla de azGcar a azucar, cémo se nmestré en la siguiente
Tabla 6. E1 pH de todas las soluciones concentradas fue
verificado para estar en el intervalo de 6-6.6, y luego las

soluciones concentradas fueron sometidas a autoclave.

13%
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Tabla 6. Melasas y soluciones de aztcar

Melasas % de az(icar Azicar al 5% diluido en 100 ml

Gramos o mililitros

HTM 78.72 | 6.4
BS1 (FL) 7y 113
BS2 (Aﬁ) ' 51.55 9.7
Sucrosa . 100 5
Glucosa 100 5

Preparacidén de Solucién de Invertasa: Una solucidn

concentrada de 40 unidades/ml de invertasa fue preparada al

" reconstituir 1 mg de una invertasa de 400 unidad/mg (Sigma) en

10 milimetros de agua destilada.

Condiciones Experimentales y Montaje: Se prepararon

cultivos de 10 ml, cada uno consiste de una concentracién final
de melasas/aztucar de 1%, 0.05 unidades/ml de invertasa vy
1.0x10° células por ml de Chlorella protothecoides en un medio

de Proteasa base. Los cultivos fueron numerados como sigue: (1)

o\

medio solamente testigo, (2) 1% de HTM, (3) 1% de BS1; (4) 1
de BSZ; (5) 1% de glucosa, y (6) 1% de sacarosa. Un montaje
testigo similar fue también preparado sin la adicién de

invertasa. Los cultivos fueron cultivados en la oscuridad por

3%
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cinco dias con agitacién a 250 rpm a 28°C.

Resultados: El crecimiento de las células de

Chlorella protothecoides fue evaluado enseguida de los cinco
dias de incubacién en las respectivas materias primas en la
oscuridad. Como se muestra en las Figuﬁas 19-20, las células
pﬁeden_ ser éultivadas sobre melasas en . presencia de una
sacarosa 1invertasa con rendimientos comparables a aquel del

cultivo sobre glucosa pura.

EJEMPLO 20

Generacién de Biomasa de Alto Contenido de Aceite vy Bajo

Cantenido de Aceite

Materiales y Métodos: Biomasa de Chlorella

prototheéoides #1 (CEPA 250) para transesterificacidén fue
cultivada heterotréficamente en presencia de glucosa como
fuente de carbono fija como wuna fermentacidén por lbtes,
esenclalmente como se describe en Appl Microbiol Biotechnol 78
29-36 (2008) . La muestra “LO-I” fue tomada .durante el
crecimiento exponencial (a 60 horas) y contiene un contenido de
aceite similar a aquel obtenido con el crecimiento
fotosintético; La muestra “080020—1” fue tomada a 115 horas,
después que todo el. nitrdégeno en -el cultivo habia éido
consumido y el cultivo habia entrado a una fase de estado
estable de acumulacién de lipido.

Contenido de Lipido: Se determiné el contenido de
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lipido total del aceite (pre-transesterificacién) mediante
anélisys de HPLC. Aproximadamente 10 mg de biomasa secé fuerén
mezclados con 1 ml de isopropanol saturado con KOH e incubado a
80°C por 4 horas. Los lipidos de las pelotillas celulares
fueron extraidos e hidrolizados utilizando wuna solucidén de
isopropanol hidréxido de potasio calentada a 80°C por cuatro
hqras. Laé muestras de extracto fueron analizadas con un HPLC
Agilent 1100 wutilizando el siguiente método. Las muestras
fueron derivadas con bromuro de bromofenacilo (60 mg/ml) vy

cargadas a una columna de Luna 5u C8(2) 100A 150x2 mm

(Phenomenex) . Las muestras fueron eluidas de la columna
utilizando un gradiente de agua a 100% de
acetonitrilo:tetrahidrofurano (95:5). Las sefiales fueron

detectadas wutilizando un detector de arreglo de DAD a una
longitud de onda de 254 nm.
La muestra “LO-1” contenia 8.6% de aceite y la

muestra “080020-1"” contenia 28% de aceite.

EJEMPLO 21

Transesterificacidén Directa de Biomasa Microcbiana

Proporcidén de Muestra: Pelotillas humedas de biomasa

que comprende bajo contenido de aceite y alto contenido de
acelite,’ respectivamente, preparadas Ccomo se describe
anteriormente, fueron liofilizadas. La biomasa seca de las

muestras fue molida a un polvo burdo y secadas otras vez
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durante toda la noche a 55°C bajo vacio. Se determind que el
por ciento de humedad es de <3% para cada muestra utilizando un
analisis de humedad Mettler Toledo.

Transesterificacidn: Metancl anhidro/NaOH 1IN  fue

agregado a la biomasa seca (<3% de humedad) a una proporcidén de
1:5 en una botella de vidrio con tapa atornillada de 4 veces el
volumen de la biomasa. Una barra agitadora fue colocada en la
botella, que fue luego sellada herméticamente. La mezcla fue
agitada vigorosamente a 55°C por 7 horas. La biomasa fue
filtrada a través de papel filtro- Whatmann y lavada con metanol
hasta que el filtrado era claro. Todos los lavados fueron
combinados en un matraz de globo con filtrado original y el
metanol fue destilado wutilizando un dispositivo rotovap. Se
agregdé cloroformo (1 parte) y se mezcld bien y luego fue
vertido a un embudo de separacién. Luego se agregd metanol (2
partes) al matraz, se mezcld bien y fue agregado al embudo de
separacipn. Luego se agregd agua DI (0.8 volumenes) al matraz,
fue mez%lada y agregada al embudo de separacién. E1l contenido
del emb&do de separacidén fue agitado vigorosamente (con
ventilacidn) y se permite que se separe. La capa inferior
(cloroformo/aceite) fue recolectada a un matraz pre-pesado y el
cloroformo nﬁevo fue agregado de regreso al embudo para una
extraccién secundaria. El cloroformo fue luego destilado
utilizando el dispositivo rotovap. El re-pesado del matraz

proporciond la determinacién del rendimiento. E1 contenido de
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lipidb fue otra vez determinado mediante HPLC, como se describe
anteriormente. Mediciones analiticas de los constituyentes de
carotenoide de las composiciones transesterificadas se
realizaron utilizando un método de HPLC, como se describe por

5 Schmid et al, J of Applied vPhycology’ 7:487-494- (1995). E1
analisis elemental fue efectuado mediante espectrometria de
masas de plasma acoplado inductivamente.

Resultados: La Tabla 7 muestra los resultados del

producto transesterificado de la biomasa de bajo contenido de
10 aceite (LO-1-8.6% de lipidos) vy alto .contenido de aceite
(080020-1-28% de lipido). Todos los carotenoides estén en mcg/g

de fase lipofilica que contiene metil éteres de acido graso.

Tabla 7. Composicidén de biomasa de bajo contenido de aceite y

15 alto contenido de aceite transesterificada
LO-T 080020-1 | Especificacion ASTM D6751
% de aceite de biomasa 8.6 28
% de aceite convertido a FAME | 9.3 30.5

(gramo de aceite/gramo de peso
20 de célula seca)

Elemento (ppm)

Azufre 121 52 15 ppm max

Fosforo 784 <2 . 0.001% masa max

25
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Magnesio 2 3 Ca + Mg: 5 ppm max
Calcio 4 <2. Ca+ Mg: 5 ppm max
Hierro : 3 <2 |
Zinc 40 » 12
Sodio 190 15 Na + K: 15 ppm max
Potasio 72 <2 Na+ K: 15 ppm max
Luteina (mcg/g) 469 355
Zeaxantina (mcg/g) 288 23.5
a-criotoxantina (meg/g) 8.45 0.06
B—crioptbxantina (meg/g) 19.2 1 1.80
o.-caroteno (meg/g) 1.96 0.08
B-caroteno (mcg/g) 15.0 1.20
Total de carotenoides 801 62.2
identificados (mcg/g)
Total de carotenoides (mcg/g) 1006 | 793

EJEMPLO 22

Cultivo de Microalgas para obtener Alto Contenido de Aceite

Cepas de microalgas fueron cultivadas (cultivadas)
para obtener >un alto porcentaje dé aceite _.en DCW. Células
criéconservadas fueron deshelaﬁas a temp'eratura ambiente y 500
pl de células fueron agregadas a 4.5 ml del medio (4.2 g/l de

KHPOs, 3.1 g/1 de NaHyPO,, 0.24 g/1 de MgSOs7H,0, 0.25 g/l de

dcido citrico monohidratado, 0.025 g/l de CaCl,e2H,0, 2 g/l de
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extracto de levadura) mas 2% de glucosa y cultivadas por 7 dias
a 28°C con agitacién (200 rpm) en una placa de 6 cavidades. Los
DCW fueron determinadosval centrifugar 1 ml de cultivo a 14,000
rpm por 5 minutos en un tubo de Eppendorf pre-pesado. E1L
sobrenadante de cultivo fue descartado y la pelotilla celular
resultante lavada con 1 ml de agua.desionizada. El cultivo fue
otra vez centrifugado, el sobrenadante descartado y las
pelotillas celulares colocadas a —-80°C hasta que se congelaron.
Las muestras fuerén luego liofilizadas por 24 horas y los DCW
calculados. Para la determinacidén de lipido total en los
cultivos, 3 ml de cultivo fueron removidos y sometidos a
andlisis utilizando un sistema de Ankom (Ankom Inc, Macedon,
NY) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las muestras
fueron sometidas a extracciédn de solvente con un extractor
Amkom XTiO ~de acuerdo con el protocolo del fabricante. El
lipido total fue determinado como la diferencia en masa entre
las muestras secadas hidrolizadas &cidas vy el solvente
extraido, muestras secadas. El por ciento de mediciones de DCW

en aceites son mostrados en la Tabla 8.
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Tabla 8. Cultivo de microalgas para obtener alto contenido de

aceite.
Especie Cepa % de aceite Cepa # (Figuras
28 y 29a-i)
Chiorella kessleri UTEX 397 39.42 4
’ Chlorella kessleri | UTEX 2229 54.07 5
Chlorella kessleri UTEX 398 41.67 6
Parachlorella kessleri UTEX 11.80 37.78 7
Parachlorella kessleri SAG 14.82 50.70 8
Parachlorella kessleri SAG21.11 H9 37.92 9
v Prototheca stagnora UTEX 327 13.14 10
Prototheca moriformis UTEX 1441 18.02 11
Prototheca moriformis UTEX 1435 27.17 12
Chlorella minutissima UTEX 2341 31.39 13
Chlorella protothecoides UTEX 250 34.24 1
" Chlorella protothecoides UTEX 25 40.00 2
Chlorella protothecoides CCAP 211/8D 47.56 3
Chlorella luteoviridis SAG 2203 37.88 18
Chlorella vulgaris CCAP 211/11K 35.85 19
20 | Chlorella reisiglii CCAP 11/8 31.17 20
Chlorella ellipsoidea CCAP 211/42 32.93 21
Chlorella saccharophila CCAP 211/31 34.84 22

25
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EJEMPLO 23

Genotipado de Micrcalgas con Alto Contenido de Aceite

Las muestras de microalgas de las 23 cepas enlistadas
en la Tabla 8 anteriormente fueron genotipadas. El1 ADN gendmico
fue aislado de Dbiomasa de algas como sigue. Las células
(aproximadamente 200 mg) fueron centrifugadas de cultivos
liguidos 5 minutos a 14,000 x g. Las células fueron luego
resuspendidas = en agué destilada estéril, centrifugadas 5
minutos a 14,000 x g y el sobrenadante descartado. Una sola
perla de vidrio de ~2 mm de didmetro fué agregada a la biomasa
y los tubos fueron colocados a -80°C por al menos 15 minutos.
Las muestras fueron removidas y 150 pl de solucidén reguladora
del pH de molienda (1% de Sarkosyl, sacarcsa 0.25 M, NaCl 50
mM, EDTA 20 mM, Tris-HC1l 100 mM, pH 8.0, RNasa A 0.5 pg/ul) fue
agregada. Las pelotillas fueron resuspendidas al someterlas a
voértice brevemente, seguidas por la adicidén de 40 ul de NaCl 5
M. las muestras fueron sometidas a vértice brevemente, seguido
por la adicién de 66 pl de CTAB al 5% (bromuro de cetil
trimetilamoﬁio) y un breve vértice final. Las mnuestras fueron
enseguida incubadas a 65°C‘por 10 minutos después de 1o éual
fueron centrifugadas a 14,000 x g durante 10 minutos. E1
sobrenaaante fue transferido a un tubo nuevo.y extraido una vez
con 300 pl de fenol:cloroformo:alcohol iscamilico 12:12:1,
seguido por~centrifugaCién por 5 minutos a 14,000 x g. La fase

acuosa resultante fue transferida a un tubo nuevo que contiene
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0.7 voltmenes de disopropanol (~190 pl), mezclada mediante
inversiétn e 1ncubada a temperatura ambiente por 30 minutos o de
la noche a la mafiana a 4°C. El ADN fue recuperado mediante
centrifugacién a 14,000 x g durante 10 minutos. La pelotilla
resultante fue luego lavada dos veces con etanol al 70%,
seguido por un lavado final con etanol al 100%. Las pelotillas
fueron secadas por aire por 20-30 minutos a témperatura
ambiente segﬁido por resuspensién en 50 pl de TrisCl 30 mM,
EDTA 1 mM (pH 8.0).

Cinco upl de ADN de alga total, preparado como se
describe anteriormente, fueron diluidos 1:50 en Tris 10 mM, pH
8.0. Las reacciones de PCR, volumen final 20 ul, fueron
ajustadas como sigue. Diez ul de mezcla maestra iProof HF 2 x
(BIO-RAD) fueron agregados a 0.4 ul de cebador 5702613 (una
concentracién de la solucidn concentrada 10 mM 57—
TGTTGAAGAATGAGCCGGCGAC-3" (SEQ ID NO: 1)). Esta secuencia de
cebador corre de la posicidn 567~588 en el numero de acceso de
GenBank L43357 y es altamente conservado en plantas superiores
y genomas de plastido de algas. Esto fue seguido por la adicidn
de 0.4 ul de cebador Sz702615 (5’ -CAGTGAGCTATTACGCACTC-3" (SEQ

ID NO: 2) concentracién de la solucidédn concentrada 10 mM). Esta

secuencia de cebador es complementaria a la posicidén 1112-1093

en el numero de acceso de’ GenBank. L43357 vy es aitamente
conservada en plantas superiores y genomas de plastido de

algas. Enseguida, 5 pl de ADN total diluidos vy 3.2 ul de dH;0
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fueron agregados. Las reacciones de PCR fueron corridas como
éigue: 98°Cc, 457, 98°c, 8”7, 53°C, 12", 72°C, 20” por 35 ciclos
seguido por 72°C por 1 minuto y retencién a 25°C. Para
purificacidén de productos de PCR, 20 pl de Tris 10 mM, pH 8.0,
fueron agregados a cada reaccidn, seguido por extraccidén con 40

ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 12:12:1, sometiendo a

voértice y centrifugacién a 14,000 x g durante 5 minutos. Las

reacciones de PCR fueron aplicadas a columnas S-400 (GE
Healthcare) y centrifugadas por 2 minutos a 3,000 x g. Los
productos de PCR purificados fueron subsecuentemente clonadoé
por TOPO a PCRB/GW/TOPO y clones positivos seleccionados para
placas LB/Spec. El1 ADN de plésmido purificado fue secuenciado
en ambas direcciones utilizando cebadores delantero e inverso
M13. Alineaciones de secuencia vy &arboles sin raiz, fueron
generados utilizando elementos de programacién de andlisis de
ADN de Geneious, son moétrados en las Figuras 2%a-29i. Las
secuencias de las cepas 1-23 (designadas en el Ejemplo 22,
Tabla 8) son enlistadas en SEQ ID Nos: 7-29 y en el liétado de

secuencias adjunto.

EJEMPLO 24

Diversidad de Cadenas de Lipido en Especies de Algas

Cultivos de varias especies ~ de algas fueron

mantenidos, y todos los experimentos es llevaron a cabo en

medio de proteasa modificado, como se describe anteriormente en
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el Ejemplo 2. Para cada cepa, cultivos de 10 ml fueron
ajustados en matraces de 50 ml como sigue: |

1. Medio de cultivo de Proteosa sin ninguna adicién
de carbono,

2. Medio de cultivo de Proteosa con glucosa al 1%

Cada cepa fue «cultivada en las dos condiciones
descritas anteriormente y a una densidad de siembra inicial de
1.0 x 10° células/ml. Los cultivos fueron mantenidos en la
oscuridad y agitados a 250 rpm por 7 dias. Las células fueron
cosechadas después de un periodo de cultivo de 7 dias, vy
determinadas por crecimiénto en la oscuridad en relacidn con el
teétigo al medir el peso seco de célula. Los DCW fueron
deﬁerminados como sigue. Un ml de cultivo fue centrifugado y la
pelotilla resultante fue enjuagada con agua para remover
cualquier sal o medio residual; las pelotilla enjuagada final
fue congelada a -80°C y sometida a secado por congelacién toda
la noche en un sistema de secado por congelacién (Labconco, MO,
EUA) . Todas las especies enlistadas en la Tabla 9 a
continuacidn crecieron sobre glucosa como fuente de carbono en
la oscuridad. Nihguna célula crecidé en ausencia de glucosa

(condicidén 1). E1l perfil de glicerolipido fue determinado como

se describe en el Ejemplo 20.
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Tabla 9. Perfiles de gliceroclipido de varias especies de algas

Especie Cl2:0 |Cl8:3 |Cl4:0 [C182 |Cl16 C18:1 |C18:0
Chlorella protothecoides . |0.0% 4.0% 1.1% 241% [113% |24.9% (4.6%
Chlorella kessleri 5.6% 0.0% 4.0% 262% 126.6% {23.0%  [4.6%
Chlorella trebouxiodes 275% 0.0% 10.7%  {0.0% 43.1% [19.3% 10.0%
Qﬂmdhsmohﬁmm 34.8% (0.0% 0.0%  10.0% 462% 19.1% OO%
Prototheca kruegani 1.5% 0.0% 1.2% 129% (15.1% 166.0% |3.3%
Prototheca stagnora 0.8% 0.0% 0.9% 15.6% (17.1% [61.5% |4.1%

Muestras de lipido de un subconjunto de cepas
cultivadas como se describe en el Ejemplo 22, y mostradas en la
Tabla 8, fueron también analizadas en cuanto a perfil de lipido

utilizando HPLC. Los resultados son mostrados en la Figura 29.

EJEMPLO 25

Saponifiéacién de Biomasa de Chlorella protothecoides de Alto

Contenido de Aceite

Biomasa que tiene un alto contenido de aceite es
generada y analizada de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 20. 1La biomasa. comprende .45%- de 1lipido, 20% dé
carbohidratos, 10% de proteina, 10% de otros constituyentes
celulares, 10% de agua, y 5% de sales. En una modalidad, la

biomasa puede comprender células de algas enteras secas que
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comprenden gldébulos de lipido suspendidos en una masa celular
parcialmente deshidratada.

Preparacién de un Jabdén Celular Ligquido: La biomasa

identificada anteriormente es dispersada en agua para formar un
concentrado de emulsidén aceite ‘en célula. Un exceso de KOH
suficiente para convertir la cantidad‘deseada de glicerolipidos
y ésteres de &cido graso a sales de &cidos grasos es luego
disuelta en la solucidén acuosa que comprende la biomasa. La
mezcla es luego agitada para facilitar la consumacidén de 1la
reaccidén de hidrdlisis alcalina y calentada a una temperatura
de entre 80-90°C de 30 minutos a 12 horas para completar la
conversidén de lipidos a sales de &cido graso. El agua perdida
por la evaporacidédn es reemplazada como sea necesario en todo el
proceso de reaccidn. Varios aditivos pueden ser combinados con
la composicidn saponificada, en los que se incluyen glicerina
(por claridad y para impartir una caracteristica humectante),
etilendiamina (EDTA, un agente guelante para mejorar el
desempefio cuando se usa en condiciones de agua dura),
cocoamidopropil betaina (un surfactante anfotérico USado para
impartir propiedades de limpieza y enjuague) y una fragancia
para producir un producto de Jjabdédn. En una medalidad, el
préducto de Jjabdn comprende un Jjabdén éelular con componentes

como se muéstra en la Tabla 10 a continuacidn.

2.5
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Tabla 10. Componentes de jabdén celular compuesto directamente

de biomasa

Componente Cantidad
Bi.omasa (células enteras) _ 10-60%
KOH | 1-5%
Glicerina 5-25%
Fragancia 1-2%
EDTA 1-5%
Agua , al 100%

Los Jabones celulares descritos en este ejemplo
incluyen caracteristicas de - hidratacién natural Y
reblandecimiento de la piel impartidas por la presencia de
carbohidratos y proteinas de las células de algas, también como
propiedades antioxidantes derivadas de la incorporacién de
carotenoides de algas y otros compuestos a la composicién.

Alternativamente, una base organica tal como
trietanolamina puede ser usada en la reaccién de hidrélisis
alcalina para producir un producto mé&s claro. E1 uso de
trietanolamina ﬁ 6tra fase organica también proauciré en
general un producto mé&s suave, menos probable de provocar
irritacidén en la piel cuando es usado como limpiador.

Opcionalmente, las sales de &acido graso pueden ser
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precipitadas de la mezcla mediante la adicidén de sales de NaCl

o KCl1 y separadas para uso en composiciones en combinacidédn con

varios aditivos como se describe en la presente.
La Figura 20 muestra una micrografica de Jjabdn
fabricado con biomasa de Chlorella protothecoides de DECISION

de 48% de aceite. El jabdén contenia 10% en peso/peso de biomasa

de algas.

EJEMPLO 26

Saponificacidén de Aceite Extraido de Hexano de Biomasa de

Chlorella protothecoides

La biomasa es generada de acuerdo con el método
descrito en el Ejemplo 20. Se efectta la extraccidn de hexano
convencional de los 1lipidos de la Dbiomasa. Los 1lipidos
extraidos por hexano son luego saponificados _al mezclar los
lipidos con una solucidén acuosa de NaOH o KOH que contiene una
cantidad de base suficiente para convertir la cantidad deseada
de lipido a sales de &cido graso y.opcionalmente calentamiento
de la mezcla para acelerar la reaccidén. Las sales de acido
graso son luego precipitadaé mediante la adicidén de NaCl o KC1.
Composiciones de aceites saponificados derivados de Dbiomasa
extraida de hexano que contiene proporciones mas altas de
carotenoides contaminantes debido a la eficiencia con lé cual

el hexano extracte tales compuestos de la biomasa microbiana.
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EJEMPLO 27

Saponificacién de Aceite Extraido Sin Solvente de BRiomasa de

Chlorella protothecoides

La biomasa es generada de acuerdo con el método

descrito en el Ejemplo 20. Una extraccién sin solventes de los

lipidos de biomasa es efectuada mediante lisis y prensado de la -

biomasa por medio del wuso de presidén fisica. Los 1lipidos

extralidos son luego saponificados al mezclar los lipidos con
una solucidén acuosa de NaOH o KOH que contiene una cantidad de
base suficiente para convertir la cantidad deseada de lipido a
sales de acido graso y opcionalmente calentamiento de la mezcla
para acelerar la reaccidén. Las sales de &cido graso son luego
precipitadas mediante la adicidén de NaCl o KC1l. Composiciones
de aceites saponificados derivados de Dbiomasa extréida de
hexano contienen proporciones relativamente mds bajas de

carotenoides contaminantes, en comparacién con los 1lipidos

extraidos con hexano, debido a la eficiencia disminuida con la

cual tales compuestos son extraidos de la biomasa microbiana

utilizando el procedimiento sin solventes.

EJEMPLO 28

Perfil de Glicerolipido de Cepas de Prototheca

Cinco cepas de Prototheca fueron cultivadas en medio
con 2% de glucosa y cultivadas durante 7 dias a 28°C con

agitacidén (200 rpm) en una placa de 6 cavidades. Los perfiles

5y
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de 1lipido  fueron determinados utilizando métodos de HPLC
estdndar. El1 perfil de 1lipidos para una cepa particular no
cambid significativamente cuando es cultivada en medios de
cultivo diferentes. Los resultados son mostrados en la Tabla 11

5 a continuacidén. -

Tabla 11. Perfil de Glicerclipido de Cepas de Prototheca

Origen |Especie C:12:0{C:13:0{C:14:0/C:16:0{ C16:1 |C:18:0|C:18:1|C:18:2|C:18:3
10 UTEX  |Prototheca 0% 0% 0% | 15% | 0% 0% | 63% | 22% | 0%
stagnora
327
UTEX  |Prototheca 0% 0% 0% | 27% | 0% 3% | 57% | 13% | 0%
moriformis
1439
15 UTEX  {Prototheca 0% 0% 1% | 28% 1% 3% | 54% | 12% | 1%
moriformis
1441
UTEX Prouﬁhecg 0% 0% 1% | 26% | 0% 3% | 55% | 12% | 2%
moriformis
1435
UTEX  |Prototheca 0% 0% 0% | 25% | 0% 2% | 57% | 12% | 3%
20 moriformis
1437 ‘

La biomasa de UTEX 1435 fue sometida a extraccidén de

25 hexano. El aceite extraido contenia muy poca coloracién. La
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Figura 19 muestra una muestra del aceite UTEX 1435 en
cbmparacién con el aceite de UTEX 250 de Chlorella

protothecoides.

EJEMPLO 29

Andlisis de Carotenoide y Clorofila de Aceite Extraido de UTEX

1435 de Prototheca mbriformis

El acéite extraido por Thexano de Dbiomasa de
Prototheca moriformis (UTEX 1435) fue generado de acuerdo con
los‘métodos descritos en el Ejemplo 26 anterior fue analizado
en cuando a carotenocides y clorofila wutilizando HPLC. En
general, los niveles de carotenoide fueron mucho mé&s bajos que
los niveles de carotenoide en aceite descritos en la Tabla 7
anterior. Adiciconalmente, el contenido de clorofila del aceite
fue menos de 0.01 mg/kg. Este resultado es consistente con los
resultados mostrados en la Figura 19, con el aceite extraido de
la biomasa de UTEX 1435 que tiene muy poca coloracién. E1
anadlisis de carotenoide y clorofila para el aceite extraido de
la Dbiomasa de UTEX 1435 es resumido en la Tabla 12 a

continuacidn.

236




AR

175

Tabla 12. Analisis de carotenoide de aceite extraido de UTEX

1435 de Prototheca moriformis.

Luteina 0.382 mcg/g
Zeaxantina 1.23 mcg/g
> Cis-Luteina/Zeaxantina 0.446 mcg/g |

Alfa-criootpxantina Ninguno detectado
Beta-criptoxantina Ninguno detectado
Licopeno Ninguno detectado

10 | Alfa-caroteno 0.057 mcg/g
Cis-beta-caroteno ' 0.127 mcg/g
Fitoflueno 0.069 mcg/g
Fitoeno 0.689 mcg/g

15 Carotenoides identificados totales 3.70 mcg/g
Clorofila <0.01 mg/kg

EJEMPLO 30

20 Anadlisis de ADN Gendmico de rARN 23S de 8 cepas Chlorella

pxotothecoides

El ADN gendmico de 8 cepas de Chlorella
protothecqides (UTEX 25, UTEX 249, UTEX 250, UTEX 256, UTEX
264, UTEX 411, CCAP 211/17 y CCAP 211/8d) fue aislado y el

25 anadlisis de ADN gendémico de rARN 23S fue efectuado de acuerdo
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con los métodos descritos en el Ejemplo 23 anterior.

Todas las cepas de Chlorella protothecoides probadas

fueron 1dénticas en secuencia excepto por UTEX 25. Los
resultados son resumidos en el Cladograma mostrado en las
Figuras 2la-2lc. Las secuencias para todas las ocho cepas son
enlistadas en SEQ ID Nos: 3-4n en el listado de secuencias
adjunto. |

La secuencia gendémica de rARN 23s para Prototheca
moriformis UTEX 1436 (SEQ ID NO: 5) fue también comparada con
otras especies de Prototheca especie Yy Chlorella
protothecoides. La comparacién demostrdé que la secuencia
genémica de rARN 23s para UTEX 1436 de Prototheca moriformis

fue disimilar a los otros genotipos de Prototheca (SEQ ID NO:

6) .

EJEMPLO 31

~ Seleccidén de Utilizacidn de Soxgo

Cepas: Las siguientes cepas fueron usadas en la
seleccidn para iddentificar = cepas de microaigas aptas de
utilizar sorgo como uUnica fuente de carbono: las 10 cepas
fueron Chlorella protothecoides (UTEX 25, UTEX 31, UTEX 411,
CCAP 221/8D, UTEX 249, UfEX 250, UTEX 256, UTEX 264, SAG 211—
10D, y CCAP 211/17) 6 cepas fueron Prototheca moriformis (UTEX
1435, UTEX 1437, UTEX 288, UTEX 1439, UTEX 1441 y UTEX 1434).

Otras cepas incluyeron Chlorella luteoviridis (UTEX 22 vy SAG

778
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2214), Chlorella kessleri (UTEX 2229), Parachlorella kessleri
(SAG 12.80) y Prototheca stagnora (UTEX 1442).

Condiciones de cultivo: Cultivos de siembra de la

cepa de microalgas (identificadas anteriormente) fueron
iniciadas como 1 ml de cultivos 1liquidos en placas de 24
cavidades y fueron cultivadas autotrdficamente pér 48 horas.en
la 1luz, agitando a ~350 rpm; El sorgo puro fue comprado de
Maasdam Sérghum Mills (Lynnville, Iowa) con un perfil de azucar
de fructosa 21.0% en peso/peso, dextrosa 28.0% en peso/peso,
sacarosa 16.0% en peso/peso y maltosa <0.5% en peso/peso. Los

cultivos fueron luego transferidos a un medio liquido que tiene

2

o\

;O

e

o 7% (volumen/volumen) de sorgo puro (diluido de la
solucidén concentrada pura) como la Unica fuente de carbono vy
lbs cultivos fueron luego cultivos heterotréficamente en la
oscuridad, agitando a ~350 rpm. Las nuestras de los cultivos
fueron jaladaé a 24, 40, 48, 67 y 89 horas y el cultivo fue
medido utilizando lecturas de A750 sobre un espectrofotémetro.
El crecimiento fue observado para cada"una de las cepas

probadas, como se muestra en las Figuras 22-27.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para modificar quimicamente biomasa
microbiana que contiene lipidos, caracterizado porque

comprende:

(a) cultivar una poblacidén de microbios;

(b) cosechar 1la Dbiomasa .microbiana, en donde la
biomasa contiene por 1lo menos 5% en peso seco de célula de
lipido; vy

(c) someter la biomasa a una reaccidén quimica que
modifica covalentemente por lo menos 1% del lipido.

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque comprende ademads separar el lipido

modificado covalentemente de otros componentes de la biomasa.

3. E1 método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque la separacidén comprende una separacidn de
fases, mediante lo cual los lipidos modificados covalentemente
forman una fase no acuosa ligera y los componentes de la
biomasa forman una o mas fases mas pesadas.

4. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado poréue la biomasa es sometida a la reaccidn
quimica sin una etapa de enriquecimiento previoc que incrementé
la proporcidén dé los lipidos ai material sin lipido éor mas del
50% en peso.

) 5. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque la biomasa cosechada no es sometida a

60
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tratamientos diferentes a remover el agua o lisis antes de la
reaccién quimica.

6. E1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la biomasa es sometida a la reaccidn
quimica con una etapa de enriquecimiento previo gue incrementa
la proporcidén de los lipidos al peso seco de los microbios.

7. E1 método de conformidad con la reiviﬁdicacién 1,
caracterizado porque etapa (c) comprende transesterificar la
biomasa para generar una fase lipofilica que alquii ésteres de
acido graso y una fase hidrofilica gque contiene material
celular y glicerol.

8. El método de conformidad con la reivindicacidn 1,
caracterizado porque comprende ademds remover el agua de la
biomasa antes de someter la biomasa a la reaccidn quimica.

9. El método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizadq porque la etapa (c) incluye poner en contacto la
biomasa con una enzima para catalizar la reaccidén gquimica.

10. EL método.de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque la biomasa cosechada comprende un
contenido de lipido de por lo menos 30% en peso de célula seca.

11. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque .cbmprénde ademas separar una fase
lipofilica que contiene los lipidos modificados covalentemente
del material celular hidrofilico de la biomasa.

12. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,

ze6l
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caracterizado porque los microbios son seleccionados del grupo
que consiste de bacteria, cianobacteria, microalgas
eucaridénticas, levadura oleaginosa y hongos.

13. El método de conformidad con la reivindicacidn

10, caracterizado porque los microbios son seleccionados del

’ grupo gue consiste de las microalgas enlistadas en la Tabla 1 y

Q

las microalgas tienen por lo menos 85% de i1dentidad de
secuencia gendmica de rARN 23S con una o méds secuencias del
grupo que consiste de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 vy
SEQ ID NO: 29; la levadura oleaginosa enlistada en la Tabla 2 3%
los hongos enlistados en la Tabla 3.

14. El método de conformidad con la reivindicacidn
12, <caracterizado porque los microbios son una especie del
género Chlorella, Parachlorella o Prototheca.

15. El método de conformidad con la reivindicacidn
11, caracterizado porque la cantidad de calcio y magnesio
combiﬁados en peso en la fase lipofilicé ‘no es mayor de 5
partes por milldn, en donde la cantidad de fésforo en las fase
lipofilica no es mayor de 0.001% en masa, la cantidad de azufre

en la fase lipofilica no es mayor de 15 partes por millén, en
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donde la cantidad de potasio y sodio combinados en peso en la
fase lipofilica no es mayor de 5 partes por millén, y/o en
donde el contenido de carotenoide total de la fase lipofilica
no es mayor de 100 microgramos de carotenoide por gramo.

16. El método de conformidad con la reivindicacidn
11; caracterizado porque comprende ademds someter a disrupcién
la biomasa antes de la transesterificacidén de la biomasa.

17. E1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque dos especies o cepas distintas de
microbios son cultivadas separadamente vy la biomasa de ambos
cultivos es mezclada antes de la etapa (c).

18. E1l método de conformidad con la reivindicacidn

.17, caracterizado porque por lo menos dos de las cepas

distintas de microbios tienen diferentes perfiles de
glicerolipido.
19. El1 método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque la etapa (c) es seleccionada de las etapas

de hidrogenar la biomasa para saturar por lo menos parcialmente .

enlaces insaturados en el 1lipido, interesterificacidén de la
biomasa para generar una mezcla de glicerolipidos que tienen un
arreglo modificado de constituyentes de Acido graso en relacién
con el lipido en létbiomasa cosechada, hidroxilar 1la Biomasa
para generar lipidos hidroxilados, esterificar por lo menos una
porcién de los 1lipidos hidroxilados para generar estolatos,

hidrolizar la biomasa para generar A&cidos grasos libres a
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partir del lipido.

20. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la etapa (c) comprende:

(1) desoxigenacidén a temperatura elevada en presencia
de hidrégeno en presencié de un catalizador;

(ii) isomerizacién en presencia de hidrdgeno en
presencia de un catalizador; y

(iii) remocidn de gases y compuestos de nafta.

21. El1 método de conformidad con la reiviﬁdicacién 1,
caracterizado porque la etapa (c) comprende saponificar la
biomasa para generar_salesvde &dcido graso del lipido.

22. Una composicidén caracterizada porque contiene mas
de una fase que comprende: (a) una fase més ligera que contiene
alquil ésteres de &cido graso; y por lo menos una fase mas
pesada que contiene biomasa microbiana.

23.  La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizada porque la biomasa microbiana
es seleccionada del grupo que consiste de las microalgas
enlistadas en la Tabla 1, la levadura oleaginosa enlistada en
la Tabla 2, los hongos enlistados en la Tabla 3.

24. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 23, caracterizada éorque la cantidad de calcio y
magnésio combinadas en peso, en la fase més ligera, no es mayor
de 5 partes por millén, en donde la cantidad de fésforo en la

fase mas ligera no es mayor de 0.001% en masa, en donde la
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cantidad de azufre en la fase mas ligera no es mayor de 15
partes porllnillén, en donde la cantidad de potasio y sodio
combinadas en peso en la fase méas ligera no es mayor de 5
partes por millén, y/o en donde el contenido de carotenoide
total de la fase més ligera no es mayor de 100 microgramos de
carotenoide por gramo.

25. Una composicidn caracterizado porgue contiene méas
de una fase seleccionada del grupo de composiciones que
comprenden: una composicidn que tiene una fase mas ligera que

contiene lipidos completamente saturados y por lo menos una

fase mas pesada que contiene Dbiomasa microbiana; una

composicién que tiene una fase mas ligera que contiene lipidos

Yy por lo menos una fase mé&s pesada que contiene biomasa
microbiana de més de una especie o cepa; una composicién que
tiene una fase mas ligera que contiene lipidos hidroxilados vy
por lo menos una fase mé&s pesada que contiene biomasa
microbiana;.y una composicidn que tiene una fase més ligera que
contiene 4&cidos grasos libres y una fase m&s pesada que
contiene biomasa microbiana.

26. Un método para la fabricacién de un jabdn,
caracterizado porque comprende:

ka) cultivar una poblacién de microbiés;

(b) cosechar biomasa microbiana, en donde la biomasa
contiene por lo menos 5% de lipidos en DCW, en los gue se

incluyen glicerolipidos o ésteres de acido graso; y
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(c) someter la biomasa a una reaccién de hidrdlisis
alcalina para producir un jabén de la conversidén guimica de por
lo menos una porcién de los glicerolipidos o ésteres de acido
graso a sales de &cido graso;

27. El método de conformidad con. la reivindicacién

26, caracterizado porque comprende .ademas separar -

sustancialmente las sales de acido graso de otros componentes
de la biomasa.

28. El método de conformidad con la reivindicacidn
26, caracterizado porque los microbios son seleccionados del
grupo que consiste de las microalgas enlistadas en la Tabla 1,
la levadura oleaginosa enlistada en la Tabla 2, y los hongos
enlistados en la Tabla 3.

29. El1 método deé conformidad con la reivindicacidn
26, ,caracterizadb porque. dos cepas © especies distintas de
microbios son cultivados separadamente y la Dbilomasa ambos
cultivos es mezclada antes de la etapa (c).

30. El1 método de conformidad con la reivindicacidn
29, caracterizado porque por lo menos dos de cepas distintas de
microbios tienen perfiles de glicerolipido diferentes.

31. Una composicidén caracterizada porque comprende
aceite saponificado de£ivado de la hidrélisis alcaliﬁa ae
biomasa o aceite extraido producido al cultivar una poblacidn

de microbios.

32. La composicidn de conformidad con 1la

266




10

15

20

25

185

reivindicacidn 31, caracterizadov porque la composicidn
comprende ademds por lo menos un aceite seleccionado de soya,
colza, canola, palma, centro de palma, coco, maiz, desperdicio
vegetal, &rbol de sebo, girasocl, semilla de algoddn, grasa de
pollo, sebo de res, sebo porcino, microalgas, macroalgas,
Cupea, lino, cacahuate, grasa blanca de eleccidén, manteca,
Camelina -sativa, semilla de mostaza, nuez de la India, avena,
lupina, kenaf, caléndula, céfiamo, café, linaza (1lino),
avellana, euforbia, semilla de calabaza, cilantro, camelia,
sésamo, céartamo, arroz, &arbol de aceite de tung, cocoa, copra,
ciruela amapola, semillas de ricino, pecana, Jjojoba, jatrofa,
macadamia, nueces de Brasil, aguacate, un aceite de fdésil o una
fraccidn destilada del mismo y opcionalmente uno o mas aditivos
seleccionados del grupo gque consiste de aceites esenciales,
aceites de fragancia, aceites de sabor, botéanicos, extractos,
extractos de CO,, arcillas, colorantes} didéxido de titanio,
micas, hierbas de tinte, agentes de deslizamiento, exfoliantes,
semillas de fruta, fibras; polvos de grano, harinas de nuez,
harinas de semilla, perlas de aceite, perlas de cera, hierbas,
hidrosoles, vitaminas, polvos de leche, conservadores,
antioxidantes, tocoferoles, sales, aztcares, aceites vegetales,
éeras, glicerina, vegetales marinés, aceites nutritivos,
aceites ‘humectantes, mantequillas vegetales, propilenglicol,
parabenes, miel, cera de abejas, aloe, polisorbato, almidén de

malz, polvo de cocoa, polvo de coral, humectantes, gomas,
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agentes emulsificantes y espesantes.

33. La composicioén de conformidad con la
reivindicacién 31, caracterizada porque los microbios son
seleccionados del grupo que consiste de bacterias,

cianobacterias, microalgas eucariénticas, levadura oleaginosa vy

. hongos.

34. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 33, caracterizada porgue los n&crobios son una
especie del género Chlorella, Parachlorella o Prototheca.

35. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 31, caracterizada porque la biomasa o aceite
extraido comprende una mezcla de biomasa o uha mezcla de
aceltes extraidos de dos cepas o espeéies distintas de
microbios que han sido cultivadas separadamente.

36. La composicidén de conformidad con la
reivindicacidén 35, caracterizada porque por lo menos dos de las
cepas distintas de microbios tienen perfiles de glicerolipido
diferentes. |

37. La composicidén de conformidad con la
féivindicacién 31, caracterizada porque componentes derivados
de la biomasa o aceite extraido constituyen por lo menos 50% de
la masa total ae la composicién.

38. La composicidn de conformidad con ° la
reivindicacién 31, caracterizada porque comprende mends de 50

microgramos de carotenoide por gramo de aceite saponificado.
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39. La composicidn de conformidad con la
reivindicacidén 31, caracterizado porque el aceite saponificado
es saponifiéado de ésteres de &4cido graso que comprende por lo
menos 10% de Clo.

40. La composicidn de conformidad con la
reivindicacidén 31, caracterizado porque comprende.menos de 0.1
mg/kg de clorofila.

41. Una composicidén caracterizada porgue comprende un
aceite extraido de microalgas, en donde el aceite contiene
menos de‘0.0l mg/kg de clorofila.

42 . La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 41, caracterizada porque 1la microalga es del

género Prototheca.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen jabdén y productos cosméticos que pueden
ser fabricados a partir de Dbiomasa microbiana portadora de
aceite via la hidrélisis alcalina de glicerolipidos y ésteres

de 4&cido graso a sales de Acido graso. Los aceites

saponificados pueden ser. combinados con una variedad de .

aditivos para producir composiciones para uso como productos
cosméticos, que pueden también contener otros constituyentes de
la biomasa, en los que se incluyen aceites sin saponificar,

glicerol y carotenoides entre otros.
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Figura 1

Peso seco de las células (gramos/litro)
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Figura 3

Lipido a OD de 530 nm
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Lipido a un OD de 530 rim
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

T

Facha: 2010-10-28 18:07:35 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
! Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

LISTA DE CHEQUEO
ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

Industria v Comerdio
SUPERINTENDENCHA

PATENTE DE INVENCION [ ]~ MODELODE UTILIDAD [ | Art33 Decision 486100

Indicacion que se solicita una patente.

. |
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion '

Dibujos de ser estos pertinentes

RnERE

Comprobante de pago de las tasas estabiecidas (De ser el'caso formato de descuento)

Completa D P Incompleta [:]

PATENTE DE INVENCGION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

i

2

dicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
. - t
reivindicatorio, resumen)

D Dipdjos de ser es_'tos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa E] ) lncompléta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)
D ~ Indicacion que se solicita Disefo industrial
D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud '
[:] Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial 0 muestra del material que incorpora el
diseiio
D Comprobante de.pago de las tasas‘establecidas
Completa D incompleta. D
ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identific{écién del solicitante o de la persona que présenta la solicitud

Rep'resentacién gréfica de un esquema de trazado

oo

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:’ Incompleta D .

' PI02-F08 (2009-11-18)

Act. 411 PRESENTACION Folios:BOG —




Industria y Comercio
SUPERINTENDENC!A

Bogota D.C.,
2020

Doctor(a)

CORREA ORDONEZ ALVARO
Apoderado(a) y/o Representante de
SOLAZYME, INC

REFERENCIA " Radicacion No. 10 134253
Solicitud internacional PCT/US2009/040123
Fecha inicio fase nacional 09/11/2010

Tramite 11
Evento 378

Actuacion 4304 i1
Oficio No. ng,.l 57 8 8

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisioén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Cddigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la materia de la cual trata la solicitud, ya
que el titulo relacionado no se encuentra con la precisién necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular unica 5.2.9)

3. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisiéon 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificaciéon del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indique e! nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion gue se encuentra a continuacién Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogoté4 D.C. - Colombia



. & Continuacién radicado No; 10 134253 . -
,:ﬁ} Industria y Comercio
T SUPERINTENDERNCIA

Notiffquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal €), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.1Q.de 2001.

ALIX CARMENZA CE PEDE___S DE VERGEL
Directora de Nugva$ Creaciones (c)

03 DiC.2M

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpai1
Al contestar favor indique el numero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 6870000
radicacién que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 6613240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



