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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

1 | TIPO DE SOLICITUD X Patente de invencion

[] Patente de Modelo de Utilidad

o

, Capitulo | ] Capitulo II
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/046696 Fecha 13/07/2012
Publicacién Internacional No.  W(Q/2013/010090 Fecha 17/01/2013
3 | TiTULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)
COMPOSICIONES DE LIPIDOS ALGALES Y METODOS PARA PREPARARLAS Y UTILIZARLAS
4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) )
C12M 1/02 (2006.01), C12N 1/12(2006.01), C12M 1/08 (2006.01), C12P-7/64 (2006.01)
5 l SOLICITANTE (S) D Esta persona también es inventor: Para datos adiciohales utilizar hoja de informacién complementaria
‘ APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMERE " IDENTIFICACION TIPO
1. ALLTECH, INC.
6 I DATOS DEL SOLICITANTE
'DIRECCION 3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, Kentucky No. TELEFONO 6341500
40356 ' E ‘
... CIUDAD i i ORREQ “ | 7
o Nicholasville ngcRT% Shico ; Alvarq.correa@bakerm
3 . ckenzie.com.
. DEPARTAMENTO/ESTADG ‘ SNALIAD & v-
DD ARTAME Kentucky A0 . Estados Unidos de
PRI NPy ‘ CONSTITUCION América
-+ PAIS DE RESIDENCIA Estados Unidos de América bt
7 | INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacion complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. RANEY Kyle, A. Estados Unidos de América
2. TIMMONS, Rebecca, A. Estados Unidos de América
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. Estados Unidos de Kentucky Winchester 115 Hibiscus Lane Winchester,
América ‘ Kentucky 40391
2. Estados Unidos de Kentucky Lexington 1830 McDonald Avenue Lexington,
Ameérica Kentucky 40503

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

D Los demas salicitantes y/o (demads) inventores se indican en una hoja a continuacién.

9 | I:l REPRESENTANTE LEGAL Xl APODERADO
APELLIDOS ' NOMBRES IDENTIFICACION
Correa Alvaro C.C.79.143.366 T.p.20.281
DIRECCION Av. 82 No. 10-62 Piso 5 No. TELEFONO 6341500
CIUDAD CORREQ Alvaro.correa@bakermck
Bogota ELECTRONICO  gnzie.com
No. RADICACION DE
PAlS Colombia PROTOCOLO DE
PODER GENERAL

P102-FO6 vr4 (2012-04-19)




10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD [XISI [JNO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NOMERO (32) FECHA (AAAAMM/DD)

1. Estados Unidos de América us 61/507,390 13/07/2011

11 | DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o bioldgicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

[1st Xl NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia dél contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 l DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

(Isl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por ia Autoridad competente.

13 | REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

sl X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econdmicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a

que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.
" Micro, pequefias y medianas empresas [ ]

Universidades publicas o privadas 1
Entidades sin &nimo de lucro ]

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACIONEN LINEA [XISI []NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificaciéon a través de
internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO | N0 1127823 Focha 107122012

16 ' FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODE 0Q DEL REPRESENTANTE LEGAL
\ Junto a cada firma, indicar el nombre del firmaiffe y'su ¢ ldad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)

S\Q

1} | ANEXOS

Documentacién Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [X Poderes, si fuera el caso.
10. [X] Documento que legaimente pruebe la cesion deI inventor al
. i i N° de fbtios: solicitante o a su causante.
;' % gzici::gi(zggiones N° Reivindicaciones: 32 11. [ Copia del contr_ato de acceso de Tecursos geqéticos o productos
3. [ Dibuj /o fi N® folios: 21 derivados, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
. foujos yio niguras olios: 12. [ Copia de !a licencia o autorizacién de Conocimientos
4. X Resumen. Tradicionales, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de deposito de material biolégico si 13. Reduccién de tasas
fuera el caso. Micro, pequeiias o medinas empresas
6. [ Listado de secuencias de nucleétidos ylo ) [ Copia simple de la declaracién de_renta del afio inmediatamente
aminoacidos en forma digital si fuera el caso anterior, o en su defecto prueba documental idénea.
[] Arte final 12 x 12. [ Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en

o N

la ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento instituciona! emitido por el
Ministerio de Educacién
Entidades sin animo de lucro
[[] Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar
14. [] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
15. [] Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.
16. [ Comprobante de pago de fa tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacién.
17. [} Comprobante de pago por reivindicacién adicional a 10.

& Anexo formato digital.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N° de solicitud: (51) Int C:
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) ALLTECH, INC.
(30) Prioridad ~ (31) No. 32) Fecha (33) Pais
61/507,390 13/07/2011 us
(72) Inventor(es) RANEY, Kyle, A.;
TIMMONS, Rebecca, A.
(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDONEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  13/02/2014 (87)  Publicacion internacional

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT

Fecha de presentacién de la solicitud:
No. de solicitud PCT/US2012/046696

13/07/2012

17/01/2013
WO0/2013/010090

Fecha:
N° publicacién:

(54) Titulo:

COMPOSICIONES DE LIPIDOS ALGALES Y METODOS PARA PREPARARLAS Y UTILIZARLAS

Resumen:

La presente invencion se relaciona con composiciones que comprenden algas con un alto contenido de lipidos y métodos para hacer y
utilizar las mismas. En 5 particular, la invencion se relaciona con biomasa de algas con un alto contenido de lipidos y materiales algales de
lipidos derivados de las mismas, métodos para hacer las mismas, asi como biocombustibles (por ejemplo, biodiesel) y una composicion
dietética (por ejemplo, comida para animales) 10 que comprenden o estan hechas de las mismas. Las composiciones y métodos de la
invencion encuentran su uso en una variedad de aplicaciones incluyendo de biocombustibles, dietéticas (por ejemplo, nutricion humana y

animal), terapéuticas asi como aplicaciones en investigacion.




Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION ____ PCT X MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL ___

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
{51) Clasificacion Internacional :

(71)Solicitante(s)
ALLTECH, INC.

(72) Inventor(es).
RANEY, Kyle, A_; TIMMONS, Rebecca, A. °

(74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
61/507,390 13/07/2011 us
'] (85) Fecha inicio fase nacional: 13/02/2014 (87) Publicacién internacional
.1 (86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 17/01/2013
5 Fecha de presentacion de la solicitud: 13/07/2012 N° publicacion: WO/2013/010090
1 No. de solicitud PCT/US2012/046696
. | (54) Titulo:

COMPOSICIONES DE LiPIDOS ALGALES Y METODOS PARA PREPARARLAS Y UTILIZARLAS .
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

TARJETA ARCHIVO TEMATICO :
PATENTE DE INVENCION PCT _X  MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL
(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud:
(51) Clasificacion Internacional
(71)Solicitante(s)
ALLTECH, INC.
(72) Inventor(es)
RANEY, Kyle, A.; TIMMONS, Rebecca, A.
74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ
{30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
: 61/507,390 13/07/2011 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 13/02/2014 | (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. Fecha: 17/01/2013
PCT No. Publicacién : W0/2013/010090
Fecha de presentacion de la solicitud:
13/07/2012-
No. de solicitud PCT/US2012/046696
(54) Titulo; '

COMPOSICIONES DE LIPIDOS ALGALES Y METODOS PARA PREPARARLAS Y UTILIZARLAS

(57) Resumen:

La presente invencion se relaciona con composiciones que comprenden algas con un alto contenido de lipidos y métodos para hacer y utilizar las
mismas. En 5 particular, la invencion se relaciona con biomasa de algas con un alto contenido de lipidos y materiales algales de lipidos derivados
de las mismas, métodos para hacer las mismas, asi como biocombustibles (por ejemplo, biodiesel) y una composicién dietética (por ejemplo,
comida para animales) 10 que comprenden o estan hechas de las mismas. Las composiciones y métodos de la invencién encuentran su uso en
una variedad de aplicaciones incluyendo de biocombustibles, dietéticas (por ejemplo, nutricion humana y animal), ferapéuticas asi como
aplicaciones en investigacion.
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NIT : 800.176.089-2
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Industria y Comercio

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 127323

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Diciembre 10 de 2013 - 13:40:40

RECIBIDO DE : BAKER

N1900.532.339

*** Soporte del Pago ***

»

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGQ FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 213782925 10/12/2013 140.225.000.00
*** Conceptos Pagados *** '
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr CONGEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.GD0.00
INVENCION $500.950.00

SON: **QUINIENT7 MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

“)

Responsable: _
’Recibo de CajaMpli

, Diciembre 10 de 2013 - 13:40:57

Web: www.sic.gov.co e

al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

B

01024- -00000-0000

2421 _Dep. 2020 DIRNU
Tra. 11 PATENTEIYI| : NUEVASCR
AGH 411 PRESIEIYIL | Eve: 378 FASENACIONAL]

Folios: 8

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
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NIT : 800.176.089-2
/-

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 134117
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Diciembre 26 de 2013 - 16:27:08

RECIBIDO DE : BAKER NI 900.532.339

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO __CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 134116 26/12/2013 660.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCEPTO

22 50005-01-01 SOLICITUDES

Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 660.000.00

ADICIONAL'ALAS 10 INIC $660.000.00

SON: **SEISCIE S SESENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Res‘Eonsablez m
***** \——/

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR

-0
Fecha: 2013-12-27 12:24:21
Tra. 11 PATENTEIVIi Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Eve: 378
Act. 411 PRESENTACION Folios: g ASENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co

Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Diclembre 26 de 2013 - 16:27:08
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA

Industria y Comgx:(_:_xo RELACION DE ANEXOS
SUPERINTENDENCIA
Dependencia:. Focha: 2 ) _Z/ —2; Recorrido:
QO Z) AAAA MM DD
Tipo de Radicacion: Entrada: o Salida: O Traslado: D Convenio: O
Radicador: Planilla:
D No. Radicacién Consecutivo item item Unidad de Conservacioén
1 / 3 - 3 O r 024 0 1 Bolsa
2 ’ 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 7 Ccb )(
9 8 Disquete
10 9 DVvD
11 10 Folleto
12 11 Foto
13 12 Periddico
14 13 Plano
15 14 Publicacion Periddica
16 15 USB
17 16 Otro

Observaciones:

bxon  Ad

(\@LHLOA
Sl 5
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‘e _ LISTA DE CHEQUEO
Industria y Comercio ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

SUPERINTENDENCILA

PATENTE DE INVENCION [_—_] , MODELO DE UTILIDAD [:] Art 33 Decision 486/00

Indicacién que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

HENN N

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT l___J Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copiade la solicitud en espaniiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumeny)

Dibujos de ser estos pertinentes

HiNRERN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa l:' Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)
D Indicacién que se solicita Diseno industrial
D Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
D Representacion gréafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora al
disefio - '

[:] Comprobénte de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

e o latg l:]

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

oot

L

No. 13-301024- -00000-0000 PI02-F08 (2009-

Fecha: 2013-12-27 12:24:21  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 8
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- BARER & MCKENZIE -

ASSIGNMENT
RANEY, Kyle, A.
TIMMONS, Rebecca, A.
by means of this document assign(s) to
ALLTECH, INC.

A company organized under the laws of

United States of America

Domiciled in

3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, Kentucky
40356, United States of America

all my (our) rights, title and interest in and to my (our)
invention entitled and as fully set forth and described in:

ALGAL LIPID COMPOSITIONS AND METHODS
OF PREPARING AND UTILIZING THE SAME

So far as the Republic of Colombia is concerned and any
other country in which the application is filed.

Done and subscribed in ~ Nicholasville, KY USA

On the . day ofD(J ¢ of2013

R e

Signature of the inventors

1L 0@

Signature of the inventors

S/CO - ASSIGNMENT-BAKERMCKENZIE - 26 NOV 2013.DOC

WanGi & INMunGIHILIC . And.

NIT: 900.5632.339-9

Av. 82 No. 10-62 6th Floor
Bogota
Colombia

Tel: +57 1 634 1500
Fax: +57 1 376 2211
www.bakermckenzie.com

CESION
RANEY, Kyle, A.
TIMMONS, Rebecca, A.
por medio de la presente cedo (cedemos) a
ALLTECH, INC.

Una compaiiia organizada bajo las leyes de

Estados Unidos de América

domiciliada en

3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, Kentucky
40356, Estados Unidos de América

todos mis (nuestros) derechos, titulo e interés sobre mi
(nuestra) invencion titulada y tal como describe en:

(Nombre de la invencion)

en lo que concierne a la Republica de Colombia y cualquier
otro pais del mundo en donde se presente la solicitud.

Dado y firmado en

A los 2 diasdelmesde Ve ¢ de 2013

Firma de-los invenfores

7@04

Firma de los inventores




The State of W1sconsm

Office of the
Secretary of State

(Conventmn de La Haye du 5 Octobre 1961)

'_';--_"Country Umted States of Amerlca _'
i ThlS pubhc document has been SIgned by Vlckle Hoeft

.'actmg in the capac1ty of Notary Publlc, State of Wlsconsm

'.j.bears the seal/stamp of Notary Pubhc, State of Wlsconsm. -

CERTIFIED for Colombla

-'fa"at Madlson Wisconsin -:"* e August 15, 2011
| be the Secretary of State of W1sconsm
" No. 210603 N

o -Seal/ stamp": :

o st M‘//& -~
w7 LﬂZ/

. DOUGLAS AFOLLETTE
..Secretary‘of State -

SR ~This Certificate only confnms the authonty of the
. person named in Number 2." It does not mean that
" the contents of the attached document are..

" -correct, or that the Secretary of State approves of
" the contents.. ,
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NOTARIAL CERTIFICATE

(True Copy)

STATE OF WISCONSIN )
) SS
COUNTY OF DANE )

1, Vickie Hoeft, a Notary Public in and for the State of Wisconsin, duly appointed, certify
that the instrument annexed is a true copy of the document produced and shown to me and being
a Power of Attorney from ALLTECH, Inc., 3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, KY 40356,
USA. Executed by Nathan Hunter Hohman, appointing Baker & McKenzie as agent, dated July
20, 2011, the original of which I have examined.

Dated at Madison, Wisconsin, this 11™ day of August 2011.

*
A}

Notary Public State of Wisconsin
My Commission Expires: March 24, 2013




BARER & MOKEiz1E |

POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

ALLTECH, INC.

located at

3031 Catnip Hill Pike Nicholagville, Kentucky 40356,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

RICARDO METKE MENDEZ and/or JUAN PABLO
CONCHA-DELGADGC and/or

OLGA GEORGETTE OTERO

of the firm Baker & McKenzie Colombia S.A members of
Baker & McKenzie, domiciled at Av. 82 No. 10-62, 6 floor, of
Bogoti D.C., Colombia, full and sufficient power of attorney to
pursue before the competent authorities the following matters:

Trademark registrations and renewals; deposit and
registration of commercial names and commercial ensigns;
registration and renewal of domain names; Prosecntion and
obtainment of patents, utility models, industrial designs,
integrated circuits layout-designs and vegetal varieties;
recordals of mergers, changes of name, assignments,
changes of domicile and address; security interests; liens
and other acts that affect or limit the mentioned industrial
property rights; filing and prosecution of oppositions;
recordal of license of use agreements; filing and prosecution
of caneellation actions, annulment actions, annulment and
reinstatement of right action, and all judicial actions
available for the prosccution of proceedings related to
intellectmal property matters, unfair competition, and
protection of consumers.

to which end it empowers them to file requests, petitions and
lawsuits, appeals and objections, pay taxes, receive, including
faculties to enter into settlement agreements, conciliations and
transactions, abandon applications and renounce rights and, in
general, to take all the actions before the competent authorities
in order to duly protect our intellectual property. To the said
mandatories sufficient power is granted hereby to receive
notifications for and on behalf of the Company, to confer
powers on those who are to represent the Company judicially
and extrajudicially, to answer in court in the matter of all claims
and demands that may be presented in connection with the
marks and other intellectual property rights, and to do
everything that may be required before administrative or
Jjudicial officers of any class to comply this power, giving them
likewise faculty to substitute these presents and revoke such
substitutionis if necessary.

Done and subscribed in  Nicholasville, Kentucky, USA
On the ’t} D

/Wﬁ M

Nathan Hunter Hohman
Secretary and Treasurer, Alltech, Inc.
Signature of the person Issuing the Power

day of‘)\)\{/\jofzm‘l

Baker & McKenzie Colombia S.A.
Av, 82 No. 10 - 62 6th Floor
Bogota, Colombia

NIT: $00.034,906-8

Tel: +57 1 634 1500

Fax; +57 1 376 2211
www.bakermckenzie,com

PODER
La abajo firmada,
ALLTECH, INC.
domiciliada en

3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, Kentucky 40356, Estados
Unidos de América

declara por el presente que otorga a
ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o RICARDO METKE

MENDEZ y/o JUAN PABLO CONCHA-DELGADOC y/o OLGA
GEORGETTE OTERO

de la firma Baker & McKenzie Colombia S.A., miembros de Baker &
McKenzie, domiciliada en [a Av. 82 No. 10-62 Piso 6 en Bogota D.C.,

- Colombia, poder especial amplio v suficiente, para adelantar ante las

auteridades competentes los siguientes asuntos:

Registro y renovacién de marcas; depdsite y registro de nombres
comerciales y enscias comerciales; registro y removaciéon de
nombres de dominio; trimite y obtencitn de solicitudes de patentes
de invencién, modelos de utilidad, diseiios industriales, esquemas
de trazado de circuitos integrados y variedades vegetales;
inscripeitn de fusiones, cambios de nombre, traspasos, cambios de
domicilio y de direccién; imscripcién de contratos de prenda,
embargos y otros actos que afecien o limiten los mencionados
derechos de propiedad industrial; presentacion y tramitacion de
oposiciones; inscripeion de licencias de uso; presentacién y
tramitacién de acciones de cancelacién; acciones de nmlidad,
acciones de nulidad y restablecimiento del derecho y demis
acciones judiciales, relaciomadas con procesos de propiedad
industrial , competencia desleal y proteccion al consumidor.

a cuvo efecto los faculta para presentar solicitudes, peticiones y
demandas, interponer recursos, reclamos, pagar impuestos y tasas,
recibir, transigir y desistir, incluyendo facultades para entrar en
acuerdos amigables, conciliaciones y transacciones, abandonar
solicitudes y renunciar a derechos, y en general, a dar ante las

'autoridades competentes todos los pasos necesarios para la debida

proteccion de nuestra propiedad industrial. Asimismo se concede a los
expresados mandatarios poder suficiente para recibir notificaciones a
nombre de la compadifa, otorgar poderes a quienes vayan a representar
a la compafifa judicial y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de mareas y otros
derechos de propiedad industrial se presentaren y hacer cuanto fuere
pecesario ante las autoridades administrativas o judiciales de cualquier
orden para el cumplimiento de este mandato, dindoles igualmente
facultad para sustituir el presente poder v en caso necesario, revocar
dichas sustituciones.

Dado y firmado en

A los dias del mes de " de20

/ﬁ@ﬁf M

Firma de Ia persona que firma ¢l Poder
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Secretary of State

APOSTILLE

(Conventlon de I.a Haye du 5 Octobre 196 1)

- Country Umted States of Amenca v L |
Thts publtc document has been 31gned by Vlckle Hoeft

'”-'actmg m the capac1ty of Notary Publlc, State of WlSCOllSln

: ‘f':fbears the seal/stamp of Notary Publlc State of Wtsconsm. o

CERTIFIED for COlombla

L "-at Madtson, Wlsconsm f- ,' _- August 22 2011
.'--by the Secretary of State of Wtsconsm

'No 210863
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: DOUGLAS 1A FOLLETTE
o "Secretary of State '
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NOTARIAL CERTIFICATE

(True Copy)

STATE OF WISCONSIN )
) SS
COUNTY OF DANE )

I, Vickie Hoeft, a Notary Public in and for the State of Wisconsin, duly appointed, certify
that the instrument annexed is a true copy of the document produced and shown to me and being
a Certificate of Existence for ALLTECH, Inc., 3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, KY 40356,
USA, the original of which I have examined.

Dated at Madison, Wisconsin, this 18% day of August 2011.

Notary Public State of Wisconsin
My Commission Expires: March 24, 2013

(SEAL)

Wik,

N 7y

e HOgL'Y,
0‘& .0""""'%.. >

o
-

\\‘q\

)
>
"o
@
‘e
O..-."‘Ou cers®’
VSIN
Ui

%




Commonwealth of Kentucky 8/4/2011
Elaine N. Walker, Secretary of State

Division of Corporations
Business Filings
P.O.Box 718 . .
Frankfort, KY 40602 Certificate of Existence
(502) 564-3490
http:/fwww.sos. ky.gov

Authentication Number: 116510
Visit hitps://app.sos.ky.goviftshow/certvalidate.aspx to authenticate this certificate.

: tmg under KRS ﬂ'xapter 271B,
|980 and Whosla penod of duration is

e i
1] fees and penalneg owed to t"he Secretary of State have

I further certify tk
been paid; that articl 3
recent annual reportr
Secretary of State. '

IN WITNESS WHEREOF, Tha <6t my hand and affixed my
Official Seal at Frankfort, Kentucky, this 4th day of August, 2011.

G2 H e

Elaine N. Walker
Secretary of State

Commonwealth of Kentucky
116510/0148768
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NOTARIAL CERTIFICATE

(True Copy)

STATE OF WISCONSIN )
) SS
COUNTY OF DANE )

I, Vickie Hoeft, a Notary Public in and for the State of Wisconsin, duly appointed, certify
that the instrument annexed is a true copy of the document produced and shown to me and being
a Certificate of Incorporation and Annual Report from ALLTECH, Inc., 3031 Catnip Hill Pike
Nicholasville, KY 40356, USA, the originals of which I have examined.

Dated at Madison, Wisconsin, this 18" day of August 2011.

Notary Public State of Wisconsin
My Commission Expires: March 24, 2013

(SEAL)
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Secretary of State

Certificate

L, Elaine N. Walker, Secretary of State for the Commonwealth of Kentucky,
do hereby certify that the foregoing writing has been carefully compared by
me with the original thereof, now in my official custody as Secretary of State and
remaining on file in my office, and found to be a true and correct copy of

CERTIFICATE OF INCORPORATION OF
ALLTECH, INC. FILED AUGUST 7, 1980;

2011 ANNUAL REPORT FILED MARCH 1, 2011.

IN WITNESS WHEREOF, I have hereunto set my hand and affixed my
Official Seal at Frankfort, Kentucky, this 4th day of August, 2011.

T2 H et

Elaine N. Walker
Secretary of State

Commonwealth of Kentucky
dwilliarns,/ 0148768 - Certificate ID: 116511
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OFFICE OF
SECRETARY OF STATE

FRANCES JONES MILLS
Secretary

FRANKFORT,
KENTUCKY

CERTIFICATE OF INCORPORATION

I, FRANCES JONES MILLS, Secretary of State of the Commonwealth of
Kentucky, do hereby certify that Articles of Incorporation of

e - e . ALLTECH, INC. . . . . L. - —

witose initial agent for process is TAMAS PEARSE LIQE .

LANE ALIEN PLAZA, 845 LANE ALIEN ROAD

e ——— [AR— tam hme v mme me— ——. —— b

and whose address is .. . . . IEASGTON, KENTOCKY

duly signed according to hne, have been filed in my coffice. 1 further certify that ol
taxes, fees and charges puyable upon the filing of said Arlicles of incorporeiion have
been paid.

Given under my hand end seal of Office as Secretary of

State, at Frankfort, Kentucky, this TIH
day of . ... AUCUST . , I980 .
y’. .
Dotz fodd /
RETARY OF STATE
SECRETARY OF STATE T T T T ASSISTANT BECRECARY GF STATE




ORIGINAL COPY FILED
SECRETARY OF STATE OF KENTUCKY

FRANKFDRT, KERTUCKY SECRETARY CF STATE
ARTICLES OF INCORPORATION R E C E‘_ ! V E D
AUG G 7 1980 oF
AUG 71980

ALLTECH, INC. -
/v.» CAEX
STCRETARY OF SOATE COMMONWEALTH OF RENTUCKY

The undersigned, Thomas Pearse Lyons, of Lexington,
Kentucky, hereby forms a corporation under the laws of the
Commonwealth of Kentucky.

ARTICLE I.
The name of the corporation shall be Alltech, %::sgéq
ARTICLE II.

The corporation shall continue perpetually, unless
soone¥ dissolved accoxrding to the laws of the Commonwealth
of Kentucky.

ARTICLE IIX.

The purpose of the corporation is to produce biochemicals
for the food industry and to act as consultants therewith.
Ixn addition to the foregoing, the purposes of the corporation
shall include the transaction of any and all lawful business
for which corporations may be incorporated under the laws of
the Commonwealth of Kentucky.

ARTICLE IV.

The total authorized number of shares of stock of this
corporation is two thousand (2,000}, the shares to be with-
out par value, and the holder of each share of stock shall
be entitled to one (1) vote for each share held.

ART.TLE V.

The initial registered office of the corporation is:
Lane Allen Plaza, 845 Lane Allen Road, Lexing:on, Kentucky
49504. The initial registered agent of the corporation at
the above address is: ‘Thomas Pearse Lyons.

ARTICLE VI.

The initial Board of Directors shall comsist of cne (1)
person who shall be: Thomas Pearse Lyons, 3529 Cornwall
brive, Lexington, Kentucky 40503. The director shall continue
to serve until his successor has been elected and qualiified.
The subsequent oxganiza ion of the Board of Directors,

inclnding the nomher of directors. shall he anverned hv Fha




ARTICLE VII.
The incorporator of this ccrporation is: Thomas Pearse
Lyons, 3529 Cornwall Drive, Lexington, Kentucky 40503.
ADTICLE VIIIXI.
This corporation shall have all of the powers granted
to corporations under the laws of the Commonwealth of Kentucky.
IN WITNESS WHEREOF, witness the hand of the incorporator
hereocf, this, the é day of august, 19E0.

*ﬂ—cgig::zagasxxzﬁééjﬁgf“"“'

THOMAS PEARSE LYONS

STATE OF KENTUCKY)
) Sct.
COUNTY OF FAYETTE)
Subscribed and sworn to befure me by Thomas Pearse Lyons
this é’j day of August, 1980.
My Commission expires: 5}95&?3

= Y
_ Y PUBLIC, STATE AT LAKGE
4 KENTUCKY

PREPARED BY:
GERALDS, CASSIDY & MOLCNEY

605 Court Square Building
Lexington, 40507

A . Y

o SCAR H. GERALDS, JF




PARP
0143768
Elaine N. Walker

Commonwealth of Kentucky | secretayof state

Received and Filed

Elaine N. Walker, Secretary of Stat{ /12011 4:08:15 pm
Fee receipt: $15.00

Elaine N. Walker

Secretary of State
P. 0. Box 1150 Annl:lal RePort ARP
Frankfort, KY 40602-1150 On"ne Flllng

(502) 564-3490
http:/fiwww.sos.ky.gov

Company:
Company ID:
State of origin:
Formation date:

Date filed: _73!112011 '4:08:15° PM.:
Fee: .$15.00-
Principal Office

ALLTECH, INC.
0148768
Kentucky
8/7/1980 12 00 00 AM_

3031 CATNIP HILL
NICHOLASVILLE, KY 40356

Registered Agent Nafﬁélﬂadrésé"i"

NATIONAL REGISTERED AGENTS, INC
400 WEST MARKET STREET, SUITE 1800
LOUISVILLE, KY 40202 jj i

Current Officers

President
Secretary
Treasurer
Vice President

Directors

Thomas. Pearse Lyons 303‘1 Catnlp Hl[l Pike, Nicholasvﬂle KY. 40356
Nathan,H Hohmian 3031 _Catnip Hill Pike, Nicholasville, KY 40356
Nathan H Hohman: - 3031 Camlp Hil Pike, Nicholasville, KY 40356
Mark Pearse Lyons - "Hill Pi N'cholasw e, KY 40356

Director
Director

Signatures

l\[icholaswlie KY40356
lcbolaswlle KY 40356

Thomas Pearse : Lyons:

K

Signature
Title

Nathan Hohman
Secretary/Treasurer




Traduccion oficial del inglés por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del Ministerio de Justicia de Colombia '/3/
Estado de Wisconsin

Oficina del Secretario de estado
Sello redondo, certificado

APOSTILLA
(Convencion De La Haya det 5 octubre de 1961)
1. Pais Estados Unidos de América

2. Este documento Pablico ha sido firmado por Vickie Hoeft

3. Quien ejerce funciones de notario plblico estado de Wisconsin

4. Lleva el sello notario publico del estado de Wisconsin

CERTIFICADO

5. En Madison , Wisconsin 6. El 15 de agosto de 2011,

7. Por el secretario de estado- estado de Wisconsin

8 No. 210603 S. Sello del estade de Wisconsin

10. Firma ilegible Douglas Lafollette secretario de estado

La apostilla solo certifica Iz autoridad de Ja persona que firma en el n. 2. no significa que el contenido del
documento es correcto ¢ que el secretario apruebe el contenido. -
CERTIFICADO NOTARIAL:
(Copia verdadera)

Estado de Wisconsin
Condado de Dane) ss

Yo, Vickie Hoeft Notario plblico en y para e! estado de Wisconsin, debidamente nombrada, certifico que
el documento anexo es una copia verdadera del documento que me presentaron y es un Poder de
ALLTECH, INC. con oficinas en 3031 Catnip Hill Pike NicholaSville KY 40356, Estados Unidos, suscrito
por Nathan Hunter Hohman, nombrando a Baker & McKenzie como agente, fechado el 20 de julio de
2011, cuyo original examiné
Fechado en Madison, Wisconsin, el 11 de agosto de 2071,
Firma ilegible de Vickie Hoeft notario del Estado de Wisconsin.
Sello oficial. Notaric piblico, Su comision vence el 24-03 - 2017~ .

PODER
En inglés y espafiol de ALLTECH, INC, firmado en Nicholasville, Kentucky Estados Unidos, el 20 julio de
2011. frmado por Nathan Hunter Hohman secretario y tesorero
De Alltech, Inc. - Estado de Wisconsin,

Oficina del Secretario de estado
Sello redondo. certificado
APOSTILLA

(Convencién De La Haya del 5 octubre de 1961)

1. Pais Estados Unidos de América
2. Este documento Publico ha sido firmado por Vickie Hoeft
3. Quien ejerce funciones de notario publico estado de Wisconsin
4. Lleva el sello notario publico del estado de Wisconsin
CERTIFICADO
5. En Madison , Wisconsin 6. EI 22 de agosto de 2011
7. Por el secretario de estado- estado de Wisconsin
8 No. 210603 9. Sello dei estado de Wisconsin
10. Firma ilegible Douglas Lafollette secretario de estado

4 ,r\i .b\ FaX
MA];[L N NEI}QJ.Sé/ASTRD

Traductor e Intérprete Oficial
Inglés - Espafol - Inglés
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987




Lz apostilla solo certifica la autoridad de Ia persona que firma en el n. 2. no significa que el contenido del

documento es correcto o que el secretario apruebe el contenido. —
CERTIFICADO NOTARIAL:
(Copia verdadera)

Estado de Wisconsin

Condado de Dane) ss

2 /5

Yo, Vickie Hoeft Notario pablico en y para el estado de Wisconsin, debidamente nombrada,

certifico que el documento anexo es tna copia verdadera del documento que me presentaron y

es un Certificado de Existencia de ALLTECH, INC. con oficinas en 3031 Catnip Hill Pike

NicholaSville KY 40356, Estados Unidos, cuyo original examiné

Fechado en Madison, Wisconsin, el 18 de agosto de 2011.

Firma ilegible de Vickie Hoeft notario del Estado de Wisconsin.

Sello oficial. Notario pablico. Su comisién vence ] 24-03 - 2011- 8- 4-2011.
ESTADO DE KENTUCKY
Elaine N. Walker. Sec¢retario de estado

Divisién de sociedades andnimas
Presentacion de negocios

Apartado 718 Frankfort KY 40602 (502) 564 23490

http:/fwww.sos.kv.oov

Certificado de Existencia

No. De autenticacion 11650

Visite https// app.sos.ky.gov/fishow/certvalidate.aspx para autenticar este certificado

Yo Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky, por el presente certifico que conforme a

los registros en la oficina del secretario de estado

ALLTECH. INC es una sociedad andnima debidamente constituida v con existencia bao el

-

capitulo KRS 271B, cuya fecha de constitucion es 7 de agosto de 1980, y con un periodo de

duracion a perpetuidad.

Certifico ademés que ha pagado todos los derechos y sanciones debidos al Secretario de estado ,

que la sociedad no ha presentado articulos de disolucion, y que entregé al secretario de estado el

informe anual més reciente requerido por KRS 271 B 16- 220.

Firma de Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky.

Sello redondo del secretario de estado de Kentucky

: Estado de Wisconsin. - Oficina de! Secretario de estado

Sello redondo. certificado

(Convencion De La Haya del 5 octubre de 1961)

1. Pais Estados Unidos de América

APOSTILLA

2. Este documento Publico ha sido firmado por Vickie Hoeft

3. Quien ejerce funciones de notario publico estado de Wisconsin

4. Lleva el sello notario plblico del estado de Wisconsin

CERTIFICADO

5. En Madison , Wisconsin 6. El 22 de agosto de 2011,
7. Por ¢l secretario de estado- estado de Wisconsin

8No. 210604 9. Seflo del estado de Wisconsin
10. Firma ilegible Douglas Lafollette secretario de estado

Holy ke

La apostilla solo certifica la autoridad de I person

documento es corecto o que el secretario apruebe e! contenido. -

a que firma en el n. 2. no significa que &, contenidadel asTrO

Traductor & Intérprete Oficial
Inglés - Espafol - Inglés
Resolucién Ne. 2117 de! 7 Oct 1987
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CERTIFICADO NOTARIAL:

(Copia verdadera)

Estado de Wisconsin
Condado de Dane) ss
Yo, Vickie Hoeft Notario publico en y para el estado de Wisconsin, debidamente nombrada,

certifico que el documento anexo es una copia verdadera del documento que me presentaron y
es un Certificado de Constitucion de ALLTECH, INC. con oficinas en 3031 Catnip Hill Pike
Nicholasville KY 40356, Estados Unidos, cuyo original examiné
Fechado en Madison, Wisconsin, el 18 de agosto de 2011.
Firma ilegible de Vickie Hoeft notario del Estado de Wisconsin.
Sello oficial. Notario publico, Su comisién vence €] 24-03 - 2011-
ESTADO DE KENTUCKY
Elaine N. Walker. Secretario de estado
CERTIFICADO
Yo Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky, por el presente certifico que he
comparado cuidadosamente ¢l escrito anterior con el original del mismo, ahora bajo mi custodia
oficial como secretario de estado y que permanece en archivo en mi oficina, y encuentro que es
una copia verdadera y correcta del CERTIFICADO DE CONSTITUCION DE
ALLTECH, INC presentado el 7 de agosto de 1980,
INFORME ANUAL DE 2001 Presentado el I marzo de 2011.
En testimonio de lo anterior, firmo y estampo el sello oficial en Frankfort, Kentucky el 4 de
agosto de 2011.
Firma de Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky.
Sello redondo del secretario Estado De Kentucky-
~=- 1 148768
ESTADO DE WISCONSIN. - Oficina del Secretario de estado
Frances Jones Mills - secretaria Sello redondo. Frankfort Kentuchy
CERTIFICADO DE CONSTITUCION
Yo Frances Jones Mills. Secretario de estado de Kentucky, por el presente certifico que he se ha

presentado en esta oficina el Certificado De Constitucién De

ALLTECH, INC ., cuyo agente inicial para proceso es Thomas Pearse Lyons, direccién Lane
Allen Plaza, 845 Lane Allen Road. Direccion en Lexington Kentucky, debidamente firmado
conforme a la ley. Certifico ademas que esa compafiia ba pagado todos los impuestos, derechos, y

cargos pagaderos al momento de presentar tal Acta Constitutiva,

Expedido con mi firma y sello oficial de Secretario de Estado en Frankfort, Kentucky el 7 de
agosto de 1980.
Firma de Frances Jones Mills.. Secretario de estado de Kentucky.

Sello redondo del secretario Estado De Kentucky-

MARLEN NEIRA CASTRC
Traductor ¢ Intérprete Oficig)
Resar lf'}’giés - Espariol . Inglgs
Solucién Ng, 21 17 de! 7 Ot 1987




¢y
CERTIFICADO DE CONSTITUCION DE ALLTECH, INC.

El suscrito Thomas Pearse Lyons, de Lexington Kentucky, por el presente constituve una
sociedad anénima conforme a las leyes del estado de Kentucky

Articulo 1.

La razoén social de la sociedad es Alltech, Inc.

Articulo 1II.

La sociedad tiene una duracién a perpetuidad, a menos de que se disuelva antes conforme a las
leyes del estado de Kentucky,

Articulo III

- Bl objeto social de la sociedad es producir bioquimicos para la industria alimentaria v actuar
como consultores de la misma. Ademds de lo anterior, el objeto de la sociedad incluye hacer la
transaccién de todo negocio legal para los que se constituyan sociedades conforme a las leyes del
estado de Kentucky.

Articulo TV,

El nimero total de acciones autorizadas de la sociedad es dos mil (2.000). acciones con valor
nominal y el tenedor de cada accidn de capital tendra derecho a un voto por accion.

Articulo V. La oficina registrada inicial de la sociedad es: Lane Allen Plaza 345 Lane Allen Road,
Lexington, Kentucky 40504. El agente inicial registrado de la sociedad anterior €s: Thomas Pearse
Lyons.

Articulo VI,

La junta directiva inicial consiste en una (1) persona que sera Thomas Pearse Lyons. 35 29
Cornwall Drive, Lexington, Kentucky 40503. El director continuara sirviendo hasta que se elija y
califique su sucesor. La organizacidn subsiguiente de la Junta Directiva incluyendo el nimero de
directores, se regird por las leyes (N.-T.: texto cortado)

Articulo  VII.  El fundador de la sociedad es Thomas Pearse Lyons, 3529 Comwall Drive,
Lexington, Kentucky 40503.

Articulo VIHI-

Esta sociedad tendra todos los poderes otorgados a la sociedad conforme a las leyes del estado de
Kentucky.,

En testimonio de lo anterior, firma el fundador el 6 de agosto 1980.

Firma Thomas Pearse Lyons.

Estado de Kentucky)

Condado Fayette

Suscrito y legalizado ante mi por Thomas Pearse Lyons el 6 de agosto de 1980,

Su comisién vence el 8-27- 83.

Firma ilegible del Notario publico para todo el estado de Kentucky.

Preparado por Gerald Cassidy & Moloney.

605 Court Square Building. Lexington KY 40507 H f M C
Sk
Por Oscar H. Geralds, JR. MARLEN NEIRA CASTRO

Troductor e Intérprete Oficial
Inglés - Esparol - Inglés
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987
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ESTADO DE KENTUCKY
Elaine N. Walker. Secretario de estado

01480148768

Elaine N. Walker Secretario de estado- Recibido y archivado

3/1/2011 4:08:15 PM pago de derechos: $15.00

Apartado 1150 Frankfort KY 40602 (502) 564 INFORME ANUAL
23490 http://www.sos.Ky.gov PRESENTACION EN LINEA - ARP
Compaiiia ALLTECH, INC.
Identificacion de compafiia 0148768
Estado de Origen Kentucky
Fecha de constitucion 817/1980 hora 12:00:00 AM
Fecha de presentacién 3/11201 hora 14:08:15 PM
Derechos pagados $15.06
Oficina Principal

3051 CATNIP HILL NICHOLASVILLE. KY 40356

Nombre de agente Registrado/direccion
National Registered Agents, Inc

400 West Market Street Suite 1800 Louisville, Ky 40202 .

Funcionarios actuales

Presidente Thomas Pearse Lyons 3031 Catnip Hill Pike, Nicholasville; K'Y 40356
Secretario Nathan H Hohman . 3031 Catnip Hill Pike, Nicholasville; K'Y 40356
Tesorero Nathan Hohman 3031 Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Vice Presidente  Mark Pearse. Lyons  Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Directores
Director Thomas Pearse Lyons Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Director Nathan H Hohman Catnip Hill Pike, Nicholasville: KY 40356
Firmas

Firma Nathan Hohman

Cargo SecretarioTesorero

Es traduccién conforme con copia para confrontar. Bogota. Sept 6- 2011.

/5

Holu e (,

MARLEN NEIRA CASTRO
Traductor e Intérprete Oficial
inglés - Espano - Inglés
Resolucion No. 21 17 del 7 Oct 1987
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(10) International Publication Number
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ALGAL LIPID COMPOSITIONS AND METHODS OF PREPARING AND
UTILIZING THE SAME

This Application ¢laims priority to U.S. Provisional Patent Application Serial No.

61/507,390 filed 13 July 2011, hereby incorporated by reference in its entirvety.

FIELD OF THE INVENTION

This invention relates to compositions comprising high lipid content algae and
methods of making and utilizing the same. In particular, the invention relates to bigh lipid
content algae biomass and algal lipid materials derived from the same, methods of making
the same, as well as to biofuels {e.g., biodiesel) and dictary compositions {e.g., animal feeds)
comprising or made from the same. Compositions and methods of the invention finduse in a
variety of applications including biofuel, dietary {e.g., human and animal notrition),

therapeutic as well as research applications.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Within the last several years, the production of biofuel (c.g., biodicsel) from algac has
been an area of interest. fn part, this 1s due to high quality agricultural land not being
required to grow algae (algal biomass). However, commercial production of biofuel {e.g.,
biodicsel) from algae has remained a challenge.

In addition, over the last fifty years, approaches toward providing animal nutrition
have changed. No longer are animals fed whatever forage or other material that may be
available. Instead, the dicts of animals are closcly monitored for total nutrition value and
cost. Very often, animals on specific dicts are monitored for quality and performance
characteristics with the nutritional components of the feed being adjusted to maximize
nutrition vahie of the feed and optimization of animal performance characteristics.

However, cost is a eritical factor. There is a contimual search for cost-effective animal

feeds, not only to sustain andmals, but in many cases to cause enhanced growth and value.

SUMMARY OF THE INVENTION
The invention relates to compositions comprising high lipid content algae and

methods of making and wtilizing the same. In particolar, the invention relates to high Hpid
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content algae biomass and algal lipid materials derived from the same, methods of making
the same, as well as to biofuels (e.g., biodiesel) and dictary compositions {e.g., animal feeds)
comprising or made from the same, Compositions and methods of the invention find use in a
variety of applications including biofuel, dietary {e.g., human and animal nutrition),
therapeutic as well as research applications.
Accordingly, the invention provides a process of making an algal biomass comprising

a desired, bigh fat content (e.g., at least 67% total fat) comprising culturing an algae voder
culture conditions sufficient to provide an algal biomass comprising a desired, high fat
content. The invention has identitied culture conditions under which it is possible to obtain
an algal biomass comprising a desived level of total fat {c.g., at least 67% total fat). The
mvention is not Hmited to the total fat content {e.g., by weight) of an algal biomass generated
according to the invention. In a preferred embodiment, an algal biomass generated and/or
used according to the invention comprises a fat content of at least 67% by weight. However,
the invention also provides compositions and methods of generating an algal biomass
contatning greater (e.g., greater than 68%, greater than 69%, greater than 70%, greater than
71%, greater than 72%, greater than 73%, greater than 74%, greater than 75%, greater than
76%, greater than 77%, greater than 78%, greater than 79%, greater than 80%, greater than
81%, greater than §2%, greater than 85%, or more) or lesser (e.g., about 66%, about 65%,
about 64%, about 63%, about 62%, about 61%, about 6%, about 59%, about 58%, about

7%, about 56%, about 55%, about 54%, or less) amount of total fat. Indeed, methods and
compositions described herein can be utilized o generate an algal biomass containing any
desired level of total fat content. In some embodiments, the algae biomass is cultured in two
ot more types of culture medivnt in a sequential manner. For example, in some
cmbodiments, one culture medium of the two or more culture medinn contains 50 g/l of a
carbon source, about 7.5 g/l veast extract, about 0. 15 g/l magnesiurm sulfate, about 0.15 g/l
calcium chioride and 0.15 g/L magnesium chloride. The invention is not hmited by the
carbon source. Indeed, a variety of carbon sources may be used including, but not limited to,
carbohydrates such as ghucose, fructose, xylose, saccharose, maltose or soluble starch as well
as oleic acid, fats such as soybean oil, molasses, glycerol, mannitol, and sodium acetate,
cotton seed flour, glycerol, molasses and corn steep liquor. In some embodiments, another
culture medium of the two or more culture mediom contains 50 g/L of a carbon source, about
7.5 g/l yeast exiract, about 4.0 ¢/l magnesiom sulfate, about | g/l urea, about 2 g/L. calcium
chloride, abowt 2 g/l magnesiom chloride and about 0.25 g/L monopotassium phosphate. In

some embodiments, one culture medium of the two or more culture medium contains a

]
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carbon source, yeast extract and sea salt. In some embodiments, and as described herein,
algae are cultured in a first culture medium (e.g., containing glucose, yoast extract and sca
salt); transferred into and incubated in a second culture medium {e.g., containing glucose,
yeast extract, magnesium sulfate, calcium chloride and magnesivm chloride); and transferred
5 into and incubated n a third cnlture mediom {(e.g., containing glucose, yeast extract,
magnesium sulfate, urea, calcium chioride, magnesium chioride and monopotassivim
phosphate). o some ermbodiments, one of the culture mediuras is supplemented with a fed-
batch feed. In a preferred embodiment, the third coltore medium is supplemented with a fed-
batch feed. The invention is not limited by the type, or duration, of fed-baich feed utilized.
10 Insome embodiments, the fed-batch feed comprises urea and monopotassium phosphate.
The invention is not limited by the amounts and/or ratios of media components used in the
cultares. Examples that may be utilized as components of each of the various media {e.g.,
first culture media, second culture media, baich media and fed-batch media) are described in
detail herein, In some cmbodiments, the algal biomass is harvested from a culture (c.g., from
1§ athird culture mediom) between 12-24 howrs after cessation of the fed-batch process. In
some embodiments, the algal biomass is harvested from the third culture medivm after all of
the nutrients have been removed/consumed from the medivm. The invention is not limited
by the way in which the algal biomass is harvested. Indeed, a variety of ways may be used 1o
harvest the biomass inchuding, but not limited to, the methods described herein. In some
20 embodiments, the algal biomass is harvested via centrifugation. In some embodiments, the
culture medium comprising the algal biomass is chilled prior to barvesting the algal biomass.
The invention is not Himited by the temperature to which the culture medium comprising the
aigal biomass is chilied prior to harvesting. Indeed, a variety of temperatures may be used
mcluding, but not limited to, those described hercin, In some embodiments, the culture
25 medium comprising the algal biomass is chilled to between about § and 25 C. The invention
1s not Hmited by the type of algae used in the invention. Indeed, a variety of algae may be
used {e.g., independently or in combination) including, but not limited to, those described
herein. In some embodiments, the algae is a strain or species from the genus (Rlorella, the
genus Schizochytrium, or the genus Crypthecodinium. Tn a preferred embodiment, the algae
30 is Schizochytrivum limacinum. In some embodiments, the first calture medium contains about
50 /L glucose, about 10 g/L yeast exiract and about 4 g/L sea salf. In some embodiments,
the second culture medium containg about 50 g/L glacose, about 7.5 g/l yeast extract, about
0.15 g/L magnesium sulfate, about .15 g/L calciom chioride and 0.15 g/L magnesium

chloride. In some embodiments, the third colture medium contains about 50 g/l ghicose,
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about 7.5 g/L veast extract, about 4.0 g/L magnesium sulfate, about 1 g/L urea, abowt 2 g/L
calcium chloride, about 2 g/l maguoesiom chloride and about 0.25 ¢/ monopotassivm
phosphate. In some embodumernts, the culture conditions comprise running the algae culture
at 30 C under airflow and agitation conditions $o as to maintain dissolved oxygen at about
10%. In some embodiments, the third culture medivm (e.g., the culture media present at the
time of inoculation of a main fermentor (e.g., 70,000 L, 120,000 L, 256,000 L vessel))
contains mediurn with an initial ratio of nitrogen {N):phosphoruas (Pypotassiom (K} of
46:13:8.5. In a preferred embodiment, the N:P:K ratio is the same in the batch and fed-batch
culture modes. In some embodimenis, the ratio of magnesium (Mg):calcium {(Ca)y is 3:i in
culture moedia used in both batch and fed-batch modes, although higher (e.g., 4:1, 4.5:1, or
more) and lower {e.g., 2.5:1, 2:1. 1.5:1, or lower} ratios may be used. In another
embodiment, the ratio of chloride (CI2):sulfate (SO4)) of 111 is used in culture media used in
both batch and fod-batch modes, although higher (e.g., 2:1, 311, 4:1, 5:1, or more) and lower
(e.g., 1:2, 1:3. 14, 1.5, or lower) ratios may be used. In some embodiments, the ratio of
sulfate (504):phosphate (PO4) in media at the time of inoculation of a main fermentor (e.g.,
70,0600 L, 128,000 L, 256,000 L vessel} is 16:1, although higher {e.g., 20:1, 25:1, 30:1, 32:1,
or more) and tower (e.g., 1001, 8:1. 5:1, 3:1, or lower) ratios may be used. Insome
embodiments, the total ratio of sulfate (SO4):phosphate (PO4) that has been batched and fed
at the end of a full cultwre {c.g., inchiding nccolum, first seed stage, second seed stage and
main fermentor cultures) that generates an algal biomass containing a desired fat content
(e.g., greater than 67% fat) is 5.3:1, although higher (e.g., 5.5:1, 5.7:1. 6:1, 7:1, 8:1 or higher)
and lower (e.g., 5:1,4.5:1, 4:1. 3:1, or lower) ratios may be used. In some embodiments, the
ratic of chioride (Cl2):phosphate (PO4) in media at the time of inoculation of a main
fermentor {(e.g., 70,000 L, 120,000 L, 256,000 L vessel) is 16:1, although higher {c.g., 20:1,
25:1, 3001, 3201, or more) and lower {e.g., 10:1, R:1. 5:1, 311, or lower) ratios may be used.
In some embodiments, the total ratio of chloride (C12):;phosphate (PQ4) that has been batched
and fed at the end of a full culture (e.g., including inoculum, first seed stage, second seed
stage and mato fermentor cultures) that gencrates an algal biomass containing a desired fat
content {e.g., greater than 67% fat) is 5.3:1, although higher {e.g., 5.5:1, 8. 7: 1. 6L, 701, 8l or
higher) and lower {e.g., 5:1, 4.5:1, 4:1. 3:1, or lower) ratios may be used.

The invention also provides an algal biomass having a desired, high fat content {e.g.,
total fat content of at least 67% by weight). In some embodiments, the biomass comprises
about 170-250 mg/g docosahexaenoic acid (DHA) and/or about 150-400 myg/g palmitic acid.

In some embodiments, the invention provides a fipid composition, a food product or other
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material comprising the algal biomass (e.g., dried algal biomass} or a component thereof
{c.g., a fatty acid component thereof). In some embodiments, the algal biomass (¢.g., a dried
algal biomass {c.g., gencrated according 1o a method described herein}) contains a desired
amount of total fat and/or other components (e.g.. greater than about 68% total fat, greater
5 than about 69% total fat, greater than about 70% total fat, greater than about 71% total fat,
greater than about 72% total fat, greater than about 73% total fat, greater than about 74% total
fat, greater than about 75% total fat, greater than about 76% total fat, greater than about 77%
total fat, or greater than about 78% total fat). In some embodiments, an algal biomass of the
imvention {e.g., containing greater than 67% total fat) is dried such that the biomass contains
10 less than 5% moisture (e.g., loss than 4.5% moisture, less than 4% moisture, less than 3.5%
moistare, less than 3% moisture, less than 2.5% moisture, less than 2% moisture, or less than
1.5% moisture). In some embodiments, an algal biomass of the invention (e.g., a dried
biomass containing less than 5% moisture) contains about 170-250 mg/g or more
docosahexacnoic acid (DHA) (e.g., about 170-180 mg/g DHA, about 180-190 mg/g DHA,
1§ about 190-200 mg/g DHA, about 200-210 mg/g DHA, about 210-220 mg/g DHA, about 220-
230 mg/g DHA, about 230-240 mg/g DHA, about 240-250 mg/g DHA, or more thap 250
mg/g DHA). In some embodiments, an algal biomass of the invention {¢.g., a dried biomass
containing less than 5% moisture) contains about 150-400 mg/g or more palmitic acid
(IUPAC name: hexadecanoic acid (e.g., about 150-200 mg/g, about 200-225 mg/g, about
20 225-250 mg/g, about 250-275 mg/e, about 275-300 mg/g, about 300-325 mg/g, about 325-
350 mg/g, about 350-375 mg/g, about 375-400 mg/g, or more than 400 mg/g)). In seme
embodiments, an algal biomass of the invention (¢.g., a dried bigmass containing less than
5% moisture) contains about 300-600 mg/g or more total faity acids (e.g., about 300-350
mg/g, about 350-400 rag/g, about 400-450 mg/g, about 450-500 mg/g, abowt 500-550 mg/g,
25 about $50-600 mg/g, or more than 600 mg/g fatty acids)). In some embodiments, an algal
biomass of the invention {e.g., 8 dried biomass containing less than 5% moisture) contains
icss than about 15% protein (e.g., less than about 14% protein, less than about 13% protein,
fess than about 12% protein, less than about 119% protein, less than about 10% protein, less
than about 99 protein, or less than about 8% protein). In some embodiments, an algal
30 biomass or component thereof of the tnvention is used in preparing biofuel (e.g., biodiesel).
In some embodiments, an algal biomass or component thereof of the nvention is used in

preparing a food product (e.g., an animal feed or feed component).

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
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Figure 1 depicts data generated during large scale, heterotrophic algae biomass
production according to aspects of the invention,

Figure 2 shows the fatty acid profile of algac biomass harvested from several,
mdependent large scale algal cultures.

Figure 3 shows a composite fatty acid profile of a harvested biomass utilizing

materials and methods described herein.

DEFINITIONS
As used herein, "phospholipid” refers to an organic compound having the following

general structure:

E(i
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whercin R1 is a fatty acid residue, R2 is a fatty acid residue or —OH, and R3 isa-H or
nitrogen containing compound choline (HOCH;CHyN (CH,),0H™, ethanolamine
{HOCH,CH,NHz), inositol or serine. R and R2 cannot simultancously be OH, When R3 is
an ~OH, the compound is a discylglycerophosphate, while when R3 is 2 nitrogen-containing
compound, the compound is a phosphatide such as fecithin, cephalin, phosphatidyl serine or
plasroalogen.

An "ether phospholipid” as used herein refers to a phospholipid having an ether bond
at position | the glycerol backbone. Examples of ether phospholipids include, but are not
fimited to, alkylacylphosphatidyicholine (AAPC), lyso-alkylacylphosphatidyicholine
{(LAAPC), and alkylacylphosphatidylethanolamine (AAPE). A "non-ether phospholipid” is a
phospholipid that does not have an cther bond at position 1 of the glycerol backbone.

As used herein, the torm "omega-3 fatty acid” refers to polyunsaturated fatty acids

that bave the final double bond in the hydrocarbon chain between the third and fourth carbon

6
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atoms from the methyl end of the molecule. Non-limiting examples of omega-3 fatty acids
inchide, 5,8,11,14,17-cicosapentacnoic acid (EPA), 4,7,10,13,16,19-docosahexanoic acid
{DHA) and 7,10,13,16,19-docosapentanoic acid (DPA),
As used herein, the terms "triacylglyeerid” "riglyceride” and "iriacyiglyveerol” and
5 "TAG" refer to is an ester derived from glycerol and three fatty acids, wherein fatty acid”
refers to a carboxylic acid with a long unbranched aliphatic tail (chain), which is cither
saturated or unsaturated. Paluutic acid is one, nou-linuting example of a triacylglyceride.
As used herein, the terms "% w/w (weight/weight) 7 and "w/w %" and grammatical
equivalents refer to the amount (percent) of a given substance in a composition on
160 weighttweight basis. For example, a composition comprising 50% w/w phospholipids means
that the mass of the phospholipids is 50% of the total mass of the composition (1.e,, 50 grams
of phosphelipids in 100 grams of the composition, such as an oil).
As used herein the torm "algae” refers to a unicellular or multicellular organism
formerly classified as plants, occurring in fresh or salt water, autotrophic or heterotrophic, but
1§ that lack true stems, roots, and leaves. As used herein the term "heterotrophic” refers to an
organism that cannot synthesize its own food and is dependent on organic substances (e.g.,
complex and/or simple organic substances) for nutrition. Thus, the term "heterotrophic
algae" refer to an algac that cannot synthesize its own food and is dependent on organic
substances for nutrition.  As used herein, the term "autotrophic” refers to an organism capable
20 of synthesizing its own food from inorganic substances, using light or chemical energy. The
use of the term "algal” also relates 10 microalgac and thus encompasses the meaning of
"microalgal.” The term "algal composition” refers to any composition that comprises algae,
such as an aguatic composition, and is not Hmited to the body of water or the cultore in which
the algac are cultivated. An algal composition can be an algal culture, algal biomass, a
25 concentrated algal culture, or a dewatered mass of algae, and can be i a liquid, seod-solid, or
solid form. A non-liquid algal composition can be described in terms of moisture level or
percentage weight of the solids. An "algal culture” is an algal composition that comprises live
algaec. The term "algae” includes macroaigae (commonly known as seaweed) and
microalgac.
30 As used herein, the terms "algal biomass” or "biomass” refers to a collection or mass
of algal cells grown in a given arca or ecosystem at a given time. The area or ecosystem may
be a naturally occurring environment (¢.g., body of water) or a synthetic enviromment {e.g., in

a fermentor or bioreactor {¢.g., open or closed)).

~3
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As used herein, the term "total fat” refers to the sum of triglveerides, phospholipids,
wax ester, and sterols present in a material. For example, "total fat” content of an algal
biomass refers to the sum of trighyeerides, phospholipids, wax ester, and sterols present in the
biomass. In addition, total fat mcludes both saturated and unsaturated fats,
5 As used herein, the term “preservative” refers to an agent that extends the storage life
of food and non-food products by retarding or preventing deterioration of flavor, odor, color,
texture, appearance, nutritive value, or safety. A preservative need net provide a lethal,
irreversible action resulting in partial or complete microbial cell destroction or incapacitation.
Sterilants, sanitizers, disinfectants, sporicides, virucides and tuberculocidal agents provide
10 such an irreversible mode of action, sometimes referred to as "bactericidal” action. In
contfrast, a preservative can provide an inhibitory or bacteriostatic action that is reversible, in
that the target microbes can resume multiplication if the preservative is removed. The
principal differences between s preservative and a sanitizer primarily involve mode of action
(a preservative prevenis growth rather thao killing microorganisms) and exposure time {(a

1§ preservative has days to months to act whereas a sanitizer has at most a few minutes to act).

As used herein, the term "yeast” and "yeast cells” refers to eukaryotic microorganisms

classified in the kingdom Fungi, having a cell wall, cell membrane and intracellular
components. Yeasts do not form a specific taxonomic or phylogenetic grouping. Currently
about 1,500 species are known; it 1s estimated that only 1% of all veast species have been

20 described.The term "yeast” is often taken as a synonym for S. cerevisiae, but the

phylogenetic diversity of yeasts is shown by their placerent in both divisions Ascomycota
and Basidiomycota. The budding veasts ("true veasts”) are classified in the order
Saccharomycetales. Most species of yeast reprodoce asexually by budding, although some
reproduce by bivary fission. Yeasts are unicellular, although some species become

25 multicellular through the formation of 4 string of connected budding celis known as

pyendohyphae, or false hyphae, Yeast size can vary greatly depending on the species,
typically measuring 3-4 pm in diameter, although some yeast can reach over 40 ym.

As used herein, the terms "selendun-cnriched yeast” and "selenized yeast” refer to any
yeast {e.g., Saccharomyces cerevisiae) that is cultivated 1n a medivm containing inorganic

30 selenium salts. The present invention is not limited by the selenium salt used. Indeed, a

varicty of selenivm salts are contemplated to be useful in the present invention including, but
not limited to, sodium selenite, sodium selenate, cobalt selenite or cobalt selenate. Free
selenomethionine (e.g., not assoctated with a cell or yeast) can also be used as the seleniom

source for sclenium cnriched yeast as yeast does incorporate this form of selenium. During
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cultivation, because of the chemical similarity between selenium and sulfier, yeast incorporate
sclentum in place of sulfur in what are normally sulfur-containing organic compounds within
the cell. A selenium-containing compound in such yeast preparations 1s sclenomethionine
which will be present in a form that is incorporated into polypeptides/proteins. The amount

5 oftotal celhular selenium present in the form of selenomethionine in sach preparations will

vary, but can be between 10 and 100%, 20-60%, 50-75% and between 60 and 75%. The
remainder of the orgavic selenium in selenized yeast preparations is predominantly made up
of intermediates in the pathway for selenomethionine biosynthesis. These include, but are
not limited to, selenocysteing, selenccystathionine, selenchomocysieine and seleno-

16 adenosylselenomethionine. The amount of residual inorganic sclenium salt in the finished
product is generally quite low (< 2%). However, the present fnvention is not himited by this
percentage, as preparations that contain more {e.g., between 2 and 70%;) or less {¢.g., between
(3.1 and 2%) than this percentage are also cncompassed by the invention.

As used herein, the term "SEL-PLEX" refers to a dried, nonviable selentum-enriched

1§ yeast(e.g., Sacchoromyces cerevisiae of accession number CNCM 13060, Collection
Nationale De Cultures Do Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Paris, France)
cultivated in a fed-batch fermentation that provides incremental amounts of cane mwolasses
and selenium salts in a manmer that minimizes the detrimental effects of selenium salis on the
growth rate of the yeast and allows for optimal incorporation of inorganic seleniinm into

20 cellular organic material. Residual inorganic selenivm is climinated {¢.g., using a rigorous
washing process) and does not exceed 2% of the total selenium coutent.

As used herein, the term "organic selentum” refers to any organic compound wherein
selenium replaces sulfur. Thus, organic seleniom can refer to any such compound
biosynthesized by yeast, or it can refer to free organic seleno-corapounds that arc chemically

25 synthesized. An example of the latter is free selenomethionine.

As used herein, the term "norganic selentum” generally refers to any seleniiom salt
(e.g., sodium sclenite, sodium sclenate, cobalt selenite and cobalt selenate). There arc also a
variety of other inorganic selentum socurces (See e.g., those listed in the Merck index).
Selenized yeast may be generated using a source of inorganic selenium including, but not

30 bmted to, sodim selenite, sodiom selenate, cobalt selenite, cobalt selenate, selenic acid,
selenious acid, selenium bromide, selenium chioride, seleniom hexativoride, selenivm oxide,
selenium oxybromide, selenium oxychloride, seleniim oxyfluoride, selenium salfides,

seleniom tetrabromide, selenmium tetrachionde and seleniom tetrafluoride.
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As used herein, the term "yeast cell wall” also referred to as "YCW" refers to the cell
wall of a yeast organism that surrounds the plasma membrane and the intraceliular
components of the yeast. Yeast cell wall includes both the outer fayer (mainly mannan} and
the inner layer {mainly ghican and chitin} of the veast cell wall. A fumction of the cell wall is

5 to provide structure and protect the metabolically active cytoplasm. Signaling and recognition
pathways take place in the yeast cell wall. The composition of yeast cell wall varies from
strain to strain and according to growth conditions of yeast.

As used herein, the term "purified” or "to purify” refers to the removal of components
fron: a samaple. For example, yeast cell walls or yeast cell wall extracts are purified by

16 removal of non-yeast cell wall components (e.g., plasiea mombrane and/or yeast intraceliular
components); they are also purified by the removal of contaminants or other agents other than
veast cell wall. The removal of non-yeast cell wall components and/or non-yeast cell wall
contaminanis results in an increase in the percent of yeast cell wall or components thereof in
a sarple.

15 As used herein, the term "in vivo" refers to studies and/or experiments conducted
within a living organism, occurring within a biological crganism.

As used herein, the torm "in vitro” refers to an artificial environment outside the living
organism and 1o biological processes or reactions that would normally occur within an
organism but are made o occur in an artificial environment. In vitro environments can

20 comprise, but arg not limited to, test tubes and celf culture.

As used herein, the term "high-performance liquid chromatography” and the term
"HPLC" refer to a form of liguid chromatography to separate compounds. The compounds
are dissolved in solotion. Compounds are separated by injecting a plug of the sample mixtore
onto the columm. HPLC instruments comprise a reservotr of mobile phase, a puowp, an

25 mjector, a separation cohumn, and a detector. The presence of analytes in the column effluent
1s recorded by quantitatively detecting a change in refractive tndex, UV-VIS absorption at a
set wavelength, fluorescence after excitation with a suitable wavelength, or elecirochemical
FESponse.

As used herein, the term "scanning electron microscopy” and the term "SEM” refer to

30 use of a type of electron microscope that images the sample surface by scanning it with a
high-energy beam of electrons in a raster scan pattern. The electrons interact with the atoms
that make up the sample producing signals that contain information about the sample's

surface topography, composition and other properties such as electrical conductivity.

16
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As used herein, the term "fixation agent” refers to a chemical that is capable of fixing
one substance to ancther in order to "fix", stabilize, or otherwisc preserve the substance in its
current form to prevent the substance from degrading or otherwise changing. Often, fixation
agents are used in scanning electron microscopy (SEM) to prepare the sample. Primary

5 fixation agent: as used herein, the terms "primary fixation agent” refers to the first fixation
agent used to k" a substance. Secondary fixation agent: as used herein, the torms
"secondary fixation agent” refers o the second fixation agent used to "fix" a substance.
Tertiary fixation agent: as used herein, the torms "ertiary fixation agent” refers to the third
fixation agent used to "fix" a substance.

1G As used herein, the torm "analyte” refers o an atom, a rolecule, a grouping of atoms

and/or molecules, a substance, or chemical constituent. Ap analyte, in and of itself cannot be
measured; rather, aspects or propertics {physical, chemical, biological, ete.) of the analyte can
be determined using an analytical procedure, such as HPLC. For example, one cannot
measure a "chair” (analyte-component) i and of itself, but, the height, width, ctc. of a chair

15 can be measured. Likewise, one canmot measure a mycotoxin but can measure the mycotoxin

fluorescence that is related to its concentration.

As used herein, the torm “signal” is used generally in reference to any detectable
process that indicates that a reaction has occurred (for example, binding of antibody to
antigen). Signals can be assessed qualitatively as well as quantitatively. Examples of types

20 of "signals” include, but are not limited to, radioactive signals, fluorimetric signals or

colorimetric product/reagent sigoals.

As used herein, the term "bioavailability” refers to the fraction of a molecule or
component that is available to an organism or reaches the systemic circulation. When a
maolecule or component is administered intravenously, Us bicavailability is 100%. However,

25 when a molecule or component is administered via other routes (such as orally), its
bioavailability decreases {due to incomplete absorption and first-pass metabolism). Ina
nuiritional sctting, bicavailability refers to the rates of absorption and utilization of 8 nutrient.
Different forms of the same nutrient, for example, may have different bioavailabilitics.

As used herein, the term "effective amount” refers to the amount of a composition

30 suofficient to offect beneficial or desired resalts. An effective amount can be admimstered
and/or combined with another material in one or more administrations, applications or

dosages and is not intended to be mited to a particolar formulation or administration voute.

i
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As used herein, the term "digest” refers to the conversion of food, feedstuffs, or other
organic compounds into absorbable formy; to soften, decompose, or break down by heat and
maoisture or chemical action,

As used herein, "digestive system” refers to a system (inclhuding gastrointestinal

5 system) in which digestion can or does oceur.

As used herein, the term "foedstuffs” refors to material(s) that are consumed by
mammals (¢.g., humans and animals) and condribute energy and/or nufricnts to a manunal's
diet. Examples of feedstuffs inchude, but are not Himited to, Total Mixed Ration {TMR),
forage(s), peliet(s), concentrate(s), promix(es) coproduct(s), grain(s), distiller grain(s),

10 molasses, fiber(s), fodder(s), grass{es), hay, kemel(s), leaves, meal, soluble(s), and
supplement(s}.

As uysed herein, the terms "food supplement” "dietary supplement” "dietary
supplement composition” and the like refer to a food product formulated as a dictary or
nuiritional supplement to be used as part of a dict. Exemplary dictary supplement

1§ compositions are described herein.

As used herein, the torm "animal” refers to those of kingdom Aunimalia. This
ncludes, but is not imited 1o livestock, farm animals, domestic animals, pet animals, marine
and freshwater animals, and wild animals,

As used herein, the terms "administration” and the term "administering” refer to the

20 act of giving a substance, including a drug, prodrug, or other agent, or therapeutic treatment
1o a subject {e.g., a subject or in vivo, in vitre, or ex vive cells, tissues, and organs).
Exemplary routes of administration can be through the eyes {ophthalmic), mouth (oral), skin
{topical or transdermal), nose (nasal), lungs {inhalant), oral mucosa (buceal), ear, rectal,
vaginal, by injection {¢.g., fntravenously, subcutancously, intratiuorally, intraperitoneally,

25 ete.) and the Hke.

As used herein, the term “co-administration” and the term "co-administering” refer to
the administration of at least two agent{s} or therapies to a subject and/or material (e.g.,
fecdstuff), Co-administration of two or more agents or therapies can be concurrent, or a first
agent/therapy can be administered prior to a second agent/therapy.

30 As used herein, the term "treatment” refers t0 measurces taken that facilitate the
improvement and/or reversal of the symptoms of disease. The term "treatment” refers to both
therapeutic treatment and prophylactic or preventative measures. For example, subjects that

may benefit from treatment with compositions and methods of the present invention inchude
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those already with a disease and/or disorder as well as those in which a disease and/or

disorder is to be prevented (¢.g., using a prophylactic treatment of the present invention),
As used herein, the torm "at risk for disease” refers to a subjoct that is predisposed to

experiencing a particular disease. This predisposition may be genetic (e.g., a particular

5 genetic tendency to experience the disease, such as heritable disorders), or due to other

factors {e.g., age, weight, environmenial conditions, exposures to detrimental compounds
present in the environyoent, et ).

As used herein, the term "disease”, the term "infection” and the term "pathological
condition or response” refer to a siate, signs, and/or symptoms that are associated with an

10 impairment of the normal state of a living animal or of any of its organs or tissues that
mierrupts or modifies the performance of normal functions, and may be a response to
environmental factors (such as mahuuteition, industrial hazards, or climate, incloding
mycoioxicosis}, specific infective agents {(such as worms, bacteria, of viruses), to inherent
defect of the organism (such as various geunetic anomalies), or combinations of these and

1§ other factors.

As used berein, the torm "suffering from discase” refers to a subject (e.g., an animal or
human subject) that is experiencing a particular discase and is not limited to any particular
signs or symptoms, or disease.

As used herein, the term "oxic” refers to any detrimental, deleterious, harmful, or

20 otherwise negative effect(s) on a subject, & cell, or a tissue as compared to the same cell or
tissue prior to the contact or administration of the toxin/ toxicant.

As used herein, the term "pharmaceutical composition™ refers to the combination of
an active agent with a carrier, inert or active, making the compaosition especially suitable for
diaguostic ot therapoutic use n vitro, in vivo ot €x vivo.

25 As used herein, the term "pharmaceutically acceptable” and the term
"sharmacclogically acceptable” refer to compositions that do not substantially produce more
known adverse reactions than known beneficial reactions.

As used herein, the term "inoculation” refers to the act of intreducing a
microorganism or suspension of microorganisms (e.g., algae, veast, fungi, bacteria, et¢.) into

30 a culture medium. Inoculation is the act or process of introducing something into an
environment in which it will grow or reproduce.

As used herein, the term "moculum” and the term "pre-inoculum” vefer to cells used

i an inocelation, sach as cells added to start a cudture.

et
e
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As used herein, the term "centrifugation” refers to the separating of molecules by size
or density using centrifugal forces generated by a spinning rotor that puts an object in rotation
around a fixed axis, applying a force perpendicular to the axis. The centrifuge works using
the sedimentation principle, where the centripetal acceleration is used to evenly distribute

5 substances of greater and lesser density into different layers of density.

As used herein, the term "concentration” refers to the amount of & substance per
defined space. Concentration usually is expressed in terms of mass per unit of volurse. To
dilote 2 solution, one must add more solvent, or reduce the amount of solute (e.g., by
selective evaporation, spray drying, freeze drying, ¢.g., concentrated yeast cell wall extract or

10 concendrated modified yeast cell wall extract). By contrast, to concenirate 2 solution, one
must add more soliute, or reduce the amount of solvent.

As ysed herein, the term "layer” refers to a usually horizontal deposit organized in
stratum of a material forming an overlying part or scgment obiained after separation by
centrifugation in relation with the density propertics of the material.

15 As used herein, the term "harvest” refers to the act of collecting or bringing together
materials that have been produced (e.g. bringing together materials produced during yeast
production).

As used herein, the term "drying” refers to spray drying, freeze drying, air drying,
vacuum drying or any other kind of process that redaces or eliminates liquid in a substance.

20 As used herein, the term "spray drying” refers (o a commonly used method of drying a
substance containing liquid using hot gas to cvaporate the Higuid to reduce or eliminate hquid
in the substance. In other words the material is dried by way of spraying or atomizing into a
draft of heated dry air.

As used herein, the term "frecze-drying” and the torm "lyophilization” and the terms

25 Teryodesiccation” vefer to the removal of a solvent from matter in a frozen state by
sublimation. This i3 accomplished by freezing the material to be dried below its euatectic
point and then providing the latent beat of sublimation, Precise controf of heat input permiis
drying from the frozen state without product meli-back. In practical application, the process
is accelerated and precisely controlled under reduced pressure conditions,

30 As used herein, the term "dry free flowing powder” refers to a free flowing dry
powder, ¢.2. a powder that can be poured from a container, bag, vessel etc without hindrance
of large clhumps.

As used herein, the term "grinding” refers to reducing particle size by impact,

shearing, or atirition.

14
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As used herein, the term "sample” is used in a broad sense including a specimen or
culiure obtained from any source, as well as biclogical and environmental sampies.
Biological samples may be obtained from animals {including bumans) and enconpass fluids,
solids, tissues, and gases. Biological samples include blood products, such as plasma, serum

5 and the ike. Environmental samples include environmental material such as surface matter,

soil, water, crystals and industrial samples,

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
This invention relates to compositions comprising high lipid content algae and

16 methods of making and utilizing the same. In particular, the invention relates to high hpid
content algae biomass and algal lipid materials derived from the same, methods of making
the same, as well as o bictuels {¢.g., biodiesel) and dictary compositions {¢.g., animal feeds)
comprising or made from the same. Compositions and methods of the invention findusc n a
variety of applications including biofuel, dietary (e.g., human and animal nutrition),

1§ therapeutic as well as research applications.

Accordingly, in one aspect of the invention, there is provided a process for the

preparation of an algal biomass containing elevated amounts {(e.g., on a w/w basis) of total
fat. For examples, as deseribed herein, in some embodiments, the invention provides a
method of generating an algal biomass containing a desired, high level of total fat content

20 (e.g., greater than 60% total fat, in contrast to conventional methods that generate algal
hiomass containing a significantly lower level of total fat content (e.g., 60% or less total fat}).
A great challenge of aigal-based biofuel {e.g., biodiesel) is to ensure that the biomass is not
made at the expense of more energy than is obtained in the final fuel product. Accordingly,
in some embodiments, the invention provides a method of generating an algal biomass

25 containing greater than 65% total fat. n some embodiments, the invention provides a method
of generating an algal biomass containing greater than 66% total fat. In some embodiments,
the invention provides a method of generating an algal biomass containing greater than 67%
total fat. In some embodiments, the fnvention provides a maethod of generating an algal
biomass containing greater than 68% total fat. In some embodiments, the invention provides

30 amethod of generating an algal biomass containing greater than 69% total fat. In some
embodiments, the invention provides a method of generating an algal biomass containing
greater than 70% total fat. In some embodiments, the invention provides a method of
generating an algal biomass containing greater than 70% (e.g., greater than 71, 72, 73, 74, 75,

76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 8%, 89, 9{1% or more} total fat on a w/w basis.

IN]
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In some embodiments, the method utilizes a closed bioreacior system (e.g., 8 fermentor),
although the invention is not so limited {c.g.,, in some embodiments, open bicreactors may be
utilized). In a preforred embodiment, growth of an algal biomass of the invention is
conducted under aseptic conditions. In another preferred embodiment, algae are grown {e.g.,

5 to generate an algal biomass containing a8 high fat content (e.g., greater than 67% fat)) ina
fed-batch process.

In some embodiments, the invention provides a method of culturing algae to produce
an algal biomass comprising a desired, high total fat content {¢.g., 67% or more total fat) as
described in Examples | and 2. For example, in some embodiments, the invention provides a

160 method of culturing algae comprising culturing the algae in a stepwise manner $o as to
produce an algal biomass comprising a desired, high total fat content (e.g., 67% or more total
fat). In some embodiments, a stepwise process for culturing algae comprises thawing a
stored strain of algac and adding {e.g., ascptically) the thawed algac to a 11 shake flask
contain medium comprising a carbon source {¢.g., sugar (¢.g., glucose)), yeast extract and sca

15 salt. Insome embodiments, the carbon source is present in a concentration of 50 g/L, the
yeast extract is present in a concentration of 10 g/L and/or the sea salt is presentin a
concendration of 4 g/b.. I some embodiments, the 1L shake flask containing algae and
medivm are maintained at 30 C and shaken (c.g., at about 100-400 RPM) until such time that
the algae have entered exponential growth phase but have not fully depleted the carbon

20 source (e.g., sugar {(¢.g., glucose)). Experiments conducted during development of
embodiments of the fuvention have determined that the algac enter exponential growth but do
not fully deplete the carbon source (e.g., sugar (e.g., glucose)) at a time period between 72~
144 hours. Thus, in some embodiments, algae cultivated in a 1L colture flask at 30 C for 72-
144 hours at abouti00-400 RPM (e.g., 250 RPM} in mediom comprising a carbon source

25 {e.g., sugar {e.g., glucose)), veast exiract and sea salt is used to inoculate a first seed stage
cultare {e.g., in a larger vessel (e.g., 40, 27 or 18 L vessel}). In some embodiments, the
cultere medium used in a first seed stage comprises a carbon source (e.g., sugar {¢.g.,
slucose)), veast exiract, magnesium sulfate, calcium chioride and/or magnesiom chioride. In
a preferred embodiment, the culture medium used in a first seed stage comprises about SO g/l

303 ofacarbon source (e.g., sugar {e.g., ghicose)}), about 7.5 ¢/L veast extract, about .15 g/
magnesium selfate, about .15 g/l caleium chloride and/or 0,15 ¢/L magnesium chloride. In
some embodiments, the first sced stage colture is run at 30 C under airflow and agitation
conditions 50 as to maintain dissolved oxygen at about 7-15% (e.g., 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14%), although lower and higher dissolved oxygen conditions may be utilized. In a preferred

16



WO 2013/010090 PCT/US2012/046696

embodiment, the first seed stage culture is num at 30 C under airflow and agitation conditions
so as to mainiain dissolved oxygen at about 10%. In some embodiments, the first seed stage
culture containing algac and medivm are maintained at 30 C and cultivated until such time
that the algae have entered exponential growth phase and at least 20 g/l of carbon source
5 {(e.g. sugar{e.g., glucose)) has been consumed but the carbon source has not been fuldly
depleted. Experiments conducted during dovelopment of embodiments of the invention
deteronived that the algae enter exponential growth, consume at least 20 g/L of carbon source
{e.g., sugar {e.g., glucose)) but do not fully deplete the carbon source {e.g., sugar {(¢.2.,
glucosc}) at a time period between 24-48 hours after incculation of the first seed stage
16 culture. In some erbodiments, algace cultivated in first seed stage culture at 30 C for 24-48
hours in medium comprising a carbon source (e.2., sugar (e.g., glucose)), veast exiract,
magnesium sulfate, calciom chloride and magnesium chloride are used to inoculate 8 second
seed stage culture in yot a larger vessel {e.g., 2000 L vessel). In some embodiments, the
culture medium used in a second seed stage culture comprises a carbon source (e.g., sugar
15 {(e.g., glucose}), yeast extract, magnesiom sulfate, calcium chioride and/or magnesium
chioride. In a preferred embodiment, the culture medium used in a sccond seed stage culture
comprises about 50 g/l of a carbon source (e.g., sugar {(e.g., glucose)), about 7.5 g/l yeast
extract, about 0.15 g/L magnesiurm sulfate, about .15 g/L. caleium chioride and/or 0.15 g/L.
magnesivim chloride. In some embodiments, the second seed stage culture s nun at 36 C
20 under airflow and agitation conditions s¢ as to maintain dissolved oxygen at about 7-15%
(e.g., 8,9, 10, 11, 12, 13, 14%,), although lower and higher dissolved oxygen conditions may
be utilized. In a preferred embodiment, the second seed stage culture is ron at 30 C under
airflow and agitation conditions s¢ as o maintain disselved oxygen at about 10%. In some
embodiments, the second seed stage culture containing algac and medium are maintained at
25 30 C and cultivated until such time that the algae have entered exponential growth phase, and
at least 20 ¢/L of carbon source {e.g., sugar (e.g., glucose)) has been consumed, but the
carbon source has not been fully dopleted. Experiments conducted during development of
embodiments of the jnvention deteroined that the algae enter exponential growth, consume at
feast 20 g/t of carbon source {e.g., sugar {¢.g., glucose)} but do not fully deplete the carbon
30 source {e.g., sugar {e.g., ghicose)) at a time period between 24-48 hours after inoculation of
the second sced stage culture. In some embodiments, algae coltivated in second seed stage
culture at 30 C for 24-48 hours in medium comprising a carbon source (e.g., sugar {e.g.,
glucose}), yeast extract, magnesium sulfate, calctum chloride and magnesium chloride are

used to inoculate a large scale vessel {e.g., 70,000 L, 120,000 L, 220,000 L or larger vessel

st
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{c.g., a main fermentor)) containing medium used for further colturing/fermentation of the
algac. In some embodiments, upon transfer of the second seed stage culiure to the large scale
vessel (e.g., main fermentor), the culture medivm {e.g., the baiched medium) present in the
large scale vessel {e.g., main fermentor) comprises a carbon source {e.g., sugar (e.g.,

5 glucose)), yeast extract, magnesium sulfate, urea, caleivim chloride, magnesium chloride
and/or monopotassium phosphate. In a preforred embodiment, the culture medivm used in a
farge scale {e.g., 70,000 L, 120,000 L, 220,000 L or larger vessel {¢.g., main fermentor)}
culture comprises about 50 g/L of a carbon source {e.g., sugar {s.g., glucose}), about 7.5 g/L
yeast extract, about 4.0 g/l magnesiom sulfate, sbout 1 @/l urea, about 2 g/L calcium

16 chioride, about 2 g/l magnesiura chloride and/or about 0.25 g/l monopotassium phosphate.

{1 some embodiments, the large scale culture is ron at 30 C under airflow and agitation
conditions 50 as to maintain dissolved oxygen at about 7-15% {e.g., §, 9, 10, 11, 12, 13,
14%), although lower and higher dissolved oxygen conditions may be utilized. In a preferred
embodiment, the large scale culture is rum at 30 C under airflow and agitation conditions s0

1§ asto maintain dissolved oxygen at about 10%. In a preferred embodiment, the carbon source

{c.g., sugar {e.g., glucose)) is maintained at 10 g/L for a period of time (e.g., 1 or more days
{e.g.,2,3,4,5,6,7,8,9 10,11, 12, 13, 14 or more days (c.g., using a fed-batch process)).

For example, in some embodiments, after a desived amount of glucose has been consumed by
algac in the large scale vessel (e.g., after about 20-30 g/L of glucose has been consumed by

20 the algae in the large scale vessel (e.g., after 30 g/L of glocose has been consumed}), glucose
and fed-batch feeds are started. Experiments conducted during development of embodiments
of the invention determined that the fed-batch feeds be added for about 34 hours, although
shorter {(e.g., about 32, 28, 24, 20 hours or fewer) and longer {(¢.g., 36, 38, 42, 46, 60, 72, 84,
06, 108, 120, 132, 144, 156, 168 hours or more) time periods may be used. In further

25 preferred embodiments, upon completion of the fed-batch process, cultivation of the algae is
continued in the large scale vessels until all notrients are removed/consumed from the
medium. Experiments conducted during development of embodiments of the invention
deteroioed that the nutriends are depleted from the medium between about 12 and 24 hours
after cessation of the fed-batch process. In some embodiments, the algal biomass is harvested

30 from the large scale culture mediunmy/broth and utilized as described herein. In some
embodiments, the large scale culture broth is centrifuged to obtain the algal biomass. In
some embodiments, the large scale culture broth is cooled prior to centrifugation. Although
an understanding of a mechanism is not needed to practice the invention , and the nvention is

not limited to any particular mechanism of action, in some embodiments, chifling the culture

18
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broth increases the density of the algal biomass comprising elevated levels of total fat (e.g.,
lipids/oil) and aliows a larger recovery of the biomass than is achieved in the abscence of
chilling the culture broth (See, ¢.g., Example 3). The invention is not limited by the
temperature to which the large scale calture is chilled prior to centrifugation. In some
embodiments, the large scale culture is chilled to a temperatire between 0-50 C, between S-
40C,5-25C, 5-15Cor 5-10 C.

Thus, the invention utilizes both batch and fed-batch modes of culturing algae (¢.g.,
alone and/or subsequent to a first and/or second seed stage) in order to generate an algal
biomass that contains a desired fat content {c.g., a fat content greater than 67%). The
mvention is not limited by the individual components present in the media used in cither the
batch or fed-batch modes. In some embodiments, culture media present at the time of
inoculation of a main fermentor (e.g., 70,000 L, 120,000 L, 220,000 L vessel} contains
mediom with an initial ratio of nitrogen (N):phosphorus (P):potassiom (K} of 46:13:8.5. Ina
preferred erbodiment, the N:P:K ratio is the same in the batch and fed-batch culture modes.
In some embodiments, the ratio of magnesiom (Mg):calcium (Ca) is 3:1 in culture media
used in both batch and fed-batch modes. In another embodiment, the ratio of chloride
{ClZ):sulfate (S04)) 15 111 in culture media used in both batch and fed-batch modes. In some
embodiments, the ratio of sulfate (SO4):phosphate (PO4) in media at the time of fnoculation
of a main fermentor (e.g., 70,000 L, 120,000 L, 220,000 L vessel) is 16:1. In some
embodiments, the total ratio of sulfate (SO4):phosphate (PO4) that has been batched and fed
at the end of a full culture (e.g., including incculum, first seed stage, sccond seed stage and
main fermentor cultures) that generates an algal biomass containing a desired fat content
{c.g., greater than 67% fat) 15 5.3:1. In some embodiments, the ratio of chloride
{C12):phosphate (PO4) in media at the time of inoculation of a main fermentor {e.g., 70,000
L, 120,000 L, 228,000 L vessel)y is 16:1. In some embodiments, the total vatio of chloride
(Ci2):phosphate (PO4) that has been batched and fed at the end of a full cultwre (e.g.,
incleding inoculum, first seed stage, second seed stage and main fermentor cultures) that
generates an algal biomass containing a desired fat content {¢.g., greater than 67% fat) is
531

As described in Example 2 below, the invention also provides a composition
comprising an algal biomass (¢.g., a dried algal biomass (2.g., generated according to a
method described herein)) containing 2 desired amount of total fat and/or other components,
For example, in some embodiments, the invention provides an algal biomass (e.g., a dried

biomass) containing greaier than 67% total fat (e.g.. greater than about 68% total fat, greater
} £g .8 g
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than about 69% total fat, greater than about 7(% total fat, greater than about 71% total fat,
greater than about 72% total fat, greater than about 73% total fat, greater than about 74% total

el lt)
7779,
1

fat, greater than about 75% total fat, greater than about 76% total fat, greater than about
total fat, greater than about 78% total fat or higher amount of total fat). Insome
embodiments, an algal biomass (e.g., containing greater than 67% total fat} is dried such that
the biomass contains less than 5% moisture (e.g., less than 4.5% moisture, less than 4%
moisture, less than 3.5% moisture, less than 3% moisture, less than 2.5% moisture, less than
2% moisture, or less than 1.5% meisture). In some embodiments, an algal biomass of the
invention {e.g., a dried biomass containing less than 5% moisture) contains about 170-250
mg/g ot more docosahexaenoic acid (DHA) (e.g., about 170-180 mg/g DHA, about 180-19¢
mg/g DHA, about 190-200 mg/g DHA, about 200-210 mg/g DHA, about 210-220 mg/g
DHA, aboot 220-230 mg/g DHA, aboot 230-240 mg/g DHA, about 240-250 mg/g DHA, or
more than 250 mg/g DHA). In some embodiments, an algal biomass of the invention {c.g., a
dried biomass containing less than 5% woisture) contains about 150-400 mg/g or more
palmitic acid (IUPAC name: hexadecanoic acid {(e.g., about 150-200 mg/g, about 200-225
mg/g, about 225-250 mg/g, about 250-275 mg/g, about 275-300 mg/g, about 300-325 mg/g,
about 325-350 mg/g, about 350-375 mg/g, about 375-400 mg/g, or more than 400 mg/g)). In
some embodiments, an algal biomass of the invention {e.g., 2 dried biomass containing less
than $% moisture) contains about 300-600 mg/g or more total fatty acids (e.g., about 36{(-350
mg/g, about 350-400 mg/g, about 400-450 mg/g, about 450-500 mg/g, about 500-550 mg/g,
about 550-600 mg/g, or more than 600 mg/g fatty acids)). In some cmbodiments, an algal
biomass of the invention (¢.g., a dried biomass containing less than 5% moisture) containg
less than about 15% protein {c.g., less than abowt 14% protein, less than about 13% protein,
less than about 12% protein, fess than about 11% protein, less than about 10% protein, less
than about 9% protein, or less than about 8% protein).

The tmvention is not Hmited by the strain or species of algae utilized in the methods
and compositions described herein. Indeed, a variety of algae find use in the invention
including, but not limited to, one or more species of the genus Thraustochytrium. 1o some
embodiments, the algae is a species of the genus Chlorella. In some embodiments, the algae
is a species of the genus Schizochvirium. In some embodiments, the algae is a species of the
genus Crypthecodinium. Tn some embodiments, the algac is Thraustochytrium striatum,
Thraustochytrium roseum, Thraustochytrium aureum, Crypthecodinium cohnii, and/or
Aurantiochytrium sp. In a preferred embodiment, Schizochytrium Iimacinum is utilized in the

methods and compositions described herein. The invention is not limited by the type of lipids
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produced by a process to generate an algal biomass with elevated levels of lipids disclosed
herein. In some embodiments, the fipids generated by a process of the invention inclode, but
are not limited to, myristic acid, palmitic acid, oleic acid, Hnoleic acid, docosapentacnoic acid
(DPA), docosahexaenocic acid (DHA), and stearic acid. These lipids have been useful for
both animal and human health, for prevention of various diseases such as cardiovascular and
inflammatory discascs and in infant mutrition for proper brain development and retinal vision
in children.

In another crbodiment, the invention provides a process for prodaction of an algal
biomass containing elevated levels {e.g., greater than 67%) of total fat from an aigae species
{e.g., Schizochytrium Hmacivum), wherein the process comprises culturing algae in a first
feed batch vessel comprising medium {e.g., comprising about S0 g/L. of a carbon source (e.g.,
sugar (e.g., glucose)), about 7.5 g/L yeast extract, about (.15 g/L magnesium sulfate, about
(.15 g/L calcium chloride and/or 0.15 /L. maguesivm chloride), transferring {c.g.,
aseptically) the first feed batch culture to a second seed batch culture medium(e.g.,
comprising about 50 g/L of a carbon source {e.g., sugar (¢.g., ghicosey), about 7.5 ¢/L veast
cxtract, about .15 g/L. magnesium sulfate, about (.15 g/L. calcium chloride and/or 8.15 g/L
maguesivm chioride), transferring {e.g., aseptically) the second seed batch culture to a large
scale culture vessel containing mediom (e.g., a main fermentor (e.g., 70,000 L, 120,000 L,
220,000 L vessel, containing, for example, medium comprising about 50 g/L of a carbon
source {e.g., sugar (¢.g., glucose)), about 7.5 g/L yeast cxtract, about 4.0 g/L magnesium
sulfaie, about 1 g/l urea, about 2 g/l calcium chloride, about 2 g/l magnesivm chloride
and/or about 0.25 g/L monopotassium phosphate)}, wherein the glucose level of the large
scale culture vessel is maintained at 10 g/l using a fed-baich process, wherein the algal cells
arc harvested from the large scale colture between 12-24 bours atier cessation of the fed-
batch process after all of the nutrients have been removed/consumed from the medium.

Anocther embodiment of the invention provides a process for production of an aigal
biomass containing clevated levels {e.g., greater than 67%) of total fat front an sigae species
(e.g., Schizochytriug limacinum), wherein the culture medumn {c.g., during cach stage of
fermentation (e.g., first seed stage, second seed stage and/or batch cultore (fed-batch)
cultivation stage)} comprises a carbon source (e.g., a sugar), yeast extract, a phosphate source
{e.g., monopotassivm phosphate, magnesiom suifate and/or zinc sulfate), a nitrogen source
(e.g., urea), magnesium chloride, and/or calcivm chioride. In a preferred embodiment, the
nvention provides a process for production of an algal biomass containing elevated levels

(e.g., greater than 67%) of total fat from a strain of algae wherein the culture medium {(e.g.,
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during each stage of fermentation (e.g., first seed stage, second seed stage and/or batch
culture (fed-bateh) cultivation stage)) comprises sugar, yeast oxtract, mongpotassium
phosphate, magoesium sulfate, zine sulfate), urea, magnesivm chloride, and/or calcium
chloride. However, the invention is not limited by the type of nutrient utilized in a culture

5 medium in which algae are grown. In some embodiments, one or more carbon sources are

added to the medium. Examples of carbon sources include, but are not limited to,
carbolydrates such as ghucose, fructose, xylose, saccharose, maltose or soluble starch as well
as oleic acid, fats such as soybean oif, molasses, glycerol, mannitol, and sodium acetate,
cotion seed flour, glycerol, molasses and corn steep liquor. In some embodiments, one or

10 more nitrogen sources are added to the medium. Examples of nitrogen sources include, but
are not limited to, natuval nitrogen sources such as peptone, yeast extract, malt extract, meat
extract, casamino acid and corn steep liguor, organic nitrogen sources such as sodium
glotamate and urea, or inorganic nitrogen sources such as agunonium acetate, AMmMOonivm
suifate, ammonium chioride, ammoniui mitrate and sodium sulfate. In some embodiments,

15 one or more phosphate sources are added to the medivrn, Examples of phosphate sources
inchude, but are not limited o, potassivm phosphate and potassium dihydrogen phosphate,
morganic salts, such as anunonium sulfate, sodium sulfate, magnesium sulfate, iron sulfate,
zine sulfate, and copper sulfate. In some embodiments, magnesium chloride, calciom
chloride, and/or vitamins are included in the culture medium.

20 The invention is not Hmited by the amount {(e.g., concentration) of each of these
components in the culture medium. In some embodiments, an amount is utilized that is not
harmful to algal growth. In a preferred embodiment, the amount (e.g., concentration and/or
ratic} of cach medium ingredient is set at a level {e.g., during each stage of fermentation {e.g.,
first seed stage, second seed stage and/or baich culture (fed-batch) cultivation stage) that

25 promotes the formation of high fat content algae {(e.g., an aigal biomass comprising 67% or
greater fat content). In some embodiments, the carbon sovrce {e.g., sugar) is present in
culture medium at about 20 to 120 grams per liter of mediom. In other embodiments, the
carbon source {e.g., sugar) 15 present in culture medium at about 30-70 grams per liter of
medivm. In still other embodiments, the carbon source (e.g., sugar) is present in culture

30 medivm at about 40 to 60 grams per liter of medium. In a preferred embodiment, the carbon
source {(¢.g., sugar) is present in culture medium at about 50 grams per liter of medivom. In
some embodiments, the ratio of urea to monopotassiom phosphate (urea:KH2PO4) 15
between about 5:0.1 {e.g., about 4.5:0.1; 4:0.25; 3:0.25; 4:0.3; §:0.3; 5:0.5; 4:0.5; 3:0.5; 2:0.5;

or 1:0.5); although higher and lower ratios may be used {c.g., 111, 1:2, 13 ¢tc). Ina

o]
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preferred embodiment, the ratio of urea to monopotassium phosphate in coltore medium is
4:1. In some embodiments, a culture medium does not contain sodivm chioride. In other
embodiments, a culture medium containg sodium chloride. In some embodiments, the ratio
of magnesium sulfate (MgSO4):calcium chloride (CaCl2) is 111, In some embodiments, the

5 ratio of magneshum sulfate (MgSO4):calcium chloride (CaCl2) is 1:2. Indeed, a varniety of

ratios of magnesivm sulfate (MgS04):calcium chloride (CaCl2) may be used incloding, but
not fimited to, 101 1:1.125; 1:1.5; 1:1.75; 1.2, 1:2.125; 1:2.25; 1:2.5; 2.5:1; 2.25:1; 2.125:1;
2:1; 1.75:1; 1.5:1; 1.25: 1 or 1.125:1. In a preferred embodiment, the ratio of magnesivm

sulfate (MgS04):calcium chloride (CaCi2) in a first seed culture medium is 1:1. In another

16 preferred embodiment, the ratio of magnesium sulfate (MgSO4):calcium chloride (CaCl2) in
a second seed culture medium is 111, In yet another preferred embodiment, the ratio of
magnesium sulbfate (MgS04):calciom chloride (CaCl2) in a large scale cultore medium {e.g.,
main fermentor {¢.g., 70,000 L, 120,000 L, 220,000 L vessel) also referred to as a third
culture medium herein) 1s 1:2.

15 In a further preferred embodiment, after preparing the medium, the pH of the medium
need not be adjusted. For example, during a stepwise fermentation process of the invention,
the pH of the culture medium in which algae 15 grown need not be adjusted.  Although an
understanding of the mechanism is not necessary to practice the invention and the mvention
18 not limited to any particular mechanism of action, in some embodiments, sterile and/or

20 aseptic conditions of the stepwise fermentation process of the invention negates the need to
adjust the pH of the culture medium during fermentation. In some embodiments, the pH of
the culture medium is between 4.0 and 6.5, Caltivation of the algae during a stepwise
fermentation process of the invention may be catried out at a temperature between 10 and 40
C., preferably 17 to 35 C, and most preferably arcund 30 C. Cultivation may be performed

25 by aeration-agitation culture, shaking culture, stationary culture or the like. In a preferred
embodiment, algae are cultured under conditions such that dissolved oxygen is maintained at
or shightly above 10%.

In some embodiments, the invention provides a food, feed, nutritional or therapeutic
supplement comprising all or a portion of an algal biomass {e.g., a dried algal biomass

30 described herein and/or generated according to the methods and compositions described
herein) comprising clevated levels {(e.g., greater the 67%) of total fat. For example, 1o some
embodiments, the mvention provides a food, feed, nutritional or therapeutic sapplement
comprising a spray dried algal biomass comprising elevated levels {(e.g., greater the 67%) of

total fat. in other embodiments, the invention provides a food, feed, nutritional or therapeutic
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supplement comprising Hpids extracted and/or 1solated from an algal biomass comprising
clevaied lovels {e.g., grater the 67%) of total fat. The invention is not limited by the type of
tipid extracted and/or isolated from an algal biomass comprising clevated levels {¢.g., grater
the 67%) of total fat. In some embodiments, the lipids comprise myristic acid, palmitic acid,

5 oleic acid, linoleic acid, alpha-linclenic acid (ALA), stearidonic acid {SDA), eicosatrienoic

acid, cicosaictracncic acid, cicosapentacnoic acid {EPA), docosapentacnoic acid (DPA),
chupavodonic acid, docosahexaenoic acid (DHA), tetracosapentacnoic acid, and/or
tetracosahexaenoic acid. In a preferred embodiment, the lipids comprise DHA and/or
palmitic acid.

16 In some embodiments, the invention provides a process for the preparation of lipids
{e.g., those disclosed herein (e.g., docosahexaenoic acid)) comprising: culturing an algae
strain {(e.g., Schizochytrium limacinum) in a first cultore mediom {(e.g., containing 50 g/L. of a
carbon source {e.g., sugar (¢.g., glocose)), 10 g/L yeast extract and 4 g/L ses salt) and
ncubating the cubture at a temperature in the range of 25-35 C for a period of about 72-144

1§ howrs; transferring the culture to a second colture medium {e.g., containing S0 g/L. of a carbon
source {e.g., sugar {c.g., glucose}}, about 7.5 g/l yeast extract, about 0,15 g/l magnesiom
sulfate, about 0.15 g/l calcivm chioride and/or 0.15 g/l magnesium chloride) and incubating
the culture at a temperature in the range of 25-35 C for a perted of about 24-48 hours;
transferring the culture to a third colture mediom {¢.g., containing 50 g/L of a carbon source

20 (e.g., sugar (e.g., glucose}), about 7.5 ¢/L yeast extract, about 0.15 g/L. magnesium sulfate,
about 0.15 g/L. calcium chloride and/or 0.15 g/l magunesium chioride) and incubating the
culture at a temperature in the range of 25-35 C for a period of about 24-48 hours;
ransferring the colture to a fourth culture medium (e.g., containing 50 g/l of a carbon source
{c.g., sugar {(c.g., glucose)), about 7.5 g/l. yeast extract, about 4.0 g/l magnesivm sulfate,

25 about 1 g/l urea, about 2 g/L calcium chloride, about 2 g/l magnesium chloride and/or about
(.25 g/L monopotassium phosphate) and incobating the culture at a temperature in the range
ot 25-35 C {e.g., 30 C) for a time pericd of about 24-192 hours {e.g., about 36, about 38,
about 42, about 46, about 60, about 72, about 84, about 96, about 108, about 120, about 132,
about 144, about 156, about 168, about 180 or about 192 hours); separating the cell biomass

30 from the culture; and extracting lipids from the biomass.

In some embodiments, algae cultures (2.g., grown to produce an algal biomass) are
grown in suitable volumes and vessels, ranging from 100 mi to hundveds of thousands of
fiters, in flasks or large fermentors, using various nuotrient media as described herein.

In yet another aspect, the separation of the cell biomass containing lipids is obtained
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psing centrifugation, filtration and/or flocculation or similar techniques. In a preferred
cmbodiment, an algal biomass is obtained from a culture using centrifugation. In a further
preferred embodiment, centrifugation occurs after the cell culture is cooled {2.g., to allow
recovery of cells containing elevated levels of lipid). In some embodiments, an algal biomass
obtained is spray-dried and used {(¢.g., directly used in animal feeds or for biofuel
production).

In one embodiment, the algae is a mixture of different algae specics (e.g., one or more
of the species of algae described herein). In some embodiments, an algal biomass containing
clevated lovels of total fat and/or lipids exiracted from an algal biomass containing elevated
levels of total fat is supplemented with Hpids (e.g., polvunsaturated fatty acids) from other
sources mcluding, but not Emited fo, plant sources.

In some embodiments, an algal biomass containing elevated levels of total fat
comyprise lipids at 3 concentration (w/w) in a range from about 60-90% (e.g., about 65-90%,
about 66-89%, about 67-88%, about 68-87%, about 68-86%, about 69-85%, or about 70-

(%}). Thos, an algal biomass containing elevated levels of lipids may comprise lipids at a
concentration of 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, T1%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, T6%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 892, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
8(% and the like. In one embodiment, an algal biomass containing elevated levels of total fat
comprise lipids at a concentration of at least 67%

In some embodiments, DHA is inchided in an algal biomass composition of the
mvention in a range from 1% 10 75% of total lipids/fatty acids. Thus, the DHA can be
provided in the composition in an amount of total fatty acids of 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,
T, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%. 17%, 18%, 19%. 20%, 21%, 22%,

23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, about 35%, about 40%, about 45%, about
about 55%, about 60%, about 65%, about 70%, about 75%, and the like. In other
emhodimems, the DHA can be included ina cmnposition in an amount of total fatty acids n
g range from 1% (0 5%, 1% to 10%, 1% to 15%, 1% to 20%, 1% to 25%, 1% to 30%, 5% to

10%, 8% to 15%, 5% t0 20%, 5% t0 25%, 5% to 30%, 10% to 15%, 10% to 20%, 10% to
25%, 10% t0 30%, 15% to 20%, % to 25%, 15% to 30%, 20% to 25%, 20% to 30%, 25%
to 30%, 30% to 35%, 35% to 40%, 40% to 45%, 45% to 50%, S0% to 55%, S5% to 6(1%,
60% to 65%, 65% io 70%, 70% to 75%, and the like.

In some embodiments, pabmitic acid is included n an algal biomass composition of
the invention in a range from 1% to 75% of total lipids/fatty acids. Thus, the palmitic acid

can be provided in the composition in an amount of total fatty acids of 1%, 2%, 3%, 4%, 5%,
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6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%,
23%., 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, about 35%, about 40%, about 45%, about
50%, about 55%, about 60%, about 65%, about 70%, about 75%, and the like. In other
embodiments, the palmitic acid can be included in a composition in an amount of total fatty
acids in a range from 1% to 5%, 196 to 109%, 1% to 15%, 1% to 20%, 1% to 25%, 1% to 30%,
5% to 10%, 5% to 15%, 5% to 20%, 5% t0 25%, 5% to 30%, 10% to 15%, 10% to 20%, 10%
2 10% to 30%, 15% to 20%, 15% to 25%, 15% to 30%, 20% to 25%, 20% 1o 30%,
25% to 30%, 30% to 35%, 35% to 40%, 40% to 45%, 45% to 50%, 50% to 55%, S5% to
60%, 60% to 65%, 65% to 70%, 70% to 75%, and the like.

Additional cmbodiments of the invention include processes of making antoal feed
additives. Thus, one aspect of the present invention is a process of making an animal feed
additive comprising lipids from an algae (e.g., an algal biomass), the process comprising:
cultivating algac to produce a algac biomass containing a desired, clevated level of total fat
(e.g., greater than 67% total {at); and extracting algae lipid from the algae biomass to produce
a algae oil; and/or removing water from algae biomass to produce a algae biomass with a
solids content from about 5% to 100% weight percent; wherein the animal feed additive
comprises lipids from the algae. To some embodiments, the fatty acids collected from the
algae are short chain, medium or long chain omega-3 fatty acids. In further embodiments, the
algae Hipid extracted from the algac biomass is combined with a algae biomass with a solids
content from about 5% to 100% weight percent.

A feed additive according to the mvention can be cormabined with other food
components to produce processed food or feed products (e.g., animal and/or human feed
products). Such other food components inchide one or more enzyme supplements, vitamin
food additives and mineral food additives. The resulting (combined) feed additive may be
mixed in an appropriate amount with the other food components such as cereal and plant
proteins to form a processed food product. Processing of these components into a processed
food product can be performed using any conventionally used processing apparatuses.
Feed/food additives of the present invention may be used as a supplement in a food/feed by
itself, in addition with vitaming, minerals, other feed enzymes, agricultiral co-products {e.g.,
wheat middlings or corn ghiten meal}, or in a combination therewith.

In a further aspect, the invention provides a process of producing an animal and/or
human having an increased tssue content of omega-3 fatty acids, the process comprising
feeding to an animal/buman a feed additive comprising lipids/fatty acids collected from

algac, the foed additive further comprising: (2) an algae lipid extracted from a cultivated
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algae biomass and/or (b} a algae biomass from a cultivated algae, wherein water is removed
from algac biomass o achieve a sofids content from about § to 100% weight percent, wherein
the antoal/hurean displays increased tissue contont of omega-3 fatty acids. The tovention is
not imited to any particular mammal {e.g., animal or human) that may benefit from a

5 composition of the invention. Indeed, animals of the invention include, but are not Hmited to,
any animal whose eggs, meat, milk or other products are consumed by humans or other
animals. Thus, animals of the tnvention include, but are not limited to, fish, poultry
{chickens, turkeys, ducks, etc.), pigs, sheep, goats, rabbits, beef and dairy cattle.

In some embodiments, the invention provides a method for treating 3 mammalian

10 discase in a subject in need thercof by adnunistration to the subject a therapeutically effective
amount of a composition of the mvention. In some embodiments, a mammalian discase that
is treated includes, but is not limited to, 8 cardiovascular discase, an inflammatory disease,
and various cancer diseases. In other embodiments, the cardiovascular diseases 10 be treated
wmclude, but are not limited to, hypertriglyeeridemia, coronary heart disease, stroke, acute

1§ myocardial infarction and atherosclerosis. In further embodiments, the inflammatory
discases o be treated include, but are not limited to, asthma, arthritis, allergic rhinitis,
psoriasis, atopic dermatitis, mflaromatory bowel diseases, Crohun's disease, and allergic
rhinoconjunctitis, n still further embodiments, the cancer discases to be treated inchude, but
are not limited to, prostate cancer, breast cancer and colon cancer. In additional

20 embodiments, the mammalian diseases {6 be treated include psychiatric disorders. Psychiatric
disorders include, but are not Himited o, depression, bipolar disorder, schizophrenia. In
addition, the compositions of the invention can be used to maintain and/or enhance cognitive
function.

In soroe crubodiments, the invention provides a method of treating a manunaliag

25 disease in 8 subject in need thereof by admunistration to the subject a therapeutically effoctive
amount of a lipid composition provided by and/or obtained from an algal biomass containing
an elevated level of total fat (e.g., greater than 67% fotal af). Subjects that may find benefit
from treatment include but are not limited to, avian and manumalian subjects. Mammals of
the present invention include, but are not imited to, canines, felines, bovines, caprines,

30 equines, ovines, porcines, rodents {(e.g. rats and mice), lagomorphs, primates (including non-
human primates), humans, and the like, and mammals in utere. Any mammalian subject in
necd of being treated according to the present invention is suitable. Marmmals of the present
nvention include, but are not limited to, canines, felings, bovines, caprines, equines, ovines,

porcines, rodents {¢.g. rats and mice), lagomorphs, primates {including non-human primates),

e
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humans, and the like, and mammals in utero. According to some embodiments of the present
invention, the mammal is a non-human mammal. In some embodiments, the mammal is a
human subject. Manumalian subjects of both genders and at any stage of development (e.g.,
neonate, infant, juvenile, adolescent, adult) can be treated according to the present invention,
5 THustrative avians according to the present invention inchude chickens, ducks, turkeys, geese,
quail, pheasant, ratites {c.g., ostrich}, domesticated birds (c.g., parrots and canaries}, and birds

i Ovo.

Algae

16 Any algac capable of producing, using the processes described berein, clevated levels
of total fat or algal biomass containing elevated levels of total fat can be used in the
processes, compositions, dictary supplements, biofuel and/or biofuel precursor and/or feed
additives of the invention. Thus, in some embodiments, the algae of the present invention is
selected from Thraustochyirium, Dinophyveeae, Cryptophyceae, Trebouxiophyceae,

18 Pinguiophyceae, and combimnations thereof. In other embodiments, the algae of the invention
are sclected from Thrausiochvirium striatum, Thraustochytrium roseum, Thraustochytrium
aureum, Crypthecodinium cohnii, Parietochloris spp., Rhodomonas spp., Cryptomonas spp.,
Parietockloris spp., Hemisebnis spp., Porphvridium spp., Glossomastix spp., and
combinations thereof. In further embodiments, the algae of the invention are selected from

20 Farietochioris incise, Rhodomonas salina, Hemiselmis brunescens, Porphyridium cruentum
and Glossomastix chrysoplasta, and combinations thereof, Tu still further embodiments, the
algae of the invention is Schizochyirium limacinum.

In some embodiments of the invention, the aigac is a mixture of different algae
species. In other embodiments, the algae is 2 single algae species. In some cmbodiments of

25 the present invention, the algae lipids/fatty acids are provided as an algal oil. In other
embodiments, the algae Hpids/fatty acids are provided as an algal biomass (e.g., a dried (e.g.,
powdered) biomass),

Further, the algae of the invention include, but are vot Hmited to, wild-type, routant
{(natarally or indaced) or genctically engincered algae. In a preferred embodiment, an algae

30 used in the processes, compositions, dictary supplements, biofuel or biofuel precursor and/or
feed additives of the invention is a non-genctically modified organism. As used herein, the
terms "genetically moditied variant,” and "genetically modified organism” refer to an algae
strain that has a genome which is modified (e.g., mutated, changed) from its normal (e.g.,

wild-type, naturally occuorring) form sech that a desired result is achieved.

28



1G

15

WO 2013/010090 PCT/US2012/046696

Additionally, the algae of the invention inclades algae having cells with cell walls of
reduced thickuess as compared to the cells of wild-type algae, whereby the cell wali of
reduced thickness inproves exiractability and/or bioavailability of the algac lpid fraction
{e.g., mproving the case of digestibility of the algae and the ease of extractability of the algae
lipids/fatty acids from the cells of the algal biomass). Algac having cells with cell walls of
reduced thickness as compared to the cells of wild-type algae can be naturally occurring,
mutated and/or gevetically engiveered to have cell walls of reduced thickuoess as compared to
wild-type strains. Thus, in one embodiment of the invention the algae is an algae having a
cell wall of reduced thickness as compared to the wild-type algae, whereby the cell wall of
reduced thickness improves extractability and/or bioavailability of the algac lipid fraction.
Methods of producing algae with reduced cell walls nclude those found i WO 2006/107736
Al, herein incorporated by reference in its entivety. Thas, the algae can be mutagenized with
mutagens known to those of skill in the art including, but not limited to, chemical agenis or
radiation, In particular comboduments the chemical nwtagens fnclude, but are not limited o,
ethyl methanesulfonate (EMS), methylmethane sultfonate (MMS), N-ethyl-N-nitrosourea
{(ENUY, triethyimelamine (TEM), N-moethyl-N-nitrosourca (MNU), procarbazine,
chloramabucil, cyclophosphanide, dicthyl sulfate, acrylamide monomer, melphalan, nitrogen
mustard, vincristine, dimethynitrosamine, N-methyl-N'-nitro-Nitrosoguanidine (MNNG),
nitrosoguanidine, 2-aminopurine, 7,12 dimethyl-benz{a)anthracene (DMBA), ethylene oxide,
hexamethyiphosphoramide, bisulfan, dicpoxyalkanes (diepoxyoctane (DEQ), diepoxybutane
(BEB), and the Hke), 2-mocthoxy-6-chioro-9(3-(cthyl-2-chlor-o-
ethypaminopropylaminojacridine dihydrochlonde JCR-170), formaldehyde, and the like.
Methods of radiation mutagenesis include, but are not limited to, x-rays, gamma-radiation,
ultra-violet light, and the like,

Cell wall mutants can be selected for on the basis of increased sensitivity to detergents
or by microscopic observation of alterations in cell wall thickness (See, e.g., WO
2006/107736 Al) or any other method known in the art to detect reduced cell wall thickness
or reduced celt wall integrity.

The algae of the invention can be cultured according to techmiques deseribed in
Examples 1-3.

Accordingly, in some embodiments the algac are coltured at a terperature in a range
from 10°C 10 35°C. Thus, the algac can be cultured at a temperature of 10°C, 11°C, 12°C,
13°C, 14°C, 15°C, 16°C, 17°C, 18°C, 19°C, 20°C, 21°C, 22°C, 23°C, 247C, 25°C, 26°C, 27°C,
28°C, 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C, and the like. In other embodiments, the algae can
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be grown in ranges from 20°C to 35°C, although colder (e.g., less than 20°C) and warmer
{c.g., more than 35°C) may be used. In a preforred embodiment, the algace are grown at about
30°C.
In some embodiments, following cultivation, algae are harvested. In some
5 embodiments, harvesting of algae is performed using conventional procedures known to
those of skill in the art including, but not limited to, centrifogation, flocculation or filtration,
In a preferred embodiment, prior to barvesting, the algae culture s cooled, thereby allowing
algal cells containing clevated levels of total fat to be successfully harvested. The harvested
algai cells or algal biomass can then be used directly as a lipid/fatty acid source or extracted
10 to obtain algal oil comprising the lipids/fatty acids. In some embodirents o which the algal
biomass 1s to be used directly, water 1s removed from the algal biomass to achieve a solids
content from about 5 to 100 weight percent. In additional embodiments, an algal biomass
that is to be used divectly is comprised of algal colls further comprising cell walls that are at
icast partially disrupted to increase the extractability and/or bioavailability of the algal oil
1§ within the cells. The disruption of the algal cells can be carried out according to known
techniques including, but not limited to, treating the cells with boiling water or by mechanical
breaking such as grinding, pulverizing, souication, French press, or any other method known
to an ordinary artisan.
When the algal biomass is used divectly, water is removed from the algal biomass to
(0 achieve a solids content from about 5 to 100%. Accordingly, in some embodiments, water is

removed from the algal biomass to achieve a solids content of about 5%, 10%, 15%, ".2(3%,

25%, 30%, 35%, 40%, 45%, S0%, 55%, 60%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, T2%,
3%, T4%., 75%, 76%, T7%, T8%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 80%, 87%, 88%,

89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, and the like. In

25  additional embodiments, water is removed from the algal biomass 1o achieve a solids content
in the range from about 5% to 509%, 5% to 60%, 5% to 70%, 5% to 80%, 5% to 90%, 5% to
95%, 10% to 30%, 10% to 40%, 10% to 50%, 10% to 60% 10% to 65%, 10% to 70%, 10% to
75%, 10% to 80%, 10% to 85%, 109% to B0%, 10% to 93%, 10% to 100%, 15% to0 40%, 15%
1o 50%, 15% to 60%, 15% to 65%, 15% to 70%, 15% to 75%, 15% to 80%, 15% to 85%,

30 15% to 90%, 15% t0 95%, 15% to 100%, 20% to 50%, 20% to 60%, 20% to 65%, 20% to

70%, 20% to 75%, 20% 1o 80%, 2% to 85%, 20% to 50%, 20% to 95%, 20% to 100%, 25%

to 50%, 25% to 60%, 25% 10 70%, 25% t0 75%, 25% to 80%, 25% to 85%, 25% to 90%,
25% to 95%, 25% to 100%, 30% to 50%, 30% to 60%, 30% to 70%, 30% to 75%, 30% to
8%, 30% to 85%, 30% to 90%, 30% to 85%, 45% to 100%, 50% to 70%, 50% to 75%, 5(%



WO 2013/010090 PCT/US2012/046696

te 80%, 3G% to 85%, 50% to 90%, 50% to 95%, 50% to 100%, 55% to 75%, 35% to 8(%,
55% to 85%, 55% to 90%, 55% t0 95%, 55% to 100%, 6% to 75%, 6{% to 80%, 6% 1o
85%, 60% to 90%, 60% to 95%, 6% to 100%, 70% 1o 8%, 70% to 85%, 70% to 90%, 70%
to 95%, 70% to 100%, 753% to §3%, 75% to 90%, 75% to 95%, 75% to 100%, 803% to 85%,
30% to 90%, 80% to 95%, BO% to 100%, 85% to 9%, 85% to 95%, 85% to 100%, 90% to
§5%, 95% to 100%, and the like.

In some embodiments, the algal cells of the biomass are disrupted or lysed and the
algal lipids extracted. The algal cells can be extracted wet or dry according to conventional
techniques to produce a composition containing lipids/fatty acids. The disruption or lysis of
the algal cells can be carried out according to conventional techniques including, but not
limited to, treating the cells with boiling water or by mechanical breaking such as grinding,
pulverizing, sonication, French press, or any other known method. Extraction of the
fipids/faity acids from the lysed cells follow standard procedures used with algal and other
organisios that are known including, but not limited 1o, separating the liquid phase from the
solid phase following cell lysis, extracting the lipids/fatty acids in the liquid phase by the
addition of a solvent, evaporating the solvent, and recovering the lipids/fatty acids obtained
front the biquid phase of the lysed cells.

The mvention is not Hmited to any particular solvent used for extraction. Solvents
nclade, bat are not limited to, hexane, chloroform, ethanol, methanol, isopropanol, diethyl
gther, dioxan, isopropyl cther, dichloromethane, tetrahydrofuran, petroleum cther and
combinations thereof,

In some embodiments, Hpids/fatty acids derived from an algal biomass of the
mvention arg provided in the form of free fatty acids, cholesterol esters, salt esters, faity acid
csters, monoglycerides, diglycerides, triglveerides, diacylglycerols, monoglyeerols,
sphingophospholipids, sphingoglveolipids, or any combination thereot (e.g., for use in
processes, compositions, biofuels, food products, dictary supplements, feed additives or other

compositions described hercin).

Method for Preparing An Algal Biomass

In some embodiments, the invention provides a method for preparing a algal biomass
comprising elevated levels of total fat (e.g., greater than 67% lipids), comprising: culturing
algae under 2 culture condition sufficient to provide an algal biomass comprising elevated
fevels of total fat (e.g., greater than 67% lipids), wherein the algal biomass is harvested at the

termination of a logarithunic growth phase of the algae (Sec, ¢.g., Examples 1 and 2). As
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ssed herein, the term "logarithmic growth phase,” refers to a stage of cultiring characterized
by exponentially increasing mumbers of algal cells. Generally, in a culture system, there is a

characteristic growth pattern following moculation that ticludes a lag phase, an exponeutial

or "logarithmic growth phase,” a negative growth acceleration phase, and a plateau or

5 Ustationary phase.” For example, in the logarithmic growth phase, as growth of the aigae

continues, cells can reach their maximum rate of cell division and numbers of cells increase
in log relationship to time. Withio tinue after the commencement of the log phase, the rate of
cell division may begin to decline and some of the cells can begin to die. This is reflected on
a growth curve by a gradual flatiening out of the line. Eventually the rate of cells dying is

10 ossentially equal to the rate of cells dividing, and the total viable poepulation can remain the
same for a period of time. This is known as the stationary or plateau phase and is represented
on a growth curve as a flattening out of the line where the slope approaches zero. Ina
preferred crubodiment, the algal biomass is cultured under aseptic conditions {¢.g., to prevent
contanination and/or growth of contaminating microorganisns (e.g., veast, bacteria, virus,

1§ ete.) in the culture).

In some embodiments, the culture condition is sutficient for the algae to produce
clevated levels of total fat (e.g., greater than 67% ov a w/w basis). The culture conditions
comprise a culture medium suitable for growing the algae therchy providing the algae
biomass comprising clevated levels of total fat (e.g., greater than 67% on a w/w basis).

20 Suitable culture medivms are described herein. The medium may also comprise salts,
vitaming, minerals, metals, and other nutrients. Preferably, the culture condition is sufficient
to provide a suitable amount of mutrient and temperature for the algae to grow under
conditions that generate an algal biomass comprising elevated levels of total fat.

In somoe ewbodiments, culturing comprises luniting a nufrient {(e.g., nifrogen,

25 phosphorous) for a suitable time to increase the amount total fat. For example, the culture
can be starved of a certain nutrient or transferred to a8 separate culturing medium lacking a
specific mutrient {e.g., phosphorus-free or nitrogen-free medium, or a culture medium
containing lower fevels of a nutrient). In some ombodiments, the culture medium contains an
mitial content of a nutrient such that that nutrient becomes depleted at a later time during

30 exponential growth but prior to the depletion of other nutrients. In some embodiments,
culturing does not comprise limiting a nutrient (¢.g., nitrogen, phosphorous) during culture.
1 some embodiments, culturing of a single algal biomass takes place in two or more types of
mediom in a sequential manner. In some embodiments, culturing of a single algal biomass

takes place in three or more types of medivm in a sequential manner. In like manner,
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culturing of a single algal biomass may take place in two or more vessels, wherein a first
vessel is used to inoculate a subsequent vessel, the subsequent vessel is used to incculate vet
another subsequent vessel, and so on. Although an understanding of a mechanism is not
needed to practice the invention, and the mvention is not limited to any particular mechanism
5 ofaction, in some embodiments, sequential culturing of a single algal biomass in nultiple
vessels containing multiple types of medium allows the algal biomass to grow in such a way
that the total fat content of the biomass is clevated compared to growth of an algal biomass
{c.g., of the same algal specics) grown in a single vessel and/or growth medium,
Cultoring of the algae can be performed in a conventional biorcactor suitable for
10 culturing the algac to provide an algac biomass. For example, the algae can be cultured by a
process inchading, but not linuted to, batch, fed-bateh, cell recyele, and contimuous
fermentation. In a preferred embodiment, the algae are coltured in a fed-batch process.
The invention is not Hmited to any particular manner or method of harvesiing the
algac from the culture medium. A varicty of methods can be used 1o harvest the algal cells
1§ from the culture medhm. In one embodiment, harvesting comprises recovering the algal
biomass from the culture medium by scparating, for cxample by filtration (e.g., belt filtration,
rotary drum filtration} and/or centrifugation. If desired, the harvested algal cells can then be
washed, frozen, lyophilized, spray dried, and/or stored vmder a non-oxidizing atmosphere of a
gas (2.g., Cy, Ny} to reduce or eliminate the presence of Op. Optionally, synthetic and/or
20 natural antioxidants including, but not limited to, butylated hydroxytoluene (BHT), butylated
hydroxyanisole (BHA), tert-butythydroguinone (TBHQ), cthoxyquin, beta-carctene, vitamin
E, and vitamin C also can be added to the harvested cells.
In some embodiments, the invention provides a method for preparing an algal
biomass comprising clevated levels of total fat, the method comprising: culturing algae under
25 aculture condition sufficient 1o provide an algal biomass comprising elevated levels of total

fat and harvesting the algal biomass.

Microalgac Biomass
The invention provides, in some embodiments, an algal biomass and/or a fraction
30 and/or an extract thereof (e.g., for use in biofuel production and/or as a food or feed product).
In some cmbodiments, the algal biomass comprises an omega-3 fatty acid content of
at feast 10% dry weight of the biomass, illustratively, about 10% to about 50%, abowt 10% to
about 4(%, about 10% to about 30%, about 10% to about 20% dry weight of the biomass. In

one cmbodiment, the algal biomass is prepared in accordance with the methods of the
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mvention. For example, in some embodiments, the algal biomass is prepared by a method
comprising: culturing an algac under 3 culture condition sufficient to provide a algal biomass
comprising clevated total fat levels (e.g., greater than 67% w/w), wherein the algal biomass is
harvested at a negative growth acceleration phase or a stationary phase. In another

5 embodiment, the algal biomass is harvested from the colture during the exponential,

iogarithmic growth phase,

Lipid Compositions Prepared From Algal Biomass

In some embodiments, the invention provides a method for preparing a lipid/fatty acid

10 eoxiract {¢.g., a Hpid/fatty acid conposition) from an algal biomass grown under conditions to
contain elevated levels of total fat, the method comprising obtaining hipids from an algal
biomass cultured under a eulture condition sufficient to provide an algal biomass with
elevated total fai content (e.g., total fat content greater than 67% of the biomass), wherein the
algal biomass is harvested at a negative growth acceleration phase or a stationary phase of the

1§ algae. In another embodiment, the algal biomass is harvested during a logarithmic growth
phase of the algae.

Methods for obtaining a lipid composition from an algal biomass of the inveuntion
mclade, but are not limited to, extraction, heat, pressure, saponification, sonication, freezing,
grinding, ion exchange, chromatography, membrane separation, electrodialysis, reverse

20 osmosis, distillation, chemical derivatization, crystallization, ctc. For cxample, algal lipids
can be extracted from the algal cells by any suitable method jnchuding, but not lumited to,
extraction with a solvent including, but not limited to, ethanol, ethyl acetate, isopropyl
alcohol, methanol, othyl acetate, hexane, methylene chioride, methanol, petroleun,
chioroform, and the like, or by pressurized Hquid bydrocarbous such as butane, pentane,

25 propane, or others {(with our without co-solvents), or through supercritical fluid extraction
(with or without co-solvents). Optionally, the extracted lipid/atty acid oil are evaporated
under reduced pressure to reduce or remove the solvent and/or produce a sample of
concentrated lipid material. In other embodiments, the cells are broken or ysed to obtain the
lipid composition, for example into an ol form {e.g., for use as a biofuel or a biofuel

30 precursor). In some embodiments, the extracted oils are subjected to refining. The invention
is not limited by the type of refining. In some embodiments, the exiracted oils are chemically
refined. In some embodiments, the extracted oils are physically refined. In some
embodiments, the extracted oils are both chemically and physically refined. Extracted oils

(2.g., from an algal biomass grown under conditions to elevate the total fat content of the
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aigal cell (e.g., to above 67%)) may be refined using any conventional refining method. The
refining process may remove some or all impuritics from the extracted lipids/fatty acids/oils.
In somae emsbodiments, the refining process comprises one ot uore steps o degum, bleach,
filter, deodorize and/or polish the extracted hipids/fatty acids/oils.

5 In some embodiments, the lipids/fatty acids/oils contained in the extracted hipid
comyprosition is concentrated by hydrolyzing the lipids to concentrate the Hpid fraction by
employing a method such as, for example, urca adduction, fractional distillation, column
chromatography, and/or supercritical fhiid fractionation.

Accordingly, in one embodiment, the step of obtaining a lipid composition from an
10 algal biomass of the invention conprises extracting the lipid composition from the biomass.
{1 another embodiment, the step of obtaining a lipid composition from an algal biomass of
the invention comprises contacting the biomass with a polar solvent.
For cxample, in some embodiments, lipid/Aatty acid/oil is extracied from the algal
biomass to provide a lipid composition using a solvent under an extraction condition
1§ sufficient to extract Hpids and/or fatly acids buot not sufficient to extract compounds that are
insoluble i the solvent. In one embodiment, a ipid/fatty acid composition is exiracted from
an algal biomass of the invention wherein cellular debris and/or precipitated insoluble
compounds are separated from the fraction containing lipid/fatty acid and solvent. In another
embodiment, the method further comprises separating the celivlar debris and precipitated
20 compounds using a separation method such as filtration, centrifugation, and/or combinations
thereof. In somce erabodiments, the cellular debris and/or precipitated insoluble compounds
{c.g., that portion of the algal biomass that are not soluble in a solvent (e.g., proteins, fiber,
etc.) are recovered and utilized {¢.g., in a food or feed product).
In somoe erwbodiments, the solvent 5 a polar solvent, Examples of polar solvents

25 mclade, but are not limited to, ethanol, ethyl acetate, isopropyl alcohol, methanol, ethyl
acetate, and mixtures thereof. In one embodiment, the polar solvent is ethanol. Extraction of
the hipid composition with a solvent can be carried out in a varicty of ways. For example, the
extraction can be a batch process, a continuous process, or a continuous counter-current
process. In a continuous counter-current process, the solvent contact with the microalgae

30 leaches the oil into the solvent, providing an increasingly more solvent-oil fraction,

Following extraction, the solvent can be removed using methods known in the art. For
example, distillation, rotary evaporation, or a rising film evaporator and steam stripper or any
suitable desolventizer can be used for removing the solvent.

In one embodiment, the extracted lipids/fatty acids are exposed to an absorption
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process (e.g., bleaching) to remove one or more undesirable compounds such as, for example,
color bodies and/or phosphatides that may be present. In some embodiments, the absorption
process is a bleaching process comprising contacting the lipid/fatty acid extract with a
bleaching material {e.g., neutral earth (e.g., natuval clay or fuller's earth), acid-activated earth,
5 activated carbon, activated clays, silicates, and or a combination thereof)., The nvention is
noi Himited by the amount of bleaching material otilized.
In one embodiment, the extracted lipids/fatty acids are exposed to a deguouning step.
Degumming methods are known in the art and include, for example, water degununing, acid
egumming, enzymatic degurmming, and membrane degununing. In some embodiments, the
16 hpidifatty acid extract s subjected to deguroming (e.g., following an absorption process),
wherein the degomming comprises contacting the lipid/fatty acid extract with a mixture of
aqueous acids that are in amoonts effective to precipitate gums and/or chlorophyli-type
compounds that may be present in the lipid/fatty acid extract composition. The invention ig
not Hmited by the type or amount of aqueous acids utilized. In one embodiment, the oixture
15 of aqueocus acids comprises sulfiric acid and/or phosphoric acid. In another embodiment,
cqual amounts of aquecus acids are mixed with the lipid composition. In a preferred
embodiment, when blended with the o, the agqueous acids are in an amound sufficient to
provide an acidic pH. Precipitates that form after acid mixing can be removed from the lipid
composition, for example using centrifugation and/or filtration (e.g., membrane filtration), In
20 some cmbodiments, the deguramed lipid/fatty acid exiract composition is subjected to drying
{e.g., to reduce moisture content of the composition). The invention is not limited by the
drying condition {e.g., time, temperature, and/or a vacuum condition). As deseribed herein,
in some embodiments, the moisture content of the dried lipid/fatty acid composition is less
than about 10% w/iw (e.g., less than about 9, 8,7, 6,5,4,3,2,1,0.9,08,0.7, 0.6, 0.5, 0.4,

25 0.3,02,0.1,0.08, or 0.01% wiw).

Lipid Composition
In some embodiments, the fovention provides a Hpid composition prepared from a
algal biomass of the invention. In some embodiments, the Hipid composition is prepared in
30 accordance with a method of the invention. For example, in some embodiments, a lipid
composition is an algal biomass or a portion/fraction thereof from algae of the genus
Thraustochytvivm. In some embodiments, the algal biomass comprises au algae selected
from Dinophiyceae, Cryptophyceae, Trebouxiophveeae, Pinguiophyceae, and/or combinations

thereof. In other embodiments, the algal biomass comprises an algace selected from



WO 2013/010090 PCT/US2012/046696

Thraustochyirium siriatum, Thraustochyirium roseum, Thraustochytrium aureum,
Crypthecodinium cohnii, Parietochioris spp., Rhodomonas spp., Cryptomonas spp.,
Parietochioris spp., Hemisebnis spp.; Porphyridium spp., Glossomastix spp., and/or
combinations thereof. In further embodiments, the algal biomass comprises an algae selected

5 from Parietochloris incise, Rhodomonas saling, Hemiselmiy brunescens, Porphvridium
cruentum and Glossomastix chrysoplasta, and combinations thereof. In a preferred

embodiment, the algal bloreass comprises Schizochyirivm limacinum.

Food Prodects and Animal Feed Additives

10 In some embodiments, a whole-cell algal biomass, fraction, and/or extract thereof is
used for consumption {e.g., by a mammal {e.g., human or animal consumption}) or as a food
additive {(e.g., to increase the lipid content and/or nutritional components of a food). For
example, in some embodiments, when used as animal feed {c.g., cattle feed, dairy feed,
aquaculture teed, pouliry feed, cic.), the lipids/fatty acids produced by an algal biomass of the

1§ invention is incorporated into a food product (e.g., animal feed). In some embodiments, a
whole-celi algal biomass, fraction, and/or extract thercof is used for pharmaceutical or
nutritional purposes and/or industrial applications.

The whole-cell algal biomass, fraction, and/or extract thereof can be provided i any

one of variety of forms/compositions saitable for a particelar application or use. In some

20 embodiments, the whole-ccH algal biomass, fraction, and/or extract thereof is provided. In
another cmbodiment, a whole-cell algal biomass, fraction, and/or extract thereof is provided
in a powdered form or as a free oil in 8 liguid form (e.g., lipid composition or a fraction or
concentrate thereof). A whole-cell algal biomass, fraction, and/or extract thereof may be
used for human and/or animal consumption. For example, i some embodiments, a whole-

25 cell algal biomass, fraction, and/or extract thereof is provided as or incorporated into a feed, a
dictary supplement, a food, a pharmaceutical formulation, a dairy product, and/or an infant
formula.

For example, in one embodiment, a whole-cell algal biomass, fraction, and/or extract

thereot is dried {e.g., spray drying, tunnel drying, vacoum drying) and used as a feed or food

30 supplement for any animal or aquaculture organism (e.g., fish, shrimp, crab, lobster, ctc.)
whose meat and/or products are consumed by humans or animals (e.g., pets, livestock). In
another embodiment, a whole-cell algal biomass, fraction, and/or extract thereof is mixed
with a dry moisture-reducing agent {e.g., ground grain such as ground corn).

The compositions described herein may be used as a complate food product, as a
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component of a food product, as a dictary supplement or as part of a dictary sopplement, as a
feed additive and may be cither in liquid, semisolid or solid form. The compositions of the
nvention additionally may be in the form of a pharmaceutical composition. The
compositions, dietary supplements, food products, baby food products, feed additives, and/or
5 pharmaceutical compositions of the invention may be utilized in methods for promoting the
health of an individual. The compositions may be in liquid, semisolid or solid form. For
example, the compositions may be administered as tablets, gel packs, capsules, gelatin
capsules, flavored drinks, as a powder that can be reconstituted into such a drink, cooking oil,
salad oil or dressing, sauce, syrup, mayonnaise, margarine or the like, Furthermore, the food
10 product, dictary supplements, and the like, of the present invention can include, but are not
limited to, dairy products, baby food, baby fornuila, beverages, bars, a powder, a food
topping, a drink, a cereal, an ice cream, a candy, a snack mix, a baked food product and a
fried food product. Beverages of the invention include but are not limited to energy drinks,
nufraceutical drinks, smoothics, sports drinks, orange juice and other fruit drinks. A bar of
15 the present invention inclades, but is not Hmited to, a meal replacement, a notritional bar, a
snack bar and an encrgy bar, an exiruded bar, and the like. Dairy products of the nvention
mchade, but are not limited to, including but not Himited to yogurt, yogurt drinks, cheese and
mitk, Composttions intended for oral administration may be prepared according to any
known method for the manufactre of dietary supplements or pharmaceutical preparations,
20 and such compositions may include at least one additive selected from the group consisting of
taste improving substances, such as swectening agents or flavoring ageuts, stabilizers,
emulsifiers, coloring agents and preserving agents in order to provide a digtetically or
pharmaceutically palatable preparation. Vitamins, minerals and trace clement from any
physiclogically acceptable source may also be fncluded in the composition of the invention.
25 In some embodiments, a pharmaceutical composition of the invention comprises the
compositions of the invention in a therapeutically effective amount. The compositions of the
invention can be formulated for administration in accordance with known pharmacy
techniques. See, ¢.g., Remington, The Science And Practice of Pharmacy (9th Ed. 1995}, In
the manufacture of a pharmaceutical composition according to the invention, the hipid
30 compositions (including the physiologically acceptable salts thereof) is typically admixed
with, inter alia, an acceptable carrier. The carrier will be compatible with any other

mgredients in the formulation and must not be delcterious to the subject.

Biofuel
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Many of the existing technologies for making biofuel from algae are expensive,

e fficient and unsustainable when operated at a scale that is required to displace any
meaningtul fraction of petrodicsel in the market. The supply and expenditure of energy to
harvest and process algae are often underestimated. To produce biodiese! from algae

5 conventionally, the algae are typically harvested from a culture at a concentration of about
(.2 ¢/L in water, The harvested algae are then dewatered which increases the algal
concentration to form an algal paste of about 15% solids. The paste is then fully dried by
evaporating the water. Oil s then extracted from the dried algae with an organic solvent,
such as hexane, which is removed by distillation from the algal oil. This conventional

16 method for generating biodicse! from algac is prohibitively expensive.

For example, when algae grows in a natural body of water, the algal biomass is
refatively dilute considering the volume of water. Producing a gallon of oil requires
processing of about 20,000 to 40,000 gallons of water. The energy cost of transporting and
processing such a large volume of water is high. As example, 2,500 gallons of oil/acre/year

15 could be produced if algae with 25% of its mass as lipids could be produced at 25
g/m.sup.2/day. For this example, 50 million galions of water must be processed to produce
the 2,500 gallons of oU. The standard approach of pumping water to & centralized facility for
dewatering is simply too energy-intensive and cost prohibitive. As example, a relatively
small algal oil facility that produced 20 million gal/yvear would expend more energy pumping

20 water from the pond to a ceniral facility than that contained in the oil product, resulting in a
net negative energy balance.

Accordingly, in some embodiments, the invention provides a method for preparing an
algal biomass and/or lipid/fatty acid extract (e.g., a lipid/fatty acid composition) from an
algal biomass, grown under conditions to contain clevated levels of total fat, the method

25 comprising obtaining lipids from an algal biomass cultured under a culture condition
sufficient to provide an algal biomass with elevated total fat content (e.g., total fat content
greater than 67% of the biomass), wherein the algal biomass is harvested at a negative growth
acceleration phase or a stationary phase of the algae. In another enbodiment, the algal
biomass is harvested during a logarithmic growth phase of the algae. Methods for obtaining a

30 Hpid composition from an algal biomass of the invention are deseribed herein.

Accordingly, in some embodiments, the invention provides a bicfuel feedstock or a
biofuel comprising lipids, hydrocarbons, or both, derived from an algal colture and/or algal
biomass generated according to the methods of the invention. In some embodiments, lipids

or algal compositions comprising the same are subdivided according to polarity: neotral lipids
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and polar lipids. The major neutral lipids are triglyeerides and free saturated and umsaturated
fatty acids. The major polar lipids are acyl lipids, such as glycolipids and phospholipids. Is
some embodiments, a composition corprising lipids and bydrocarbous of the invention is
described and distinguished by the types and relative amounts of fatty acids and/or
5 hydrocarbons present in the composition. In some embodiments, the hydrocarbons present in
algae compositions of the invention are mostly straight chain alkanes and alkenes, and may
include paratfing and the like having up to 36 carbon atoms.
In some embodiments, the invention provides a method of making a liquid focl that
comprise processing lipids derived from an algal culture and/or algal biomass or lipid fraction
10 thereof described herein. Products of the invention made by the processing algal derived
biofuel feedstocks can be incorporated or used n 8 variety of hiquid fuels inchiding but not
fimited to, dicsel, biodiesel, kerosene, jet-fuel, gasoline, IP-1, JP-4, JP-§, JP-6, JP-7, JP-8, Jet
Propeliant Thermally Stable (JPTS), Fischer-Tropsch Hauids, alcobol-based fuels including
ethanol-containing transportation fucls, other biomass-based hquid fucls including cellulosic
1§ biomass-based transporfation fuels.

In some embodiments, triacyiglycerides in algal oil is converted o fatty acid methyl
esters (FAME or biodiesel), for exarople, by using a base-catalyzed transesterification
process (for an overview sce, €.g., K. Shaine Tyson, Joseph Bozell, Robert Wallace, Eugene
Petersen, and Luc Moens, "Biomass (il Analysis: Rescarch Needs and Recommendations,

20 NREL/TP-518-34796, June 2004, hereby incorporated by reference in s entirety). In some
embodiments, the triacylglyeerides are reacted with methanol in the presence of NaOH at 60
C. for 2 hrs to generate a fatty acid methyl ester (biodiesel) and glycerol. In further
cmbodiments, the biodiese] and glycerol co-products are immiscible and typically separated
dowustream through decanting or centrifugation, followed by washing and purification. Free

25 fatty acids (FFAs) are a natural hydrolysis product of triglyceride and formed by reacting
triacylglycerides and water. In some embodiments, methods of the invention further
comyprise a step for quickly and substantially drying the algal oil by techniques known in the
art to limit production of free faity acids, preferably to less than 1%. In another embodiment
of the invention, the methods can further comprise a step for converting or removing the free

30 fatty acids by techniques known in the art,

In some embodiments, triacylglycerides in algal oil is converted to fatty acid methyl
esters (FAME or blodiesely by acid-catalyzed transesterification, enzyme-catalyzed
transesterification, or supercritical methanol transesterification. Supereritical methanol

transesterification does not require a catalyst (See, e.g., Kusdiana, D. and Saka, S, "Effects of

40
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water on biodiesel fuel production by supereritical methanol treatment,” Bioresource
Technology 91 (2004), 289-295; Kusdiana, D, and Saka, S., "Kinetics of transcsterification in
rapesced oil to biodiesel fuel as treated in supercritical methanol,” Fuel 80 (2001}, 693-698;
Saka, 3., and Kusdiana, D., "Biodiese! fuel from rapesced oil as prepared in supercritical

5 methanol” Fuel 80 (2001}, 225-231). The reaction in supercritical methanol reduces the
reaction time from 2 hrs to 5 minutes. In addition, the absence of the base catalyst NaQH
areatly simplifies the downstream purification, reduces raw material cost, and chiminates the
problem with soaps from free fatty acids. Rather than being a problem, the free fatty acids
become valuable feedstocks that arc converted to biodiesel in the supercritical methanol as

16 follows.

In some embodiments, triacylglycerides are reduced with hydrogen to produce
paraffing, propane, carbon dioxide and water, a prodoct generally known as green diesel. The
paraffins can cither be isomerized to produce dicsel or blended divectly with diesel. In some
embodiments, there arc advantages of hydrogenation over conventional basc-catalyzed

1§ transesterification. For example, the hydrogenation process (also referred to as
hydrocracking) is thermochemical and therefore much more robust to feed impuritics as
compared to blochemical processes (e.g., hydrocracking is relatively jnsensitive to free fatty
acids and water). Free fatty acids arve readily converted to paraffing, and water simply
reduces the overall thermal efficiency of the process but does not significantly alter the

20 chomistry In another non-limiting example, the paraffin product is a pure hydrocarbon, and
therefore indistinguishable from petroleum-based hydrocarbons. Unlike biediesel which has a
15% lower energy content and can frecze in cold weather, green diesel has similar energy
content and flow characteristics {e.g., viscosity) to petroleum-based diesel. In various
cmbodiments, the methods of the mverdion encorapass the steps of hydrocracking and

25 isomerization, which arve well known in the art to produce Hquid fuels, such as jet-fuel, diesel,

kerosene, gasoline, JP-1, JP-4, JP-§, JP-6, JP-7, JP-8, and JPTS.

EXPERIMENTAL
The following examples are provided in order to demonstrate and further illustrate
30 certain preferred embodiments and aspects of the present invention and are not to be

constroed as limiting the scope thereof.

EXAMPLE 1

Grewth of high fat algal biomass

41
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Experiments were conducted during development of embodiments of the tnvention in
order to characterize and establish methods for heterotrophic algac production, and in
particular, methods of culturing algac in order to geoerate av algal biomass containing high
fat/lipid levels. A series of conventional heterotrophic algae production studies was
performed and run in batch.

A culture of Schizochyirium limacinum was obtained and stored in 1.5mL cryovials at
-80 C. For cach experiment, the process was started by thawing cryovials and aseptically
adding to 1.0L shake flasks of with media. Media in the 1 L flasks contained 50 g/L sugar,
10 /L yeast extract, and 4 ¢/L sea salt. Three liters of 3 to 6 day old shake flask culture was
used to inoculate a 250 L vessel containing media, grown for 24-48 hours, and then
transferred 1o a main vessel (17,000 to 28,0001} and run as a batch process for 36 10 72
hours. The temperature of the batch runs was kept between 25 and 30 €. The temperature
range was large due to lack of precise control of the system. The media used in the sced

(2561) and batch (17,000 to 28,000L) runs was as follows:

Raw material | Batched

Sugar 59 /L
Yeast Extract | 7.5 g/l
MgSO4 {31538 g/
Urca 2 z/1.
CaCl2 0.1538 g/l
MgCi2 (.153% /L
Antifoam 0.3 mi

Table 1A. Media used in traditional batch and seed cultures.

Total fat content of the algal biomass of the batch culturcs was determined by gas
chromatography {Sec AOAC gravimetric method 922.06), acid hydrolysis (See Total Fat by
Acid Hydvolysis Ankom Technology Method 1, 02-10-09), and High Temperature Solvent
Extraction (See Ankom Technology Method 2, 01-30-09 and AQCS Method 5-04). In brief,
a typical analysis procedure for fermentation broth was as follows: Broth samples were
concentrated by centrifugation. After decanting, the sample was freeze dried for 24 hours
with resultant moisture less than one percent. The samples were weighed prior to acid

hydrolysis, washed and dried in an oven. This was followed by an extraction process under
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gradient thermal conditions with petroleum ether. The hydrolysis and extraction process were
undertakion utilizing avtomated instruments. Afier further drying, results were determined on
the basis of mass loss.

As shown in Table 1B below, the total fat/lipid levels (w/w) achieved in the batch

5 productions at a temperature range from 25-30 C was 8-38%.

Log run # Total fat (%)
A-1-10 33,75
A-2-10 38.59
A-3-10 27.30
A-4-10 3R.51
A-5-10 7.82

A-7-10 33.33
A-R-10 34858
A-9-10 27.21

Table 18. Total fat content of algal biomass grown in batch run between 25-30 C.

Efforts were made to increase the amounts of fat/lipid levels as these amounts were
10 constdered too fow to be of value and additional experiments were run in an effort to increase
the level of lipids produced in cultured algae.

During development of embodiments of the invention, experiments were conducted in
order to determine if changes in the constitoenis and/or amounts or ratios of the same in the
media could provide different algal growth characteristics. In addition, experiments were

15 conducted to determine if scale~-up of an algal culture system would alter algal growth
characteristies. In particular, the amounts and ratios of MgSQ0,, Urea, Cally, MgCl, and
KH,POs were modified in an attempt to increase the level of lipid produced by cultured
algac.

Results of fermentations produced in a batch volume of 10L are shown below:

24

{ab trial runs -
10k

ingredientsflog NB4- MBS~ NB3- NB4g-
# NB4-030311 NB6-030311 032311 032311 032811 032811

{g/L)

Sugar 50 50 50 50 50 50

Yeast Extract 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5

MgS04 0.1538 0.1538 0.1538 0.1538 0.5 1

Nal 0 O O 0 0 0
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Urea } 2 2 2 1 1
ZnSQ4 0.1538 0.1538 0.1538 (0.1538 0.1538 0.1538
CaCiZ 0.1538 0.1538 0.1538 0.15328 1 2
MeCi2 0.1538 0.1538 3.1538 (.1538 0.5 1
KH2PO4 - - 1.5 1.5 0.5 1
Trace {figuid} —
mi 0 10 10 20 20
Ferric Chloride
Zn sulfate
M sulfate
Boric acid
Copper sulfate
Feed
Urea:KH2P0O4 urea 200g/L urea 200g/L 2:1 2:1.5 2:0.5 2:0.5
temp set point 30 30 30 30 30
fat % 813 88 84.28 56.1 64.3
strong NH3 strong NH3
MNotes smell smell
ph issuas ph issues
foam out foam out
Table 2: 10L fermeniation conditions and results.
ingredientsflog NB3-
# NB6-032811 | NB3-040711 | NBA-040711 | NBS-04A0711 | 041911 NB40A1911 NBS041511
{g/L}
Sugar 50 50 50 50 50 50
Yeast Extract 7.5 7.5 7.5 5 7.5 7.5 65.25
MgS04 2 2 2 2 2 2 2
Nall 0 g O 0 4] g 0
Urea 1 i 1 1 i 1 1
ZnS04 0.1538 0.1538 0.1538 0.1 g 0 0
CaCl2 4 4 4 4 4 4
MgCi2 2 2 2 2 2 2
KH2PO4 2 Q.25 0.25 0.25 03.25 0.25
Trace {Hquid}-
i 20 28 20 20 20 20
Ferric Chioride
Zn sulfate
Mn sulfate
Boric acid
Copper sulfate
Fead
Urea:KH2P04 2:0.5 2:(0.5 2:0.5
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temp set point 30 30 30 30 30 30 30
fat % 73.7 7116 73.4%9 73.88 63.69 76.56 72.56
Table 3. Additional 10L fermentation conditions and results.
ingredients/log NB406141 NB5OE14L NB306211 NBAG621L NB603211
# NB3061411 1 1 1 1 1 NE3062811 | NB4062811 | NB6032811
{e/l)
Sugar 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Yeast Extract 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
MgS04 0.153% 2 2 2 2 2 0.1538 2 2
Nadl 0 5 O 4 3 0 0 ¢} O
Urea 2 1 1 1 1 1 1 i 1
ZnSC4 0.153% 0.1538 a 0 9] 0 0 0 O
Call2 3.1528 4 4 4 4 4 4 0.1538 4
MgCi2 0.1538 2 2 2 2 7 2 2 0.1538
KH2P0O4 2 0.25 0.25 0.25 .25 0.25 0.25 0.25 0.25
Trace {liquid) -
mi 10 10 Q [ [ Y 4] 8] [
Ferric Chiorida
Zn sulfate
M suifate
Boric acid
Copper sulfate
Feed
Urea:KH2FO 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5
temp set point 20 30
fat % 46.52 65.04 67.61 61.28 $2.95 £8.53 49.25 54.41 64.97
Fomular confinmation Nall effacts Salt ratio effects

Table 4: Additional 10L fermentation conditions and results.

(941

These experiments, conducted during development of embodiments of the invention,

mdicated that certain amounts/ratios of substrates prosent within the media bad a direct

imapact on algal growth characteristics {¢.g., total biomass achieved as well as amount of fat

and/or other component content within the biomass tiscl). Pararoeters that provided a high

fat content biomass in the 10L runs were then utilized to determine if they would be

10 successful for large scale production of a high fat content biomass.

15  above utilized procedures based on yeast formentation processes. The processes were run in

The nitial attempts to generate a heterotrophic algal biomass described in Example 1

EXAMPLE 2

Large scale production of high fat algal biomass
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batch due to limitations in the production facility (Nicholasville, KY) and temperatures that
could only be controlled between 25 and 30 C. The temperatore range was large due to lack
of precise condrol of the system. As indicated in Table 1, above, the fat levels achieved at the
Nicholagville, KY plant ranged from 8-38%. However, as indicated above, additional
experiments were carried out during development of embodiments of the invention that
provided the identification of certain ratios/amounts of substrates that could be utilized during
heterotrophic algal biomass production to alter algal growth and biomass
generation/propertics. Modification of the levels and ratios of the media {e.g., MgSQ,, Ures,
CaCly, MgCl, and KH,PQO,) during formentation was identified and characterized to alter
algal growth, and 1o generate a biomass with significantly different properties (c.g., a
significantly higher fat content biomass). As described below, the process (inchuding media
containing the identified ratios/amounts of substrates effective in generating a high fat
content algal biomass {¢.g., greater than 67% fat content)) was further tested and run in large
scale and also as a fed-baich (thereby allowing for modification and control of amounts of
nitrogen, phosphorus, potassiom, and carbon during the num).

A culture of Schizochyrium limacinum was obtained and stored in 1.5mb cryovials at
-80 C. For cach culture, a cryovial was thawed and aseptically added to 1.0L shake flask of

media. Media in the 1 L. flasks contained the components as shown in Table 5:

Ingredient Batched Manufacturer

Sugar 56 g/l Cargill — Havuoond, IN, USA

Yeast Extract 10 g/L Sensient — Indianapolis, IN, USA
Sea Salt 4 g/L Sigma-Aldrich ~ St. Louis, MO USA

Table 3. Media used for 1.0L culture.

The temperature of the shake flasks containing Schizochvirium limacinum in media
was kept at 30 C and shaken at 250 RPM until such time that the algace bad entered
logarithmic/exponential growth phase but prior to depletion of glucose in the media (usually
72-144 hours).

The contents of 1L culture flasks were then aseptically transferred inte 2.0L aspirator
bottles with sterile connectors that were used to connect to larger vessels (401 or 27 Loor 18
L vessels). Thus, the 1L culture flask cultures were used as inoculum and aseptically added

t0 a sced vessel {either 40L or 27L or 18L) coniaining media described in Table 6 below:
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Ingredient g/l Masnufacturer

Sugar 50 Cargill - Hamomond, IN, USA

Yeast FExiract 7.5 Sensient — Indianapolis, IN, USA

MgS0O4 (.1538% Norkem Limited — Kustahva, Turkey

CaCl2 0.1538 Occeidental Chemical Company — Dallas, TX
North American Salt Company — Overland Park,

MgCi2 0.1538 KS

Table 6. Media used for 181 or 271, first sced cultures.

The first seed stage (40/18/27L) was run at 30 C, under airflow and agitation
conditions so as to maintain dissolved oxygen at or above 10%, and until at least 20 g/L of
ghicose was consumed. When grown under sterile conditions, no pH condrel was required.
Rather, the pH stayed within a healthy range throughout the fermentation process. The first
seed stage (40/18/27L) was considered completed when algal growth was within
iog/exponential growth stage, glucose had not been depicted from the media, but at least 20
/L. of glucose had been consumed {(in general, this occurred between about 24-48 hours). A
larger vessel (4000/2000L) was made ready for the first seed stage colture {e.g., it was filled
with media and brought to 30 C uader sterife conditions).

Upon conpletion of the first sced culture, the contents of the fivst seed stage
(40/18/270) culture vessel was transferred o a vessel with at least 2,000L media described in

Table 7 below:

Ingredient g/L Manufacturer

Sugar 50 Cargill — Hammond, IN, USA

Yeast Extract 7.5 Sensient - Indianapolis, IN, USA

Mgs04 $.1538 Norkem Limited — Kutahya, Turkey

CaCl2 0.1538 Occidental Chemical Company — Dallas, TX
North American Salt Company ~ Overland Park,

MgCi2 {(3.153% KS

Table 7. Media used for 4,000/2000L., sccond seed cultures.

S
~



WO 2013/010090 PCT/US2012/046696

This second seed stage (4000/2000L ) culture was run at 30 C, gader airflow and
agitation conditions so as to maintain dissclved oxygen at or above 10%, and until at feast 20
g/L of ghucose was consumed. When grown under sterile conditions, no pH coutrol was
required. Rather, the pH stayed within a healthy range throughout the fermentation process.
5 The second seed stage (4000/2000L) was considered completed when algal growth was
within log/exponential growth stage, glucose had not been depleted from the media, but at
feast 20 o/L. of ghucose bad been consurved (in general, this ccowrred between about 24-48
howrs).
Upon completion of the second seed (40040/2000L) culture, the contents of the second
10 sced culture were aseptically transferred mto a third culture vessel with 2 volume ranging

between 70,000 L to 220,000 L of sterile media at 30 C as deseribed in Table 8 below:

Batch

Raw material | Batched Manufacturer

Sugar 50 g/l Cargill ~ Hammond, IN, USA

Yeast Extract | 7.5 g/L Sensient - Indianapolis, IN, USA

MgS04 4 g/l Norkem Limited — Kutahya, Turkey

Ures ig/L PCS Sales — Northbrook, 1L

CaCi2 2g/L Occidental Chemical Company — Dallas, TX
MgCl2 2g/L North American Salt Company — Overland Park, K8
KH,PO4 0.25 g/t Lidochem — Hazlet, NJ

When 30 g/l of glucose had been consumed by algae present in the third culture
15 wvessel (70,000-220,000 L vessel), glucose and fed-batch feeds were started. Glucose was
maintained at 10 g/L during large scale culture of algae in the third cubture vessel (70,000~

220,600 L vessel). As described in Table 9 below, the feed used for the fed-batch process

contained:
Feed
fnpredient g/ Manufacturer
Urea 2 g/l PCS Sales — Northbrook, IL
KH,PO, (.5 ¢/ | Lidochem ~ Hazlet, N
20 Table 9. Feed used for fod-batch process.
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The fed batch feed was added over a 34 hour period. Although an understanding of
the roechanism 1s not needed to practice the present invention, and while the present
mvention is not limited to any particular mechanism of action, in some embodiments, this
time period was identified based upon the observation that it tock ~ 20 howrs for the feed to
start (for 30 g/L. of glucose to be consumed by the algae present in the third culiure vessel).
The feed was then stopped {e.g., at around log hour 54) in order to allow all of the nutrients to
be removed {consumed) from the media. Harvest of the algal biomass took place upon the
termination of exponential growth, occurring generally between the log hours 66-76.

The culture broth was de-sludge centrifuged under conditions to achieve 15-30%
solids, with the concentrate spray dried to remove water to a final moisture of less than 5%.

Results of several independent, large scale cultures are shown in Figure 1 and Tables

1(-12 below:

Fun Fat % Vol Y% recovery Fat % Protein % | Moisture %
aumber (harvest | adjusted from {spray dried | (spray spray dried
sanmipie} | Biomass centrifuge product} dried product
{g/L} Product)
Fi-2-11 60,7 86,2 757 11.66 1.47
Fi-3-11 H4.H4 &6 .4 55 70.25 1.37
Fi-4-11 74.76 6.5 &7 71.56 2.11
F1-5-11 7312 70.8 68 65.65 243
Fl-6-11 6277%% 1457 89 54.8 2.14
E2-1-11 7259 50.9 87 65.89 2.72
F2-2-11 70.81 50,5 66,44 215

Table 10. Large scale production culture results.
*bad harvest sample
** nrocess control probleros with this batch

o Fi-2-11
= Had a batch volume of 70,000 L and a harvest volume of
93,700 L
o F1-3-11
= Had a batch volume of 70,000 L and a harvest volume of
84,000 L.
o Fi1-4-11
#  Had a batch volume of 70,000 L and a harvest volume of
92,300 L
o F1-5-11
= Had a batch volume of 70,000 L and a harvest vohmme of
82,300 L
o Fi-6-11
= Had a batch volume of 80,000 L. and a harvest volume of
83,600 L
o F2-1-11

4%
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= Had a batch vohmne of 110,060 L and a harvest volome of

113,000L
o F2-2-11
®  Had a batch volume of 110,000 L and a harvest volume of
5 125,600L

The biomass generated from cach large scale, fed-batch culture was characterized,
including smalysis of the total fat (saturated and unsaturated fat) content; moisture,

19 docosahexaenoic acid (DHA content, palmitic acid content, crude protein content and ash
content {See, ¢.g., Fai content and/Muoisture — AOCS Am 3-04 ‘Rapid Determination of
Oil/Fat Utilizing High Temperature Solvent Extraction’ v. 3/31/10; DHA/Palmitic — AOCS
Method Ce 10-89 and AQAC Method of Analysis 991.39; Protein — AQAC 990.03; Ash -
AQGAC 942.05 Vol adjusted Biomass {g/L) — Stone, et. al. Dry Weight Measurement of
Microbial Biomass and Measurement Variablity Analysis. Biotechnology Techniques. Vol

6:207- 212,

Table i1
Crude
Run &/Comments TOT?{;?T % Qi\ﬂoﬁsture‘ .DH{% Paimiti'c Protein {%) ::5:;
Harvest) {96} Max 6% | {mg/g} {me/g) Report on 10%
release
SL-F1-1-11 72.70 1.39 191.8 379 14,86 3.5
SL-F1-3-11 £59.64 1.37 1811 366.2 16.47 3.08
SE-F1-4-11 73.71 2.11 185.8 373.8 15.92 3.11
SEL-F1-5-11 73.12 2.43 176.8 351.3 17.14 0.0373
SE-F2-1-11 72.59 2.72 252.4 360.9 17.64 0.0363
SL-F2-2-11 70.81 2.15 247.2 365 15.29 3.041
SE-F2-3-11 72.86 2.50 197.36 269.4 11.58 3.29
SE-F2-4-11 69.03 3.07 177.8 133.65 18.23 3.9
SL-F2-5-11 70.10 2.12% 203.24 193.98 10,93 0.0342
SL-F2-6-11 73.55 2.61 203.93 206.67 12.01 3.34
SE-F2-8-11 70.86 1.91 190.31 287.79 12.71 3.3
SE-F2-9-11 76.89 1.68 191.69 227.52 9.62 3
SE-F1-8-11 76.31 1.55 19141 318 1071 3.8
SL-F2-10-11 72.15 1.75 186.24 256.13 13,37 4.81
Si-F2-131-11 73.64 2.4% 184.34 298.77 11.45 4.42
SE-F1-9-11 75.57 1.28 20251 250.01 10.02 3.48
SL-F2-13-11 70.85 1.66 182.82 326.94 12.38 4.59
SL-F2-14-11 62,13 1.42 196 253,11 14.79 3.65

56G
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SL-F1-13-11 57.56 1.73 184.66 212,82 151 3.97
SL-F1-14-11 63.57 1.23 170.16 89.35 11.86 4.22
SL-F3-4-11 68.8 1.56 203.25 133.65 15,31 3.84
SL-F1-15-11 70.58% 1.14 175.58 147.37 9.8 3.56
SL-FE-16-11 7272 1.31 175.28 91.4 10.43 4.06
SEL-F3-8-11 71.75 1.8 207.85 138.37 14,32 3.65
SL-F5-5-11 63.7 1.23 189.07 118.72 11.68 3.42
SL-F1-25-11 74.80 1.54 9.16 3.68
SL-F3-14-11 76.24 1.90 8.41 3.08
SL-F3-15-11 75.80 1.08 7.3 3.26
SL-Fi-1-12 70.24 8.3 351

Table 11, Characterization of large scale cultures
Table 12
. Crude
Run #/Comments TOT{’?%“Z?T * awiaistux:? DHA ?3’m?tic Protain {%) ﬁit
Harvest) {%) Max 6% | {mg/fs} {mg/g} Report on 10%
release
SL-F1-25-11 74.80 1.54 70.63 355.6 Q.16 3.08
St-F3-14-11 76.24 1.90 179.85 346.41 8.41 3.08
SE-F3-15-11 75.80 1.08 182.81 367.01 7.3 3.26
SL-F1-1-12 70.24 1.81 160.34 336.77 3.3 Releasad
SL-F4-1-12 68.53 1.71 183.06 332.23 10.26 3.56
SL-FG-2-12 £9.13 1.73 169.44 351.39 7.75 3.11
SL-F5-2-12 75.00 1.84 17505 371.57 5.89 3.5
SL-F4-2-12 69.10 1.84 198.24 34194 8.85 3.88
SL-F6-3-12 62.34 1.80 175.42 340.86 10.44 2.62
SL-F5-3-12 67.28 3.61 176,61 360.01 10.18 3.56
SL-F1-2-12 71.09 1.72 154,22 371.31 12.56 3.78
SL-F1-4-12 68.42 1.66 159.54 375.98 12.88 3.81
SL-F4-5-12 70.89 1.83 171.73 387.13 12,38 3.1
SL-F6-6-12 70.38 1.8 155.05 377.11 12.56 3.71
SL-F5-6-12 68.17 1.75 155,73 38%.31 10.56 3.8
SL-F3-3-12 73.64 1.84% 156.25 393.08 12,13 3.52
SL-F1-7-12 71.97 1.58 164.05 362.4 3.75 2.98
SL-F3-4-12 70.83 2.37 183.88 366.83 10.13 2.23
SL-F6-7-12 70.85 2.66 176.68 366.29 10.56 4.31
S5L-F1-8-12 72.08 1.94 17291 407.2 9 3.62
SL-F3-6-12 72.15 1.85 10.56 7.56
SL-F3-7-12 59.63 2.42 10.57 3.67
SL-F3-8-12 71.77 1.78
SL-F3-9-12 59.18 1.74

Table 12. Characterization of large scale cultures
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Additionally, the fatty acid profile of the biomass was characterized. As shown in
Figure 2, the fatty acid profile of cach algal biomass generated is higbly similar/consistent,
mdependent of the total fat content of the biomass. A composite fatty acid profile, taking into
5 consideration the collective profiles of all samples analyzed, is provided in Figure 3.
The glyceride profile was also determined for each algal biomass. Of the total
alyceride content of the bicmass, about 4-8% were dighycerides, less than 1% glycerol, about
3

-7% monoglycerides and about 34-88% triglycerides.

16
EXAMPLE 3
Biomass harvesting
Experiments conducted during development of embodiments of the invention
identificd that the increased total fat levels o the biomass caused significand problems with
1§ regard to centrifugation of the algal biomass. Recovery of biomass content post-
centrifugation ranged from only about 45-85% total biomass weight. This is shown, for

example, in Table 13 below:

Run Fat% Vol Protein % Yo recovery Fat % Protein %
nuntber (harvest | adjusted {harvest from {spray dried | (spray WEY
saniple) | Biomass sample) centrifiige product) dried product
{o/1} Product)

Fi-2-11 60.7% 86.2 NA NA 757 11.66 1.47
Fi1-3-11 0904 86.4 NA 53 70.25 16.47 1.37
Fi-4-11 74.76 6.5 NA 67 715 i 2.1
Fl-5-11 73.12 70.8 i6.14 ¢8 6563 2.43
Fi-6-11 G27FE 1457 NA 89 54.8 2.14
F2-1-11 72.59 56,9 16.29 57 65.89 2.72
F2-2-11 70.81 59.5 12.58 52 66.44 2.15

Table 13. Comparison of Fat and Protein yield from direct harvest sample versus spray dried
20 product,
*bad harvest sample®* process control problems with this batch
F1-2-11
= Had a batch volume of 70,000 L and a harvest volome of
93,700 L
25 Fi1-3-11
= Had a batch volume of 70,000 L and a harvest volume of
84,000 L

F1-4-11
w  Had a batch volume of 7,000 L and a harvest vohume of
30 92,300 L
F1-5-11

N
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= Had a batch vohumne of 70,000 L and a harvest volume of

82,300 L
Fi-6-11
®  Had a batch volume of 80,000 L and a harvest volume of
3 83,600 L
F2-1-11
= Had a batch volume of 110,000 L and a harvest volume of
113, 000L
F2-2-11
10 s Had a baitch volume of 118,000 L and a harvest volume of
125,600L

The recovery problems were identitied to be attributable to the increase in the amount

of low density lipid/oil in the biomass. Thus, experiments were conducted during
15  cmbodiments of the invention in an effort to address this probiem,

One approach that displayed the ability to enhance recovery of the biomass was to
chill the culture comprising the algal biomass prior to centrifugation. Although an
understanding of a mechanism is not needed to practice the invention , and the invention is
not limited to any particular mechanism of action, in some embodiments, chilling the culture

20 increased the density of the lipid/oil and allowed a larger recovery of the biomass.

Experiments were conduacted in order to determine the effects of chilling the biomass
before centrifugation.

L.ab trial one: 2 gallons of broth collected and stored at 7-8 C for 16 plus bowrs.
Eight X 50 mi centrifuge tubes were collected and placed in a water bath to reach target

25 temperatures described in table 14 below. All samples were centrifuged at SO0 rpm for 5

minuies.

Temperature {C) Visual Observation

1{ Excelicnt separation with no floating cells.
Clear supernatant,

20 Good scparation with no flosting cells.
Cloudier than 10C

25 Simifar to 20 C; cloudier

34 Good separation with no floating cells;
cloudier

35 Good separation with no floating cells; very
cloudy

i
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40 Stitl  separating; floating  cells;  milky
supernatant

45 Poor separation

50 Albmost no separation with numerous floating
cells

Table 14, Culture temperature and contrifugation results of trail 1.

Lab trial 2: Fresh broth samples were collected and tested over a temaperatore range of
10-30C. They were not refrigerated overnight as intrial 1. All samples were aliowed to sit in

an ice water bath 1o farget temperature. Samples were centrifuged at 3000 rprm for § minutes.

Temperature | Visual Obsorvation Density {g/ml)

©

10 Excellent separation with no floating | 1.01967
cells, Clear supernatant.

15 Good separation with no floating cells.
Very cloudy supernatant

20 Sample  still  scparating;  visible
flocculation.

25 Very similar  to 20C;  increasing
cloudiness

30 Stil  Good  separation;  increasing | 1.02915
cloudiness

Table 13, Culture temperature and centrifugation results of trail 2.

As described in Example 2 and Figure 1, during large scale production, chilling of the
biomass prior to recovery (centrifugation) lead to significant increase in total recovery of the
biomass. Multiple large scale runs have been completed with total recovery of approximately
95%.

All publications and patents mentioned in the above specification are herein
incorporated by reference. Various modifications and variations of the described

compositions and methods of the invention will be apparent to those skilled in the art without
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departing from the scope and spirit of the invention. Although the tnvention has been
described n connection with specific preferred embodiments, it should be understood that the
mvention as claimed should not be unduly himited to such specific embodiments. Indeed,
various modifications of the described modes for carrying out the invention that are obvious
to those skilled in the relevant fields are intended to be within the scope of the present

invention.
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CLAIMS

What Is Claimed Is:

1. A process of making an algal biomass comprising at least 67% total fat coraprising
culturing an algac under culture conditions sufficient to provide an algal biomass comprising

67% or more total fat.

2. The process of claim 1, wherein the algae biomass is cultured in two or more types of

cultere medium in a sequential manner.

3. The process of claim 2, wherein one culture medium of the two or more culture
medium contains S0 g/ of a carbon source, about 7.5 g/l yeast extract, about 0.15 g/L

magnesiam solfate, about 6.15 g/L caleium chloride and 0.15 g/L magnesiom chioride.

4. The process of claim 3, wherein the carbon source is a sugar.
5. The process of claim 4, wherein the sugar is glucose.
6. The process of claim 2, wherein one culture mediim of the two or more culture

medium contains 50 g/L of a carbon souwrce, about 7.5 g/L yeast extract, about 4.0 g/L

magnesium sulfate, about 1 g/l urea, about 2 ¢/L caleium chloride, about 2 g/l magnesiom

chioride and about (.25 g/l monopotassiom phosphatie.

7. The process of claim 6, wherein the carbon source is a sugar.
R. The process of claim 7, wherein the sugar is glucose.
9. The process of claim 2, wherein one culture medium of the two or more culture

medium containg a carbon source, yeast extract and sea salt,

10, The process of claim 9, wherein the carbon source is a sugar.

56
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11 The process of claim 10, wherein the sugar is glucose.
12. The process of claim 2, wherein the algac are cultured n 2 first culture medium

containing glucose, yeast extract and sea salt; transferred into and incubated in a second
5 coltore medium containing glocose, yeast extract, magnesium sulfate, calcium chloride and
magnesium chloride; and transferred into and incubated in a third culture medium containing
slucose, yeast extract, magnesium sulfate, urea, calcium chloride, magonesium chloride and

monopotassiom phosphate.

16 13, The process of claim 12, wherein the third culture medium is supplemented with &

fed-batch feed.

14, The process of claim 13, whercin the fed-batch feed comprises urea and

monopoiassiura phosphate.

15, The process of claim 12, wherein the algal biomass is harvested from the third culture

medium between 12-24 hours after cessation of the fed-batch process.

16.  The process of claim 13, wherein the algal biomass 1s harvested from the third culture

20 mediom after all of the nuirients have been removed/consumed from the medivm.

17 The process of claim 15, wherein the algal bigmass is harvested via centrifugation of

the third culture medium comprising the algal biomass,

25 18, The process of claim 17, wherein the third cultre medium is chilled prior to

harvesting the algal biomass.

19, The process of claim 18, wherein the third culture medium is chilled to between about

5and 25 C.

36
20, The process of claim 1, wherein the algae is Schizochytrium limacinum.
21 The process of claim 12, wherein the first culture medium contains about 50 g/L

glucose, about 10 g/l yeast extract and about 4 g/L. sea salt,

~k
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22, The process of claim 12, wherein the second culture medium contains about 50 /L
glucose, about 7.5 g/l. veast exiract, about 0.15 g/l magnesium sulfate, about 0.15 g/l
calciom chloride and 0.15 g/l magnesium chloride.
5

23. The process of claim 12, wherein the third coltore medium contains about 50 g/L
slucose, about 7.5 g/l yeast extract, about 4.¢ g/l magnesium sulfate, about 1 ¢/l urea,
about 2 g/l caleium chloride, about 2 g/l magnesium chloride and about 0.25 g¢/L
monopotassium phosphate.

16
24, The process of claim |, wherein the culture conditions comprise running the algae
cultare at 30 C under airflow and agitation conditions so as to maintain dissolved oxygen at
10%.

1§ 25 The process of claim 1, wherein algae are cultured under sterile conditions.
26. An algal biomass having a total fat condent of at least 67% by weight conprising
about 170-250 mg/g docosahexaenoic acid (DHA) and about 150-400 mg/g pabmitic acid.

20 27. A lipid composition prepared from the algal biomass of claim 26.
28. A food prodoct comprising the lipid composition of claim 27.
29, A tood product comprising the algal biomass of claim 26.

25
30, Analgal biomass having a total fat conient of at least 67% by weight.
31 Use of an algal biomass baving a total fat content of at feast 67% by weight in the
preparation of a biofuel

30

32, The use of claim 31, wherein the biofuel is biodiesel



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

069 781% 1168 0711 | DO0GLE peagy 0 CE | C89PiE | GDLOTI0C 1t
7z e {gsmnge 4 s, B # )
IV % posafpy | Y m yung swmgog | wispg | NAE gy | BI04 0 ey
ey | SSYWOHE | 0 o SESSAA | o Iy
Pi~$-7d

"POLEp ARIAS PUR UBD[D S8 UNI STYJ 3R IN0Y SO] 18 [ 1-L7-0{) U0 POLIRIS S8M J50AT8Y

oy ], "uni ST} Fuunp pappe ses 0s0MS JO 5G] £69°P0 "85 PUR 7 SINOY S0] U0oMIRq PoLied MOY $¢ 7 IDAC DOPPE SeM BIDIW YOIBQ P SION] 6011

SI0H] GO0G7 ] U0 PAseq BIDOW Yiia 8101 G000 11 01 DOUMIBG B IR SEEL, {7/ moy 80} 1R W [0 WOL [1-C7-0 U0 poIBnooyur ses (1100 A~1S)

pr— v RS SorCIl | oo0ar | Toou T Tiead T SIPRIE T Sol01i0z o
8 {pjoumo,y 7] #
/3 N HAL FLECS ;
IPL% pasnlpy | (T | ML | swmes g \wwmmw L azauo | THI0D ey
aume,q | V7 ity oIy IR qoad e
Fi-¢-74

poup Arads pur uBQ[O S8 UL SHLY "¢/ 0y 807 18 {1-C0-00 U0 paLinIs SBA

1S0ATBY 241, ui sty Faump poppe seam 2800048 10 SQY 7LEES 797 Snoy S0 uoamisg pousd dnoy g¢ v 1240 POPPE SEM BIDSUL 4OIRG DI SIOH] §OL1

"SI (J0°O7 T U0 POSeq BIPOW YA SION] 00011 03 PAYOseq Sea tia sy L, (g4 1noy Fof 1 Y10) Wog [[-1€-¢ U0 poje[noou sem {11-7-74-1S)

L 34NOI4

1984 7E%s RS GO0S°ECT | 000671 | PSS 11-0cd | 93%SIf | a0901107 3
7] \ {ppaunioq {5 o #
i 5 a7 ‘
IVd % papsuipy wmwwmemm yuvg, oy | WO \w%mwwm HHTHO wawmm 1102 4
s \ Jonisg youmg ’ S qoud :
Yi-0-74

1/21

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

oL Avids pus GBO[O SEM TLL SIY]

1]
7
VR

£ 4004 Fo[ §8 { [-R}-L0 GO POLILIS SeA I8SANRY SU ], /O N0y 50} 18 J [ 01 umop Jujno

ueSag wni S FUnp pappe sea oS00 S IO 5GI B75°SY 79 PUR ¢7 SInoy S0] Uosmioq Poried JNoY /¢ B JSAC POPPE SBM BIPOW YOIRq POJ JO SIOH]

BB SIBHL Q00071 B0 POSEQ RIPSW 3l SIAR] Q0001 T O3 POYSIRG SEm Ut ST Y, (R oy 301 18 [0} WIeg [ [-C] L0 O Pommoom sua ([ F-9-7 41N}

SoeL 70 AT LIS SOOTET | 00002t | Poas T 1104 | TS1Eie | SZloTioe 7
g7 {ppotnjo [l . #
4 . HAT
IVd % possnipy wwvwéﬁ yung | smnpoq | wiSug %W,Mw | wrawo QWWWM«N Y67 #
ousngog | TV gpuy g Y05 (R | aoud -
Ti-9-24

porp Avxds pue BR[O SBM UL ST ] 78 100y SO1 1B [ [-71-L0 WO POMmIS suM 180ANeYy oy ] "L/ Moy Fof1e J 81 01 198594 a3 Suniyo

wedog s snp Sunmp poppe seam 080513 10 $4] $9€%L 7O-H7 N0y S0} wasageq poured INOY {¢ B IOAD POPPE SeA BIDOIR YORG PO JO SIN] §OYY

'SIOV] (00'0T] BO POSeq BIPSGI YL SINI (00T T 03 POYDIeG Sea UT STEL (TS M0y F07 38 VD) WO [ [-80-L0 HO PIIE[NIONT Ser (1-§-74-1S)

8L PTOL ST'H9 0077161 000'0T1 paag 11-¢-Cd | €lobie | 8IL0TI0T 1
e = (ppamnjos o s # ;
IV % parsnipy g S@ yumy suny0 4 WS | sMwm 4 | HHGEG ﬁ@w Od TG #
2HBJR 4 YWoLd oYL Yoy /THSS A, GOUT aLva
Pi-s-7d
poLIp

Avxds pue URO[O SBM G ST "OR IN0Y FO7 1B [ [~C0-L0 U0 POMBIS suM jeoarey] oy uny sup Sunmp poppe sem 93000[38 10 SqI LP°78 'RO-bE SInoy

3oy uoomioq pouod INGY ¢ B I0AD PIPPE St RIPOW YOjBG POJ 1O So1f #a1Y (7€ N0y 30] 38 Y {0)) WO {§-1(-/ U0 PAEINI0u sem ([ 1~p-74~18)

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

2/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

"poup Aeids puw uBOYO Sem UL ST, 6/ 100y 30] 18 11-17-R0-80 00

PRLIRIS SeA ISIAIRE 7L N0y S0y e [ -1 [-80 U0 4 Q¥ OF [9S804 Oy} SUIIIIYD PoLRIS "UNJ STI SULIND pAppe Sum 38000§8 30 8qf 9060, 96~ pT Sinoy

301 u0m30q pouad INOY L€ B IOAD PODDE SBM BIPOTI YNEBG PO JO SIOU 8871 (604 Moy 50718 () WO 1[-8(-8 U0 PABMOGE sem (J -G~ 15}

G177l [R5S SH 05 005 1€1 | 0p00LT WL | 110124 | O1¥91€ | 91801107 61
Zd i {(Framingo g 7] rr # i
IFA % papsnipy wwvw&,‘ st yung awmngoq | uiSi0 \_Nmmm FIGHC Q%Mwmm 110 #
ammjoy | 20T HU By Y ABSSIA L goua i
Li-gi-74

Foy wosmiog pousd IN0Y (p B ISAO POPPE SBM BIPSIE YMRG PI] JO SION] 871

"POLIp Aeidg PUB UNI WG] B SBM ST 6/ 100y

FOf 12 POLIRIS 1S0AIRE] 49 oY SO0 1 [1-90-80 U0 4 & 01 125524 24} SUi[IYD PorelS "Und STy SULIND pappw sem 2500058 10 $G] §OEpL $9- 7 SI00Y

{68 oy 301 10 Y10 WL 11-C0-) U0 Parmnoout sea (11-6-T4~19)

6R°9L 60’99 7568 0TCEl UOOLE oY {1604 ZORSTE TTR01107 T
¥z e (EjFuse g7 5 —
IV % pasnipy | N\w yung sy | wSug | mi ¥l rawe | M S0 —
BUENFO A4 SSvnold ey Yo SEHESHA a0¥d HIVEE
P64

"pourp Aeids pue GBOID Sem YN S ), INA0Y 30} 18 | ]-47-L0 WO POLIRS SeM JSOAIRYY

"UONRUIIEINOD 0} 00P 19 300y T0] 18 [ [-§7-L0 UO 4 8§ 01 [99834 o1 SUNID Paliels "ung s1ys SuUunp poppe sum 35000F 10 SQf 9L§°T9 b5~ $7 sinoy

Fop usaming pousd INCY (¢ B IOAO PIPPE SEA BIDOUWL YoIRG PO JO 530 06°F (L4 oy Sof 18 [0)) W0 [ [-$7-/ U0 pojepnoout sem (J1-8-TA-1IS)

9804 lses 15795 00v'9TL | 000°0Z | PSS 1-9-74 | S996Te | $080110C 91
W] 5 {5)nmmo 7 s i
AFA % popsuipy wwwwe org | T4 pumpeq | widg \w%www (| HIGHO QMMWM& LIGT #
b W% ‘ g ypg SRS L qoud ‘ B
1E-8-04

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

3/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

POLIBES SBAL 1SOAIRYH 7

ey 68718 KD 00693 00003 [ T1°6-1d | 6&V91C | fomo1i0¢ 7
iz e (2o 4 Il Y # _
IV % possnfpy | Y ww yung sumpoy | wSug | N0 4 | ¥FAEC R I TR
g | SSYWORL | 5 yoms /EaSSaA | o REVG
Li-6~id

oy 0] 18 [ {-/£1-80 uo

‘pouip Avyds pur uesyd Sea unl Sty (7R moy §of 18 11-87-80 uo

A 8% OF [2ssaA oY1 Bufjigo popvls “uni Sigy Sunnp poppe sem d5000yF 10 5G] §9L°7L 6§ -bE Sinog

Jo1 unomiog pouad INOY §F ¥ I0AC POPPR Sea RIPOUT MEY PO IO SIOH] ¢°§G7L (18 00y F01 18 [ D) WOX [ [-p1-§ U0 poepnonn sem (1-1 I-24-15)

B0 POLIRIS SBA JSOAIBE

POEL 6519 65°LS 0P’ 671 006071 | PSS | T1-11-7d | 6L€91¢ | ZTROTIOC 12
¥z {pirungo 57 #
. . 78 ‘ HANOY " GHISOd
L¥A % popsnipy e yuny o | MG HHGHG Ti67 #
sumjoy | SSFHOIS oy Yy /TASSAA | FLVa
YE-1§-74

peuIp Arids PUB UBS[D S8 URE ST 68 M00Y §0118 [1-%1-%0

7L 00y 30 1 [ 1-1 [-80 U0 4 8% 01 199504 oy Swipyo popws cuni sty Sunmp poppe seam 0s001yS 3O 5q] PGS RS- p7 Sanoy

Jop uooming pousd IOy $¢ B IIA0 DOPPER SEM BIDOW §oIRG PIJ JO SI0U] ¢48 {7/ oy 50118 WD) ol 11-11-8 U0 pornsour ses (11-8- 1418}

169/ 9597 Oy 0L 000 L8 000708 paag (8 L4 | 99T91€ | LUBGL10C 07
3 g (gjaunge g} N # ;
IVL % pasnfpy | 4 u ‘ HUBE Funyi 4 HSuG | ﬁ@mm HFTHO Qwﬁm@ 1187 #
ey | SSYIWOIE et g STASSEA | FIVU
YE-8-id

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

4/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

= 19T 6809 | BOCI8 | 000GR | oSS | UIEriA | 189Li¢ | CEe0iior | 6%
% S 7T T - i ,
g 724 N HALY # LS
s | sy | (TO g | owmes L wsug | TN ) rrawe | IO iers
aumjes | o0 VWO JouLg yowg SHIESHA FOHT HEV
Fi-¢1-14

"2aNgEgy 085O0 Fare POIIUO OF JNP INTUSULIS] o3 dn POUOHNG PUE IR 180T e

(1 16 poyoest oaguioduo] (050 A ) 2anyiny 10850:duaod fopea pa[ius of onp uogeraop smsduusy e

by IN0Y S0} 1B 180AIRY O} PoLEIS 9/ 0oy S0y v [ {-0]-60 U0 J ¥ O} SUI|RO POLRIG U SI} J UOUEBIND O I0A0 POJ SeM 050013

Jo 'sqy 65TLG powad Moy g¢ v 140 POJ Ses RIPOW Yoyeq Pof JO sIY 2§71 (L J00Y S0] @) V1D w0y} [1-T1-6( U0 paensou sem ([{-p1-74-18)

CT'69 {9710 904 001°7C1 GO00CT | PS PI-91-2d | #8SLIC | 0T60110T 87
7] (y}zumo 4 r #
i /8 a ;
IYE % prisufpy ww%a oI HUv g amnge s | s \w‘%www y HHGHG wawmm TGz #
Py | iy oy g AOUS ,
ti-vi-74

p8 oy Fof 18 jSoAlsy 01 PAaElR (7 00y 80718 [ 1-90-60 ¥O 3 ¥ 01 SULRPD POLLIY HN SHE IO UOUBIND O FAC DAY Sem o500y S

30 '5q] $986s "Poriad 10y pE ¥ 1040 P Ses BIPOW YoTEq POJ JO SION] FRGLT (08 1007 501 B) 1D WOL) [[-€0-60 U0 PAR[NO0UT Sem (T1-€1-74-1S)

U0 POLIRES SRAL JSQAIBH

SEDL LS oS 001°%C1 o00'0TI | Peeg | 11-€I-747I5 | IS69IC § S060110T 57
i (7)ziano 67 B #
) /3 § 7/ y
IV % paisafpy wwww oI Huv amnfos | WSLIG mw.mmw 4 HAGHG m%wwmm 187 #
P g gy i 1) %
74

poup Arids pue UES[D SBM UAX ST "HR 0y S01 18 [{-77-30

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

74 400y 30 18 11-17-80 U0 4 8% 01 [99504 oy Furjjiyo ponrels und stgqr Sunnp poppe sea 0500ryd 10 5G] $65°6p 19 -7 SInoy

oy uoomng pousd Moy /¢ B I0AC DOPPR SEM BIDIWL §OIRq PO JO SO0 08 (69 100y 30] 18 W {0} W0 [}-31-§ U0 PAEINI0u ses ({16~ 14~18)

5/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

258 19796 €368 00798 00008 | PN | [1-S1-14 IS | LSPRIE | ©I01110Z ¥
i 5 VHowngoq 1 n 7
I¥d % porsnipy hwvw\m“m - yung supo,s | w80 QMMMM ;| HE@io wawmm 187 #
oo pouLy yomg F RS FOHS ‘
{i-si-id

‘g1 G011 510 005y Ajommuaxoadde o powec e

g 10y Fo] 18 180AI8Y 0T PRS0/ IOY 807 18 1-05-60 U0 J {% OF SUNJIYS PHJLIS Ui ST} JO UOURIND 23 IOAD PI] S8 35000]F

JO 54 %hwwNm ﬁcﬁw& JO0Y $¢ € ISAD PaJ SuM RIDDWE Y2IEG Dof IO SO} o871 AC& H0Y WOM @u/\, ViD mﬁo,m‘t 11-L7-60 U0 PIIBO0UL Sesm Aw w:@:mmiwmmw

P PLP9 | STEe | 000szl | GenGct | PSS | Tib-ed 18 | Z818iE | €00i1i07 | %t
g7 . (a4 e s # e
e Mm N ~ .:~ Y8 e M 3 v
s |y | (TO e | owmpes | wig | TN ) gage | TS0 ez
2N A b s 0L Yugy SEESSHNA GO =
Fi-v-td

€% INoY O] 18 1SoAIRY oY} POHTS ()7 JNOY T0] 3% [1-07-60 U0 J 8 OF SUHIIO POHRIG "UNI SI IO GOHRINPD O IDAC POJ Sem 05033

30 8 §6o b pound Moy $¢ v 1040 POJ SBA BIPOTI YMRG POJ JO SINY 6% (99 0y 0] ®) 10 WK [[-£7-6() B0 P00t sem (F1-pI- 1415}

) €886 2898 00016 00008 ST [T-¥1-14 | 196L1¢ | ST6OTIOT 13
7] (r)zumsy 47 #

) ) e 75 5, @ ENOY . dALS0d :
LVE % pasnipy e s g ouimeg | wisug | gLette TEGL #
s,y | SSYIOIE et sosmg /TISSAA | "o AL

vi-Pi-1d

"Ag BUT{E0] SATEA [OIUN0 O] OBP PISHID SeAs CARA JOIBA POFITYD *J £6 O1 PoIRoY [08s0A 6 1oy §0] =
U ST} SULIND pooMap UOIRUIURIHOD ON -~ ]05S0A Ssodyo Ajjouq widenyderp poSuey ) — 0aJea JOHUOD MO} YNedq PO iism SWdQeL] e

/oy Bop 1w psoAxey o3 PoES (09 oy 80718 [ {-4]-60 U0 o R 03 S0 PORIS UL SHf} JO MOUBIND 913 JOAC PoY seam osoond

10 8QY TeL L7 pouad 0y ¢ B 1040 POJ S BIPOGE 4oyBg POJ JO 51031 §08 (anoy 801 @) 1D woy) [ {-01-60 U0 poysnoout sem (11~ 11418}

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

6/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

‘16 oy Sof 18 150AIBY 04 POMIBIS G/ M0y $0] 18 1{-00-1] U0 J 8% O Suhiyo pouwls (unl SIg} JO UONRID Sy} I9A0 paj sem asoonyd

1051 BO8L0 "poued IN0Y p¢ B IOAD P SBAM BIPSIA YOIRG POJ 0 SI0W §Hz1 (¢6 oy Fo1 @) [0 wok) 11-£0-1] U0 DORN0OoH sem {§ [~~~ I8}

JOSU] {58 6t

SLTL €1CR 0LSL 00T DET 00007 P38 | I0-8CA IS | OSSELE | TIT(IIOT G
B2 s {Fiauingi 4 g o # i
LI¥4 % paIsSHipY wwvw%@% yuny prmoq | WIEMG Sﬁwﬂu YIFHO Q%Mwmm 1197 #
aHine 4 ; jouLy Yy FaaE GO¥d S
Fi-§-tH

BIPOUW YOIRG POJ [RIWION e

BIPOUL GOIBG PI} POLIDOI e
BIPOUWL POLHPON @

*£L IOG TO] 18 150ATEY OU PAMEIS (), Moy o] 18 [1-C1-01 UO UMOp SUI[[Iyo POLIBIg UNJ S} IO UOURIND Ol 1240 POJ s 0S0omT

pord MOy ¢ 2 I0A0 DI Y84 BIPOW Y0IBQ PO JO 1oy 808 (¢ 'p8 Moy 0] @) 10 Wok) [1-01-0 ¥0 p;endout sem (-9 1-L4-15)

T 1761 SThL GOFeE | 00008 | 1998 | T1-01-Td 1S | 9iigic | Lio1i100 ot
7 ‘ 7Ly S G T P A
. "1 . HAT/ c
IV possaipy | Mﬁ g | FWE | owmoy | wisng Qw%wmw | | EEdEo mwwmmm 1107 #
FENE A FSVIL oy Yoy FEED3RL Fere).0 4 HEVG
TE-91-14

BIPOTI YHEG POJ POLIPOI

UIPO POHIPOI  w

‘g oy S0} ye 1soarey ou3 pouels ¢y oy 3of 1w {1- 0-0] 00 usop Suijjyd PoLeIS U SI JO GOUBIND 043 10A0 POJ Seam osoonyd

10 S FRE 6e pouod moy $¢ B 1040 PO Seas BIPOGE 40184 POJ JO 81031 BOR (001 0oy 80y B) 1D w0y ) [ {-S0-0 [ uo poenoous sem (1 1-S1-LA~I8)

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

7/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

"FULION I 95030q sopuopyo posnipe gd e

b6 oy Fof 18 1504J8Y 341 pApelS g9 Moy Fo1 1. [1-17-71 U0 1 8 O SUL[ID PoNeIS URJ S JO UOURIMD 21} JOAD DI SA 2500D]F

30 9Q; TLOTh poued In0Y p{  IBA0 POJ SBM BIPSIL YOIRq POF 10 SI0N] 76 (14 oy 80y () viID wom) [{-81-71 U0 POmmoout sea (11671418}

8oL 698 658 0ODES QU008 | PeS | 1i-Sc-1d IS | Z0tize | €czitio e
bz e {73304 67, . # e
IFA % passnfpy | m yung ammpeq | wmfug | NIH waang | THSOT | ey
ounjey | SSYWOIE | L e JEESSHA Py HIVE
11-€7-14

“BULIOY 2X0JSq PIOE OLIMS s sopuojgs snipe qd e

L& oy FOf 18 150430 01 pOMBIS 7/ 1oy 80718 [[-61-71 U0 J 8% O1 ST PowIS U SI JO UOHBIND M1 JOAD PIJ SrM 2500D]R

JO 8] B9 %7 'pound SN0y $¢ B A POY SeA RIPSL YOIBG PR JO Sk 27621 (907 inoy 8oy ) 10 wok) [1-9]-7 1 ¥O paymnoout seas (1 1-b -0~ 18}

¥ 9L 808 0S5l GOVZEL | 0000C1 | DS | Li-#1-Ed 1S | 190128 | Zeziiiog I
73 e (jounio (0 3 # o
IFT % paisnipy ﬁwﬂwa yuvg ammpe 4 | 418140 ﬁwwm | HIGUD @ mema 11687 #
sumngeq | oLy yHng SRR GOHI ;
ii-pied

g8 oy Jop 38 74 wog 803nJinusd of Junsosisy

polrels g oy Fop e [[-11-11 U0 4 8 01 SUNjIyo pue 74 01 v4 IO %05 SULLISSURI DAl U ST} JO UOHRIND 311 JOAD PI] sum 35000(F

JO 519 BEYEF "pouod 100y ¢ B I2A0 PO Sea RIPSTE YJ5BG P 10 Sioutf £177 (06 moy 8o @) CAS WOIL) [1-90-1 [ U0 pomnoout sea (11-6-$4-19)

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

L'8% THvi 1269 0057 2ET 0O0°'0IT | POOS P-6-ed 18 [Liole STITIIGE 89
g7z = (2o 4 IG57 er #
IV % PRISHIpY 4 . yuny pumoy | wiG | AN HAGEO Qﬁh Od | (yers
2HEBPOA SSyword Ly yowy SEHESHA GO9S FEvy
i

8/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

ISH b WO 6/ Inoy o] v Swinpauoen

ponels Surjpigo wr ersee o3 74 01 jyey Swipuss pue b/ oy §01 18 71-71-10 ¥0 4 8% OF SULjY popmIS Ui SK{ JO UOHBIND O FAC PIY sea 3s00ny S

30 530 EFEeh Ppomod J00Y 7€ & IA0 POJ Seam BIPOW U3Yeq Paj 3o SI THLLL (1n0y Fof @) CAS WO T1-60-10 B0 POIejnoott sem (T-f- $A-1S)

G

"¢ oy F0f 18 150AJ8Y dY3 pIURIS T¢/ oy 307 e [1-87-C1 U0 4 Q% O SUN{IYD pauels

£5°89 ST 6989 QO TET | 000°0TZ | POOS | TIFI-pd IS | TSES00F | 9TI0CIOC S
iz . {pronutngs s 7] . s e
LV % papsufpy | _.‘\w yung amimjeg | uidag \\wm,\f.mm FETGEG | GALSOD | pygr
ooy | SSPWOIE | yorog SEASEHA Ado¥d LV
Ciibd

-Surieyy s5079q sepuopo popsndpe gd .

"UIU STY) JO UOHRINE 3Y I0AD D3] 58 25000F

30 5Q] ZFE 0P pound Moy $¢ » 1040 POJ Y8 BIDOW UYDjeq POJ JO SIoH] $ 0648 (69 Moy So] @) V1D WOH) [1-$7-71 U0 ooyt sea (Z1-1-14-1S)

PTG 1964 $1°9/ G09°€8 Go0'08 | pess | TIiATS SLIITE €010T107 ]
E e (pianjo 1] ; —
IV % porsupr | b«\w yung oumoq | wig ‘mz@. #¥FAAG | GHISOd 7107 #
ouwinjoy | SSYINOIY Jas.y yosg SEASKEA GOHS VG
Ci~i~tA

"BULISHIE QX0§3q PIOB OLLIO Yila sopuojyo wulpe gd

"¢g oy Fof 18 1504T8Y Y1 PAURLS T[/ Moy 30] 18 1{-97-71 U0 4 QY OF SULJIYD PILEIS U STY) JO UOHRIND Y1 IOAD D3 Sem 3500073

JOSG] £e6

B pOLIOd INOY ${ B JOAD POJ SRM BIDIU YOIBG PIY IO SIAME T a6l i (78 Moy 801 ) 1D WO} [1-£7-71 U0 POIRMmoout sem {(F -6 -1-1S)

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

) I5iL ST T 00T T 00608 | PAes [ TTS164 | 0siize | &eriiior |89
vz {gomnyo 4 (% #
. /3 HAT, ;
VA % parsnipy w@w& opg | L | oy | st \m%mw L | usauo Qw.wwmm 1107 #
U0 4 ‘ waiy yrng , AO¥S ,
fi-et-ed

9/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

TG7 oy S0} 1e SUIBJLIUSO POLIRIS ¢/ INOY SO1 1B 71-¢7-[0 U0 J §p 0 FUI{Y0 PORIS U ST JO UOTIRIOD 3} I0A0 PIJ SeAs 3802143 JO

SO BFL OGP PoLRd JNOY Z¢ © J2A0 POJ SEM RIPOWE YDIBG POJ IO UM Pelzs (Lp Moy S0 1) §-AS WOH) 71 -07-10 U0 PoIBMoout sem {Zi-7- pA-15)

168 L) ST 000 1EC | 0D0DTL | peeS RIS 1OVERLIGE | DEI0TI0L S
FZ g (pjautio 1] . _ ‘
IV % pornfpy | @w g sunoy | wing | %SWW #HFGEC a&m@m —
smmo,y | SSPIOIE ol Yoy STFSRAA FOHT FIVG
ETvA

ISI ¢ wosE /1] inoy Fof 3v SuwSnpnues pauels Furygo

1 I8IS9R 03 7,4 01 Jjry Swpuss pue 4 moy 80118 21-07 -10 U0 & 01 SUIJIO PALIBLS UM ST} JO UOIRINDD OU} JOA0 PIJ S8 3S0MYS JO SIS §66 w6

‘pousd Moy 7¢ B 1I0A0 POJ SR BIPOWI 4Oy Py O %0y T8Tre (68 m0g S0f ) £1-7-94-1S GIOH) 71 -G~ 1{) U0 PosInsout sem {717 SAIS)

< 73 7591 BT T T o001 Pes [ IR T T ore00r | SrTonion 7
78 e (Peuingo 7 s s o
IV % porngpy | 1P yung | swmpoy | msug | PNOF 4 FHICHO | GHISOL |
ey | SS¥HOIE | T oty JYASSEA qOgd HIVa
A& T

IRHE G WOH g oy 307 1e FuiSngiguod popmis
“SULIYD UL 381857 0} 74 01 Jjoy SUIpuos pue ¢8 300y 30712 71-C1-[0 U0 J 8 O TUI[IY0 POMRIS T ST IO UOIRIND O} I0A0 P3I Ses OSOMYS JO

51011 §87°LC powad In0 7§ v 3940 PO SBA BIDOW Y4B po] Jo s Fierz (O oy 8o] ) $AS WOH) 71-71-10 U0 DaIR[noou: sem {Z1-7- 84185}

£1°69 9L°E8 LT9L O0T'LET 1 000917 | POSS | TI-Z-adIS | THR900Y | OTIOTIOZ 9
FZ s (pyaasips g 7] o _ ‘
IVd % pasnfpy | m\w yupg owinjoq | WS | wf.mm #UTAUO @iz SOd | rigr o
swmo,y | SSFHOIE o yorog STHSSHA FOUT FIVa
21794

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

10/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

68714 8Y°E6 5968 009°€8 000708 | P®S | T ldIS | OI'86800v | 67T0TION i
s /5 (gpmnge g ¥z - P S
EVFA % passafpy | M\w , ¥uBy punpos | SN i 5% #UAAUO Qmi,m&«m S
oy | SSVIOIE |y oy JHHSSEA | 4084 qiva
[N k]

"SR} ISOAIBY B §8 7, 99T 10U

PID PUe SOTNJLNUDD Of BYSIBNS POISIAIRY ¢4 0oy 30] 18 71-11-7( ¥ Sunssaey pue WIS POLRIS "UDJ SIY) JO UORBID OU} JBAOD POJ SeMm I800n[S I

SIOH] GFL6e powad oy 7¢ B I5A0 POJ e RIPOTL YR POJ JO SINI] § FE27 (OF INOY 80] 1) CAS WOH) 71-L0-70 U0 PoIBmoou sex {Z71-¢-SA4-IS)

Q7" L9 61709 7968 QOSPTT | 0000TT | PAOS | TIt¢-SsdIS | O TVIRIGY | SIT0TI0T 01
b7 _ {ppaminge 4 7] N W
LFA % prisnipy k4 w yuy Zunsy | HESLG il RUAGUG | GHESOL |y,
piangny | SSVIWOIE sy yosgg SFESSHA qoud HIVA
Ci-¢-%

poLes §1 Suigoieq uoys 2pow QY w paoeid st jonues sgeediasy oyl amsud 03 ampasesd oy
0] SPRWI JI3M STORROLIPOIN "SPOWE 33 10U PUR OPOWE 11 Wi [00u00 oryeroduio] 01 anp [7 01 £] M0y §0] Wog uolsioxe samendws], e

e} JSOAIRY B S8 7, 950 {0U PIP PUR g I00Y

Fo[ 12 SafnJINUeD 01 JYSIRNS PISoAIRY "R/ oy 80[ 18 71-5(-7(0 90 Funsostey pue TUIIYO POMLIS U S} IO UOLRIND Y} 10A0 PS] SBAL 08033 JO

SISHI P as pousd INOY 7§ B IOAD D3] SEAM BIPAW ¥OJRG P JO skon] 9°5177 (0F 00y Sof @) CAS WK} 71-1(-70 U0 PIEDIoUL em (Z1-€-94- 15}

yE6g p8s 9198 0TL6TC | 000°0TT | POSS | Zi-6-0d-IS | TPESIOP | 60ZOZIOC 6
FZ s [IZEr 7] o _ ‘
LV % posuipy | N\W yuvg ownpoq | wsng | NI REFAEO | GEISOd | gy
oungoy | SSTWOIS | s yorg /THSSHA GOHd FIV
AR L]

‘sansst 1oAip Avids oyl 03 onP POARIOD SBM ISOAIBEL e

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

11/21

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

01 Jnoy Sof 1e SurSnyInuos popwtg '[g 1oy S0y 1. 71-0C-4) e J ,8F 01 SN POy "UAI SHE IO GONBIND O} I3A0 PO Seam 0S03Mn]T

0 TREES "pousd Moy $¢ B 10A0 DOJ SBA BIPOW U0IRq Pof JO 81031 FLTP? (L mog §0f @) ¢-AQ Wok) 71-L7-#() O DORniou sem (7 1-L-04-715)

Y] om el GRCTrE | 000027 | 7998 | 1194718 | 1<6or0r | L0%0zi07 &
75 N 7T Y R G - : :
IV % possngpy | ® yung mamoy | wfug | PNOF O REAGHD | GHISO |
ey | Ssvworg | DL e JTASSHA | GOud ALVG
T84

‘§% N0y SO} 38 Furdnjinuoed popmty

7L 0y 30712 71-R7-40 U0 4 g 03 WO poueIg "GN I} JO UOHRIND O 1940 PO} sem 0s00nd

Josq  biiz26 pound Moy $¢ v 10A0 POJ SBA BIPOUE Y0IBQ PO JO SIOH] ¢4 (L0 Moy S0] @ 1O wioK) 71-S7-H( U0 PIRDIOU Sem (Z1-p-CA-15}

CHOL 516 0S8 00T 671 000071 Ty edmis 1’8950 {ESIALS Lz
i 5 (Paumo 4 y
R g3 HATS # ¥ ;
auno 4 YFHOIE g $ORBEF SIS AL g iy
A% X |

“¢g oy o 1e SwSnyinusd popmyy 7L 00y 80118 7{-07-¢0 B0 81 01 S0 POLRIS U SHf JO HOUBIND 31 J0A0 POJ Sea as0onyd

30 sqi 78668 poued 1oy ¢ v I0AC PIF SBA BIPOIR YOIRQ POY JO SION] §ThaR {1/ 0oy o1 ) [0 WO} 71-77-C0 U0 PAEmooar ses (719 LA~18)

7589 5001 76 A T X S I e o TS R S 75T I A A R
iz s {Frounio 4 (% . I .
iy | ponpr | Y2 yung | ammpag | wdug | NI HEHGE0 | QALSO | ey,
impeg | SSPmorg | DL T /19SSHA | GOud ALV
Tip-14

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

"1 oy S0 18 1soAarey 941 popelS 7/ 1oy Fo[ e [{-87-71 B0 ,8b O} SUj0 POMRIS Ur SHR JO UOURIND 3 KA DI Sea 950018

30 sqi TLAaP poued 10y 7¢ © I0A0 DI SBAL BIPIIR YOIRQ POY JO SION] § 144 (bC anoy 301 ) |0 WOy} 7{-77-70 W0 pasmosar sem (71-7-L4~18)

12/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

"¢ Inoy o 18 SurdngLuod pourls 7L 1oy 80y 18 71-17-S0 U0 J 8 0 SWio poueig unk ST 0 GOUEIND O I0AC PAJ SeMm 0SO0MS

JOSQI AP IR Pousd oy $¢ B 140 DO SuM BIPOT GUNBG POJ JO SIN] 2411 (7L 0¥ 801 @ 10 W04} 71-$7-S0 U0 PUB[DIOH sem (Z1-4-S4- 15}

¢ oy 501 & SUISnJLuN poues

£960 557C8 Zi'8L 008°971 O00'0TT | PSS | TE-L-fdIS | TL8SSOR | TESOTIOT 43
iz ‘ {Pionnyo 4 (4 . ‘ e
L¥d % papsuipy | su yuny sumoy | wBuG | w{m@ # AT QWN.MQ T rrers
oumgoy | SSFINOIT oty yomg STASSIA GOdd HEFG
Til-td

WROFHUY (¢ 34 ST Suisf e

"TLINOY TOT 1B Z[-1¢-60 U0 J g 01 FWi{IY0 POLIRIS ORI SIY} JO GOLRIND 043 I0A0 PO SeM 080018

JO S TITEL "POMsd INOY ¢ # IOAC PIJ SeAs BIPOWL YOIRG POJ JO SION] §71HTT (68 J0OY 50} @) [D WOIF) 71-81-S( U0 PIIRDIOUL SEM (Z]-9-£4- 15}

il POl | 60FL | O00S€Zl | Q00OT1 | PN | Ciwed 1S | 10sksor | szsocioc | e
iz (jomnioq [§
s ' . N HATS T 4 7 Y,
tvdy | pouppr |2 yung | owngoy | wsug | PNIE o FEIGHD | QALNOd
oy | SSERVOIT | T /IASSIA | godd | ALFG
294

“dn prmg wonposd A[10 uB Py 08[R I0AID 041 PAISACOAI 04 10U PIUIOD MOLLIDAC JO3S o4t woxy jonpoxd oy
MOJLISAO JOIS 243 Ut §50f sum sdurgn A0 JO SOT1] §87 [IoM SuMoly 10u pue Junpns A0a sea 1onposd oy, Surdip Avrds ponmdoso sudjqold e
TP u o cpom or podesdde 31 rey Og JST weopue Susnony e

771 oy 3of 18 SnBNpINe0 pINerS 7L Moy 30] 18 71-C0-50 U0 4 8 O SULIg0 POMBIY UMY SIYE JO UOHRID 24) JOAD PIJ sum 3800n(F

30 SQTGEES pomed 100y p¢ € 940 POJ Sem BIPOWE YoYeq PO O 8303 §R6L (pL Hnoy o] @) VD WoQ) T1-HE-p0 U0 PIRMIO sem {1-§-1A-1S)

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

pre ERE F6s FOTRE T 00 PR TITE TS T T erehor | 90502107 5
b7 (P)mumo 7] s .
VA % powsafpy | P2 yusg | ommjoq | g | ONOE ) REIGEO | GRISOD g4
| Ssvavors | T e JIASSAA | ao¥d ALV
AEar

13/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



PCT/US2012/046696

WO 2013/010090

"9y oy Sof 18 SwSngruos popwls 7/ Moy 50118 71-50-00 U0 4 9f OF FWIo povlg UnI SIY} JO UONRRIND 31} 1240 POJ Sem 250013

JOSQ{ PTYLE .ﬁcmwuhw HHROY ¢ B ISAQ DO SBA BIDAW UOIBG PO JO RIS 7661 1 ﬂm\h SO0y MGN \@\\& 1£9)] gcxﬂv C1-S0-G( U0 PoIR{NOOoL sBm AN m\;@am\.hm;xm@w

3169 £0'LE 8164 006161 | GOOOTT | PRRS | Zi-eed I8 | EOueshr | CiSOTINT 7€
¥z o {Flommoq (1) s i o
IVd % possufpy | w\w yuvj Funjos | HISLQG #ﬁ% #HAGH Qﬁm@& 7167 4
owmp,y | SSFHOIE spotng SHHESHA GOHE AEFG
AN X

18 1oy 3of 18 Surdngunuod pourls 7. 1oy 307 18 Z71-70-00 U0 J 8 03 Tuyo poleig uni ST 0 GOHEIND O I0A0 PAJ Sem 08003

JO 54§ hvhum.wh .ﬁam.wuﬁ IO ¢ 7 I2A0 PIJ SeAL BIPAUL YOivg P3J JO SIS 6871 AMP Jnoy MOM @\w YVIiD ﬂ\mo(m@ T1-0¢-C0 U0 DIB[ODOU SBM AN waw:mrwawwmw

R 4869 90°59 006971 000°0ZT | TOOS | Ti-8-Cd-1S | 16LLSOY | SO90TI0C =2
ez - {flomuioq 1) . - A A
IVd % e yuny pungey | wSug | AN # HIGHD mw@m% TITH
ornjo 4 SSFIWOIT oLy yomy STHENHA GO HELFd
Ti-8-€H

ponsst gON uedo gop Sursq uod ojdwes 7- 1) 01 90 159AIRY SULID JUNOWR UMOIUR 180 e
B G007 Aporeuarvoxdds 1907 9[- 1 0oy SOf pUncIE N0 WBO e
WROIIUY 1€ D4 ST FUs e

d3aNNILNOD | Fd4N2I4

14/21
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 2013/010090 PCT/US2012/046696

FIGURE 2
ay Fi-2-11
Fi-2-11
FATTY ACID PROFILE

TEST RESULTS
£ 06:0 {Caproic acid} 0,10 %
C 07:0 {Heptanoic acid} <0.10 %
 08:0 {Capryiic acid} <010 %
C 09:0 {Nonanoic acid} <0.10 %
 10:0 {Capric acid} <010 %
C 11:0 {Undecanoic acid) <0.10 %
 12:0 {Lauric acid} 0,10 %
C 13:0 {Tridecanoic acid) <0.10%
 14:0 {Myristic acid)} 4.01%
C 14:1 {Mlyristoleic acid} 1.35%
 15:0 {Pentadecanoic acid} <0,10 %
C 15:1 {Pentadecenoic acid} <0.10%
C 16:0 {Palmitic acid} 54,42%
C 16:1 {Paimitoleic acid) <0.10%
 17:0 {Margaric acid} 0.51%
C 17:1 {Margarcleic acid) <0.10%
 18:0 {Stearic acid) 1.81%
C 18:1n7 {Vaccenic acid) <0.10%
C 18:1n9 {Oleic acid) <0.10 %
C 18:1n9t {Elaidic acid} <0.10 %
 18:2n6 {Linocleic acid) <010 %
C 18:2n6t (Linolelaidic acid) <0.10 %
£ 18:3n3 {zlpha-Linolenic} <010 %
C 18:3n6 {gamma-Lincienic) <0.10%
£ 18:0 {Nonadecanoic acid) <010 %
C 20:0 {Arachidic acid) 0.31%
 20:1 {Eicosenocic acid} <010 %
C 20:2n6 {Eicosadienocic acid} <0.10%
 20:3n3 {Eicosatrienoic acid} <010 %
C 20:3n6 {homo-gamma-Linolenic acid} <0.10%
 20:4n6 {Arachidonic acid} <010 %
C 20:5n3 {Eicosapentaenoic acid) 0.37%
2 21:0 {Heneicosanoic acid} <0.10 %
C 22:0 {Behenic acid} 0.18%
£ 22:1 {Erucic acid} 0.63%
C 22:2n6 {Docosadignoic acid) 0.45%
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FIGURE 2 CONTINUED

PCT/US2012/046696

C 22:5n3 {Docosapentaenoic acid} <0.10 %
C 22:6n3 {Docosahexaenocic acid) 27.22%
C 23:0 {Tricosanoic acid) <0.10 %
C 24:0 {Lignoceric acid) <010 %
C 24:1 {Mervonic acid) <0.10 %
Unknown Components 0.95%
by Fi-¢-11
Fi1-9-11
FATTY ACID PROFILE

TEST RESULTS
£ 06:0 {Caproic acid) <0.10 %
C07:0 {Heptanoic acid} <3.10 %
£ O8:0 {Capryiic acid) <0.10 %
C 0%:0 {Nonanoic acid} <3.10 %
C 100 (Capric acid) <0.10 %
C 11:0 {Undacanoic acid) <3.10 %
 12:0 {Lauric acid} <0.10 %
C 13:0 {Tridecanoic acid} <D.10%
 14:0 {(Myristic acid) 4.15%
C 14:1 {Myristoleic acid) 1.51%
£ 15:0 {Pentadecanoic acid) <010 %
C 15:1 {Pentadecanoic acid) <0.10%
£ 16:0 {Paimitic acid} 55.50%
C 16:1 {Palmitoleic acid) <0.10 %
£ 17:0 {(Margaric acid} 0.53%
C 17:1 {Margaroleic acid) <0.10%
£ 18:0 {Stearic acid) 1.77%
C 18:1n7 {Vaccenic acid) <0.10%
C 18:1n9 {Oleic acid} <0.10 %
C 18:1n9t {Elaidic acid} <0.10 %
£ 18:2n6 {Lincleic acid) <0.10 %
C 18:2n6t {Linolelaidic acid) <0.10%
Z 18:3n3 {alpha-Linolenic} <0.10 %
C 18:3n6 {gamma-Linclenic) <3.10%
£ 19:0 {(Nonadecanoic acid) <0.10 %
C 20:0 {Arachidic acid) 0.30%
2011 {Eicosenoic acid} <010 %
C 20:2n6 {Eicosadiencic acid} <0.10 %
2 20:3n3 {Eicosatrienoic acid} <010 %
C 28:3n6 {homo-gamma-Linclenic acid} <03.10 %
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FIGURE 2 CONTINUED
C 20:4n6 {Arachidonic acid} <0.10 %
C 20:5n3 {Eicosapentaenocic acid) 0.13%
C 21:0 {Heneicosanoic acid} <0.10 %
C 22:0 {Behenic acid) <010 %
€ 22:1 {Erucic acid} 0.58%
C 22:2n6 {Docosadienoic acid) 0.43%
C 22:5n3 {Docosapentaenoic acid} <0.10 %
C 22:6n3 {Docosahexaenocic acid) 27.03%
C 23:0 {Tricosanoic acid) <0.10 %
C 24:0 {Lignoceric acid) <0.10 %
C 24:1 {Mervonic acid) <0.10 %
Unknown Components 0.57%
¢y Fi-5-11
Fi-5-11
FATTY ACID PROFIE

TEST RESULTS
 06:0 {Caproic acid} <010 %
C07:0 {Heptanoic acid} <D.10%
Z OR:0 {Capryiic acid} <010 %
C 0%:0 {Nonanoic acid} <0.10%
10:0 {Capric acid) <010 %
C 11:0 {Undecanoic acid) <0.10%
£ 12:0 {Lauric acid} <0.10 %
C 13:0 {Tridecanoic acid) <0.10%
 14:0 {(Myristic acid) 3.42%
C 14:1 {Myristoleic acid) 1.82%
£ 15:0 {Pentadecanoic acid) <010 %
C 15:1 {Pentadecanoic acid) <0.10%
2 16:0 {Paimitic acid} 54,15%
C 16:1 {Paimitoleic acid) <0.10%
£ 17:0 {(Margaric acid} 0.85%
C 17:1 {Margaroleic acid) <0.10%
2 18:0 {Stearic acid) 1.80%
C 18:1n7 {Vaccenic acid) <0.10%
C 18:1n9 {Oleic acid} <0.10 %
C 18:1n9t {Elaidic acid) <0.10 %
£ 18:2n6 {Lincleic acid) <010 %
C 18:2n6t {Linolelaidic acid) <0.10 %
2 18:3n3 {alpha-Linolenic} <010 %
C 18:3n6 {gamma-Linolenic) <03.10 %
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FIGURE 2 CONTINUED

C 19:0 {Nonadecanoic acid) <0.10 %
C 20:0 {Arachidic acid) 0.23%

C 20:1 {Eicosencic acid) <3.10 %
C 20:2n6 {Eicosadiencic acid} <010 %
C 20:3n3 {Eicosatrienoic acid} <0.10 %
C 20:3n6 {homo-gamma-Linolenic acid) <0.10%
C 20:4n6 {Arachidonic acid} <0.10 %
C 20:5n3 {Eicosapantaenaic acid) 0.33%

C 21:0 {Heneicosanoic acid} <0.10 %
C 22:0 {Behenic acid) <0.10 %
€ 22:1 {Erucic acid} 0.38%

C 22:2n6 {Docosadienoic acid) 0.42%

C 22:5n3 {Docosapentaenoic acid} <0.10 %
C 22:6n3 {Docosahexaenocic acid) 27.34%
C 23:0 {Tricosanoic acid) <03.10 %
C 24:0 {Lighoceric acid) <010 %
C 24:1 {Nervonic acid) <0.10 %
Unknown Components 0.62%

d) Fi-14-11

Fi-14-11
FATTY ACID PROFILE

TEST RESULTS
 06:0 {Caproic acid) <0.10 %
C07:0 {Heptanoic acid} <0.10%
 08:0 {Capryiic acid} <0.10 %
C 09:0 {Nonanoic acid} <3.10%
10:0 {Capric acid) <010 %
C 11:0 {Undecanoic acid) <0.10%
2 12:0 {Lauric acid} 0.17%
C 13:0 {Tridecanoic acid) <0.10%
 14:0 {(Myristic acid) 4.57%
C 14:1 {Myristoleic acid) <0.10%
£ 15:0 {Pentadecanoic acid) 1.44%
C 15:1 {Pentadecanoic acid) <0.10%
C 16:0 {Paimitic acid} 53.49%
C 16:1 {Paimitoleic acid) 0.14%
£ 17:0 {(Margaric acid} 0.45%
C 17:1 {Margaroleic acid} <0.10 %
Z 18:0 {Stearic acid) 1.67%
C 18:1n7 {Vaccenic acid) <03.10 %
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C 18:1n9 {Oleic acid) 0.11%
C 18:1n%9t (Elaidic acid) <(.10 %
C 18:2n6 {Linoleic acid} <0.10 %
C 18:2n6t {Linolelaidic acid) <010 %
C 18:3n3 {alpha-Linolenic} <0.10 %
C 18:3n6 {gamma-Linclenic) <0.10%
C 19:0 {Nonadecanoic acid) <0.10 %
C 20:0 {Arachidic acid) 0.31%
C 20:1 {Eicosancic acid} <3.10 %
C 20:2n6 {Eicosadiencic acid} <0.10 %
C 20:3n3 {Eicosatrienoic acid} <0.10 %
C 20:3n6 {homo-gamma-Linolenic acid} 0.15%
C 20:4n6 {Arachidonic acid} 0.86%
C 2(:5n3 {Eicosapantaenaic acid) 0.31%
C 21:0 {Heneicosanoic acid} <03.10 %
C 22:0 {Behenic acid) 0.17%
C 22:1 {Erucic acid} <0.10 %
C 22:2n6 {Docosadienoic acid} <010 %
C 22:5n3 {Docosapentaenoic acid} <0.10 %
 22:6n3 {Docosahexaenacic acid) 27.33%
C 23:0 {Tricosanoic acid) <0.10 %
C 24:0 {Lighoceric acid) 0.14%
C 24:1 {Nervonic acid) 0.22%
Unknown Components 1.42%
Fi-15-11
Fi-35-11
FATTY &CID PROFILE

TEST RESULTS
 06:0 {Caproic acid) <0.10 %
C07:0 {Heptanoic acid} <0.10%
Z OR:0 {Capryiic acid} <0.10 %
C 09:0 {Nonanoic acid} <0.10 %
10:0 {Capric acid) <0.10 %
C 11:0 {Undecanoic acid) <0.10%
£ 12:0 {Lauric acid} 0.16%
C 13:0 {Tridecanoic acid) <0.10%
 14:0 {(Myristic acid) 4.43%
C 14:1 {Myristoleic acid} 0.18%
£ 15:0 {Pentadecanocic acid) 1.17%
C 15:1 {Pentadecanocic acid) <03.10 %
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FIGURE 2 CONTINUED

C 16:0 {Paimitic acid) 55.87%
C 16:1 {Paimitcleic acid) 0.13%
C 17:0 {Margaric acid) 0.40%
C17:1 {(Margaroleic acid) <010 %
C 18:0 {Stearic acid) 1.62%
C 18:1n7 {Vaccanic acid) <0.10%
C 18:1n9 {Oleic acid) <0.10 %
C 18:1n%9t (Elaidic acid) <(.10 %
C 18:2n6 {Linoleic acid} <0.10 %
C 18:2n6t {Linolelaidic acid) <0.10%
C 18:3n3 {alpha-Linolenic} <0.10 %
C 18:3n6 {gamma-Linclenic) <0.10%
C 19:0 {Nonadecanoic acid) <0.10 %
C 20:0 {Arachidic acid) 0.28%
C 20:1 {Eicosencic acid} <3.10 %
C 2(n2n6 {Eicosadienoic acid} <010 %
C 20:3n3 {Eicosatrienoic acid) 0.90%
C 20:3n6 {homo-gamma-Linolenic acid} 0.13%
C 20:4n6 {Arachidonic acid} <0.10 %
C 20:5n3 {Eicosapantaenocic acid) 0.29%
C 21:0 {Heneicosanoic acid} <0.10 %
C 22:0 {Behenic acid} 0.15%
C 22:1 {Erucic acid} <0.10 %
C 22:2n6 {Docosadienoic acid} 0.43%
C 22:5n3 {Docosapentaenoic acid} <03.10 %
 22:6n3 {Docosahexaenacic acid) 26.92%
C 23:0 {Tricosanoic acid) <0.10 %
C 24:0 {Lighoceric acid) <010 %
C 24:1 {Nervonic acid) 0.22%
Unknown Components 0.65%
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FIGURE 3
ALLTECH QUALITY ASSURANCE LABORATORIES

Typical Fatty Acid Profile of ALGAE-S Maeal

Fatty Acid % of Fat content
Caproic Acid <{.10%
Heptanaoic Acid <(.10%
Caprylic Acid <(.10%
Nonanoic Acid <(.10%
Capric Acid «<0.10%
Undecanoic Acid <(3.10%
Lauric Acid <(.10%
Tridaecanoic Acid <(.10%
Myristic Acid 3.86%
Myristoleic Acid 1.60%
Pentadecanoic Acid <0.10%
Paimitic Acid 54.69%
Paimitoleic Acid <{.10%
Margaric Acid 0.63%
Margaroleic Acid <0.10%
Stearic Acid 1.80%
Vaccenic Acid <0.10%
Oleic Acid <(.10%
Elaidic Acid <0.10%
Linoleic Acid <0.10%
Linolelaidic Acid <0.10%
Alpha-Linoleic Acid <0.10%
Gamma-Linoleic Acid <.10%
Nonadecanoic Acid <0.10%
Arachidic Acid 0.28%
Eicosenocic Acid <0.10%
Eicosadiencic Acid <0.10%
Eicosatrienoic Acid <(3.10%
Homo-gamma-Linoleic Acid <(.10%
Arachidonic Acid <0.10%
Eicosapentaenoic Acid 0.28%
Heneicosaneic Acid <0.10%
Behanic Acid <.10%
Erucic Acid 0.53%
Docosadienoic Acid 0.43%
Docosapentaencic Acid <0.10%
Docosahexaenoic Acid 27.20%
Tricosanoic Acid <(3.10%
Lignocaric Acid <(.10%
Narvonic Acid <(.10%
Unknown 0.71%
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COMPOSICIONES DE LIPIDOS ALGALES Y METODOS PARA

PREPARARLAS Y UTILIZARLAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente 1invencidédn se refiere a composiciones
que comprenden algas con un alto contenido de 1lipidos vy
métodos para prepararlas y utilizarlas. En particular, 1la
presente invencidén se relaciona con biomasa de alga con un
alto contenido de lipidos y materiales 1lipidicos algales

derivados del mismo, métodos para prepararlos, asi como con

biocombustibles (por ejemplo, Dbiodiesel) y composiciones
alimenticias (por ejemplo, alimento para animales) dgue
comprenden o) estéan preparadas por los mismos. Las

composiciones y métodos de la presente invencidn encuentran
su uso en una variedad de aplicaciones que 1incluyen
aplicaciones de biocombustibles, alimenticias (por ejemplo,
nutricidén en humanos y animales), terapéuticas, asi como de

investigacién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En los ultimos afios, la produccidn de
biocombustibles (por ejemplo, biodiesel) de las algas ha sido
un area de 1interés. En parte, esto se debe a que en las
tierras agricolas de alta calidad no es necesario cultivar

algas (biomasa de algas). Sin embargo, la produccidn



10

15

20

25

comercial del biocombustible (por ejemplo, biodiesel) de las
algas ha seguido siendo un desafio.

Ademds, durante los uUltimos cincuenta afos, los
acercamientos para proveer alimentacidén animal ha cambiado.
Los animales ya no son alimentados con cualquier forraje u
otro material que pudiera estar disponible. En lugar de eso,
la dieta de los animales esta monitoreada muy de cerca para
un valor total de nutricidén y costo. Muy frecuentemente, los
animales con dietas especificas son monitoreados por 1las
caracteristicas de calidad y rendimiento con los componentes
nutricionales del alimento ajustado para maximizar el wvalor
nutricional vy la optimizacién de las caracteristicas de
rendimiento de los animales.

Sin embargo, el costo es un factor critico. Hay una
bisqueda continua de alimento animal rentable, no solo para
sostener a los animales, pero en muchos casos para causar un

crecimiento y un valor

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones
que comprenden algas con contenido de lipidos y métodos para
prepararlas vy utilizarlas. En particular 1la invencidn se
refiere a biomasa de algas con alto contenido de lipidos vy
materiales de los 1lipidos de algas derivados del mismo,

métodos para hacerlo, asi como los biocombustibles (como el
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biodiesel) vy composiciones de dietas (como alimento para
animales) que comprende 0 fue hecho por el mismo.
Composiciones y métodos de la invencidn encuentran uso en una
gran variedad de aplicaciones incluyendo los biocombustibles,
alimenticio (como en la nutricidn para humanos y animales)
terapéuticos asi como aplicaciones de investigacidn.

Por consiguiente, la invencidn provee un proceso
para hacer un biocombustible de algas que comprende, de
manera deseada, un alto contenido de grasa (por lo menos 67%
de grasa total) que comprende cultivar un alga Dbajo
circunstancias de cultivo suficiente para proveer biomasa de
algas que comprende un deseado alto contenido en grasa. La
invencidédn ha identificado condiciones de cultivo bajo las
cuales es posible obtener una biomasa de algas gque comprende
un deseado alto contenido en grasa (por lo menos 67% de grasa
total). La invencidn no estd limitada al contenido total de
grasa (por ejemplo por peso) de una biomasa de algas generada
de acuerdo a la invencidén. En una modalidad, una biomasa de
alga generada y/o usada de acuerdo a la invencién comprende
un contenido de grasa de al menos 67% por peso. Sin embargo,
la invencidén también provee composiciones y métodos para
generar una biomasa de alga conteniendo mayor (por ejemplo,
mayor que el 68%, mayor que el 69%, mayor que el 70%, mayor
que el 71%, mayor que el 72%, mayor que el 73%, mayor que el

74%, mayor que el 75%, mayor que el 76%, mayor que el 77%,
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mayor que el 78%, mayor que el 79%, mayor que el 80%, mayor
que el 81%, mayor que el 82%, mayor que el 85%, o mas) o
menor (por ejemplo, cerca del 66%, cerca del 65%, cerca del
64%, cerca del 63%, cerca del 62%, cerca del 61%, cerca del
60%, cerca del 59%, cerca del 58%, cerca del 57%, cerca del
56%, cerca del 55%, cerca del 54%, o menos) cantidad de grasa
total. En efecto, los métodos y las composiciones descritas
aqui pueden ser utilizados para generar una biomasa de alga
conteniendo cualquier nivel deseado de contenido de grasa
total. En algunas modalidades, la Dbiomasa de alga es
cultivada en dos o mas tipos de medios de cultivo de manera
secuencial. Por ejemplo, en algunas modalidades, uno de 1los
dos o més medios de cultivo contiene 50 g/L de una fuente de
carbén, ceca de 7.5 g/L de extracto de levadura, cerca de
0.15 g/L de sulfato de magnesio, cerca de 0.15 g/L de cloruro
de calcio y 0.15 g/L de cloruro de magnesio. La invencidén no
estd limitada por la fuente de carbdén. De hecho, una gran
cantidad de fuentes de carbdé4n pueden ser utilizadas
incluyendo, pero no limitada a, carbohidratos tales como la
glucosa, la fructuosa, xilosa, sacarosa, maltosa o almidén
soluble tal como el acido oleico grasas tales como aceite de
soya, melaza, glicerol, manitol y acetato de sodio, harina de
semilla de algoddn, glicerol, melazas y licor de maiz. En
algunas modalidades, otro medio de cultivo de los dos o méas

medios de cultivo contiene 50 g/L de una fuente de carbédn,
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cerca de 7.5 g/L de extracto de levadura, cerca de 4.0 g/L de
sulfato de magnesio, cerca de 1 g/L de urea, cerca de 2 g/L
de cloruro de calcio, cerca de 2 g/L de cloruro de magnesio y
cerca de 0.25 g/L fosfato mono ©potédsico. En algunas
modalidades, un medio de cultivo de los dos o mas medios
contiene una fuente de carbono, extracto de levadura y sal de
mar. En algunas modalidades, y asi como estan descritas aqui
mismo, las algas son cultivadas en un primer medio de cultivo
(por ejemplo conteniendo glucosa, extracto de levadura y sal
de mar); transferidas a una incubadora en un segundo medio de
cultivo (por ejemplo conteniendo glucosa, extracto de
levadura, sulfato de magnesio, cloruro de calcio y cloruro de
magnesio); y transferidas a una incubadora en un tercer medio
de cultivo (por ejemplo, conteniendo glucosa, extracto de
levadura, sulfato de magnesio, urea, calcio, cloruro de
calcio, cloruro de magnesio y fosfato mono potasico). En
algunas modalidades, uno de los medios de <cultivo se
complementa con una alimentacidén de lote alimentado. En una
modalidad preferida, el tercer medio de cultivo es
complementado con una alimentacidén de lote alimentado. La
invencidén no estd limitada por el tipo, o la duracidén, de la
alimentacién de lote alimentado wutilizado. En algunas
modalidades, el alimentacién de lote alimentado comprende
urea y fosfato mono potédsico. La invencidén no estd limitada

por la cantidad y/o relaciones en componentes en los medios
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usados en los cultivos. Ejemplos que pueden ser utilizados
como componentes de cada uno de los diversos medios (por
ejemplo, el primer medio de cultivo, el segundo medio de
cultivo, medio de lotes y el medio de lote alimentado) son
descritos a detalle aqui mismo. En algunas modalidades, la
biomasa de algas es cosechada de un cultivo (por ejemplo del
tercer medio de cultivo) entre 12-24 horas después del cese
del proceso del lote alimentado. En algunas modalidades, la
biomasa de algas es cosechada del tercer medio de cultivo
después de que han sido removidos/consumidos todos los
nutrientes del medio. La invencidén no estd limitada por la
forma en que la biomasa de algas es cosechada. De hecho, una
gran variedad de formas pueden ser usadas para cosechar la
biomasa incluyendo, pero no limitadas a, los métodos aqui
descritos. En algunas modalidades el medio de cultivo que
comprende la biomasa de algas es refrigerado antes de
cosecharse. La invencién no estd limitada por la temperatura
a la que se enfria el medio de cultivo que contiene la
biomasa de algas antes de cosecharla. De hecho una gran
variedad de temperaturas pueden ser usadas incluyendo, pero
no limitado a, las descritas agqui mismo. En algunas
modalidades el medio de cultivo que contiene la biomasa de
algas se enfria entre los 5 y 25 C. La invencién no esté
limitada por el tipo de alga usada en la invencidén. De hecho,

pueden usarse una gran variedad de algas (independientemente
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o0 en combinacidén) incluyendo, pero no limitado a, aquellas
descritas aqui mismo. En algunas modalidades, las algas son
una variedad o una especie del género Chlorella, del género
Schizochytrium, o del género Crypthecodinium. En una
modalidad preferida, la alga es Schizochytrium limacinum. En
algunas modalidades, el primer medio de <cultivo contiene
cerca de 50 g/L de glucosa, cerca de 10 g/L de extracto de
levadura vy <cerca de 4 g/L de sal de mar. En algunas
modalidades el segundo medio de cultivo contiene cerca de 50
g/L de cloruro de calcio, cerca de 7.5 g/L de extracto de
levadura, cerca de 0.15 g/L de sulfato de magnesio, cerca de
0.15 g/L de cloruro de calcio y 0.15 g/L de cloruro de
magnesio. En algunas modalidades, el tercer medio de cultivo
contiene cerca de 50 g/L de glucosa, cerca de 7.5 g/L de
extracto de levadura, cerca de 4.0 g/L de sulfato de
magnesio, cerca de 1 g/L de urea, cerca de 2 g/L de cloruro
de calcio, cerca de 2 g/L de cloruro de magnesio y cerca de
0.25 g/L de fosfato mono potadsico. En algunas modalidades las
condiciones del cultivo comprenden el funcionamiento del
cultivo del alga a 30 C bajo condiciones de flujo de aire y
agitacién a fin de mantener oxigeno disuelto a
aproximadamente del 10%. En algunas modalidades, el tercer
medio de cultivo (por ejemplo, el medio de cultivo presente
al momento de la inoculacidén de un fermentador principal (por

ejemplo, un buque de 70,000 1L, 120,000 L, 256,000 L))
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contiene una relacidén 1inicial de nitrdégeno (N):fosforo
(P) :potasio (K) de 46:13:8.5. En una modalidad preferida, la
relacidén N:P:K es la misma en el modo de cultivo de lote y en
el lote alimentado. En algunas modalidades la relacidén de
magnesio (Mg) :calcio (Ca) es 3:1 en el medio de cultivo usado
en los dos modos, lote y lote alimentado, sin embargo
relaciones mas grandes (por ejemplo 4:1, 4.5:1 o mas) o méas
pequefias (por ejemplo 2.5:1, 2:1, 1.5:1, o mas bajas) pueden
ser usadas. En otras modalidades, 1la relacidédn de cloruro
(C1l2) :sulfato (S0O4) de 1l:1 es usada en el medio de cultivo
usado en los dos modos, lote y lote alimentado, sin embargo
relaciones mas grandes (por ejemplo 2:1, 3:1, 4:1, 5:1 o méas)
y mas bajas (por ejemplo, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 o mas bajo)
pueden ser utilizadas. En algunas modalidades la relacidn de
sulfato (S04):fosfato (PO4) en el medio al momento de la
inoculacién del fermentador principal (por ejemplo un buqgque
de 70,000 L, 120,000 L, 256,000 L) es 16:1, aunque relaciones
mas grandes (por ejemplo, 20:1, 25:1, 30:1, 32:1, o més) y
mas bajas (por ejemplo, 10:1, 8:1, 5:1, 3:1 o més bajo)
pueden ser utilizados. En algunas modalidades, la relacidn
total de sulfato (S04):fosfato (P0O4) que ha sido agregada en
lotes y alimentada al final de un cultivo completo (por
ejemplo, incluyendo inoculo, ©primera etapa de semilla,
segunda etapa de semilla y cultivos del fermentador

principal) que genera una biomasa de alga conteniendo la
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cantidad de grasa deseadas (por ejemplo, mas del 67% de
grasa) es 5.3:1, aunque relaciones mas altas (por ejemplo,
5.5:1, 5.7:1, 6:1, 7:1, 8:1 o mas alta) y mas bajas (por
ejemplo, 5:1, 4.5:1, 4:1, 3:1 o més baja) pueden ser usados.
En algunas modalidades la relacidédn de cloruro (Cl2):fosfato
(PO4) en el medio al momento de la inoculacidén del
fermentador principal (por ejemplo un buque de 70,000 L,
120,000 L, 256,000 L) es 16:1 aunque relaciones mas grandes
(por ejemplo, 20:1, 25:1, 30:1, 32:1, o méas) y mas bajas (por
ejemplo, 10:1, 8:1, 5:1, 3:1 o més Dbajo) pueden ser
utilizados. En algunas modalidades, la relacidén total de
cloruro (Cl2):fosfato (P0O4) que ha sido agregada en lotes y
alimentada al final de un cultivo completo (por ejemplo,
inoculo, primera etapa de semilla, segunda etapa de semilla y
el cultivo del fermentador principal) gque genera una biomasa
de alga con el contenido deseado de grasa (por ejemplo, mayor
al 67% de grasa) es 5.3:1, aungque relaciones mas grandes (por
ejemplo, 5..5:1, 5.7:1, 6:1, 7:1, 8:1 o mas grandes) y mas
bajas (por ejemplo 5:1, 4.5:1, 4:1, 3:1 o mas bajas) pueden
ser usadas.

La invencidén también provee una biomasa de algas
que contiene una deseada, alta cantidad de grasa (por
ejemplo, contenido de grasa total por lo menos de 67% por
peso). En algunas modalidades, la biomasa comprende cerca de

170-250 mg/g de acido docosahexaenoico (DHA) y/o cerca de
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150-400 mg/g de acido palmitico. En algunas modalidades, 1la
invencidén provee una composicién de 1lipidos, un producto
alimenticio u otro material que comprende biomasa de algas
(por ejemplo, biomasa de algas seco) o un componente de los
mismos (por ejemplo, un componente de acido graso de 1los
mismos). En algunas modalidades, la biomasa de algas (por
ejemplo, una biomasa de algas seca generada de acuerdo a los
métodos descritos aqui mismo) contiene una cantidad deseada
de grasa total y/u otros componentes (por ejemplo, mas grande
que el 68% de grasa total, mds grande que el 69% de grasa
total, méds grande que el 70% de grasa total, mas grande qgue
el 71% de grasa total, més grande que el 72% de grasa total,
mas grande que el 73% de grasa total, més grande que el 74%
de grasa total, més grande que el 75% de grasa total, mas
grande que el 76% de grasa total, méds grande que el 77% de
grasa total, o mas grande que el 78% de grasa total). En
algunas modalidades una biomasa de algas de la invencidn (por
ejemplo, conteniendo mads de 67% de grasa total) se seca a tal
grado para que la biomasa contenga menos del 5% de humedad
(por ejemplo, menos de 4.5% de humedad, menos de 4% de
humedad, menos de 3.5% de humedad, menos de 3% de humedad,
menos de 2.5% de humedad, menos de 2% de humedad, o menos de
1.5% de humedad). En algunas modalidades, una biomasa de
algas de la invencidén (por ejemplo, una biomasa seca gue

contenga menos del 5% de humedad) contiene cerca de 170-250
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mg/g o mas de acido docosahexaenoico (DHA) (por ejemplo,
cerca de 170-180 mg/g DHA, cerca de 170-180 mg/g DHA, cerca
de 170-180 mg/g DHA, cerca de 180-190 mg/g DHA, cerca de 190-
200 mg/g DHA, cerca de 200-210 mg/g DHA, cerca de 210-220
mg/g DHA, cerca de 220-230 mg/g DHA, cerca de 230-240 mg/g
DHA, cerca de 240-250 mg/g DHA, o mads de 250 mg/g DHA). En
algunas modalidades una biomasa de algas de la invencidn (por
ejemplo, una biomasa seca dque contiene menos de 5% de
humedad) contiene cerca de 150-400 mg/g o mds de acido
palmitico (nombre IUPAC: acido hexadecanoico (por ejemplo
cerca de 150-200 mg/g, cerca de 200-225 mg/g, cerca de 225-
250 mg/g, cerca de 250-275 mg/g, cerca de 275-300 mg/g, cerca
de 300-325 mg/g, cerca de 352-350 mg/g, cerca de 350-375
mg/g, cerca de 375-400 mg/g, o mas de 400 mg/g)). En algunas
modalidades, una biomasa de algas de 1la invencidén (por
ejemplo, una biomasa seca conteniendo menos del 5% de
humedad) contiene cerca de 300-600 mg/g o mads de acido graso
(por ejemplo, cerca de 300-350 mg/g, cerca de 350-400 mg/g,
cerca de 450-500 mg/g, cerca de 500-550 mg/g, cerca de 550-
600 mg/g, o mas de 600 mg/g). En algunas modalidades, una
biomasa de algas de la invencidén (por ejemplo, una biomasa
seca que contiene menos del 5% de humedad) contiene menos del
15% de proteinas (por ejemplo, menos del 14% de proteinas,
menos del 13% de proteinas, menos del 12% de proteinas, menos

del 11% de proteinas, menos del 10% de proteinas, menos del
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9% de proteinas, o menos del 8% de proteinas). En algunas
modalidades, una biomasa de algas o componente del mismo, de
la 1invencidédn es wusado para preparar biocombustible (por
ejemplo, biodiesel). En algunas modalidades, una biomasa de
algas o componente del mismo, de la invencidén es usado para
preparar productos alimenticios (por ejemplo, alimentacidn

animal o componente alimenticio).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 representa 1los datos generados durante
grandes escalas, produccidén de biomasa de algas heterotrdfica
de acuerdo a los aspectos de la invencidn

Figura 2 muestra el perfil del acido graso de 1la
biomasa de algas cosechada de varios cultivos de algas
independientes a gran escala

Figura 3 muestra un perfil de un compuesto de acido
graso de Dbiomasa cosechada utilizando los materiales y los

métodos descritos aqui mismo.

DEFINICIONES

Tal como se wusan aqui mismos, fosfolipido se
refiere a un compuesto orgadnico que tiene la siguiente

estructura general:
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Donde R1 es un residuo de acido graso, R2 es un
residuo de acido graso o -OH, y R3 es un -H o nitrdgeno que
contiene compuesto colina (HOCH,CH,N" (CH5) s0H™), etanolamina
(HOCH,CH,;NH,), inositol o serina. R1 y R2 no pueden ser OH
simultaneamente. Cuando R3 es un -0OH, el compuesto es un
diacilglicerofosfato, mientras que cuando R3 es un compuesto
que contenga nitrdégeno, el compuesto es una fosfatida tal
como la lecitina, cefalina, fosfatadil serina o plasmaldgeno.

Un “éter fosfolipido” como es usado agqui mismo se
refiere a un fosfolipido teniendo un enlace de éter en la

posicién 1 de la cadena del glicerol. Ejemplos de éter

fosfolipido incluye, pero no se limita a,
alcalacilfosfatidiletanolamina (AAPE) , liso-
alcalacilfosfatidicolina (LAAPC), %
alcalacilfosfatadietanolamina (AAPE) . Un “‘no éter

fosfolipido” es un fosfolipido gque no contiene un enlace de

éter en la posicién 1 de la cadena del glicerol.
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Tal como es usado aquili mismo, el término “acido
graso omega-3"” se refiere a &cidos grasos poli insaturados
que tienen el doble enlace final en la —cadena del
hidrocarbono entre el tercer y cuarto atomo de carbdén del
metilo final de la molécula. Ejemplos no limitativos de los
acidos grasos omega-3 incluye, 5, 8, 11, 14, 17-acido
eicosapentaenoico (EPA), 4, 7, 10, 13, lo6, 19-acido
docosahexanoico (DHA) y 7, 10, 13, lo, 19-acido
docosapentanoico (DPA).

Tal como es usado aqui mismo, los términos
“triacilglicerdio”, “triglicérido” 'y “triacilglicerol” vy
“TAG” considérese como un éster derivado de un glicerol vy
tres &cidos grasos, donde “acido graso” se refiere a un acido
carboxilico con una cola (cadena) alifatica sin
ramificaciones, que es saturada o insaturada. El1 acido
palmitico es un, ejemplo no limitado de un triglicérido.

Tal como es usado aqui mismo, los términos “% p/p

AN}

(peso/peso)” vy p/p %” y gramaticalmente equivalentes se
refiere a la cantidad (por ciento) de una sustancia dad en
una composicidén sobre una base peso:peso. Por ejemplo, una
composicién que comprende 50% p/p fosfolipidos significa que
la masa de los fosfolipidos es 50% del total de la masa de la
composicién (por ejemplo, 50 gramos de fosfolipidos en 100

gramos de la composicién, tal como un aceite).

Tal como es usado aqui mismo el término “alga” se
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refiere a un organismo unicelular o multicelular antes
clasificado como planta, existiendo en agua salada o en agua
fresca, autotrdéfico o heterotrdédfico, pero que carecen de
verdaderos tallos, raices y hojas. Tal como es usado aqui
mismo el término “heterotrdéfico” se refiere a un organismo
que no puede sintetizar su propia comida y es dependiente de
sustancias organicas (por ejemplo sustancias organicas
complejas y/o simples) para nutricidén. Asi, el término “alga
heterotréfica” se refiere a un alga que no puede sintetizar
su propia comida y es dependiente de sustancias organicas
para nutrirse. Tal como es usado aquili mismo, el término
“autotrbé6fico” se refiere a un organismo capaz de sintetizar
su propia comida de sustancias inorgéanicas, usando la luz o
energia quimica. El wuso del término “algas” también se
relaciona con micro alga y asi abarca el significado de
“micro algas”. El término “composicidén de algas” se refiere a
cualquier composicidédn que contenga alga, tal como una
composicidén acuadtica, y no estd limitada al cuerpo de agua o
al cultivo en donde las algas son cultivadas. Una composicidn
de algas puede ser un cultivo de algas, biomasa de algas, un
cultivo concentrado de algas o una masa deshidratada de
algas, y puede ser en forma liquida, semisdélida o sdé6lida. Un
composicién de alga que no sea liquida puede ser descrita en
termino de niveles de humedad o porcentaje en peso de 1los

s6lidos. Un “cultivo de algas” es una composicidén de algas
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que comprende algas vivas. El término “algas” incluye macro
algas (comunmente conocidas como hierba de mar (seaweed)) vy
micro algas.

Tal como es usado aquili mismo, el término “biomasa
de alga” o “biomasa” se refiere a una coleccidédn o masa de
células de algas cultivadas en un &rea determinada o en un
ecosistema en un determinado tiempo. El1 4&rea o ecosistema
puede ser un ambiente natural (por ejemplo, algun cuerpo de
agua) o un medio ambiente sintético (por ejemplo, un
fermentador o un bioreactor (puede ser abierto o cerrado)).

Tal como es usado aqui mismo, el término “grasa
total” se refiere a la suma de los triglicéridos,
fosfolipidos, éster de cera, y los esteroles presentes en un
material. Por ejemplo, “grasa total” contenido en una biomasa
de alfas se refiere a la suma de los triglicéridos,
fosfolipidos, éster de cera y esteroles presentes en la
biomasa. Adicionalmente, grasa total incluye a las dos grasas
saturadas e insaturadas.

Tal Ccomo es usado aqui mismo, el término
“conservador” se refiere a un agente que extiende la vida de
almacenaje de los productos alimenticios o) los no
alimenticios, retardando o previniendo el deterioro, del
sabor, olor, color, textura, apariencia, valor nutrimental o
seguridad. Un conservador necesita proveer una accidn

irreversible vy letal resultando wuna destruccidén celular
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microbiana completa o incapacitaciédn.

Agentes esterilizantes, sanitizantes,
desinfectantes, esporicidas, virucidas y tuberculocidas
proveen dicho modo de accidén irreversible, algunas veces
conocido como accidn “bactericida”.

En contraste, un conservador puede proveer una
accidén bactericida o inhibidora que es reversible, en esa los
microbios pueden continuar con su multiplicacién si el
conservador es removido. Las principales diferencias entre un
conservador y un sanitizador primordialmente involucra el
modo de accidén (un conservador previene el crecimiento en
lugar de matar a los micro organismos) y tiempo de exposicidn
(un conservador tiene de dias hasta meses para actuar
mientras gque el sanitizador tiene cuando mucho algunos
minutos para actuar).

Tal como es usado aqui, el término “levadura” vy
“células de levadura” se refiere a micro organismos
eucaridticos clasificados en el reino Fungi, gque tengan una
pared celular, membrana celular y componentes intracelulares.

Las levaduras no forman agrupamientos especificos
filogenéticos o taxondmicos. Actualmente son conocidas cerca
de 1,500 especies; se estima que solo el 1% de todas las
especies de levaduras se han descrito. El1 término “levadura”
es frecuentemente tomado como sinénimo para S. cerevisiae,

pero la diversidad filogenética de la levadura se muestra en
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su colocacidn en las dos divisiones Ascomicota 3%
Basidiomicota. Las levaduras de gemacidén (“levaduras
verdaderas”) son clasificadas en el orden de las

Sacaromicetales. La mayoria de las especies de levaduras se
reproducen de manera asexual por la gemacidn, aunque algunas
se reproducen por fisidén Dbinaria. Las levaduras son
unicelulares, aunque algunas especies se convierten
multicelulares a través de la formacidén de una cadena de
células de gemacidédn conectadas conocidas como seudohifas o
hifas falsas. El tamafio de la levadura varia dependiendo de
la especie, tipicamente miden 3-4 upm en didmetro, aunque
algunas levaduras pueden alcanzar mas de los 40 pm.

Tal como es usado aqui mismo, los términos
“levadura enriquecida con selenio” y “levadura selenizada” se
refiere a cualquier levadura (por ejemplo, Sacaromices
cerevisiae) gque es cultivada en un medio que contiene sales
inorganicas de selenio. La ©presente invencidén no esta
limitada por la cantidad de sal de selenio utilizada. En
efecto, una gran cantidad de sales de selenio son
contempladas para ser utilizadas en la presente invencién,
pero no limitadas a, selenito de sodio, selenato de sodio,
selenita de cobalto o selenato de cobalto. Selenometionina
libre (por ejemplo las no asociadas con una levedura o una
célula) puede también ser usada como la fuente de selenio

para las levaduras enriquecidas en selenio como la levadura
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hace para incorporar esta forma de selenio. Durante la
cultivacidén, debido a la similitud quimica entre el selenio y
el azufre, la levadura incorpora selenio en lugar del azufre
en productos organicos que normalmente contienen azufre
dentro de la célula. Un compuesto que contiene selenio tal
preparacién de la levadura es el seleniometionina el cual
estarda presente en una forma que se incorpora dentro de los
polipéptidos/proteinas. La cantidad total de selenio celular
presente en forma de selenometionina en dicha preparacién
puede variar, pero puede ser entre 10 y 100%, 20-60%, 50-75%,
y entre 60 y 75%. El resto del selenio organico en la
preparacién de la levadura selenizada es predominantemente
hecho de intermedios en la via para la Dbiosintesis
seleniometionina. Esto incluye, pero no estd limitado a,
selenocisteina, selenocistationina, selenohomocisteina %
selenocadenosilenometionina. La cantidad de sal de selenio
inorganico residual en el producto final es generalmente
bastante baja (menor a 2%). Sin embargo la presente invencidn
no es limitada por este porcentaje, ya que preparaciones que
contienen mas (por ejemplo entre 2 vy 70%) o menos (por
ejemplo entre 0.1 y 2%) también estédn comprendidas por 1la
invencién.

Tal como es usado aqui mismo el termino “SEL-PLEX”
se refiera a una levadura seca, rica en selenio no viable

(por ejemplo, Sacchoromyces cerevisiae con numero de acceso
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CNCM I-3060, Collection Nationale De Cultures De
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Paris, Francia)
cultivado en una fermentacidén de lote alimentado que provee
cantidades incrementales de melazas de cafia y sales de
selenio de manera que minimizan los efectos perjudiciales de
las sales de selenio en el rango de crecimiento de la
levadura vy ©permite 1incorporaciones optimas de selenio
inorganico en materia celular organica. El selenio inorganico
residual es eliminado (por ejemplo usando un riguroso pProceso
de lavado) y no excede el contenido total de selenio del 2%.

Tal como es usado aqui mismo, el término “selenio
orgadnico” se refiere a cualquier compuesto orgdnico en donde
el selenio reemplaza al azufre. Asi, el selenio organico
puede referirse a cualquier compuesto Dbiosintetizado por
levadura, o se puede referir a compuestos libres de selenio
orgadnicos que son sintetizados quimicamente. Un ejemplo del
ultimo es libre de selenometionina.

Tal como es usado aqui mismo, el término “selenio
inorganico” generalmente se refiere a cualquier sal de
selenio (por ejemplo, selenito de sodio, seleniato de sodio,
selenito de cobalto y seleniato de cobalto). También hay una
gran cantidad de otras fuentes de selenio inorganico (Por
ejemplo, aquellos listados en el indice del Merck). Levadura
selenizada puede ser generada usando una fuente de selenio

inorganico incluyendo, pero no limitado a, selenito de sodio,
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seleniato de sodio, selenito de cobalto, selenato de cobalto,
acido selénico, acido selenioso, bromuro de selenio, cloruro
de selenio, hexafluoruro de selenio, oxido de selenio,
oxlibromuro de selenio, oxicloruro de selenio, oxifluoruro de
selenio, sulfuros de selenio, tetrabromuro de selenio,
tetracloruro de selenio y tetrafluoruro de selenio.

Tal como es usado aqui mismo, el término “pared
celular de levadura” también referido como “YCW” se refiere a
la pared celular de un organismo de levadura que rodea una
membrana de plasma y a los componentes intercelulares de la
levadura. Las paredes celulares de levadura incluyen a los
dos, la capa externa (principalmente manosa) y la capa
interna (principalmente glucano y quitina) de 1la pared
celular de la levadura. Una funcidén de la pared celular es la
de proveer estructura vy proteger el <citoplasma activo
metabdélicamente. Vias de sefializacidédn y reconocimiento toman
lugar en las paredes celular de la levadura. La composiciédn
de la pared celular de la levadura varia de una cepa a otra y
de acuerdo a las condiciones del crecimiento de la levadura.

Tal como es usado aqui mismo, el término
“purificado” o “purificar” se refieren a la eliminacidén de
componentes de una muestra. Por ejemplo, las paredes
celulares de levadura o 1los extractos de las paredes
celulares de levadura son ©purificados al remover 1los

componentes que no sean las células de paredes de levadura
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(por ejemplo, membranas de plasma y/o componentes
intercelulares de la levadura); también son purificadps por
la eliminacidén de los contaminantes u otros agentes
diferentes a las paredes celulares de 1la levadura. La
remocidén de componentes que no sean de las paredes celulares
de levadura y/o contaminantes que no sean de las paredes
celulares de levadura resulta en el incremento del porcentaje
de las paredes celulares de levadura o los componentes del
mismo en una muestra.

Tal como es usado aqui mismo, el término “in wvivo”
se refiere al estudio /o experimento realizado en un
organismo vivo, ocurriendo en un organismo bioldgico.

Tal como es usado aqui mismo, el término “in vitro”
se refiere a un medio ambiente artificial fuera del organismo
viviente y a procesos o reacciones bioldgicas que normalmente
podrian ocurrir dentro de un organismo pero que son creados
para que ocurran en un medio ambiente artificial. Medio
ambiente in vitro puede comprender, pero no estar limitado a,
tubos de ensayo y cultivos celulares.

Tal como es usado aqui mismo, el término
“cromatografia liquida de alto rendimiento” y el término
“HPLC” se refieren a una forma de cromatografia liquida para
separar componentes. Los componentes son disueltos en
soluciones. Los componentes son separados inyectando un tapdn

de la mezcla de la muestra en la columna. Los instrumentos
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HPLC comprenden una reserva de la fase mévil, una bomba, un
inyector, wuna columna de separacidén y un detector. La
presencia de analitos en el efluente de 1la columna es
registrada por los cambios detectados cuantitativamente en un
indice refractario, absorcidén de UV-VIS de un conjunto de

longitudes de ondas, fluorescencia después de la excitacidn

con una longitud de onda adecuada, o) respuesta
electroquimica.
Tal como es usado aqui mismo, el término

“Microscopio electrdénico de barrido” y el término “SEM” se
refiere a un tipo de microscopio electrdédnico que muestra
imadgenes de la superficie de la muestra escaneandola con un
rayo de electrones de alta energia en un patrdédn de
exploracién de trama. Los electrones interactian con 1los
adtomos que hacen que la muestra produzca sefilales que
contienen informacidédn acerca de la topografia de la
superficie de la muestra, composicidén y otras propiedades
tales como la conductividad eléctrica.

Tal como es usado aqui mismo, el término “agente de
fijacién” se refiere al quimico que es capaz de fijar una
sustancia con otra con el fin de “fijar”, estabilizar, o de
otra manera preservar la sustancia en su forma actual para
prevenir que la sustancia se degrade o cambie. Frecuente los
agentes de fijacidén son usados en el microscopio de barrido

electrénico (SEM) para prepara la muestra. El agente primario
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de fijacidén: tal como es usado aqui, el termino “agente
primario de fijacidn” se refiere al primer agente de fikacidn
usado para “fijar” la sustancia. El agente secundario de
fijacidén; tal como es usado aquili mismo, el término “agente
secundario de fijacidén” se refiere al segundo agente de
fijacidén usado para “fijar” una sustancia. Agente terciario
de fijacidén; tal como es usado aqui mismo, el término “agente
terciario de fijacidén” el término “agente terciario de
fijacidén” se refiere al tercer agente de fijacidn usado para
“fijar” una sustancia.

Tal como es usado aqui mismo, el término “analito”
se refiere a un atomo, una molécula, un grupo de &tomos y/o
moléculas, una sustancia, o un constituyente quimico. Un
analito, no puede ser medido; mas bien, otros aspectos o
propiedades del analito (fisicos, quimicos biolégicos, etc)
pueden ser determinados usando un procedimiento analitico,
tal como el HPLC. Por ejemplo, uno uno puede medir una
“silla” (componente analito) por si misma, pero la altura, el
ancho, etc. de la silla si puede ser medido. Igualmente, uno
no puede medir una micotoxina, pero puede medir la
fluorescencia relacionada con su concentracién.

Tal como es usado aqui mismo, el término “sefial” es
usado generalmente en referencia a cualquier proceso
detectable que indica que una reaccidén ha ocurrido (por

ejemplo, la unidén entre el anticuerpo con el antigeno). Las
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sefiales pueden ser evaluadas cualitativamente asi como
cuantitativamente. Ejemplos de tipos de “sefiales” incluyen,
pero no se limtian a, sefiales radioactivas, sefiales
fluorimétricas o producto colorimétrico/sefiales de reactivos.

Tal como es usado aqui mismo, el término
“biodisponibilidad” se refiere a la fraccidén de una molécula
o componente que estd disponible para un organismo o alcanza
la circulacidén sistémica. Cuando una molécula o un componente
se administra de manera intravenosa, si biodisponibilidad es
del 100%. Sin embargo, cuando una molécula o un componente se
administra por otras rutas (oralmente) su biodisponibilidad
desciende (debido a la absorcién incompleta y al metabolismo
del primer paso) . En un ajuste nutricional, la
biodisponibilidad se refiere a los rangos de absorcidén vy
utilizaciédn de un nutriente. Diferentes formas del mismo
nutriente, por ejemplo, pueden tener diferentes
biodisponibilidades..

Tal como se usa aqui mismo, el término “cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad de wuna composicidn
suficiente para afectar de manera deseada o benéfica el
resultado. Una cantidad efectiva puede ser administrada y/o
combinada con otro material en una o méds administraciones,
aplicaciones o dosis y no se prevé que esté limitada a una
formulacidén en particular o ruta de administracién.

Tal como es usado aqui mismo, el término
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“digestidén” se refiere a la conversidén de comida u otro
compuesto orgadnico en una forma absorbible; para descomponer,
suavizar, o romper por calor y humedad o una accidédn quimica.

Tal como es usado aquili mismo, el término “sistema
digestivo” se refiere a un sistema (incluyendo el sistema
gastrointestinal) en donde se puede o se lleva a cabo 1la
digestidn.

Tal como es usado aqui mismo, el término “productos
alimenticios” se refiere a materiales que son consumidos por
los mamiferos (humanos y animales) y contribuyen a la energia
y/o0 nutriente de la dieta de los mamiferos. Ejemplos de
productos alimenticios incluyen, pero no estan limitados a,
Racidén Total Mezclada (TMR), forraje, pellets, concentrados,
pre mezclas, coproductos, granos, granos destilados,
melazas, fibras, pastos, hierbas, heno, hojas, harinas,
solubles y suplementos.

Tal Ccomo es usado aqui mismo, el término
“suplemento alimenticio”, “suplemento de dieta”, “composicidn
de suplemento de dieta” se refiere a un producto formulado
como un suplemento nutricional que serd usado como parte de
una dieta. Composicidédn de suplementos de dieta ejemplares
estédn descrito aqui mismo.

Tal como es usado aqui mismo, el término “animal”
se refiere a aquellos que pertenecen al reino animal. Esto

incluye, pero no estd limitado a, ganado, animales de granja,
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animales domésticos, mascotas, animales marinos y de agua
dulce y animales salvajes.

Tal como es usado aqui mismo, los términos
“administracién” y “aplicacidn” se refiere al acto de dar una
sustancia, incluyendo un medicamento, promedicamento, u otro
agente, o tratamiento terapéutico a un sujeto. (por ejemplo,
un sujeto o células in vivo, in vitro, o ex vivo, tejidos vy
6rganos). Ejemplos de rutas de administraciédn pueden ser a
través de los ojos (oftdlmico), boca (oral), piel (tdépica o
transdermal), nariz (nasal), pulmones (inhalante), mucosa
oral (bucal), oido, rectal, wvaginal, por inyeccidn (por
ejemplo, intravenosa, subcuténea, intratumoral,
intraperitoneal, etc) y similares.

A\Y

Tal como es wusado aqui mismo, el término co-
administracién” se refiere a la administracidén de por 1lo
menos dos agentes o terapias a un sujeto y/o material (por
ejemplo, productos alimenticios). Co-administracidén de dos o
mas agentes o terapias, pueden ser concurrentes, O un
agente/terapia puede ser administrado previo a un segundo
agente/terapia.

Tal como se usa aqui mismo, el término
“tratamiento” se refiere a la medida tomada que facilita el
mejoramiento y/o revocacidén de los sintomas de enfermedad. El

término “tratamiento” se refiere a ambos tratamiento

terapéutico y profildctico o medidas preventivas. Por
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ejemplo, los temas que se pueden beneficiar con tratamiento
con composiciones y métodos de la presente invencidén incluyen
aquellos que ya tienen una enfermedad y/o trastorno asi como
aquellas enfermedades vy/o trastornos que estadn por ser
prevenidos (por ejemplo, usando un tratamiento profilédctico
de la presente invencidn).

Tal como es usado aqui mismo, el término “en riesgo
de enfermedad” se refiere a un sujeto que estd predispuesto a
experimentar una enfermedad en particular. Esta
predisposicidn puede ser genética (por ejemplo, una
particular tendencia genética a experimentar enfermedades,
tales como desdrdenes hereditarios), o debido a otros
factores (por ejemplo, edad, peso, condiciones del medio
ambiente, exposicidn a compuestos perjudiciales presentes en
el medio ambiente, etc).

Tal Ccomo es usado aqui mismo, el término
“enfermedad”, el término “infeccidén” y el término respuesta o
condicidén patoldgica” se refiere a un estado, sefiales y/o
sintomas que estdn asociados con una discapacidad del estado
normal del animal vivo o de alguno de sus érganos o tejidos
que 1interrumpen o modifican el rendimiento de las funciones
normales, 'y pueden ser respuesta a factores del medio
ambiente (tales como desnutricidén, riesgos industriales, o
clima, incluyendo micotoxicosis), agentes especificos

inefectivos (tales como gusanos, bacterias o virus) a un
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defecto inherente del organismo (tales como varias anomalias
genéticas), o combinationes de estos y otros factores.

Tal como es usado aqui mismo, el término “sufriendo
de enfermedad” se refiere a un sujeto (por ejemplo un animal
0 un ser humano) que estd experimentando una enfermedad en
particular y que no estd limitado a algin sintoma o sefial en
particular o enfermedad.

Tal como es usado aqui mismo, el término “toxico”
se refiere a cualquier efecto perjudicial, deletéreo, dafiino
o de otra manera negativa sobre un sujeto, una célula, o un
tejido en comparacidén con la misma célula o tejido previo al
contacto o administrado de la toxina/toxico.

Tal Ccomo es usado aqui mismo, el término
“composicidén farmacéutica” se refiere a la combinacidén de un
agente activo con un portador, inerte o activo, haciendo la
composicidén especialmente adecuada para diagndéstico o uso
terapéutico in vitro, in vivo o ex vivo.

Tal Ccomo es usado aqui mismo, el término
“inoculacién” se refiere al acto de introducir un micro
organismo o suspensiédn de micro organismos (por ejemplo,
algas, levadura, hongos, bacterias, etc) en un medio de
cultivo. La inoculacidén es el acto o proceso de introducir
algo en un ambiente en donde crecerd o se reproducira.

Tal como es usado aqui mismo, el término “inoculo”

y el término “pre-inoculo” se refiere a la células usadas en
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una inoculacidén, tales como las células agregadas para
empezar un cultivo.

Tal como es usado aqui mismo, el término
“centrifugacidén” se refiere a la separacidén de moléculas por
tamafio o densidad usando fuerzas centrifugas generadas por un
rotor giratorio gque pone a un objeto en rotacidédn alrededor de
un eje fijo, aplicando una fuerza perpendicular al eje. La
centrifuga funciona usando los principios de sedimentacidn,
donde la aceleracidén centripeta es wusada para distribuir
uniformemente sustancias de mayor y menor densidad en
diferentes capas de densidad.

Tal como es usado aqui mismo, el término
“concentracién” se refiere a la cantidad de una sustancia por
espacio definido. Concentraciédn usualmente se expresa en
términos de masa por unidad de volumen. Para diluir una
solucidén, uno debe afiadir mas solvente, o reducir la cantidad
de soluto (por ejemplo, por evaporacidn selectiva, secado por
pulverizacién, secado por congelamiento, por ejemplo,
extracto de pared celular de levadura concentrada o extracto
de pared celular de levadura modificada concentrada) Por
contraste, para concentrar una solucidn, uno debe agregar mas
soluto, o reducir la cantidad de solvente.

Tal como es usado aqui mismo, el término “capa” se
refiere un depdsito organizado en el estado de un material

usualmente horizontal formando una parte supra yacente o
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segmento obtenido después de la separacidn por centrifugacidn
en relacidén con las propiedades de densidad del material.

Tal como es usado aqui mismo, el término “cosecha”
se refiere al acto de recoger o poner junto todo el material
que ha sido producido (por ejemplo, poner Jjunto todo el
material producido durante la produccidén de levadura).

Tal como es usado aqui mismo, el término “secado”
se refiere al secado por pulverizacidn, secado  por
congelamiento, secado por aire, secado por vacio o cualquier
otro tipo de proceso que reduzca o elimine liquido en una
sustancia.

Tal como es usado aqui mismo, el término “secado
por pulverizacidn” se refiere a un método comunmente usado de
secado de wuna sustancia que contiene liquido usando gas
caliente para evaporar el liquido para reducir o eliminar el
liquido en la sustancia. En otras palabras el material se
seca mediante atomizando una corriente de aire seco.

Tal como se usa aqui mismo, el término “secado por
congelamiento” y el término “liofilizacidén” y el término
“criodesecado” se refieren a la eliminacién de un solvente de
la materia en un estado de congelamiento por sublimacién.
Esto se logra congelando el material que serd secado debajo
de su punto eutéctico y después proveer el calor latente de
sublimacién. E1 preciso control de la entrada de calor

permite secar desde el estado de congelamiento sin derretir
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de nuevo el producto. En aplicaciones practicas, el proceso
es acelerado y controlado de manera precisa bajo condiciones
reducidas de presidn.

Tal como es usado aqui mismo, el término “polvo
fluido seco” se refiere a un fluido de polvo seco, por
ejemplo un polvo que puede ser vertido de un contenedor,
bolsa, buque, etc sin dificultad.

Tal como es usado aqui mismo, el término “molienda”
se refiere a la reduccidén del tamafio de las particulas por
impacto, cizallamiento o desgaste.

Tal como es usado aqui mismo, el término “muestra”
es usado en un amplio sentido incluyendo un espécimen o un
cultivo obtenido de cualquier fuente, asi como muestras
ambientales o bioldgicas.

Muestras Dbioldgicas pueden ser obtenidas de 1los
animales (incluyendo seres humanos) y abarca liquidos,
sbélidos, tejidos 'y gases. Muestras Dbioldégicas incluye
producto de la sangre, tales <como el plasma, suero y
similares. Muestras ambientales incluye materiales
ambientales tales como materiales de la superficie, suelo,

agua, cristales y muestras industriales

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con

composiciones que comprenden algas con un alto contenido de
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lipidos 'y métodos ©para prepararlas vy utilizarlas. En
particular, la invencidén se relaciona con biomasa de algas
con alto contenido de lipidos y materiales lipidicos algales
derivados de la misma, métodos para preparar las mismas, asi
como combustibles (por ejemplo, biodiesel) y composiciones
alimenticias (por ejemplo, alimento para animales) que
comprenden o estan preparados por el mismo. Las composiciones
y métodos de la presente invencidn encuentran sus uso en una
variedad de aplicaciones incluyendo biocombustibles,
alimenticias (por ejemplo nutricidén humana vy animal),
terapéuticas asi como aplicaciones de investigacidn.

De acuerdo a esto, en un aspecto de la invencidn,
se proporciona un proceso para la preparacidén de una biomasa
algal que contiene cantidades elevadas (por ejemplo, en una
base peso/peso) de la grasa total. Por ejemplos, como se
describen aqui, en algunas modalidades, la invencidn
proporciona un método para generar una biomasa algal que
contiene un deseado alto nivel de contenido de grasa total
(por ejemplo, mayor a 60% de grasa total, en contraste con
métodos convencionales que generan biomasa algal que contiene
un significante bajo nivel de contenido total de grasa (por
ejemplo, 60% o menos de grasa total)). Un gran reto de
biocombustible basado en algal (por ejemplo, biodiesel) es el
de asegurar que la biomasa no esté hecha con el costo de mas

energia que es obtenida en el producto de combustible final.



10

15

20

25

34

De esta manera, en algunas modalidades, la invenciédn
proporciona un método para generar una biomasa algal que
contiene mayor a 65% de grasa total. En algunas modalidades,
la invencidén proporciona un método para generar una biomasa
algal que contiene mads de 66% de grasa total. En algunas
modalidades, la invencidn proporciona un método para gJgenerar
una biomasa algal que contiene mds de 67% de grasa total. En
algunas modalidades, la invencidén proporciona un método para
generar una biomasa algal que contiene mas de 68% de grasa
total. En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
método para generar una biomasa algal que contiene mas de 69%
de grasa total. En algunas modalidades, la invencidn
proporciona un método para generar una biomasa algal dque
contiene mas de 70% de grasa total. En algunas modalidades,
la invencién proporciona un método para generar una biomasa
algal que contiene mas de 70% (por ejemplo, mas de 71, 72,
73, 74, 75, 7e¢, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90% o méas) de grasa total en una base p/p. En algunas
modalidades, el método wutiliza un sistema de bioreactor
cerrado (por ejemplo, un fermentador), aunque la invencidén no
estd tan limitada (por ejemplo, en algunas modalidades,
bioreactores abiertos pueden utilizarse). En una modalidad
preferida, el <crecimiento de una biomasa algal de 1la
invencidén se conduce bajo condiciones asépticas. En otra

modalidad preferida, las algas crecen (por ejemplo, para
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generar una biomasa algal que contiene un contenido alto de
grasa (por ejemplo, mayor a 67% de grasa) en un proceso de
lote alimentado.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
método de cultivo de algas para producir una biomasa algal
que comprende un deseado alto contenido de grasa total (por
ejemplo, 67% o mas de grasa total) como se describe en los
Ejemplos 1 vy 2. Por ejemplo, en algunas modalidades, la
invencidén proporciona un método para cultivar algas que
comprenden cultivar el alga en una manera Jgradual para
producir una biomasa algal que comprende un deseado contenido
alto de grasa total (por ejemplo, 67% o mas de grasa total).
En algunas modalidades, el proceso gradual para el cultivo de
algas comprende descongelar una cepa de alga almacenada vy
agregar (por ejemplo, asépticamente) el alga descongelada a
un frasco agitador de 11t que contiene un medio que comprende
una fuente de carbono (por ejemplo, azlcar (por ejemplo,
glucosa)), extracto de levadura y sal de mar. En algunas
modalidades, 1la fuente de carbono estd presente en una
concentracidén de 50 g/L, el extracto de levadura esté
presente en una concentracién de 10vg/L y/o la sal de mar
estd presente en una concentracién de 4 g/L. En algunas
modalidades, el frasco agitador de 1 L que contiene algas vy
un medio se mantiene a 30 °C y agitado (por ejemplo, a

aproximadamente 100-400 RPM) hasta que dicho tiempo en el que
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el alga ha entrado a una fase de crecimiento exponencial pero
gue no se ha agotado completamente la fuente de carbono (por
ejemplo, azucar (por ejemplo, glucosa)). Los experimentos
realizados durante el desarrollo de las modalidades de 1la
invenciédn han determinado que las algas entran en un
crecimiento exponencial pero no se agota totalmente la fuente
de carbono (por ejemplo, azlUcar (por ejemplo, glucosa)) en un
periodo de tiempo entre 72 y 144 horas a aproximadamente 100
a 400 RPM (por ejemplo, 250 RPM) en un medio que comprende
una fuente de carbono (por ejemplo, azlcar (por ejemplo,
glucosa)), el extracto de levadura y sal de mar se usa para
inocular un cultivo de primera etapa de semilla (por ejemplo,
en un recipiente grande (por ejemplo, de 40, 20 o 18 Lt)). En
algunas modalidades, el medio de cultivo usado en una primera
etapa de semilla comprende una fuente de carbono (por
ejemplo, azuacar (por ejemplo, glucosa)), extracto de
levadura, sulfato de magnesio, cloruro de calcio y/o cloruro
de magnesio. En una modalidad preferida, el medio de cultivo
utilizado en una ©primera etapa de semilla comprende
aproximadamente 50 g/L de una fuente de carbono (por ejemplo,
azlcar (por ejemplo, glucosa)), aproximadamente 7.5 g/L de
extracto de levadura, aproximadamente 0.15 g/L de sulfato de
magnesio, aproximadamente 0.15 g/L de cloruro de calcio y/o
0.15 g/L de cloruro de magnesio. En algunas modalidades, el

cultivo de primera etapa de semilla se correo a 30°C bajo
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condiciones de flujo de aire y agitacidén para mantener el
oxigeno disuelto a aproximadamente 7 a 15% (por ejemplo, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14%), aunque se pueden utilizar
condiciones bajas y altas de oxigeno disuelto. En una
modalidad preferida, el cultivo de primera etapa de semilla
se corre a 30°C bajo condiciones de flujo de aire y agitacidn
para mantener el oxigeno disuelto a aproximadamente 10%. En
algunas modalidades, el cultivo de primera etapa de semilla
que contiene algas y medio se mantienen a 30°C y se cultivan
hasta que dicho tiempo en el que las algas han entrado a la
fase de crecimiento exponencial y al menos 20 g/L de fuente
de carbono (por ejemplo, aztcar (por ejemplo, glucosa)) ha
sido consumido pero la fuente de carbono no ha sido agotada
totalmente. Los experimentos realizados durante el desarrollo
de las modalidades de la presente invencidén determinaron que
las algas entraron en un crecimiento exponencial, han
consumido al menos 20 g/L de la fuente de carbono (por
ejemplo, azucar (por ejemplo, glucosa)) pero no has sido
totalmente agotada la fuente de carbono (por ejemplo, azlcar
(por ejemplo, glucosa)) en un periodo de tiempo entre 24 y 48
horas después de la inoculacidén del cultivo de primera etapa
de semilla. En algunas modalidades, las algas cultivadas en
un cultivo de primera etapa de semilla a 30 °C por 24 a 48
horas en un medio que comprende una fuente de carbono (por

ejemplo, azlcar (por ejemplo, glucosa)), extracto e levadura,
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sulfato de magnesio, cloruro de calcio y cloruro de magnesio
se usan para inocular un cultivo de segunda etapa de semilla
en un recipiente aun mas grande (por ejemplo, de 2000 Lt). En
algunas modalidades, el medio de cultivo usado en un cultivo
de segunda etapa de semilla comprende una fuente de carbono
(por ejemplo, aztcar (por ejemplo, glucosa)), extracto de
levadura, sulfato de magnesio, cloruro de calcio y/o cloruro
de magnesio. En una modalidad preferida, el medio de cultivo
utilizado en un cultivo de segunda etapa de semilla comprende
aproximadamente 50 g/L de una fuente de carbono (por ejemplo,
azlcar (por ejemplo, glucosa)), aproximadamente 7.5 g/L de
extracto e levadura, aproximadamente 0.15 g/L de sulfato de
magnesio, aproximadamente 0.15 g/L de cloruro de calcio y/o
0.15 g/L de cloruro de magnesio. En algunas modalidades, el
cultivo de segunda etapa de semilla se corre a 30 °C bajo
condiciones de flujo de aire y agitacidén para mantener el
oxigeno disuelto a aproximadamente 7 a 15% (por ejemplo,
8,9,10,11,12,13,14%), aunque se pueden utilizar condiciones
altas vy bajas de oxigeno disuelto. En una modalidad
preferida, el cultivo de segunda etapa de semilla corre a 30
°C bajo condiciones de flujo de aire vy agitacidén para
mantener el oxigeno disuelto a aproximadamente 10%. En
algunas modalidades, el cultivo de segunda etapa de semilla
que contiene algas y medio se mantiene a 30 °C y se cultiva

hasta el tiempo en que las algas han entrado a la fase de
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crecimiento exponencial, y al menos 20 g/L de fuente de
carbono (por ejemplo, azucar (por ejemplo, glucos)) ha sido
consumida, pero la fuente de carbono no ha sido totalmente
agotada. Los experimentos realizados durante el desarrollo de
las modalidades de la presente invencidén determinaron que las
algas entran en el crecimiento exponencial, consume al menos
20 g/L de 1la fuente de carbono (por ejemplo, azucar (por
ejemplo, glucosa)) pero no se agota totalmente la fuente de
carbono (por ejemplo, azucar (por ejemplo, glucosa) en un
periodo de tiempo entre 24 a 48 horas después de la
inoculacién del cultivo de segunda etapa de semilla. En
algunas modalidades, las algas cultivadas en el cultivo de
segunda etapa de semilla a 30 °C por 24 a 48 horas en un medio
que comprende una fuente de carbono (por ejemplo, azlUcar (por
ejemplo, glucosa)), extracto de levadura, sulfato de
magnesio, cloruro de calcio y cloruro de magnesio, se usan
para 1inocular un recipiente de gran escala (por ejemplo,
70,000 Lt, 120,000 Lt, 220,000 Lt o recipientes mas grandes,
por ejemplo, un fermentador principal)) que contiene medio
usado para un cultivo/fermentacién adicional de las algas. En
algunas modalidades, cuando se transfiere el cultivo de
segunda etapa de semilla al recipiente de gran escala (por
ejemplo, fermentador principal), el medio de cultivo (por
ejemplo, el medio en lote) presente en un recipiente de gran

escala (por ejemplo, el fermentador principal) comprende una
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fuente de carbono (por ejemplo, azucar (por ejemplo,
glucosa)), extracto de levadura, sulfato de magnesio, urea,
cloruro de <calcio, <cloruro de magnesio vy/o fosfato de
monopotasio. En una modalidad preferida, el medio de cultivo
usado en un cultivo de gran escala (por ejemplo, 70,000 Lt,
120,000 ©Lt, 220,000 Lt o un recipiente mas grande (por
ejemplo, un fermentador principal)) comprende aproximadamente
50 g/L de una fuente de carbono (por ejemplo, azucar (por
ejemplo, glucosa)), aproximadamente 7.5 g/L de extracto de
levadura, aproximadamente 4.0 g/L de sulfato de magnesio,
aproximadamente 1 g/L de wurea, aproximadamente 2 g/L de
cloruro de calcio, aproximadamente 2 g/L de cloruro de
magnesio y/o 0.25 g/L de fosfato de monopotasio. En algunas
modalidades, el cultivo de gran escala corre a 30 °C bajo
condiciones de flujo de aire y agitacidén para mantener el
oxigeno disuelto a aproximadamente 7 a 15% (por ejemplo,
8,9,10,11,12,13,14%), aunque se pueden utilizar condiciones
altas vy Dbajas de oxigeno disuelto. En una modalidad
preferida, el cultivo de gran escala corre a 30 °C bajo
condiciones de flujo de aire y agitacidén para mantener el
oxigeno disuelto a aproximadamente 10%. En una modalidad
preferida, la fuente de carbono (por ejemplo, azlUcar (por
ejemplo glucosa)) se mantiene a 10 g/L por un periodo de
tiempo (por ejemplo, 1 o mas dias (por ejemplo,

2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14 o mas dias (por ejemplo,
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utilizando un proceso de lote alimentado)). Por ejemplo, en
algunas modalidades, después de que se ha consumido una
cantidad deseable de glucosa, por algas en el recipiente de
gran escala (por ejemplo, después de aproximadamente 20 a 30
g/L de glucosa ha sido consumida por las algas en un
recipiente de gran escala (por ejemplo, después de que 30 g/L
de 1la glucosa se ha consumido)), las alimentaciones de
glucosa y de lote alimentado han comenzado. Los experimentos
conducidos durante el desarrollo de las modalidades de 1la
invencién determinaron que las alimentaciones de lote
alimentado se agreguen por aproximadamente 34 horas, aungque
se pueden usar periodos de tiempo mas cortos (por ejemplo,
aproximadamente 32, 28, 24, 20 horas o menos) y mas largos
(por ejemplo, 36, 38, 42, 46, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132,
144, 156, 168 horas o mas). En modalidades preferidas
adicionales, cuando se completa el proceso de lote
alimentado, el cultivo de algas se contintta en los
recipientes de gran escala hasta que todos los nutrientes se
remueven/consumen del medio. Los experimentos realizados
durante el desarrollo de las modalidades de la invencidn
determinaron que los nutrientes se agotan del medio entre
aproximadamente 12 y 24 horas después de que cesd el proceso
de lote alimentado. En algunas modalidades, la biomasa algal
se cosecha del medio/caldo de cultivo de gran escala y se

utiliza como se describe en la presente. En algunas
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modalidades, el caldo de cultivo de gran escala se centrifuga
para obtener la biomasa algal. En algunas modalidades, el
caldo de <cultivo a gran escala se enfria antes de la
centrifugacidén. Aungue no es necesario un entendimiento del
mecanismo para llevar a cabo la invencidn, y la invencidn no
esta limitada a un mecanismo de accidn particular, en algunas
modalidades, el enfriar el caldo de cultivo aumenta la
densidad de la biomasa algal que comprende niveles elevados
de la grasa total (por ejemplo, lipidos/aceite) y permite una
recuperacidén més grande de la biomasa que el que se alcanza
en ausencia del enfriamiento del caldo de cultivo (ver, por
ejemplo, Ejemplo 3). La invencidén no estd limitada por 1la
temperatura a la cual el cultivo de larga escala se enfria
antes de la configuracidén. En algunas modalidades, el cultivo
de gran escala se enfria a temperatura entre 0 y 50 °C, entre
5 a 40°, 5 a 25°, 5 a 15°€C 6 5 a 10 °cC.

De esta manera, la presente invencidédn utiliza tanto
el modo de 1lote como el modo de lote alimentado para el
cultivo de algas (por ejemplo, solo y/o subsecuente a una
primera y/o segunda etapa de semilla) con el fin de generar
una biomasa algal que contiene una contenido de grasa deseado
(por ejemplo, un contenido de grasa mayor a 67%). La
invencidédn no estd limitada por los componentes individuales
presentes en el medio usados ya sea en los modos de lote o

lote alimentado. En algunas modalidades, el medio de cultivo
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presenta, en el tiempo de inoculacién del fermentador
principal (por ejemplo, en un recipiente de 70,000 Lt,
120,000 Lt, 220,000 Lt) gque contiene medio con una proporcidn
inicial de nitrdégeno (N): fésforo (P): potasio (K) de
46:13:8.5. En una modalidad preferida, la proporcién de
cloruro (Cl,): sulfato (SO4) es de 1:1 en medio de cultivo
usado tanto en el modo de lote como en el modo de lote
alimentado. En algunas modalidades, la proporcidén de sulfato
(SO4) : fosfato (PO4) en el medio en el tiempo de inoculacidn de
un fermentador principal (por ejemplo, un recipiente de
70,000 Lt, 120,000 Lt, 220,000 Lt) es de 16:1. En algunas
modalidades, la proporcidén total de sulfato (S0O4): fosfato
(PO4) que ha sido loteado y alimentado al final de un cultivo
completo (por ejemplo, incluyendo indculo, primera etapa de
semilla, segunda etapa de semilla y cultivos de fermentador
principal) que genera una biomasa algal que comprende un
contenido de grasa deseado (por ejemplo, mayor a 67% de
grasa) es 5.3:1. En algunas modalidades, la proporcidén de
cloruro (Cly): fosfato (POs) en el medio en el tiempo de
inoculacién de un fermentador principal (por ejemplo, un
recipiente de 70,000 Lt, 20,000 Lt, 220,000 Lt) es 16:1. En
algunas modalidades la proporcidén total de cloruro (Cly):
fosfato (PO4) gque ha sido loteado y alimentado al final de un
cultivo completo (por ejemplo, incluyendo indbculo, primera

etapa de semilla, segunda etapa de semilla y cultivos de
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fermentadores principales) que generan una biomasa algal dque
contienen un contenido de grasa deseado (por ejemplo, mayor a
67% de grasa) es 5.3:1.

Como se describe en el Ejemplo 2 abajo, la presente
invencidén también proporciona una composicidn que comprende
una biomasa algal (por ejemplo, una biomasa algal seca (por
ejemplo, generada de acuerdo al método descrito en la
presente invencidn)) que contiene una cantidad deseada del
total de grasa y/u otros componentes. Por ejemplo, en algunas
modalidades, la presente invencidn proporciona una biomasa
algal (por ejemplo, una biomasa seca) que contiene un
contenido total de grasa mayor a 67% (por ejemplo, mayor a
68% de grasa total, mayor a 69% de grasa total, mayor a 70%
de grasa total, mayor a 71% de grasa total, mayor a 72% de
grasa total, mayor a 73% de grasa total, mayor a 74% de grasa
total, mayor a 75% de grasa total, mayor a 76% de grasa
total, mayor a 77% de grasa total, mayor a 78% de grasa total
0 una cantidad mayor de grasa total). En algunas modalidades,
la Dbiomasa algal (por ejemplo, que tienen mas del 67% de
grasa total) se seca de tal manera que la biomasa contiene
menos del 5% de humedad (por ejemplo, menos del 4.5% de
humedad, menos del 4% de humedad, menos del 3.5% de humedad,
menos del 3% de humedad, menos del 2.5% de humedad, menos del
2% de humedad, o menos del 1.5% de humedad). En algunas

modalidades, una biomasa algal de la invencidédn (por ejemplo,
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biomasa seca, contiene menos del 5% de humedad) contiene
aproximadamente de 170 a 250 mg/g o mas de Aacido
docosahexaedbnico (DHA) (por ejemplo, aproximadamente 170-180
mg/g DHA, aproximadamente 180-190 mg/g DHA, aproximadamente
190-200 mg/g DHA, aproximadamente 200-210 mg/g DHA,
aproximadamente 210-220 mg/g DHA, aproximadamente 220-230
mg/g DHA, aproximadamente 230-240 mg/g DHA, aproximadamente
240-250 mg/g DHA, o mds de 250 mg/g DHA). En algunas
modalidades la biomasa algal de la invencidn (por ejemplo,
una biomasa seca que contiene menos de 5% de humedad)
contiene aproximadamente 150-400 m/g o mas de &cido palmitico
(nombre IUPAC: acido hexadecandico (por ejemplo,
aproximadamente 150-200 mg/g, aproximadamente 200-225 mg/g,
aproximadamente 225-250 mg/g, aproximadamente 250-275 mg/g,
aproximadamente 275-300 mg/g, aproximadamente 300-325 mg/g,
aproximadamente 325-350 mg/g, aproximadamente 375-400 mg/g, o
mads de 400 mg/g)). En algunas modalidades, la biomasa algal
de la invencidédn (por ejemplo, una biomasa seca que tienen
menos de 5% de humedad) contiene aproximadamente de 300-600
mg/g o mas de acidos grasos totales (por ejemplo,
aproximadamente 300-350 mg/g, aproximadamente 350-400 mg/g,
aproximadamente 400-450, aproximadamente 450-500 mng/g,
aproximadamente 500-550 mg/g, aproximadamente 550-600 mg/g, o©
mads de 600 mg/g de &cidos grasos)). En algunas modalidades la

biomasa algal de la invencidén (por ejemplo, una biomasa seca
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que contiene menos de 5% de humedad) contiene menos de
aproximadamente 15% de ©proteina (por ejemplo, menos de
aproximadamente 14% de proteina, menos de aproximadamente 13%
de proteina, menos de aproximadamente 12% de proteina, menos
de aproximadamente 11% de proteina, menos de aproximadamente
10% de proteina, menos de aproximadamente 9% de proteina, o
menos de aproximadamente 8% de proteina).

La presente invencidén no estd limitada por la cepa
O especies de algas utilizadas en los métodos y composiciones
descritas en la presente. De hecho, una variedad de algas
encuentran su uso en la invencién, incluyendo, pero no
estando limitado a, una o mas especies de género
Thraustochytrium. En algunas modalidades, el alga es una

especia del género Chlorella. En algunas modalidades, el alga

es una especie del género Schizochytrium. En algunas
modalidades, el alga es una especie del género
Crypthecodinium. En algunas modalidades, el alga es
Thraustochytrium striatum, Thraustochytrium roseum,
Thraustochytrium aureum, Crypthecodinium cohnii, y/ 0
Aurantiochytrium sp. En una modalidad preferida,

Schizochytrium limacinum se utiliza en los métodos vy
composiciones descritos en la presente invencién. La
invencidén no estd limitada por el tipo de lipidos producidos
pPOr un proceso para gJgenerar una biomasa algal con niveles

elevados de lipidos descritos en la presente. En algunas
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modalidades, los 1lipidos generados por un proceso de la
invencién incluyen, ©pero no estadn limitados a, acido
miristico, &acido palmitico, &acido oleico, &acido 1linoléico,
acido docosapentaenoico (DPA), &cido docosahexaendico (DHA),
y &acido estedrico. Estos lipidos han sido tutiles para tanto
la salud animal como la salud humana, para la prevencidn de
varias enfermedades tales como enfermedades cardiovasculares
e inflamatorias vy en la nutricién infantil para una
desarrollo proéspero del cerebro y una visidén retinal en
nifios.

En otra modalidad, 1la invencidén proporciona un
proceso para la produccidén de una biomasa algal que contiene
niveles elevados (por ejemplo, mayores a 67%) de la grasa
total de una especia de alga (por ejemplo, Schizochytrium
limacinum), en donde el proceso comprende cultivar algas en
un primer recipiente de alimentacidén por lote que comprende
medio (por ejemplo, comprendiendo aproximadamente 50 g/Lt de
una fuente de carbono (por ejemplo, azlcar (por ejemplo,
glucosa)), aproximadamente 7.5 g/Lt de extracto de levadura,
aproximadamente 0.15 g/Lt de sulfato de magnesio,
aproximadamente 0.15 g/Lt de cloruro de calcio y/o 0.15 g/Lt
de cloruro de magnesio), transfiriendo (por ejemplo,
asépticamente) el primero cultivo de alimentacidén por lote a
un segundo medio de cultivo de lote de semilla (por ejemlo,

comprendiendo aproximadamente 50 g/Lt de wuna fuente de
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carbono (por ejemplo, azucar (por ejemplo, glucosa)),
aproximadamente 7.5 g/Lt de extracto de levadura,
aproximadamente 0.15 g/Lt de sulfato de magnesio,

aproximadamente 0.15 g/Lt de cloruro de calcio y/o 0.15 g/Lt
de cloruro de magnesio), transfiriendo (por ejemplo,
asépticamente) el segundo cultivo de lote de semilla a un
recipiente de cultivo de gran escala que contiene medio (por
ejemplo, un fermentador principal (por ejemplo, en un
recipiente de 70,000 Lt, 120,000 Lt, 220,000 Lt, que contiene
por ejemplo, medio que comprende aproximadamente 50 g/Lt de
una fuente de carbono (por ejemplo, azlcar (por ejemplo,
glucosa)), aproximadamente 7.5 g/Lt de extracto de levadura,
aproximadamente 4.0 g/Lt de sulfato de magnesio,
aproximadamente 1 g/L de urea, aproximadamente 2 g/Lt de
cloruro de calcio, aproximadamente 2 g/Lt de cloruro de
magnesio y/o aproximadamente 0.25 g/Lt de fosfato de
monopotasio) en donde el nivel de glucosa del recipiente de
cultivo a gran escala se mantiene a 10 g/Lt usando un proceso
de lote alimentado, en donde las células algales se cultivan
del cultivo de gran escala entre 12-24 horas después de que
cesa el proceso de lote alimentado después de que todos los
nutrientes han sido removidos/consumidos del medio.

Otra modalidad de la invencidédn proporciona un
proceso para producir una biomasa algal que contiene niveles

elevados (por ejemplo, mayores a 67%) de grasa total de una



10

15

20

25

49

especia de alga (por ejemplo, Schizochytrium limacinum), en
donde el medio de cultivo (por ejemplo, durante cada etapa de
fermentacidén (por ejemplo, una primera etapa de semilla, una
segunda etapa de semilla y/o un cultivo por lotes (lote
alimentado) etapa de cultivo)) que comprende una fuente de
carbono (por ejemplo, un azlucar), extracto de levadura, una
fuente de fosfato (por ejemplo, fosfato de monopotasio,
sulfato de magnesio y/o sulfato de =zinc), una fuente de
nitrbégeno (por ejemplo, wurea), cloruro de magnesio, vy/o
cloruro de calcio. En una modalidad preferida, la invencidn
proporciona un proceso para producir una biomasa algal que
contiene niveles elevados (por ejemplo, mayores a 67%) de
grasa total de una cepa de un alga en donde el medio de
cultivo (por ejemplo, durante cada etapa de fermentacidn (por
ejemplo, la primera etapa de semilla, la segunda etapa de
semilla y/o cultivo por 1lotes (lote alimentado) etapa de
cultivo)) comprende azucar, extracto de levadura, fosfato de
monopotasio, sulfato de magnesio, sulfato de =zinc), urea,
cloruro de magnesio, y/o cloruro de calcio. Sin embargo, la
invencién no estd limitada por el tipo de nutriente utilizado
en un medio de cultivo en el cual el alga crece. En algunas
modalidades, una o méas fuentes de carbono son adicionadas al
medio. Ejemplos de fuentes de carbono incluyen, pero no estan
limitadas a, carbohidratos tales como glucosa, fructosa,

xilosa, sacarosa, maltosa o almidones solubles asi como &acido
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oleico, grasas tales como aceite de soya, melaza, glicerol,
manitol y acetato de sodio, harina de semilla de algoddn,
glicerol, melaza vy licor de maiz escarpado. En algunas
modalidades, una o mas fuentes de nitrdgeno se adicionan al
medio. Ejemplos de fuentes de nitrdgeno incluyen, pero no
estan limitadas a, fuentes de nitrdgeno natural como peptona,
extracto de levadura, extracto de malta, extracto de carne,
acido casamino y licor de maiz escarpado, fuentes de
nitrégeno organico tales como glutamato de sodio y urea, o
fuentes de nitrdégeno inorganico tales como acetato de amonio,
sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio Yy
sulfato de amonio. En algunas modalidades, una o mas fuentes
de fosfato se adicionan al medio. Ejemplos de fuentes de
fosfato incluyen, pero no estan limitadas a fosfato de
potasio, fosfato dihidrogenado de potasio, sales inorgénicas,
tales como sulfato de amonio, sulfato de sodio, sulfato de
magnesio, sulfato de hierro, sulfato de zinc, y sulfato de
cobre. En algunas modalidades, cloruro de magnesio, cloruro
de calcio, y/o vitaminas se incluyen en el medio de cultivo.
La invencidén no estd limitada por la cantidad (por
ejemplo, concentracidén) de cada uno de estos componentes en
el medio de cultivo. En algunas modalidades, se utiliza una
cantidad que no es dafiina para el crecimiento algal. En una
modalidad preferida, la cantidad (por ejemplo, concentracidn

y/o proporcidén) de cada ingrediente del medio, se establece a
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un nivel (por ejemplo, durante cada etapa de fermentacién
(por ejemplo, primera etapa de semilla, segunda etapa de
semilla y/o etapa de cultivacién de cultivo de lote (lote
alimentado) que promueve la formacidén de alto contenido de
grasa de alga (por ejemplo, una biomasa algal que comprende
67% o mayor de contenido de grasa). En algunas modalidades,
la fuente de carbono (por ejemplo, azlcar) estd presente en
el medio de cultivo a aproximadamente 20 a 120 gramos por
litro de medio. En otras modalidades, la fuente carbono (por
ejemplo, azucar) estd presente en el medio de cultivo a
aproximadamente 30 a 70 gramos por litro de medio. En aun
otras modalidades, la fuente de carbono (por ejemplo, azucar)
estd presente en el medio de cultivo a aproximadamente 40 a
60 gramos por litro de medio. En una modalidad preferida, la
fuente de carbono (por ejemplo, azlcar) estd presente en el
medio de cultivo a aproximadamente 50 gramos por litro de
medio). En alguna modalidades, 1la proporcién de urea a
fosfato monopotédsico (urea:KH2P0O4) estd entre aproximadamente
5:0.1 (por ejemplo, aproximadamente 4.5:0.1; 4:0.25; 3:0.25;
4:0.3; 5:0.5; 4:0.5; 3:0.5; 2:0.5; 6 1:0.5); aungque se pueden
usar proporciones mas altas o més bajas (por ejemplo, 1:1,
1:2, 1:3, etc.). En una modalidad preferida, la proporcidédn de
urea a fosfato monopotédsico en el medio de cultivo es 4:1. En
algunas modalidades, un medio de cultivo no contiene cloruro

de sodio. En otras modalidades, el medio de cultivo contiene
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cloruro de sodio. En algunas modalidades, la proporcidn de
sulfato de magnesio (MgS0O4): cloruro de calcio (CaCl2) es
1:1. En algunas modalidades, la proporcidén de sulfato de
magnesio (MgSO4): cloruro de calcio (Cacl2) es 1:2. De hecho,
una variedad de proporciones de sulfato de magnesio
(MgS04) :cloruro de calcio (CaCl2) pueden usarse, incluyendo,
pero no estando limitado a 1:1; 1:1.125; 1:1.5; 1:1.75; 1:2,
1:2.125; 1:2.25; 1:2.5; 2.5:1; 2.25:1;, 2.125:1; 2:1; 1.75:1;
1.5:1; 1.25:1 &6 1.125:1. En wuna modalidad preferida, la
proporcidén de sulfato de magnesio (MgS0O4):cloruro de calcio
(CaCl2) en un primer medio de cultivo de semilla es 1:1. En
otra modalidad preferida, la proporcidédn de sulfato de
magnesio (MgS0O4): cloruro de calcio (CaCl2) en un segundo
medio de cultivo de semilla es 1:1. En aun otra modalidad
preferida, la proporcidén de sulfato de magnesio (MgS0O4):
cloruro de calcio (CaCl2) en un medio de cultivo a gran
escala (por ejemplo, un fermentador principal (por ejemplo,
un recipiente de 70,000 Lt, 120,000 Lt, 220,000 Lt) también
referidos en la presente como un tercer medio de cultivo) es
1:2.

En una modalidad preferida adicional, después de
preparar el medio, el pH del medio no necesita ajustarse. Por
ejemplo, durante un proceso de fermentacidén paso por paso de
la invencién, el pH del medio de cultivo en el cual crece el

alga no necesita ajustarse. Aungque no es necesario un
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entendimiento del mecanismo, para practicar la invencién y la
invencién no esta limitada a un mecanismo de accidn
particular, en algunas modalidades, condiciones estériles o
asépticas del proceso de fermentacidn paso por paso de la
invencidén niega la necesidad de ajustar el pH del medio de
cultivo durante la fermentacidén. En algunas modalidades, el
pH del medio de cultivo esta entre 4.0 y 6.5. El cultivo de
algas durante el proceso de fermentacidn paso por paso de la
invencidén puede llevarse a cabo a una temperatura entre 10 y
40 °C, preferentemente 17 a 35 °C, y més preferentemente
alrededor de 30 °C. El cultivo puede llevarse a cabo por
cultivo aireacién-agitacién, cultivo agitado, cultivo
estacionario o similares. En una modalidad preferida, las
algas se cultivan bajo condiciones tales que el oxigeno
disuelto se mantiene a o ligeramente arriba del 10%.

En algunas modalidades, la presente 1invencién
proporciona un suplemento alimenticio, alimentario,
nutricional o terapéutico que comprende todas o una porcidn
de biomasa algal (por ejemplo, biomasa algal seca descrita en
la presente vy/o generada de acuerdo a los métodos vy
composiciones descritas en la presente) gque comprenden
niveles elevados (por ejemplo, mayores a 67%) de grasa total.
Por ejemplo, en algunas modalidades, la invencidn proporciona
un suplemento alimenticio, alimentario, nutricional o)

terapéutico que comprende una biomasa algal secada por
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aspersién que comprende niveles elevados (por ejemplo,
mayores a 67%) de grasa total. En otras modalidades, la
invencidén proporciona un suplemento alimenticio, alimentario,
nutricional o terapéutico que comprende lipidos extraidos y/o
aislados de una biomasa algal gque comprende niveles elevados
(por ejemplo, mayores a 67%) de la grasa total. La invencidn
no esta limitada por el tipo lipido extraido y/o aislado de
la biomasa algal que comprende niveles elevados (por ejemplo,
mayores a 67%) de grasa total. En algunas modalidades, 1los
lipidos comprenden Aacido miristico, Aacido palmitico, acido

oleico, acido 1linoléico, acido alfa-linolénico (ALA), A&cido

esteariddnico (SDA) , acido eicosatriendico, acido
eicoesatetraendcio, acido eicosapentaendico (EPRD), acido
docosapentaendico (DPA) , acido elupanoddnico, acido

docosahexaenbdcio (DHA), &acido tetracosapentaendico, y/o éacido
tetracosahexaendéico. En una modalidad preferida, los lipidos
comprenden DHA y/o &acido palmitico.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
proceso para la preparacidén de lipidos (por ejemplo, aquellos
descritos en la presente (por ejemplo, acido
docosahexaendécio)) que compreden: cultivar una cepa de alga
(por ejemplo, Schizochytrium limacinum) en un primer medio de
cultivo (por ejemplo, conteniendo 50 g/Lt de wuna fuente
carbono (por ejemplo, azucar (por ejemplo, glucosa)), 10 g/Lt

de extracto de levadura y 4 g/Lt de sal de mar) e incubar el
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cultivo a una temperatura en el rango de 25 a 35 °C por un
periodo de aproximadamente 72 a 144 horas; transferir el
cultivo a un segundo medio de cultivo (por ejemplo,
conteniendo 50 g/Lt de una fuente de carbono (por ejemplo,
azlcar (por ejemplo, glucosa)), aproximadamente 7.5 g/Lt de
extracto de levadura, aproximadamente 0.15 g/Lt de sulfato de
magnesio, aproximadamente 0.15 g/Lt de cloruro de calcio y/o
0.15 g/Lt de cloruro de magnesio) e incubar el cultivo a una
temperatura en el rango de 25 a 35 °C por un periodo de
aproximadamente 24 a 48 horas; transferir el cultivo a un
tercer medio de cultivo (por ejemplo, conteniendo 50 g/Lt de
una fuente de carbono (por ejemplo, azUcar (por ejemplo,
glucosa)), aproximadamente 7.5 g/Lt de extracto de levadura,
aproximadamente 0.15 g/Lt de sulfato de magnesio,
aproximadamente 0.15 g/Lt de cloruro de calcio y/o 0.15 g/Lt
de cloruro de magnesio) e incubar el cultivo a una
temperatura en un rango de 25 a 35 °C por un periodo de 24 a
48 horas; transferir el cultivo a un cuarto medio de cultivo
(por ejemplo, conteniendo 50 g/Lt de una fuente de carbono
(por ejemplo, azucar (por ejemplo, glucosa)), aproximadamente
7.5 g/Lt de extracto de levadura, aproximadamente 4.0 g/Lt de
sulfato de magnesio, aproximadamente 1 g/Lt de urea,
aproximadamente 2 g/Lt de cloruro de calcio, aproximadamente
2 g/Lt de cloruro de magnesio y/o aproximadamente 0.25 g/Lt

de fosfato de monopotasio) e incubar el cultivo a una
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temperatura en el rango de 25 a 35 °C (por ejemplo, 30 °C) por
un periodo de tiempo de aproximadamente 24 a 192 horas (por
ejemplo, aproximadamente 36, aproximadamente 38,
aproximadamente 42, aproximadamente 46, aproximadamente 60,
aproximadamente 72, aproximadamente 84, aproximadamente 96,
aproximadamente 108, aproximadamente 120, aproximadamente
132, aproximadamente 144, aproximadamente 156,
aproximadamente 168, aproximadamente 180, aproximadamente 192
horas); separar la biomasa de célula del cultivo; y extraer
los lipidos de la biomasa.

En algunas modalidades, los cultivos de algas (por
ejemplo, crecidos para producir wuna biomasa algal) son
crecidos en recipientes y volUmenes apropiados, que van en el
rango de 100 ml hasta cientos de miles de litros, en vasos o
fermentadores grandes, usando varios medios de nutrientes
como se describen en la presente.

En aun otro aspecto, la separacidén de biomasa de
células que contienen lipidos se obtiene usando
centrifugaciédn, filtracién y/o floculacién o técnicas
similares. En una modalidad preferida, una biomasa algal se
obtiene a partir de un cultivo usando centrifugaciédn. En aun
otra modalidad preferida, la centrifugacidén ocurre después de
que el cultivo celular es enfriado (por ejemplo, para
permitir la recuperaciédn de las células que contienen niveles

elevados de 1lipido). En algunas modalidades, una biomasa
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algal que se obtiene, se seca por aspersidn y es usada (por
ejemplo, directamente usada en el alimento para animal o para
produccidén de biocombustible).

En una modalidad, el alga es una mezcla de
diferentes especies de algas (por ejemplo, una o mas de las
especies de alga descritas en la presente). En algunas
modalidades, se una biomasa algal contiene niveles elevados
de grasa total y/o lipidos extraidos de una biomasa algal que
contiene niveles elevados de grasa total (por ejemplo, acidos
grasos poliinsaturados) a partir de otras fuentes dque
incluyen, pero no estan limitadas a fuentes de plantas.

En algunas modalidades, la biomasa algal contiene
niveles elevados de grasa total que comprende lipidos en una
concentracidén de (peso/peso) en un rango de aproximadamente
60 a 90% (por ejemplo, aproximadamente 65 a 90%,
aproximadamente 66 a 89%, aproximadamente 67 a 88%,
aproximadamente 68 a 87%, aproximadamente 68 a 86%,
aproximadamente 69 a 85%, o aproximadamente 70 a 80%). De
esta manera, una biomasa algal gque contiene niveles elevados
de lipidos puede comprender niveles a una concentracidén de
61%, 62%, 63%, 064%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%,
73%, T74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90% y similares. En otra modalidad,
una biomasa algal que contiene niveles elevados de grasa

total comprende lipidos a una concentracidén de al menos 67%.
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En algunas modalidades, el DHA estd incluido en una
composicidén de biomasa algal de la invencidn en un rango de
1% a 75% de lipidos/&cidos grasos totales. De esta manera, el
DHA puede ser provisto en la composicidén en una cantidad de
acidos grasos de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%,
23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, aproximadamente 35%,

Qo

aproximadamente 40%, aproximadamente 45%, aproximadamente

o)

50%, aproximadamente 55%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 65%, aproximadamente 70%, aproximadamente
75%, 'y similares. En otras modalidades, el DHA puede
incluirse en una composicidén en una cantidad de acidos grasos

totales en el rango de 1% a 5%, 1% a 10%, 1% a 15%, 1% a 20%,

1% a 25%, 1% a 30%, 5% a 10%, 5% a 15%, 5% a 20%, 5% a 25%,

60%, 60% a 65%, 65% a 70%, 70% a 75%, y similares.

En algunas modalidades, el &acido palmitico esta
incluido en una composicién de biomasa algal de la invencidn
en un rango de 1% a 75% de lipidos/&cidos grasos totales. De
eta manera, el 4&acido palmitico puede proporcionarse en la

composiciédn en una cantidad de acidos grasos totales de 1%,
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28%, 29%, 30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%,
aproximadamente 45%, aproximadamente 50%, aproximadamente
55%, aproximadamente 00%, aproximadamente 65%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, vy similares. En
otras modalidades, el &cido palmitico puede incluir una
composicién en una cantidad de acidos grasos totales en el

rango de 1% a 5%, 1% a 10%, 1% a 15%, 1% a 20%, 1% a 25%, 1%

a 30%, 5% a 10%, 5% a 15%, 5% a 20%, 5% a 25%, 5% a 30%, 10%

65% a 70%, 70% a 75%, y similares.

Modalidades adicionales de la invencidédn incluyen
procesos para hacer aditivos para alimento para animales. De
esta manera, en una aspecto de la presente invencidédn es un
proceso para hacer aditivos para alimento para animales que
comprende lipidos de una alga (por ejemplo, biomasa algal),
el proceso comprende: cultivar algas para producir una
biomasa algal que contiene un nivel elevado deseado de grasa
total (por ejemplo, mayor a 67% de grasa total); y extraer
lipido de alga a partir de una biomasa de algas para producir
un aceite de alga; y/o remover agua de una biomasa de alga
para producir una biomasa de alga con un contenido de sélidos
de aproximadamente 5% a 100% en porcentaje de peso; en donde

el aditivo para alimento para animal comprende lipidos de
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algas. En algunas modalidades, los &acidos grasos recolectados
a partir del alga son de cadena corta, mediana o cadena larga
omega-3 de acidos grasos. En aun otra modalidad, el lipido de
alga extraido de la biomasa de alga es combinado con una
biomasa de alga con un contenido de sb6lidos de
aproximadamente 5% a 100% en porcentaje de eso.

Un aditivo de alimento de conformidad con 1la
presente invencidén puede ser combinado con otros componentes
de alimento para producir alimento procesado o producto
alimenticios (por ejemplo productos alimenticios para
animales y/o humanos). Tales otros componentes de alimentos
incluyen uno o mé&s suplementos enzimdticos, aditivos de
alimentos vitaminicos y aditivos de alimentos minerales. El
aditivo para alimentos resultantes (combinado) puede ser
mezclado en una cantidad apropiada con otros componentes
alimenticios tales como cereal y proteinas de plantas para
formar un producto alimenticio procesado. El procesamiento de
estos componentes en un producto alimenticio procesado puede
realizarse usando cualquier equipo de procesamiento
convencional. Los aditivos alimenticios/alimentarios de 1la
presente invencidén puede usarse como un suplemento en un
alimento/alimentacién por si mismo, adicionalmente con
vitaminas, minerales, otras enzimas alimenticias, co-
productos agricolas (por ejemplo, acemitas de trigo o

meriendas de gluten de maiz), o combinaciones de los mismos.
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En aun otro aspecto, la invencidn proporciona un
proceso para producir un animal y/o humano que tiene
contenido de tejido aumentado de &cidos grasos omega-3, el
proceso comprende alimentar a un animal/humano un aditivo
alimenticio que comprende lipidos/acidos grasos recolectados
de algas, el aditivo alimentico ademéds comprende: (a) un
extracto de lipido de alga de una biomasa de alga cultivada
y/o (b) una biomasa de alga de una alga cultivada, en donde
el agua es removida de una biomasa de alga para alcanzar el
contenido de sb6lidos de aproximadamente 5 a 100% en porciento
de peso, en donde el animal/humano muestra un contenido de
tejido aumentado de &cidos grasos omega-3. La invencidén no
estd limitada a un mamifero particular (por ejemplo, animal o
humano) que puede beneficiarse a partir de una composicidn de
la invenciédn. De hecho, los animales de la invencién
incluyen, pero no estan limitados a, cualquier animal que
produce huevos, carne, leche u otros productos que son
consumidos por humanos u otros animales. De esta manera, 1los
animales de la presente invencidén incluyen, pero no estan
limitados a pescado, aves (pollos, pavos, patos, etc.),
cerdos, borregos, cabras, conejos, carne de res Yy ganado
lechero.

En algunas modalidades, la invencidédn proporciona un
método para tratar una enfermedad de mamifero en un sujeto en

necesidad del mismo mediante la administracidén a dicho sujeto
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de una cantidad terapéuticamente efectiva una composicidén de
la invencidén. En algunas modalidades, la enfermedad de
mamifero que es tratada incluye, pero no estd limitada a,
una enfermedad cardiovascular, una enfermedad inflamatoria, y
varias enfermedades de cancer. En otras modalidades, las
enfermedades cardiovasculares a ser tratadas, incluyen, pero
no estdn limitadas a, hipertrigliceridemia, enfermedad
coronaria del corazdédn, ataque al corazdn, infarto agudo al
miocardio y ateroesclerosis. En modalidades adicionales, las
enfermedades inflamatorias a ser tratadas incluyen, pero no
estan limitadas a, asma, artritis, rinitis alérgica,
psoriasis, dermatitis atdpica, enfermedades inflamatorias del
intestino, enfermedad de Crohn, y rinoconjuntitis alérgica.
En aun modalidades adicionales, las enfermedades de céncer a
ser tratadas incluyen, pero no estan limitadas a, céncer de
préstata, cancer de mama y cancer de colon. En modalidades
adicionales, las enfermedades de mamiferos a ser tratadas
incluyen enfermedades psiquiatricas, las enfermedades
psiquidtricas incluyen, pero no estédan limitadas a, depresidn,
desorden bipolar, esquizofrenia. Adicionalmente, las
composiciones de la invencidén pueden usarse para mantener y/o
mejorar funciones cognitivas.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
método para tratar una enfermedad de mamifero en un sujeto en

necesidad del mismo mediante la administracidén al sujeto de
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una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicidn de
lipido proporcionada por y/u obtenida de una biomasa algal
conteniendo un nivel elevado de grasa total (por ejemplo,
mayor a 67% de grasa total). Los sujetos que pueden obtener
un beneficio del tratamiento incluyen pero no estdn limitados
a, sujetos aviarios vy mamiferos. Los mamiferos de 1la

presente invencidén incluyen pero no estan limitados a,

caninos, felinos, bovinos, caprinos, equinos, ovinos,
porcinos, roedores (por ejemplo, ratas y ratones),
lagomorfos, primates (incluyendo primates no humanos),

humanos y similares, y mamiferos in uUtero. Cualquier sujeto
mamifero en necesidad de ser tratados de acuerdo ala presente
invencién puede ser apropiado. Los mamiferos de la presente
invencién incluyen, pero no estidn limitados a, caninos,
felinos, bovinos, caprinos, equinos, ovinos, porcinos,
roedores (por ejemplo, ratas y ratones), lagomorfos,
primates (incluyendo primates no  humanos), humanos %
similares, vy mamiferos 1in uUtero. De acuerdo con algunas
modalidades de 1la presente invencidédn, los mamiferos son
mamiferos no humanos. En algunas modalidades, el mamifero es

un sujeto humano. Los mamiferos sujetos de ambos géneros y en

cualquier etapa de desarrollo (por ejemplo, neonato,
infantes, juveniles, adolescentes, adultos) pueden ser
tratados de acuerdo a la presente invencién. Aves

ilustrativas de acuerdo con la presente invencidén incluyen
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pero no estadn limitados a pollos, patos, pavos, gansos,
codornices, faisanes, ratites (por ejemplo, avestruz), aves
domesticadas (por ejemplo, pericos y canarios), y aves in-

OoVvo.

Algas

Un alga capaz de producir, utilizando el proceso
descrito en la presente, niveles elevados de grasa total o
biomasa algal conteniendo niveles elevados de grasa total
puede usarse en los procesos, composiciones, suplementos
alimenticios, biocombustible y/o precursor de biocombustible
y/0 aditivos alimenticios de la invencidén. De esta manera, en
algunas modalidades, las algas de la presente invencidn se
seleccionan de Thraustochytrium, Dinophyceae, Criptophyceae,
Trebouxiohyceae, Pnguiophyceae, y combinaciones de estos. En
otras modalidades, las algas de 1la presente invencidén se
seleccionan de Traustochytrium striatum, Thraustochytrium
roseum, Thraustochytrium aureum, Crypthecodinium cohnii,
Parietochloris spp., Rhodomonas spp., Cryptomonas spp.,
Parietochloris spp., Hemisebuis spp., Porphyridium spp.,
Glossomastix  Spp., y combinaciones de los mismos. En
modalidades adicionales, las algas de la invencidén se
seleccionan de Parietochloris incise, Rhodomonas salina,
Hemiselmis brunescens, Porphyridium cruentum y Glossomastix

chrysoplasta, y combinaciones de los mismos. En aun otra
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modalidad, 1las algas de la invencidén son Schyzochytrium
limacinum.

En algunas modalidades de la invencidn, las algas
son una mezcla de diferentes especies de algas. En otras
modalidades, el alga es una especie uUnica de alga. En algunas
modalidades de la presente invencidn, los 1lipidos/&cidos
grasos de algas se proporcionan como una aceite algal. En
otras modalidades, los 1lipidos/&4cidos grasos de algas se
proporcionan como una biomasa algal (por ejemplo, una biomasa
seca (por ejemplo, en polvo)).

Aun més, las algas de la presente invencidn
incluyen, pero no estadn limitadas a, algas genéticamente
ingenieriles o mutantes (naturalmente o inducidas) de tipo
salvaje. En una modalidad preferida, las algas usadas en los
proceso, composiciones, suplementos alimenticios,
biocombustibles o precursores de biocombustibles y/o aditivos
alimenticios de la invencidédn son organismos no genéticamente
modificados. Como se usan en la presente invencidén, 1los
términos "variante genéticamente modificada" y "organismo
genéticamente modificado" se refieren a una cepa de alga que
tiene un genoma que ha sido modificado (por ejemplo, mutado,
cambiado) de su forma normal (por ejemplo, de tipo salvaje,
que ocurre naturalmente) de tal manera gque un resultado
deseado se alcanza.

Adicionalmente, las algas de la invencién incluyen
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algas gque tienen células con paredes celulares de un grosor
reducido comparado con las células de algas de tipo salvaje,
en donde la pared celular de grosor reducido mejora la
extraccién y/o biodisponibilidad de la fraccidén de lipidos de
las algas (por ejemplo, mejora la facilidad de digestidén de
las algas y la facilidad de extraccién de los lipidos/acidos
grasos de las algas de las células de la biomasa algal). Las
algas que tienen células con paredes celulares de grosor
reducida comparadas con las células de algas de tipo salvaje
pueden ocurrir naturalmente, mutadas y/o genéticamente
ingenieriles para tener paredes celulares de grosor reducido
comparado con las cepas de tipo salvaje. De esta manera, en
una modalidad de la invencidén las algas son algas que tienen
paredes celulares de grosor reducido comparado con algas de
tipo salvaje, en donde la pared celular de grosor reducida
mejora la extraccidén y/o biodisponibilidad de la fraccidén de
lipidos de algas. Los métodos para producir algas con paredes
celulares reducidas incluyen aquellos encontrados en WO
2006/107736  Al, incorporada  por referencia de manera
completa, en la presente. De esta manera, las algas pueden
mutarse con mutadgenos conocidos por aquellos expertos en el
arte incluyendo, pero no estando limitados a, agentes
quimicos o radiacién. En modalidades particulares, 1los
mutdgenos quimicos incluyen, pero no estédn limitados a, etil

metanosulfonato (EMS), sulfonato de mtilmetano (MMS), N-etil-
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N-nitosourea (ENU) , trietilmelamina (TEM) , N-metil-N-
nitrosourea (MNU), procarbacina, clorambucil, ciclofosfamida,
dietil sulfato, mondémero de acrilamida, melfalano, mostaza de
nitrbégeno, vincristina, 2-aminopurina, 7,12 dimetil-
benz (a)antracena (DMBA) , Oxido de etileno,
hexametilfoforamida, bisulfano, diepoxialcanos (diepoxioctano
(DEO), diepoxibutano (BEB), y similares), 2-metoxi-6-cloro-
9(3-(etil-2-clor-o-etipaminopropilamino)acridina
dihidrocloruro (ICR-170), formaldehido, y similares. Métodos
de mutagénesis de radiacidén incluyen, pero no estédn limitados
a rayos x, radiacidédn gama, luz ultravioleta, y similares.

Los mutédgenos de las paredes celulares pueden
seleccionarse para, en la base de sensibilidad incrementada a
detergentes o por medio de observacidédn microscdpica de
alteraciones en el grosor de la pared celular (ver por
ejemplo, WO 2006/107736 Al) o cualquier otro método conocido
en el arte para detectar la reduccidén del grosor de la pared
celular o la integridad reducida de la pared celular.

Las algas de 1la invencidédn pueden cultivarse de
acuerdo con las técnicas aquil descritas en los Ejemplos 1 a
3.

De acuerdo a esto, en algunas modalidades, las
algas se cultivan a una temperatura en el rango de 10°C a
35°C. De esta manera, las algas pueden cultivarse a una

temperatura de 10°C, 11°C, 12°c, 13°c, 14°c, 15°Cc, 16°c, 17°,
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18°c, 19°c, 20°c, 21°c, 22°c, 23°c, 24°c, 25°c, 26°c, 27°c, 28°c,
29°c, 30°c, 31°c, 32°Cc, 33°C, 34°C, vy similares. En otras
modalidades, las algas pueden crecer en los rangos de 20°C a
35°C, aunque se pueden utilizar mas frios (por ejemplo, menos
de 20°C) y méas céalidos (por ejemplo, mas de 35°C). En una
modalidad preferida, las algas crecen a aproximadamente 30°C.

En algunas modalidades, que siguen al cultivo, las
algas se cosechan. En algunas modalidades, la cosecha de
algas se lleva a cabo usando procedimientos convencionales
conocidos por aquellos expertos en el arte, incluyendo, pero
no estando limitados a, centrifugacidn, floculacidén o
filtracidén. En una modalidad preferida, antes de la cosecha,
el cultivo de algas se enfria, de esta manera permitiendo a
las células de algas que contienen niveles elevados de grasa
total, a ser cosechada de manera exitosa. Las células de
algas cosechadas o biomasa algas pueden entonces ser usadas
directamente como una fuente de lipidos/&cidos grasos o
extraidos para obtener aceite algal que comprende
lipidos/4cidos grasos. En algunas modalidades en las cuales
la biomasa algas se utiliza directamente, agua se remueve de
la biomasa algal para alcanzar el contenido de sélidos de
aproximadamente 5 a 100 por ciento en peso. En modalidades
adicionales, una biomasa algal que se usa directamente esta
comprendida de células algales que comprende ademds paredes

celulares que son al menos parcialmente disruptivas para
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aumentar la extraccidén y/o biodisponibilidad del aceite algal

dentro de las células. La disrupcidén de las células algales

puede llevarse a cabo de acuerdo con técnicas conocidas que

incluyen, pero no estan limitadas a, tratar las células con

agua hervida o por medio de rompimiento mecdnico tal como,

trituracidén, pulverizacidn, sonicacidn, prensa Francesa, o

cualquier otro método conocido por una persona experta en la
materia.

Cuando la biomasa algal se wusa directamente, se

remueve el agua de la Dbiomasa algal para alcanzar el

contenido de sdélidos de aproximadamente 5 a 100%. De acuerdo

a esto, en algunas modalidades, el agua se remueve de la

biomasa algal para alcanzar el contenido de sélidos de

aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 66%, 67%, 67%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%,

74%, 15%, 7T76%, T77%, 18%, 19%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,

98%, 99%, 100%, y similares. En modalidades adicionales, el

agua se remueve de la biomasa algal para alcanzar el

contenido de sélidos en el rango de aproximadamente 5% a 50%,

80%, 5% a 90%, 5% a 95%, 10% a 30%,
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similares.

En algunas modalidades, las células de algas de la
biomasa son disruptivas o 1lisadas y los lipidos de algas
extraidos. Las células de algas pueden extraerse en humedo o
seco de acuerdo con técnicas convencionales para producir una
composicién que contienen lipidos/éacidos grasos. La
disrupcidén o lisis de las células algales pueden llevarse a
cabo de acuerdo con técnicas convencionales incluyendo, pero
no estando limitado a, tratar las céulas con agua hervida o
por rompimiento mecdnico tal como molienda, pulverizaciédn,
sonciacién, prensa Francesa, o cualquier otro método
conocido. La extraccién de lipidos/adcidos grasos a partir de

células 1lisadas sigue procedimientos estandar usados con
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algal y otros organismos que son conocidos incluyendo, pero
no estando limitado a, separar la fase liquida de la fase
s6lida siguiendo de 1lisis de la célula, extraer los
lipidos/acidos grasos en la fase liquida por la adicién de un
solvente, evaporar el solvente, y recuperar los
lipidos/&cidos grasos obtenidos de la fase liquida de las
células lisadas.

La invencidédn no estd limitada a un solvente en
particular usado para la extraccidn. Los solventes incluyen,
pero no estan limitados a, hexano, <cloroformo, etanol,
metanol, isopropanol, dietil éter, dioxano, isopropil éter,
diclorometano, tetrahidrofurano, éter de petrdleo y
combinaciones de los mismos.

En algunas modalidades, los lipidos/4cidos grasos
derivados de una biomasa algal de la invencién se
proporcionan en la forma de &cidos grasos libres, ésteres de
colesterol, ésteres de sal, ésteres de 4cidos grasos,
monogliceridos, diglicéridos, triglicéridos,
diacilgliceroles, monogliceroles, esfingofosfolipidos,
esfingoglicolipidos, o cualquier combinacién de los mismos
(por ejemplo, para sSu UuUsSO en procesos, composiciones,
biocombustibles, productos alimenticios, suplementos
alimenticios, aditivos alimentarios u otras composiciones

descritas en la presente).
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Método para preparar una biomasa algal

En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
método para preparar una biomasa algal gque comprende niveles
elevados de grasa total (por ejemplo, mayor a 67% de
lipidos), que comprenden: cultivar algas bajo una condicidn
de cultivo suficiente para proporcionar una biomasa algal que
comprende niveles elevados de grasa total (por ejemplo, mayor
a 67% de lipidos), en donde la biomasa algal se cosecha en la
terminacidén de una fase de crecimiento logaritmico de algas
(ver por ejemplo, los Ejemplos 1 y 2). Como se usa en la
presente, el término "fase de crecimiento logaritmico", se
refiere a una etapa del cultivo caracterizada por aumentar
exponencialmente el numero de células de alga. Generalmente,
en un sistema de cultivo, existe un patrdén de crecimiento
caracteristico seguido por la inoculacidén gque incluye una
fase lag, una fase exponencial o "fase de crecimiento
logaritmico", una fase de aceleracidédn de crecimiento
negativa, y una meseta o "fase estacionaria". Por ejemplo, en
la fase de crecimiento logaritmico, como crecimiento de las
algas continua, las células pueden alcanzar Ssu maxima
velocidad de divisidén celular y numeros de incremento de
células en relacidén log al tiempo. Dentro del tiempo después
del comienzo de la fase log, la velocidad de divisidén celular
puede comenzar a declinar y algunas de las células pueden

comenzar a morir. Esto se ve reflejado en una curva de
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crecimiento por un aplanamiento gradual fuera de la linea.
Eventualmente, la velocidad de la muerte de células es
esencialmente igual a la velocidad de la divisidén celular, y
la poblacidén viable total puede permanecer la misma por un
periodo de tiempo. Esto es conocido como la fase estacionaria
o de meseta y estd representada en la curva de crecimiento
como un aplanamiento fuera de la linea en donde la
inclinacidén se acerca a cero. En una modalidad preferida, la
biomasa algal se cultiva bajo condiciones asépticas (por
ejemplo, para prevenir la contaminacién y/o el crecimiento de
los microorganismos contaminadores (por ejemplo, levadura,
bacterias, virus, etc.) en el cultivo).

En algunas modalidades, la condicién del cultivo es
suficiente para las algas para producir niveles elevados de
grasa total (por ejemplo, mayor a 67% en una base peso/peso).
Las condiciones del cultivo comprenden un medio de cultivo
apropiado para crecer las algas, de tal manera proporcionando
la biomasa de algas que comprenden niveles elevados de grasa
total (por ejemplo, mayor a 67% en una base peso/peso). Los
medios de cultivo apropiados se describen en la presente. EL
medio puede también comprender sales, vitaminas, minerales,
metales y otros nutrientes. Preferentemente, la condicidn de
cultivo es suficiente para proporcionar una cantidad
apropiada de nutriente y temperatura para las algas para

crecer bajo condiciones que generan una biomasa algal dque
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comprenden niveles elevados de grasa total.

En algunas modalidades, el cultivo comprende
limitar un nutriente (por ejemplo, nitrdgeno, fdésforo) para
un tiempo adecuado para incrementar la cantidad total de
grasas. Por ejemplo, el cultivo puede carecer de un cierto
nutriente o ser transferido a un medio de cultivo separado
que carece de un nutriente especifico (por ejemplo, medio
libre de fésforo o libre de nitrdégeno, o un medio de cultivo
que contiene niveles bajos de un nutriente). En algunas
modalidades, el medio de cultivo contiene un contenido
inicial de un nutriente tal que el nutriente se agota en un
tiempo posterior durante el crecimiento exponencial pero
anterior al agotamiento de otros nutrientes. En algunas
modalidades, el cultivo no comprende limitar un nutriente
(por ejemplo, nitrdégeno, fésforo) durante el cultivo. En
algunas modalidades, el cultivo de una sola biomasa algal se
realiza en dos o méds tipos de medio en una manera secuencial.
En algunas modalidades, el cultivo de una sola biomasa algal
tiene lugar en tres 6 mas tipos de medio en una manera
secuencial. De manera similar, el cultivo de una sola biomasa
algal puede tener lugar en dos o mas recipientes, en donde un
primer recipiente es usado para inocular un recipiente
subsecuente, el recipiente subsecuente se usa para inocular
otro recipiente subsecuente, y asi. Aunque se entiende que

un mecanismo no es necesario para llevar a la préactica la



10

15

20

25

75

invencién, y la invencidn no estd limitada a un mecanismo de
accidén particular, en algunas modalidades, el cultivo
secuencial de una Gnica biomasa algal en multiples
recipientes conteniendo multiples tipos de medio, permite que
la biomasa algal crezca a partir de una biomasa algal (por
ejemplo, de la misma especie algal) crecida en un solo
recipiente y/o medio de crecimiento.

El cultivo de algas puede realizarse en una
bioreactor convencional adecuado para cultivar las algas para
proporcionar una biomasa de algas. Por ejemplo, las algas
pueden cultivarse por un proceso que incluye, pero no estéa
limitado a, lotes, lote de alimentacidén, reciclaje de células
y fermentacidén continua. En una modalidad preferida, las
algas se cultivan en un proceso de lote alimentado.

La invencién no estd limitada a una manera
particular o método para cosechar las algas a partir de medio
de cultivo. Una variedad de métodos pueden usarse para
cosechar las células de algas a partir del medio de cultivo.
En otra modalidad, la cosecha comprende la recuperacidén de
biomasa algal a partir del medio de cultivo mediante 1la
separacién, por ejemplo por filtracién (por ejemplo,
filtracién de Dbanda, filtracién de tambor rotatorio) vy/o
centrifugacién. Si se desea, las células algales cosechadas
pueden entonces lavarse, congelarse, liofilizarse, secarse

por aspersidén, y/o almacenarse bajo una atmbésfera no oxidante
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de un gas (por ejemplo, CO,, N;) para reducir o eliminar la
presencia de O,. Opcionalmente, antioxidantes sintéticos y/o
naturales, incluyendo, pero no estando limitados a,
hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA),
terbutilhidroquinona (TBHQ) , etoxiquina, beta caroteno,
vitamina E y vitamina C, también pueden agregarse a las
células cosechadas.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
método para preparar una biomasa algal que comprende niveles
elevados de grasa total, el método comprende: cultivar algas
bajo una condicién de cultivo suficiente para proporcionar
una biomasa algal que comprende niveles elevados de grasa

total y cosechar la biomasa algal.

Biomasa de microalga

La invencién proporciona, en algunas modalidades,
una biomasa algal y/o una fraccién y/o un extracto del mismo
(por ejemplo, para uso en la produccidn de un biocombustible
y/0o como un producto alimenticio o alimentario).

En algunas modalidades, la biomasa algal comprende
un contenido de &acido graso omega 3 de al menos 10% de peso
seco de la biomasa, ilustrativamente, aproximadamente 10% a
aproximadamente 50%, aproximadamente 10% a aproximadamente
40%, aproximadamente 10% a aproximadamente 30%

aproximadamente 10% a aproximadamente 20% de peso seco de la
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biomasa. En una modalidad, la biomasa algal se prepara de
acuerdo con los métodos de la invencién. Por ejemplo, en
algunas modalidades, la biomasa algal se prepara por un
método que comprende: cultivar un alga bajo una condicidn de
cultivo suficiente para proporcionar una biomasa algal que
comprende niveles elevados de grasa total (por ejemplo, mayor
a 67% peso/peso), en donde la biomasa algal se cosecha en una
fase de crecimiento acelerado negativo o una fase
estacionaria. En otra modalidad, la biomasa algal se cosecha
del cultivo durante 1la fase de crecimiento logaritmica

exponencial.

Composiciones de lipidos preparadas a partir de biomasa
algal
En algunas modalidades, la invencidén proporciona un
método para preparar un extracto de lipidos/acidos grasos
(por ejemplo, una composicién de lipidos/acidos grasos) de
una biomasa algal crecida Dbajo condiciones dgue contienen
niveles elevados de grasa total, el método comprende obtener
lipidos de una biomasa algal cultivada bajo una condicidén de
cultivo suficiente para proporcionar una biomasa algal con un
contenido elevado de grasa total (por ejemplo, contenido de
grasa total mayor a 67% de la biomasa), en donde la biomasa
algal se <cosecha en wuna fase de crecimiento acelerado

negativa o una fase estacionaria del alga. En otra modalidad,
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la biomasa algal se cosecha durante una fase de crecimiento
logaritmico del alga.

Los métodos par obtener una composicidén de lipidos
de una biomasa algal de la invencién, incluyen, pero no estan
limitados a, extracciodn, calentamiento, presidn,
saponificacidn, sonicacidn, congelaciédn, molienda,
intercambio de iones, cromatografia, separacidén de membrana,
electrodidlisis, 6smosis inversa, destilacidén, derivatizaciodn
quimica, cristalizacidén, etc. Por ejemplo, los 1lipidos
algales pueden extraerse de las células algales por cualquier
método apropiado incluyendo, pero no estando limitado a,
extraccidédn con un solvente incluyendo, pero no estando
limitado a, etanol, acetato de etilo, alcohol isopropilico, u
otros (con o sin cosolventes), o a través de extraccidédn de
fluido supercritico (con o sin cosolventes). Opcionalmente,
el aceite extraido de lipidos/acidos grasos se evaporan bajo
una presidén reducida para reducir o remover el solvente y/o
producir una muestra de material de lipidos concentrado. En
otras modalidades, las células se rompen o lisan para obtener
la composicién de lipidos, por ejemplo en una forma de aceite
(por ejemplo, para su uso como un biocombustible o un
precursor de Dbiocombustible). En algunas modalidades, 1los
aceites extraidos son sujetos a refinacidén. La invencidn no
estd limitada por el tipo de refinacidén. En algunas

modalidades, los aceites extraidos son quimicamente



10

15

20

25

79

refinados. En algunas modalidades, los aceites extraidos son
fisicamente refinados. En algunas modalidades, 1los aceites
extraidos son refinados tanto quimicamente como fisicamente.
Los aceites extraidos (por ejemplo, de una biomasa algal
crecida bajo condiciones para elevar el contenido total de
grasas de la célula algal (por ejemplo, por arriba de 67%))
puede refinarse wusando cualquier método convencional de
refinacién. El proceso de refinacidn puede remover algunas o
todas las impurezas de los lipidos/&cidos grasos/aceites. En
algunas modalidades, el proceso de refinacidén comprende uno
mas pasos para quitar la goma, decolorar, filtrar, deodorizar
y/o pulir los lipidos/a&cidos grasos/aceites extraidos.

En algunas modalidades, los lipidos/acidos
grasos/aceites contenidos en la composicién de lipidos
extraida es concentrada por hidrdlisis de los lipidos para
concentrar la fraccidén de lipidos mediante el empleo de un
método tal como, por ejemplo, aduccidén de urea, destilacidn
fraccionada, cromatografia de columna, y/o fraccionamiento de
fluido supercritico.

De acuerdo a esto, en una modalidad, la etapa de
obtener una composicidén de lipidos de una biomasa algal de la
invencidén comprende extraer la composicidén de lipidos de una
biomasa. En otra modalidad, la etapa de obtener una
composicién de lipidos de una biomasa algal de la invencidn

comprende contactar la biomasa con una solvente polar.
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Por ejemplo, en algunas modalidades, los
lipidos/&cidos grasos/aceites se extraen de la biomasa algal
para proporcionar una composicién de lipidos wusando un
solvente bajo una condicién de extraccidn suficiente para
extraer lipidos y/o &cidos grasos pero no es suficiente para
extraer compuestos que son insolubles en el solvente. En una
modalidad, una composicién de lipidos/a&cidos grasos es
extraida a partir de una biomasa algal de la invencidn, en
donde los compuestos de desechos celulares y/o precipitados
insolubles se separan de la fraccidn que contiene
lipidos/&cidos grasos vy solvente. En otra modalidad, el
método ademas comprende separar el desecho celular y 1los
compuestos precipitados usando un método de separacidén tal
como filtracidn, centrifugacidn y/o combinaciones de 1los
mismos. En algunas modalidades, el desecho celular vy/o
compuestos insolubles precipitados (por ejemplo, esa porcidn
de la biomasa algal que no son solubles en un solvente (por
ejemplo, proteinas, fibras, etc) son recuperadas y utilizadas
(por ejemplo, en un producto alimenticio o alimentario).

En algunas modalidades, el solvente es un solvente
polar. Ejemplos de solventes polares incluyen, pero no estéan
limitados a, etanol, acetato de etilo, alcohol isopropilico,
metanol, acetato de etilo, y mezclas de los mismo. En una
modalidad, el solvente polar es etanol. La extraccidén de la

composicién de lipidos con una solvente puede llevarse a cabo
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de varias maneras. Por ejemplo, la extraccidén puede ser un
proceso en lotes, un proceso continuo, © un proceso en
contracorriente. En un proceso continuo en contra corriente,
el contacto de solvente con la microalga, filtra el aceite en
el solvente, proporcionando una fraccidén incrementalmente méas
solvente-aceite. Seguida de la extraccidn, el solvente puede
removerse usando métodos conocidos en el arte. Por ejemplo,
destilacidén, evaporacidn rotativa, o un evaporador vertical
de tubos largos 'y destilacidén al wvapor o cualquier
desolventizador apropiado puede usarse ©para remover el
solvente.

En una modalidad, los lipidos/éacidos grasos
extraidos se exponen a un proceso de absorcibén (por ejemplo,
blanqueado) para remover uno o mas compuestos indeseables
tales como, por ejemplo, cuerpos de color y/o fosfatos que
puedan estar presentes. En algunas modalidades, el proceso de
absorcién es un proceso de blanqueamiento que comprende
contactar el extracto de 1lipidos/4cidos grasos con una
material Dblanqueador (por ejemplo, tierra neutral (por
ejemplo, barro natural o tierra fuller), tierra activada con
acido, carbdén activado, arcillas activadas, silicatos, y o
una combinacidén de los mismos). La invencidn no estd limitada
por la cantidad de material blanqueador utilizado.

En una modalidad, los lipidos/acidos grasos

extraidos se exponen a una etapa de quitar la goma. Los
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métodos para quitar la goma son conocidos en el arte e
incluyen, por ejemplo, quitar la goma del agua, de &cido,
enzimatica, vy de membrana. En algunas modalidades, el
extracto de lipidos/&dcidos grasos se sujetd a quitar la goma
(por ejemplo, seguido de un proceso de absorcidn), en donde
el quitar la goma comprende contactar el extracto de
lipidos/&cidos grasos con una mezcla de &acidos acuosos que
estdn en una cantidad efectiva para precipitar gomas y/o
compuestos de tipo de clorofila que pueden estar presentes en
el extracto de la composicién de lipidos/acidos grasos. La
invencidén no estd limitada por el tipo o cantidad de &cidos
acuosos utilizados. En una modalidad, la mezcla de &cidos
acuosos comprende &acido sulftirico y/o é&cido fosférico. En
otra modalidad, cantidades iguales de 4&cidos acuosos se
mezclan con la composicidén de 1lipidos. En wuna modalidad
preferida, cuando se mezcla con el aceite, los &acidos acuosos
estadn en wuna cantidad suficiente para proporcionar un pH
dcido. Precipitados que se forman después de la mezcla acida
pueden removerse de la composiciédn de lipidos, por ejemplo
usando centrifugacién y/o filtracidén (por ejemplo, filtraciédn
de membrana). En algunas modalidades, la composicidén de
extracto de lipidos/&cidos grasos sin la como se someten a
secado (por ejemplo, para reducir el contenido de humedad de
la composicidén). La invencidén no estd limitada por la

condicién de secado (por ejemplo, tiemo, temperatura y/o uan



10

15

20

25

83

condicidén de vacio). Como se describe en la presente, en
algunas modalidades, el contenido de humedad de la
composicién de lipidos/acidos grasos secos es menor dque
aproximadamente 10% peso/peso (por ejemplo menor a
aproximadamente 9, 8, 7, o6, 5, 4, 3, 2, 1, 0.9, 0.8, 0.7,

0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05 &6 0.01% peso/peso) .

Composicidédn de lipidos

En algunas
modalidades, la invencidn proporciona una composicidn de
lipidos preparada a partir de una Dbiomasa algal de 1la
invencidén. En algunas modalidades, la composicidédn de lipidos
es preparada de acuerdo con un método de la invencidédn. Por
ejemplo, en algunas modalidades, una composicidén de lipidos
es una biomasa algal o una porcién/fraccién del mismo de
algas del género Thraustochyrium. En algunas modalidades, la
biomasa algal comprende un alga seleccionada de Dinophyceae,
Cryptophyceae, Trebouxiophyceae, Pinguiophyceae, y/o
combinaciones de los mismos. En otras modalidades, la biomasa
algal comprende un alga seleccionada de Thraustochytrium
striatum. Thraustochytrium roseum, Thraustochytrium aureum,
Crypthecodinium cohnil, Parietochloris spp. Rhodomonas spp.,
Cryptomonas  spp., Prietochloris  spp., Hemisebnis  spp.,
Porphyridium spp., Glossomastsis spp, y/o combinaciones de

los mismos. En una modalidad adiconal, la biomasa algal
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comprende un alga seleccionada de Parietochloris 1incise,
Rhodomonas salina, Hemiselmis brunescens, Porphyridium
cruentum y Glossomastix chrysoplasta, y combinaciones de los
mismos. En una modalidad ©preferida, la Dbiomasa algal

comprende Schizochytrium limacinum.

Productos alimenticios vy aditivos de alimento para

animal.

En algunas modalidades, una biomasa algal de célula
completa, fraccidén y/o extracto del mismo s usa para consumo
(por ejemplo, por un mamifero (por ejemplo, para consumo
humano o animal)) o como un aditivo para alimento (por
ejemplo, para aumentar el contenido de lipidos y/o
componentes nutricionales de un alimento). Por ejemplo, en
algunas modalidades, cuando se usa como alimento para
animales (por ejemplo, alimento para ganado, alimentos
lacteos, alimento para acuacultura, alimento para aves de
corral, etc), los lipidos/adcidos grasos producidos por una
biomasa algal de la invencidén se incorpora dentro de un
producto alimenticio (por ejemplo, alimento para animal). En
algunas modalidades, una biomasa algal de célula completa,
fraccidén y/o extracto de la misma, se usa para propdsitos
farmacéuticos o nutricionales y/o aplicaciones industriales.

La biomasa algal de célula completa, fraccidn y/o

extracto de la misma puede proporcionars en cualquiera de una
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variedad de formas/composiciones apropiadas para una
aplicacién particular o wuso. En algunas modalidades, la
biomasa algal de célula completa, fraccidén, y/o extracto de
la misma es provista. En otra modalidad, la biomasa algal de
célula completa, fraccién vy/o extracto de la misma se
proporciona en forma de polvo o como un aceite libre en una
forma liquida (por ejemplo, composicién de 1lipidos o wuna
fraccidén de concentracidén de la misma). Una biomasa algal de
célula completa, fraccidén, y/o extracto de la misma puede
usarse para consumo humano y/o animal. Por ejemplo, en
algunas modalidades, una biomasa algal de célula completa,
fraccidén y/o extracto de la misma se proporciona como O
incorporada dentro de un alimento, un suplemento alimenticio,
una comida, una formulacidén farmacéutica, un producto lacteo,
y/o una férmula para infantes.

Por ejemplo, en una modalidad, una biomasa algal de
célula completa, fraccidén y/o extracto de la misma es secada
(por ejemplo, secada por aspersidn, secada en tunel, secada
por vacio) y usada como suplemento alimenticio o alimentario
para cualquier animal u organismo de la acuacultura (por
ejemplo, pescado, camardn, cangrejo, langosta, etc.) cuya
carne y/o productos se consumen por humanos o animales (por
ejemplo, mascotas, ganado). En otra modalidad, una biomasa
algal de célula completa, fraccidén y/o extracto de la misma

se mezcla con un agente seco reductor de humedad (por
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ejemplo, grano molido tal como molido de maiz).

La composiciones descritas en la presente pueden
usarse como un producto alimenticio completo, como un
componente de un producto alimenticio, como un suplemento
alimenticio o como parte de un suplemento dietético, como un
aditivo alimenticio 'y puede ser tanto 1liquido, como
semisdélido o sdélido. Las composiciones de la invencidn
adicionalmente pueden estar en la forma de una composicidn
farmacéutica. Las composiciones, suplemento dietéticos,
productos alimenticios, ©productos de comida para bebé,
aditivos alimenticios y/o composiciones farmacéuticas de la
invencidén puede wutilizarse en métodos para promocionar la
saluda de un individuo. Las composiciones pueden estar en
forma liquida, semisdélida o sdlida. Por ejemplo, las
composiciones puede administrarse como tabletas, paquetes de
gel, céapsulas, céapsulas de gelatina, bebidas saborizadas,
como un polvo que puede reconstituirse en dicha bebida,
aceite para cocinar, aceite para ensalada o aderezo, salsa,
jarabe, mayonesa, margarina o similares. Aun mads, el producto
alimenticio, suplementos dietéticos y similares de la
presente invencidén pueden incluir, pero no estan limitados a,
productos léacteos, comida para bebé, fédrmula para bebé,
bebidas, barras, polvos, coberturas para alimento, bebidas,
cereales, helados, dulces, mezclas de botanas, un producto

alimenticio cocinado vy productos alimenticios fritos. Las
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bebidas de la invencidén incluyen pero no estédn limitadas a
bebidas energéticas, bebidas nutracéuticas, batidos, bebidas
deportivas, Jjugo de naranja y otras bebidas de fruta. Una
barra de la presente invencidn incluye, pero no estd limitada
a, una barra para reemplazar una comida, una barra
nutricional, una barra de botana y una barra energética, una
barra extruida y similares. Los productos lacteos de 1la
invencién incluyen, peor no estédn limitados a, yogurt,
bebidas de yogurt, quesos y leche. Las composiciones
pretendidas para administracidén oral pueden prepararse de
acuerdo con cualquier método conocido para la manufactura de
suplementos dietéticos o preparaciones farmacéuticas, y tales
composiciones pueden incluir al menos un aditivo seleccionado
del grupo que consiste de sustancias mejoradoras del sabor,
tales como agentes endulzantes o agentes saborizantes,
estabilizadores, emulsionadores, agentes colorantes y agentes
conservadores con el fin de proporcionar una preparacidn
dietéticamente o farmacéuticamente palatable. Las vitaminas,
minerales y elementos traza de una fuente fisioldgicamente
aceptable también puede incluirse en la composicidén de 1la
invencién.

En algunas modalidades, una composicién
farmacéutica de la invencidén comprende las composiciones de
la invencidén en una cantidad terapéuticamente efectiva. Las

composiciones de la invencidén pueden formularse para su
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administracidén de acuerdo con técnicas de farmacia conocidas.
Ver, por ejemplo, Remington, The Science And Practice of
Pharmacy (9th Ed. 1995). En la manufactura de una composicidn
farmacéutica de acuerdo a la invencidn, las composiciones de
lipidos (incluyen las sales fisioldgicamente aceptables de la
misma) se mezclan tipicamente con, entre otras cosas, un
portador aceptable. El portador puede ser compatible con
cualquiera otros ingredientes en la formulacidédn y no debe de

ser dafiino para los sujetos.

Biocombustible

Muchas de las tecnologias existentes para hacer
biocombustibles a partir de algas, son caros, ineficientes vy
no sostenibles cuando se operan a una escala gque se requiere
para desplazar cualquier fraccidn significativa de
petrodiesel en el mercado. El suministro y gasto de energia
para cosechar y procesar algas son muchas veces subestimadas.
Para producir Dbiodiesel de algas, convencionalmente, 1las
algas se cosechan tipicamente de un cultivo a una
concentracidén de aproximadamente 0.2 g/Lt en agua. Las algas
cosechadas son entonces deshidratadas, 1lo cual aumenta la
concentracién algal para formar una pasta de algas de
aproximadamente 15% de sdélidos. La pasta es entonces secada
completamente por evaporacidén de agua. El aceite es entonces

extraido del alga seca con un solvente organico, tal como
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hexano, el cual se remueve por destilacidn del aceite algal.
Este método convencional para generar biodiesel a partir de
algas es prohibidamente caro.

Por ejemplo, cuando el alga crece en un cuerpo de
agua natural, la biomasa algal es relativamente diluida
considerando el volumen de agua. Producir un galdn de aceite
requiere procesar aproximadamente 20,000 a 40,000 de galones
de agua. El costo de energia de transportacidn y
procesamiento de un volumen tan grande agua, es alto. Como un
ejemplo, 2,500 galones de aceite/acre/afio pueden producirse
si el alga con 25% de su masa como lipidos puede producirse a
25 g/m.sum.2/dia. Para este ejemplo, 50 millones de galones
de agua deben de procesarse para producir 2,500 galones de
aceite. El1 acercamiento estédndar de Dbombear agua a un
edificio centralizado para deshidratar es simplemente muy
intenso energéticamente y prohibitivo en costo. Como un
ejemplo, un edificio relativamente pequefio de aceite algal
que produce 20 millones de galones/afio gastard mas energila
bombeando agua del lago al edificio central que la contenida
en el producto de aceite, resultando en un balance de energia
neto negativo.

De acuerdo a esto, en algunas modalidades, 1la
invencidén proporciona un método para preparar una biomasa
algal y/o extracto de lipidos/adcidos grasos (por ejemplo, una

composicién de lipidos/acidos grasos) a partir de una biomasa
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algal, crecida bajo condiciones para contener niveles
elevados de grasa total, el método comprende obtener lipidos
a partir de una biomasa algal cultivada bajo una condicidén de
cultivo suficiente para proporcionar una biomasa algal con un
contenido total de grasa elevado (por ejemplo, un contenido
total de grasa mayor a 67% de la biomasa), en donde la
biomasa algal se cosecha en una fase de crecimiento acelerado
negativo o en una fase estacionaria del alga. En otra
modalidad, la biomasa algal se cosecha durante la fase de
crecimiento logaritmico del alga. Los métodos para obtener
una composicidén de lipidos a partir de una biomasa algal de
la invencidén se describe en la presente invencidn.

De acuerdo a esto, en algunas modalidades, 1la
invencién proporciona una alimentacidén de biocombustible o un
biocombustible que comprende lipidos, hidrocarburos o ambos,
derivados de un cultivo algal y/o biomasa algal generada de
acuerdo a los métodos de la invencidn. En algunas
modalidades, las composiciones de lipidos o algales
comprendiendo las mismas se subdividen de acuerdo a
polaridad: lipidos neutrales y lipidos polares. La mayoria de
los lipidos neutrales son triglicéridos vy 4&cidos grasos
libres saturados e insaturados. La mayoria de los lipidos
polares son lipidos acilicos, tales como glicolipidos vy
fosfolipidos. En algunas modalidades, una composicidén que

comprende lipidos e hidrocarburos de la invencidén se
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describen y distinguen por los tipos y cantidades relativas
de acidos grasos y/o hidrocarburos presentes en la
composicién. En algunas modalidades, los hidrocarburos
presentes en las composiciones de alas de la invencidn son
mayormente alcanos y alquenos de cadena recta, y pueden
incluir parafinas y similares teniendo hasta 36 A&atomos de
carbono.

En algunas modalidades, la invencidédn proporciona un
método para hacer un combustible liquido que comprende
procesar los lipidos derivados de un cultivo algal y/o una
biomasa algal & wuna fraccién de lipidos de los mismos
descritos en la presente invencién. Los productos de la
invencidédn hechos por el procesamiento algal derivado de
alimentacidén de biocombustibles puede incorporarse o usarse
en una variedad de combustibles liquidos, incluyendo pero no
estando limitados a, diese, biodiesel, qgqueroseno, combustible
de avidén, gasolina, Jp-1, Jp-4, JP-5, JP-6, JP-7, JP-8,
propulsor de jet térmicamente estable (JPTS), liquidos
Fischer-Tropsch, combustibles basados en alcohol incluyendo
combustibles de transporte que contienen etanol, otros
combustibles liquidos basados en biomasa incluyendo
combustibles de transporte basados en biomasa celuldsica.

En algunas modalidades, los triacilglicéridos en
aceites algales se convierten en metil ésteres de Aacidos

grasos (FAME o biodiesel), por ejemplo, usando un proceso de
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transesterificacién basado en catalizador (para un resumen
ver, por ejemplo, K. Shaine Tyson, Joseph Bozell, Robert
Wallace, Eugene Petersen y Luc Moens, "Biomass 0Oil Analysis:
Research Needs and REcommendations, NREL/TP-510-34796, June
2004, incorporada por referencia en su totalidad en la
presente). En algunas modalidades, 1los triacilglicéridos
reaccionan con metanol en presencia de NaOH a 60°C por 2
horas para generar un metil éster de acido graso (biodiesel)
y glicerol. En una modalidad adicional, los coproductos de
biodiesel y glicerol son inmiscibles y tipicamente separados
corriente abajo a través de decantacidn o centrifugacidn,
seguido de lavado y purificacidén. Los &cidos grasos libres
(FFAs) son un producto de la hidrdélisis natural de
triglicéridos y se forman reaccionando triacilglicéridos vy
agua. En algunas modalidades, los métodos de la invencidn
comprenden ademds una etapa ©para secar rapidamente vy
sustancialmente el aceite algal por medio de técnicas
conocidas en el arte para limitar la produccidén de 4acidos
grasos libres, preferentemente a menos de 1%. En otra
modalidad de la invencidén, los métodos pueden comprender
ademads una etapa para convertir o remover los acidos grasos
libres mediante técnicas conocidas en el arte.

En algunas modalidades, los triacilglicéridos en
aceites algales se convierten en metil ésteres de acidos

grasos (FAME o biodiesel) por medio de transesterificacidn
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con catalizador &cido, transesterificacidén con catalizador de
enzima, o transesterificacidén con metanol supercritico. La
transestrificacidédn con metanol supercritico no requiere un
catalizador (ver, por ejemplo, Kusdiana, D. vy Saka, S.
"Effects of water on biodiesel fuel production by
supercritical metanol treatment", Bioresource Technology 91
(2004), 289-295; Kusdiana, D. vy Saka, S., "Kinetics of
transesterification in rapeseed o0il to biodiesel fuel as
treated in supercritical methanol", Fuel 80 (2001), 693-698;
Saka, S., y Kusdiana, D. "Biodiesel fuel from rapeseed oil as
prepared in supercritical methanol", Fuel 80 (2001), 225-
231). La reaccidédn en metanol supercritico reduce el tiempo de
reacciédn de 2 hrs a 5 minutos. Adicionalmente, la ausencia
del catalizador base NaOH simplifica grandemente la
purificacidén corriente abajo, reduce los costos de materia
prima, y elimina el problema con Jjabones de &cidos grasos
libres. En lugar de ser un problema, los a&cidos grasos libres
se vuelen alimentaciones wvaliosas que se convierten en
biodiesel en el metanol supercritico como sigue.

En algunas modalidades, los triacilglicéridos se
reducen con hidrdégeno para producir parafinas, propano,
diéxido de carbono y agua, un producto generalmente conocido
como diesel verde. Las parafinas pueden ya sea isomerizarse
para producir diesel o mezclarse directamente con el diesel.

En algunas modalidades, existen wventajas de hidrogenacidn
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sobre la transesterificacidn basada en catalizador
convencional. Por ejemplo, el ©proceso de hidrogenacidn
(también referido como hidrocraqueo) es termoquimico y por lo
tanto mucho mas robusto para alimentar impurezas comparado
con procesos bioquimicos (por ejemplo, hidrocraqueo es
relativamente insensible a acidos grasos libres y agua). Los
acidos grasos libres son facilmente convertidos en parafinas,
y el agua simplemente reduje la eficiencia térmica total del
proceso pero no altera significativamente la quimica. En otro
ejemplo no limitativo, el ©producto de parafina es un
hidrocarburo puro, vy por lo tanto no distinguible de
hidrocarburos basados en petrdleo. A diferencia del biodiesel
el cual tiene un contenido de energia bajo del 15% y que
puede congelarse en climas frios, el diesel verde tiene un
contenido de energia similar y caracteristicas de flujo (por
ejemplo, viscosidad) a diesel basado en petrdleo. En varias
modalidades, los métodos de la invencidén contienen las etapas
de hidrocraqueo e isomerizacidn, las cuales son bien
conocidas en la técnica para producir combustibles liquidos,
tales como fluido para jets, diesel, queroseno, gasolina, JP-

1, Jp-4, Jp-5, Jp-6, JP-7, JP-8 y JPTS.

EJEMPLO
Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin

de demostrar e ilustrar ademés, ciertas modalidades
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preferidas vy aspectos de la presente invencidn y no se

consideran limitativos del alcance de los mismo.

Ejemplo 1 - Crecimiento de biomasa algal con grasa alta

Los experimentos se realizaron durante el
desarrollo de las modalidades de la invencién con el fin de
caracterizar y establecer métodos para la produccidén de alga
heterotrdéfica, y en particular, métodos para cultivar algas
con el fin de generar una biomasa algal que contiene niveles
altos de grasas/lipidos. Una serie de estudios de produccidn
de alga heterotrdfica se realizd y corrid en un lote.

Un cultivo de Schizochytrium limacinum se obtuvo y
almacené en crioviales de 1.5 mL a -80°C. Para cada
experimento, el proceso comenzd descongelando crioviales vy
agregar asépticamente a un matraz agitado de 1.0 Lt de medio.
El medio en el matraz de 1 Lt comprendidé 50 g/Lt de azucar,
10 g/Lt de extracto de levadura, y 4 g/Lt de sal de mar. Se
usaron tres litros del cultivo viejo de 3 a 6 dias del matraz
agitado para inocular un recipiente de 250 Lt que contiene
media, crecidé por 24 a 48 hora, y luego se transfiridé a un
recipiente principal (17,000 a 28,000 Lt) y se corrid como un
proceso de lote por 36 a 72 horas. La temperatura de las
corridas de lote se mantuvieron entre 25 y 30°C. El1l rango de
temperatura fue grande debido a la falta de control preciso

del sistema. El medio usado en la semilla (250 Lt) y en las
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corridas del lote (17,000 a 28,000 Lt) fue como sigue:

Materia prima Loteado
AzlUcar 50 g/Lt
Extracto de 7.5 g/Lt
levadura

MgS04 0.1538 g/Lt
Urea 2 g/Lt
CaClz2 0.1538 g/Lt
MgC12 0.1538 g/Lt
Antiespuma 0.3 ml

Tabla 1A. Medio usado en un lote tradicional y cultivos de
semilla

El contenido total de grasa de la biomasa algal de
los lotes de cultivo se determind por medio de cromatografia
de gases (ver el método gravimétrico AOAC 922.06), hidrdlisis
acida (ver Grasa Total por el Método de Tecnologia Ankom de
Hidrélisis Acida 1, 02-10-09), la Extraccién de Solvente de
Alta Temperatura (Ver el Método de Tecnologia Ankom 2, 01-30-
09 y el Método AOCS 5-04). En breve, un procedimiento de
andlisis tipico para fermentar caldo fue como sigue: las
muestras de caldo se concentraron por centrifugacidn. Después
de decantar, la muestra se liofilizdé por 24 horas con una

humedad resultante menor a uno por ciento. Las muestras se
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pesaron antes de la hidrdélisis acida, se lavaron y se secaron
en un horno. Esto fue seguido de un proceso de extraccidn
bajo condiciones térmicas de gradiente con éter de petrdleo.
El proceso de hidrédlisis y extraccidédn realizaron utilizando
instrumentos autdématas. Después de secado adicional, 1los
resultados se determinaron en baso a pérdida de masa.

Como se muestra en la Tabla 1B abajo, los niveles
totales de grasa/lipidos (peso/peso) alcanzado en las
producciones de lote a un rango de temperatura de 25 a 30 °C

fue de 8 a 38%

#Corrida de Grasa
Log Total (%)
A-1-10 33.75
A-2-10 38.59
A-3-10 27.30
A-4-10 38.51
A-5-10 7.82
A-7-10 33.33
A-8-10 34.85
A-9-10 27.21

Tabla 1B. Contenido total de grasa de biomasa algal crecida

en corrida de lote entre 25 a 30 °C.
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Se realizaron esfuerzos para aumentar las
cantidades de 1los niveles de grasa/lipidos ya que estas
cantidades se consideraron demasiado bajas para ser de valor
y sSe corrieron experimentos adicionales en un esfuerzo por
aumentar el nivel de 1lipidos producidos en el cultivo de
algas.

Durante el desarrollo de las modalidades de 1la
invencién, los experimentos se realizaron con el fin de
determinar si cambios en los constituyentes y/o cantidades de
proporcidén de los mismos en el medio, podian proporcionar
diferentes caracteristicas de crecimiento algal.
Adicionalmente, los experimentos se realizaron para
determinar si el escalamiento de un sistema de cultivo algal
podria alterar las caracteristicas de crecimiento algal. En
particular, las cantidades y proporciones de MgSO4, Urea,
CaCl,, MgCl,, vy KH;PO; se modificaron en un intento de
incrementar el nivel de lipidos producidos en el cultivo de
algas.

Los resultados de fermentaciones producidas en un

volumen de lote de 10 Lt se muestran abajo:

corridas de

pruebas de
lab 10Lt
Ingredientes | NB4-030311 | NB6-030311 | NB4- NB6- NB3- NB4-

/# log 032311 032311 032811 | 032811
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(g/Lt)

Azlcar 50 50 50 50 50 50
Extracto de 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
Levadura

MgSO4 0.1538 0.1538 1538 0.1538 0.5 1
NaCl 0 0 0 0 0 0
Urea 2 2 2 2 1 1
Znso4 0.1538 0.1538 .1538 0.1538 0.1538 | 0.1538
CaCl2 0.1538 0.1538 .1538 0.1538 1 2
MgC1l2 0.1538 0.1538 .1538 0.1538 0.5 1
KH2P0O4 1.5 1.5 0.5 1
Trazas 10 10 10 10 20 20
(liquido) -

ml

Cloruro

férrico

Sulfato de

Zn

Sulfato de

Mn

Acido boérico

Sulfato de

cobre

Alimentacién

Urea:KH,PO,

urea 200 g/Lt

urea 200 g/Lt

:1.
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Temperatura 30 30 30 30 30 30
de punto de
ajuste
% grasa 8.13 6.89 88.98 84.28 56.1 64.3
Notas fuerte fuerte
olor a NH3 | olor a NH3
problemas problemas
de pH de pH
espuma espuma
fuera fuera
Tabla 2. 10 Lt resultados y condiciones de fermentacidén
Ingredient NB6- NB3- NB4- NB6- NB3- NB4041 NB60419
es/# log 032811 040711 04711 040711 041911 911 11
(g/Lt)
Azucar 50 50 50 50 50 50 50
Extracto 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
de
Levadura
MgS0O4 2 2 2 2 2 2 2
NaCl 0 0 0 0 0 0 0
urea 1 1 1 1 1 1 1
Znso4 0.1538 0.1538 0.1538 0.1538 0 0 0
CaCl2 4 4 4 4 4 4 4
MgC12 2 2 2 2 2 2 2
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KH2P0O4

Trazas
(liquido) -

ml

20

20

20

20

20

20

20

Cloruro

férrico

Sulfato de

Zn

Sulfato de

Mn

Acido bérico

Sulfato de

cobre

Almentacién

Urea:KH2P0O4

temperatura
de punto de

ajuste

30

30

30

30

30

30

30

o)

% de grasa

73

L7

71.16

73.49

73.88

68.69

76.56

72.56

Tabla 3.

adicionales

10

Lt

resultados

y

condiciones

fermentacidn
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Ingredientes/# Log NB30614 NB40514 NB60614 NB30621 NB40621 NB60321 NB30628 NB40628 NB6032811
11 11 11 11 11 11 11 11

(g/Lt)

Azlcar 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Extracto de 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5

levadura

MgS04 0.1538 2 2 2 2 2 0.1538 2 2

NaCl 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Urea 2 1 1 1 1 1 1 1 1

ZnsSo04 0.1538 0.1538 0 0 0 0 0 0 0

CaCl2 0.1538 4 4 4 4 4 4 0.1538 4

MgCl2 0.1538 2 2 2 2 2 2 2 0.1538

KH2PO4 2 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

Trazas (liquido) - 10 10 0 0 0 0 0 0 0

ml

Cloruro férrico

Sulfato de Zn

Sulfato de Mn

Acido bérico

Sulfato de cobre

Almentacidn

Urea: KH2PO4 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5 2:0.5

Temperatura de 30 30

punto de ajuste

% de grasa 46.52 65.04 67.61 61.28 62.95 68.53 49.25 54.41 64.97

Confirmacién fomular

Efectos NaCl

Efectos de proporcién de sal
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Tabla 4. 10 Lt resultados vy condiciones de fermentacidn

adicionales

Estos experimentos, ser realizaron durante el
desarrollo de las modalidades de 1la presente 1invenciédn,
indicando que ciertas cantidades/proporciones de sustratos
presentes dentro del medio, tuvieron un impacto directo en
las caracteristicas de <crecimiento algal (por ejemplo,
biomasa total alcanzada asi como cantidad de grasa y/u otros
contenidos de componentes dentro de la biomasa por si misma).
Los parametros que proporcionaron una biomasa con contenido
alto de grasa en las corridas de 10L se utilizaron para
determinar si serian exitosos para la produccidén a gran

escala de una biomasa con alto contenido de grasa.

Ejemplo 2 - Produccidén a gran escala de biomasa algal

con alto contenido de grasa
Los 1intentos iniciales para generar una biomasa
algal Theterotrbépica descritos en el Ejemplo 1 arriba,
utilizaron procedimientos basados en los procesos de
fermentacién de 1la levadura. Los procesos Se corrieron en
lote debido a las limitaciones en el edificio de produccidn
(Nicholasville, KY) % temperaturas que sbélo podian
controlarse entre 25 y 30 °C. El rango de temperatura fue

grande debido a la falta de control preciso del sistema. Como
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se indica en la Tabla 1, arriba, los niveles de grasa
alcanzados en la planta de Nicholasville, KY estan en el
rango de 8-38%. Sin embargo, como se indicdé arriba, se
realizaron experimentos adicionales durante el desarrollo de
las modalidades de la presente invencidn gue proporcionaron
la identificacién de ciertas proporciones/cantidades de
sustratos que pueden utilizarse durante la produccidén de
biomasa algal heterotrdpica para alterar el crecimiento algal
y la generacidén y propiedades de la biomasa. Modificaciones
de los niveles y proporciones del medio (por ejemplo, MgSQOg,
Urea, CaCl,, MgCl, vy KH;PO4) durante 1la fermentacidédn se
identificd y caracterizd para alterar el crecimiento algal, y
para generar una biomasa con propiedades significativamente
diferentes (incluyendo medio conteniendo las
proporciones/cantidades identificadas de los sustratos
efectivas en la generacidén de una biomasa algal con alto
contenido de grasa (por ejemplo, mayora a 67% de contenido de
grasa)) y fue adicionalmente probado y se corrido a gran
escala y también como un lote alimentado (por lo tanto
permitiendo la modificacidén y control de cantidades de
nitrbégeno, fésforo, potasio, y carbono durante la corrida).
Un cultivo de Schizochytrium limacinum se obtuvo vy
almacendé en crioviales de 1.5 ml a -80°C. Para cada cultivo,
se decongeldé un criovial y se agregd asépticamente a un

matraz agitado de 1.0 Lt de medio. El medio en los matraces
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de 1 Lt comprendidé los componentes gque se muestran en la

Tabla 5:
Ingrediente Loteado Fabricante
Azlcar 50 g/Lt Cargill - Hammond, In, EUA
Extracto de 10 g/Lt Sensient - Indianapolis, In,
levadura EUA
Sal de mar 4 g/Lt Sigma-Aldrich - St. Louis,
Mo, EUA

Tabla 5. Medio usado para 1.0 Lt de cultivo.

la temperatura de los matraces agitados conteniendo
Schizochytrium limacinum en el medio se mantuvieron a 30°C vy
se agitaron a 250 rpm hasta dicho tiempo en el gque el alga ha
entrado a la fase de crecimiento logaritmica/exponencial pero
antes del agotamiento de la glucosa en el medio (usualmente
72-144 horas).

Los contenidos de los matraces de cultivo de 1 Lt
fueron entonces asépticamente transferidos en Dbotellas de
aspiracién de 2.0 Lt con conectores estériles que se usaron
para conectarse a grandes recipientes (recipientes de 40 Lt a
27 Lt o 18 Lt). De esta manera, los cultivos en los matraces
de cultivo de 1 Lt se usaron como 1indéculo y se agregd
asépticamente al recipiente de semilla (ya sea a 40 Lt o 27
Lt o 18 Lt) conteniendo el medio descrito en la Tabla 6 abajo

indicada:
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Ingrediente Loteado Fabricante

Azlcar 50 Cargill - Hammond, In, EUA

Extracto de 7.5 Sensient - Indianapolis, In,

levadura EUA

MgsSoO4 0.1538 Norkem Limited - Kutahya,
Turquia

CaClz2 0.1538 Occidental Chemical Company
- Dallas, Tx

MgCl2 0.1538 North American Salt Company
- Overland park, KS

Tabla 6. Medio usado para primeros cultivos de semilla de 18

Lt 6 27 Lt.

La primera etapa de semilla (40/18/27 Lt) se corrid
a 30°C, bajo condiciones de flujo de aire y agitacidédn para
mantener oxigeno disuelto a o por arriba de 10%, y hasta al
menos 20 g/Lt de glucosa fue consumida. Cuando crecen bajo
condiciones estériles, no se requiere ningun control de pH.
En lugar de esto, el pH se mantuvo dentro de un rango sano a
través del proceso de fermentacidén. La primera etapa de
semilla (40/18/27 Lt) se considerd completa cuando el
crecimiento algal fue dentro de 1la etapa de crecimiento
log/exponencial, las glucosa no se agotd del medio, pero al
menos 20 g/Lt de la glucosa se ha consumido (en general, esto
ocurridé entre aproximadamente 24-48 horas). Un recipiente

grande (4000/2000 Lt) se alistaron para el cultivo de primera
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etapa de semilla (por ejemplo, se llend con medio y se llevd
hasta 30°C bajo condiciones estériles).

Cuando se completd el primer cultivo de semilla,
los contenidos de la primera etapa de semilla (40/18/27 Lt)
el recipiente de cultivo se transfirid a un recipiente con al

menos 2,000 Lt de medio descrito en 1la Tabla 7, abajo

mostrada:

Ingrediente Loteado Fabricante

Azucar 50 Cargill - Hammond, In, EUA

Extracto de 7.5 Sensient - Indianapolis, In,

levadura EUA

MgS04 0.1538 Norkem Limited - Kutahya,
Turquia

CaClz2 0.1538 Occidental Chemical Company
- Dallas, Tx

MgC12 0.1538 North American Salt Company
- Overland park, KS

Tabla 7. Medio usado para segundos cultivos de semilla para

4,000/2,000 Lt

Esta segunda etapa de cultivo de semilla (4000/2000
Lt) se corridé a 30°C, bajo condiciones de flujo de aire y
agitacién para mantener el oxigeno disuelto a o por arriba de
10%, y hasta que al menos 20 g/Lt de glucosa se ha consumido.
Cuando crece bajo condiciones estériles, no se requiere
ningin control de pH. En lugar de esto, el pH se mantuvo
dentro de un rango sano a través del proceso de fermentacidn.

La semilla de segunda etapa (4000/2000 ©Lt) se considerd
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completa cuando el crecimiento algal estuvo dentro de la
etapa de crecimiento log/exponencial, la glucosa no se agotd
del medio, pero al menos 20 g/Lt de la glucosa se consumid
(en general, esto ocurrid entre aproximadamente 24-48 horas).

Cuando se completd el segundo cultivo de semilla
(4000/2000 Lt), los contenidos del segundo cultivo de semilla
se transfirieron asépticamente a un tercer recipiente de
cultivo con un volumen en el rango entre 70,000 Lt a 220,000
Lt de medio estéril a 30°C como se describe en la Tabla 8,

abajo mostrada:

Lote

Materia prima Loteado Fabricante

AzGcar 50 g/Lt Cargill - Hammond, In, EUA

Extracto de 7.5 g/Lt Sensient - Indianapolis, In,

levadura EUA

MgS04 4 g/Lt Norkem Limited - Kutahvya,
Turquia

Urea 1 g/Lt PCS Sales - Northbrook, Il

CaClz2 2 g/Lt Occidental Chemical Company
- Dallas, Tx

MgCl2 2 g/Lt North American Salt Company
- Overland park, KS

KH2PO0O4 0.25 g/Lt Lidochem - Hazlet, NJ

Cuando 30 g/Lt de glucosa se han consumido por el
alga presente en el tercer recipiente de cultivo (recipiente
de 70,000 - 220,000 Lt), la glucosa y las alimentaciones de
lote alimentado se comenzaron. La glucosa se mantuvo a 10
g/Lt durante el cultivo a gran escala de alga en el tercer

recipiente de cultivo (recipiente de 70,000 - 220,000 Lt).
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Como se describe en la Tabla 9 abajo mencionada, 1la

alimentacidén utilizada para el proceso de lote alimentado

comprendid:
Alimentacién
Ingrediente g/Lt Fabricante
Urea 2 g/Lt PCS Sales - Northbrook, Il
KH2PO4 0.5 g/Lt Lidochem - Hazlet, NJ
Tabla 9. Alimentacién wusada para el ©proceso de lote
alimentado.

La alimentacidén de lote alimentado se agregd por
arriba de un periodo de 34 horas. Aungue no se necesita un
entendimiento del mecanismo para practicar la presente
invencién, y ya que la presente invencidédn no estd limitada a
algin mecanismo de accién en particular, en algunas
modalidades, este periodo de tiempo se identificd en baso a
la observacidén que tomd aproximadamente 20 horas para que la
alimentacién comenzara (para 30 g/Lt de glucosa a ser
consumida por el alga presente en el tercer recipiente de
cultivo). La alimentacidédn se detuvo entonces (por ejemplo,
alrededor de la hora log 54) con el fin de permitir que todos
los nutrientes se removieran (consumidos) del medio. La
cosecha de 1la Dbiomasa algal se 1llevdé a cabo hasta la
terminacién de crecimiento exponencial, ocurrida generalmente

entre las horas log 66-76.
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El caldo de cultivo fue centrifugado para dquitar

las aguas residuales bajo condiciones para alcanzar sdélidos

en un 15-30%,

remover el agua a una humedad final de menos de 5%.

con el concentrado de secado por aspersidén para

5 Los resultados de varios cultivos independientes, a
gran escala se muestran en la Figura 1 y las Tablas 10 a 12
abajo mostradas:

Numero % de Grasa Biomasa % de % de % proteina % de
de (muestra de vol. recuperacién | grasa (produ (producto humedad
corridas | cosechada) ajustado de cto secado secado por (producto
10 (g/Lt) centrifuga por aspersidn) secado por
aspersioén) aspersiobn)
F1-2-11 60.7* 86.2 75.7 11.66 1.47
F1-3-11 69.64 86.4 55 70.25 16.47 1.37
F1-4-11 | 74.76 66.5 67 71.56 15.92 2.11
F1-5-11 73.12 70.8 68 65.65 17.14 2.43
15 Fl-6-11 62.77*%* 45.7 89 54.8 13.35 2.14
F2-1-11 72.59 50.9 87 65.89 17.64 2.72
F2-2-11 70.81 59.5 52 66.49 15.29 2.15
Tabla 10. Resultados de 1la produccidén de cultivo a gran

20 escala.

* muestra mala cosechada

** problemas de control de proceso con este lote

e F1-2-11

25

o Tuvo un volumen de lote de 70,000 Lt y un volumen

cosechado de 93,700 Lt.
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e F1-3-11
o Tuvo un volumen de lote de 70,000 Lt y un volumen
cosechado de 84,000 Lt.
e Fl1-4-11
o Tuvo un volumen de lote de 70,000 Lt y un volumen
cosechado de 82,300 Lt.
e Fl-6-11
o Tuvo un volumen de lote de 80,000 Lt y un volumen
cosechado de 83,600 Lt.
e F2-1-11
o Tuvo un volumen de lote de 110,000 Lt y un volumen
cosechado de 113,000 Lt.
o F2-2-11
o Tuvo un volumen de lote de 110,000 Lt y un volumen

cosechado de 125,600 Lt.

La biomasa generada de cada cultivo de gran escala de
lote alimentado se caracterizd, incluyendo un anadlisis de
contenido de grasa total (grasa saturada e insaturada);
humedad, contenido de &cido docosahexaendico (DHA), contenido
de acido palmitico, contenido de proteina cruda y contenido
de ceniza (Ver, por ejemplo, Contenido de grasa y/ Humedad-
AOCS Am 5-04 "Rapid Determination of Oil/Fat Utilizing High
Temperatur Sovlent Extraction", wv. 3/31/10: DHA/Palmitico -

AOCS Método Ce 1b-89 vy AOAC Método de Analisis 991.39;
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Proteina - AOAC 990.03; Ash - AOAC 942.05 ajuste de volumen
de biomasa (g/Lt) Stone, et. al. Dry Weight Measurement of
Microbial Biomass and Measurement Variability Analysis.
Biotecnology Techniques. Vol. 6:207-212.)
Numero de % de Grasa Humedad DHA Palmitico Proteina Cruda Ceniza
corridas/Com | (cosecha (%) max (mg/qg) (mg/qg) (%) max 10%
entarios final) 6% Reporte liberado
SL-F1-1-11 72.70 1.39 191.8 379 14.96 3.5
SL-F1-3-11 69.64 1.37 181.1 366.2 16.47 3.08
SL-F1-4-11 73.71 2.11 185.8 373.8 15.92 3.11
SL-F1-5-11 73.12 2.43 176.8 351.3 17.14 0.0373
SL-F2-1-11 72.59 2.72 252.4 360.9 17.64 0.0363
SL-F2-2-11 70.81 2.15 247.2 365 15.29 0.041
SL-F2-3-11 72.86 2.50 197.36 269.4 11.58 3.29
SL-F2-4-11 69.03 3.07 177.9 133.65 18.23 3.9
SL-F2-5-11 70.10 2.12 203.24 193.99 10.93 0.0342
SL-F2-6-11 73.55 2.61 203.99 206.67 12.01 3.34
SL-F2-8-11 70.86 1.91 190.31 287.79 12.71 3.3
SL-F2-9-11 76.89 1.68 191.69 227.52 9.62 3
SL-F1-8-11 76.31 1.55 191.41 318 10.71 3.8
SL-F2-10-11 72.15 1.75 186.24 256.13 13.37 4.81
SL-F2-11-11 73.64 2.49 184.34 299.77 11.45 4.42
SL-F1-9-11 75.57 1.28 202.15 250.01 10.02 3.48
SL-F2-13-11 70.95 1.66 182.82 326.94 12.39 4.59
SL-F2-14-11 69.13 1.42 196 253.11 14.79 3.65
SL-F1-13-11 67.56 1.73 184.66 212.92 15.1 3.97
SL-F1-14-11 68.57 1.23 170.16 89.35 11.86 4.22
SL-F3-4-11 68.8 1.56 203.25 183.65 15.31 3.84
SL-F1-15-11 70.58 1.14 175.58 147.37 9.8 3.56
SL-F1-16-11 72.72 1.31 175.28 91.4 10.43 4.06
SL-F3-8-11 71.75 1.8 207.95 138.37 14.32 3.65
SL-F5-5-11 68.7 1.23 189.07 119.72 11.68 3.42
SL-F1-25-11 74.801 1.54 9.16 3.68
SL-F3-14-11 76.24 1.90 8.41 3.08
SL-F3-15-11 75.80 1.08 7. 3.26
SL-F1-1-12 70.24 8. 3.51
Tabla 11. Caracterizacidédn de cultivos a gran escala
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Numero de % de Grasa Humedad DHA Palmitico Proteina Cruda Ceniza
corridas/Com | (cosecha (%) max (mg/g) (mg/g) (%) max 10%
entarios final) 6% Reporte liberado
SL-F1-25-11 74.80 1.54 170.63 355.6 9.16 3.68
SL-F3-14-11 76.24 1.90 179.85 346.41 8.41 3.08
SL-F3-15-11 75.80 1.08 182.81 367.01 7.3 3.26
SL-F1-1-12 70.24 1.81 160.84 336.77 8.3 Liberado
SL-F4-1-12 68.53 1.71 189.06 332.29 10.26 3.56
SL-F6-2-12 69.13 1.73 169.44 351.39 7.75 3.11
SL-F5-2-12 75.00 1.84 175.05 371.57 6.89 3.5
SL-F4-2-12 69.10 1.84 198.24 341.94 8.85 3.88
SL-F6-3-12 69.34 1.80 175.42 340.86 10.44 3.62
SL-F5-3-12 67.28 3.61 176.61 360.01 10.19 3.56
SL-F1-2-12 71.09 1.72 154.22 371.31 12.56 3.78
SL-F1-4-12 68.42 1.66 159.54 375.98 12.88 3.81
SL-F4-5-12 70.89 1.88 171.73 397.13 12.38 3.1
SL-F6-6-12 70.38 1.8 155.05 377.11 12.56 3.71
SL-F5-6-12 68.17 1.75 155.73 389.31 10.56 3.8
SL-F3-3-12 73.64 1.94 156.25 393.08 12.13 3.52
SL-F1-7-12 71.97 1.58 164.05 362.4 8.75 3.98
SL-F3-4-12 70.93 2.37 183.88 366.83 10.13 2.23
SL-Fo6-7-12 70.95 2.66 176.68 366.29 10.56 4.31
SL-F1-8-12 72.08 1.94 172.91 407.2 9 3.62
SL-F3-3-12 72.15 1.85 10.56 7.56
SL-F3-7-12 69.63 2.42 10.57 3.67
SL-F3-8-12 71.77 1.78
SL-F3-9-12 69.18 1.74
Tabla 12. Caracterizacidédn de cultivos a gran escala

Adicionalmente, el perfil de &cido graso de la

biomasa fue caracterizado. Como se muestra en la Figura 2, el

perfil de

altamente

dcido graso de cada biomasa algal generada es

similar/consistente, independiente del contenido

total de grasa de la biomasa. Un perfil de compuesto de acido

graso, considerando los perfiles colectivos de todas las

muestras analizadas, se proporcionan en la Figura 3.
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El perfil de glicérido también se determind para

cada bomasa algal. Del total de contenido de glicérido de la

biomasa, aproximadamente 4-8% en donde los diglicéridos,

menores a 1% de glicerol, aproximadamente 3-7% monoglicéridos

y aproximadamente 84-88% triglicéridos.

Ejemplo 3 - Cultivo de Biomasa

Los experimentos realizados durante el desarrollo

de las modalidades de 1la invencidén identificaron

que

el

aumento en los niveles de grasa total en la biomasa causaron

problemas significativos con respecto a la centrifugacidn de

la Dbiomasa algal. La recuperacidédn del contenido de biomasa

post configuracién esta en el rango de unicamente
aproximadamente 45-85% del peso total de la biomasa. Esto se
Numero de % de Grasa Biomasa % % de % de % de % de
corridas/Com | (muestra de | de vol. protein | recuperac grasa (pr | proteina | humedad
entarios cosecha) ajustado | a ién de oducto (product (product
(g/Lt) (produc | centrifug secado o secado o secado
to a por por por
cosecha aspersid | aspersid | aspersiod
do) n) n) n)
Fl1-2-11 60.7 86.2 NA NA 75.7 11.66 1.47
F1-3-11 69.64 86.4 NA 55 70.25 16.47 1.37
Fl1-4-11 74.76 66.5 NA 67 71.56 15.92 2.11
F1-5-11 73.12 70.8 16.14 68 65.65 17.14 2.43
Fl-6-11 62.77%* 45.7 NA 89 54.8 13.35 2.14
F2-1-11 72.59 50.9 16.29 87 65.89 17.64 2.72
F2-2-11 70.81 59.5 12.59 52 66.49 15.29 2.15
Tabla 13. Comparacidén del rendimiento de grasa y proteina de una

muestra de cosecha directa contra producto secado por aspersidn.

*muestra cosechada mala** problemas de control de proceso con este

lote
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e Fl1-2-11
o Tuvo un volumen de lote
cosechado de 93,700 Lt.
e F1-3-11
5 o Tuvo un volumen de lote
cosechado de 84,000 Lt.
e Fl-4-11
o Tuvo un volumen de lote
cosechado de 92,300 Lt.
10 e F1-5-11
o Tuvo un volumen de lote

cosechado de 82,300 Lt.

e Fl-6-11
o Tuvo un volumen de lote
15 cosechado de 83,600 Lt.
e F2-1-11

o Tuvo un volumen de lote de 110,000

cosechado de 113,000 Lt.

e F2-2-11

20 o Tuvo un volumen de lote de 110,000

cosechado de 125,600 Lt.

Los problemas de recuperacidn se

de

de

de

de

de

70,000

70,000

70,000

70,000

80,000

Lt

Lt

un

un

un

un

un

un

un

volumen

volumen

volumen

volumen

volumen

volumen

volumen

identificaron como

atribuibles al aumento en la cantidad de baja densidad en la

25 biomasa de lipidos/aceite. De esta manera,

los experimentos
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se realizaron durante las modalidades de la ©presente
invencidén en un esfuerzo por tratar este problema.

Un acercamiento que demostrd la habilidad para
mejorar la recuperacidén de la biomasa fue el enfriar el
cultivo que comprendia la Dbiomasa algal antes de 1la
configuracién. Aunque no necesita un entendimiento del
mecanismo para practicar la invencidén, y la invencidn no esta
limitada a un mecanismo de accidén particular, en algunas
modalidades, el enfriar el cultivo aumentd la densidad de los
lipidos/aceites y permitié6 un recuperacidén mayor de la
biomasa.

Los experimentos se realizaron con el fin de
determinar los efectos de enfriar la biomasa antes de 1la
configuracién.

Prueba de laboratorio uno: 2 galones de caldo se
recolectaron y almacenaron a 7-8°C por 16 horas més. Se
recolectaron ocho X tubos de centrifuga de 50 ml vy se
colocaron en un bafio de agua para alcanzar las temperaturas
objetivo descritas en la tabla 14 abajo mencionada. Todas las

muestras se centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos.

Temperatura (°C) Observacidén Visual

10 Excelente separacidén sin células flotantes. Sobrenadante
claro

20 Buena separacién sin células flotantes. Mas turbio de 10°C

25 Similar a 20°C; més turbio

30 Buena separacidén sin células flotantes; turbio

35 Buena separacién sin células flotantes; muy turbio

40 Aun separandose; células flotantes; sobrenadante lechoso

45 Separacidén pobre

50 Casi sin separacidén con numerosas células flotantes
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Tabla 14. Temperatura de cultivo y resultados de
centrifugacién de la prueba 1.

Prueba de laboratorio 2: Muestras de caldo fres se
recolectaron y probaron en un rango de temperatura de 10 a
30°C. No se refrigeraron por la noche como en la prueba 1. A
todas las muestras se les permitid sentarse en un bafio de
agua de hielo a una temperatura objetivo. Las muestras se

centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos.

Temperatura (°C) | Observacidén Visual Densidad (g/ml)

10 Excelente separacidén sin 1.01967
células flotantes.
Sobrenadante claro

15 Buena separacidén sin células
flotantes. Sobrenadante muy
turbio.

20 Muestra aun separandose;
floculacién visible

25 Muy similar a 20°C; turbiedad
aumentando

30 Aun Buena separacién; 1.02915

turbiedad aumentando

Tabla 13. Temperatura de cultivo y resultados de

centrifugacién de la prueba 2.

Como se describe en el Ejemplo 2 y la Figura 1,
durante la produccién en gran escala, el enfriar la biomasa
antes de la recuperacidén (centrifugacidén) nos lleva a un
aumento significativo en la recuperacidén total de la biomasa.

Corridas multiples de gran escala han sido completadas con la
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recuperacidn total de aproximadamente 95%.

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en
la descripcidén arriba son incorporadas en la presente
invencién por referencia. Varias modificaciones o variaciones
de las composiciones descritas y métodos de la invencidn
serdn aparentes para aquellos expertos en la materia sin que
se alejen del alcance y espiritu de la invencidn. Aunque la
invencidén ha sido descrita en conexidén con las modalidades
preferidas especificas, debera de entenderse que la invencidn
como se reivindica no deberd de ser limitativa a dichas
modalidades especifica. De hecho, wvarias modificaciones de
los modos descritos para llevar a cabo la invencidédn que son
obvias para aquellos expertos en la materia en los campos
relevantes son con intencidén de estar dentro del alcance de

la presente invencidn.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para fabricar una biomasa algal
caracterizad porque comprende, al menos 67% de grasa total
que incluye cultivar un alga Dbajo condiciones de cultivo
suficientes para proporcionar una biomasa algal que comprende

67% o mas de grasa total.

2. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
1, caracterizado porque la biomasa algal se cultiva en dos o

mas tipos de medio de cultivo en una manera secuencial.

3. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque un medio de cultivo de dos o més
medios de cultivo contiene 50 g/Lt de una fuente de carbono,
aproximadamente 7.5 g/Lt de extracto de levadura,
aproximadamente 0.15 g/Lt de sulfato de magnesio,
aproximadamente 0.15 g/Lt de cloruro de calcio y 0.15 g/Lt de

cloruro de magnesio.

4. E1 proceso de conformidad con la reivindicacién

3, caracterizado porque la fuente de carbono es azlcar.

5. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién

4, caracterizado porque el azlucar es glucosa.
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6. E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
2, caracterizado porque un medio de cultivo de los dos o méas
medios de cultivo contiene 50 g/Lt de una fuente de carbono,
aproximadamente 7.5 g/Lt de extracto de levadura,
aproximadamente 4.0 g/Lt de sulfato de magnesio,
aproximadamente 1 g/Lt de urea, aproximadamente 2 g/Lt de
cloruro de calcio, aproximadamente 2 g/Lt de cloruro de
magnesio y aproximadamente 0.25 g/Lt de fosfato de

monopotasio.

7. E1 proceso de conformidad con la reivindicacién

6, caracterizado porque la fuente de carbono es azucar.

8. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién

7, caracterizado porque el azlucar es glucosa.

9. El1l proceso de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque el medio de cultivo de dos o més
medios de cultivo contiene una fuente de carbono, extracto de

levadura y sal de mar.

10. E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn

9, caracterizado porque la fuente de carbono es azucar.

11. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién
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10, caracterizado porque el azlUcar es glucosa.

12. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
2, caracterizado porque las algas se cultivan en un primer
medio de cultivo que contiene glucosa, extracto de levadura y
sal de mar; se transfiere dentro y se incuba en un segundo
medio de cultivo que contiene glucosa, extracto de levadura,
sulfato de magnesio, cloruro de calcio y cloruro de magnesio;
y se transfiere dentro y se incuba en un tercer medio de
cultivo que contiene glucosa, extracto de levadura, sulfato
de magnesio, urea, cloruro de calcio, cloruro de magnesio y

fosfato de monopotasio.

13. E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
12, caracterizado porque el tercer medio de cultivo se

proporciona con una alimentacidén de lote alimentado.

14. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
13, caracterizado porque la alimentacidén de lote alimentado

comprende urea y fosfato de monopotasio.

15. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
12, caracterizado porque la biomasa algal se cosecha a partir
de un tercer medio de cultivo entre 12 a 24 horas después de

que cesa el proceso de lote alimentado.
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16. E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
15, caracterizado porque la biomasa algal se cultiva a partir
de un tercer medio de cultivo después de que todos 1los

nutrientes han sido removidos/consumidos del medio.

17. E1l proceso de conformidad con la reivindicacidn
15, caracterizado porque la biomasa algal se cultiva via
centrifugacién del tercer medio de cultivo que comprende la

biomasa algal.

18. E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
17, caracterizado porque el tercer medio de cultivo se enfria

antes de cosechar la biomasa algal.

19. E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
18, caracterizado porque el tercer medio de cultivo se enfria

entre aproximadamente 5 y 25°C.

20. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn

1, caracterizado porque el algo es Schizochytrium limacinum.

21. E1l proceso de conformidad con la reivindicacién
12, caracterizado porgque el primer medio de cultivo contiene
aproximadamente 50 g/Lt de glucosa, aproximadamente 10 g/Lt

de extracto de levadura y aproximadamente 4 g/Lt de sal de
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mar.

22. E1l proceso de conformidad con la reivindicacién
12, caracterizado porque el segundo medio de cultivo contiene
aproximadamente 50 g/Lt de glucosa, aproximadamente 7.5 g/Lt
de extracto de levadura, aproximadamente 0.15 g/Lt de sulfato
de magnesio, aproximadamente 0.15 g/Lt de cloruro de calcio y

0.15 g/Lt de cloruro de magnesio.

23. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
12, caracterizado porgque el tercer medio de cultivo contiene
aproximadamente 50 g/Lt de glucosa, aproximadamente 7.5 g/Lt
de extracto de levadura, aproximadamente 4.0 g/Lt de sulfato
de magnesio, aproximadamente 1 g/Lt de urea, aproximadamente
2 g/Lt de cloruro de calcio, aproximadamente 2 g/Lt de
cloruro de magnesio y aproximadamente 0.25 g/Lt de fosfato de

monopotasio.

24. E1 proceso de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque la condiciones de cultivo comprenden
correr el cultivo de algas a 30°C bajo condiciones de flujo

de aire y agitacidén para mantener el oxigeno disuelto a 10%.

25. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién

1, caracterizado porque las algas se cultivan bajo



10

15

20

25

124

condiciones estériles.

26. Una biomasa algal con un contenido de grasa
total de al menos 67% en peso, caracterizado porgque comprende
aproximadamente 170 a 250 mg/g de &acido docosahexaendico

(DHA) y aproximadamente 150 a 400 mg/g de &cido palmitico.

27. Una composicidén de lipidos preparada a partir

de la biomasa algal de conformidad con la reivindicacidén 26.

28. Un producto alimenticio caracterizado porque
comprende la composicidén de lipidos de conformidad con la

reivindicacidén 27.

29. Un producto alimenticio caracterizado porque
comprende la biomasa algal de conformidad con la

reivindicacidén 26.

30. Una biomasa algal caracterizada porgue tiene un

contenido de grasa total de al menos 67% en peso.

31. El1 wuso de wuna biomasa algal que tiene un
contenido de grasa total de al menos 67% en peso, en la

preparacién de un biocombustible.
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32. E1 uso de conformidad con la reivindicacién 31,

en donde el biocombustible es biodiesel.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con
composiciones que comprenden algas con un alto contenido de
lipidos vy métodos para hacer vy wutilizar las mismas. En
particular, la invencidén se relaciona con biomasa de algas
con un alto contenido de lipidos y materiales algales de
lipidos dereivados de las mismas, métodos para hacer las
mismas, asi como biocombustibles (por ejemplo, biodiesel) vy
una composicidén dietética (por ejemplo, comida para animales)
que comprenden e estéan hechas de las mismas. Las
composiciones y métodos de la invencidén encuentran su uso en
una variedad de aplicaciones incluyendo de biocombustibles,
dietéticas (por ejemplo, nutricidén  humana y animal),

terapéuticas asi como aplicaciones en investigacidn.
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F2-2-11
Volumen | Volumen Vol
i . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . . tado | % de

#2011 . L . 2 # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

8 20110609 313486 F2-2-11 Semilla | 120000 | 123,600 53.71 55.32 70.81

(SL-F2-2-11) fue inoculado en 5-31-11 de
se loted a 110,000 litros con medio basado en
1100 litros de medio de lote alimentado se
horas entre horas log 24-62.

esta corrida. La cosecha empezd en 06-03-11 en hora log 73.

fue limpia y secada por aspersién.

53,372 1lbs de

(G1A en hora log 73).
120,000 litros.
agregd por un periodo de 38
glucosa se agregaron durante
Esta corrida

Esta corrida

F2-3-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . tado | % de

#2011 . A . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

10 20110705 314418 F2-3-11 Semilla | 120,000 | 123,300 57.40 59.94 72.86

(SL-F2-3-11) fue inoculado en 6-23-11 de

(G1A en hora log 72).

se loted a 110,000 litros con medio basado en 120,000 litros.
1100 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34

horas entre horas log 24 y 58.
La cosecha empezd en 06-27-11 en hora log 89.

esta

corrida.

fue limpia y secada por aspersioén.

Esta corrida

64,693 1bs de glucosa se agregaron durante
Esta corrida

F2-4-11
Volumen
o Volumen del Biomasa Volumen
#2011 Fec.ha d.e’ # Orden_ t?e Rec:Lp:Lent.e/ Origen del lote Tanque ajustado |% de
publicacién |produccién # de corrida Final g/Lt grasa
(Lt) ina (g/1L)
(Lt)
11 2011079 314682 F2-4-11 Semilla |120,000 (114,700 29.11 27.83 69.03

Fig. 1




(SL-F2-4-11) fue inoculado en 7-01-11 de

2/21

(G1A en hora log 52).

1100 litros

de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas entre

horas log 34 y 68.
La cosecha empezé6 en 07-05-11 en hora log 86.

secada por aspersidn.

64,693 lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
Esta corrida fue limpia vy

F2-3-11
Volumen | Volumen Vol
. . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . L . 2 # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

13 20110718 314973 F2-5-11 Semilla | 120,000 | 131,200 64.15 70.14 70.1

(SL-F2-5-11) fue inoculado en 7-08-11 de

(G1A en hora log 52).

se loted a 110,000 litros con medio basado en 120,000 litros.
1100 1litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 38

horas entre horas log 24 y 62.
Se comenzd a enfriar el recipiente a 48°F en hora log 77.
Esta corrida fue limpia y secada

esta corrida.

cosecha empezd en 07-12-11 en hora log 82.
por aspersiodn.

Esta corrida

74,365 1lbs de glucosa se agregaron durante
La

F2-6-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Blomasa | . ctado | % de

#2011 . N . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

14 20110725 315181 F2-6-11 Semilla | 120,000 | 131,000 57.19 62.43 73.55

(SL-F2-6-11) fue inoculado en 7-15-11 de

(G1 en hora log 84).

se loted a 110,000 litros con medio basado en 120,000 litros.
lote alimentado se agregd por un periodo de 37

1100 litros de medio de
horas entre horas log 25
Se comenzd

esta

corrida.

y 62.

cosecha empezd en 07-18-11 en hora log 77.
por aspersidn.

Fig. 1 (cont.)

Esta corrida

a enfriar el recipiente a 48°F en hora log 67.
Esta corrida fue limpia y secada

65,520 lbs de glucosa se agregaron durante
La
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F2-8-11
Volumen | Volumen Vol
. . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

16 20110804 315665 F2-8-11 Semilla | 120,000 | 126,400 56.51 59.52 70.86

(SL-F2-6-11) fue inoculado en 7-25-11 de

horas log 24 y 54.
comenzd a enfriar el recipiente a 48°F el 07-28-11 en

contaminacién. La cosecha empezd en 07-28-11 en hora log.

secada por aspersiédn.

(Gl en hora log 77).
1100 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 30 horas entre

61,576 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
hora log 61 debido a
Esta corrida fue limpia vy

Se

F2-9-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

18 20110811 315869 F2-9-11 Semilla | 120,000 | 133,200 59.54 66.09 76.89

(SL-F2-9-11) fue inoculado en 8-03-11 de

horas log 24 y 64.

(G1A en hora log 89).
1200 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 40 horas entre

comenzd a enfriar el recipiente a 48°F el 08-06-11 en hora log 69.

empezd en hora log 79.

Esta corrida fue limpia y secada por aspersién.

74,300 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

Se

La cosecha

F2-10-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Bilomasa | . .ctado | % de

#2011 . Ay . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

19 20110816 316416 F2-10-11 D/R 120,000 | 131,500 50.98 55.87 72.15

(SL-F2-10-11) fue inoculado en 8-08-11 de

(G1 en hora log 769).

1200 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 37 horas entre

horas log 24 y 56.

comenzd a enfriar el recipiente a 48°F en el 08-11-11 a hora log 72.

empezbd en 08-21-11 en hora log 79.

Fig. 1 (cont.)

70,906 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

Se

La cosecha

Esta corrida fue limpia y secada por aspersiédn.
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Volumen | Volumen Vol

ipi . olumen
Fecha de # Orden de | Recipiente/ . del del Biomasa | . stado | % de

. - . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa
corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

20110817 316266 F1-8-11 Semilla | 80,000 87,000 70.40 76.56 76.31

(SL-F1-8-11) fue inoculado en 8-11-11 de
800 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas entre
Se

horas log 24 y 58.

(G1A en hora log 77).

comenzd a enfriar el recipiente a 48°F el 08-11-11 en

empezd en 08-14-11 en hora log 89.

50,544 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
hora log 72.

Esta corrida fue limpia y secada por aspersién.

La cosecha

F2-11-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen
Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de
#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa
corrida Final g9 (g/L)
(Lt) (Lt)
21 20110822 316379 F2-11-11 Semilla | 120,000 | 129,400 57.39 61.89 73.64

(SL-F2-11-11) fue inoculado en 8-14-11 de

(G1 en hora log 81).

1205.6 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 35 horas

entre horas log 24 y 59.
Se comenzd a enfriar el recipiente a 48°F el 08-17-11 en

empez6 en 08-18-11 en hora log 82.

hora

log 72.

Esta corrida fue limpia y secada por aspersién.

72,745 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
La cosecha

F2-9-11
o Volumen | Volumen Volumen
Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de
#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa
corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)
22 20110823 316489 F1-9-11 Semilla | 80,000 86,000 76.18 81.89 75.57

Fig. 1 (cont.)
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(SL-F1-9-11) fue inoculado en 8-18-11 de
804 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 37 horas entre
Se

horas log 24 y 61.

21

(G1A en hora log 69).

comenzd a enfriar el recipiente a 48°F el 08-21-11 en

empezd en 08-22-11 en hora log 84.

46,555 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
hora log 72.

Esta corrida fue limpia y secada por aspersidn.

La cosecha

F2-13-11
Volumen | Volumen Vol
i3 . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de

#2011 . ) . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

25 20110908 316981 SL F2-13-11 | Semilla | 120,000 | 124,100 55.64 57.54 70.95

(SL-F2-13-11) fue inoculado en 9-03-11 de

(G1 en hora log 80).

1208.6 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

59,864 1lbs de glucosa se alimentaron durante esta corrida.

recipiente a 48°F el 09-06-11 en hora log 70. La cosecha empezd en hora log 84.

Se comenzd a enfriar el

F2-14-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . Ay . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

28 20110920 317584 F2-14-11 Semilla | 120,000 | 122,100 60.62 61.68 69.13

(SL-F2-14-11) fue inoculado en 9-12-11 de

(G1A en hora log 77).

1207 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 38 horas.

67,698 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 09-16-11 en

hora log 76.

La cosecha empez6 en hora log 84.

Se comenzd a enfriar el

e La desviacidén de temperatura se debidé debido a una falla en el compresor de

agua enfriada

(la temperatura del recipiente alcanzd 91°F).

e Se perdid aire y se cerrd el fermentador debido a una falla en el compresor

de agua enfriada.

F1-13-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Bilomasa | . .ctado | % de

#2011 . Ny . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

29 20110922 317681 F1-13-11 Semilla | 80,000 81,300 60.89 61.88 67.56

Fig. 1 (cont.)




(SL-F1-13-11) fue inoculado en 9-16-11 de

6/21

(Gl en hora log 81).

600 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas 27,732

1bs

de

glucosa

se

contaminacién durante

hasta 93
de control.

°F.

Se cerrd

agregaron
recipiente a 48°F el 09-19-11 en
Problemas con
brevemente el

durante

esta corrida.

hora log 65.

la véalvula de control de flujo del lote alimentado -
diafragma exponiendo al recipiente
El recipiente de hora log 9 se calentd

esta

corrida.

Se

- No

comenzd a
La cosecha empez6 en hora log 74.
Cambid

enfriar

el

se detectd ninguna

la védlvula de agua fria debido al goteo de la valvula

F1-14-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .<tado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g9 (g/L)
(Lt) (Lt)

31 20110928 317961 F1-14-11 Semilla | 80,000 91,000 86.88 98.83 68.57

(SL-F1-14-11) fue inoculado
800 litros de medio de lote

en 9-23-11 de

(Gl en hora log 64).

alimentado se agregd por un periodo de 34 horas. 45,590

lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida. Se comenzdé a enfriar el
recipiente a 48°F el 09-16-11 en hora log 70. La cosecha empezd en hora log 83.
F3-4-11
o Volumen | Volumen Volumen
Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de
#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa
corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)
32 20111003 318192 SL F3-4-11 Semilla | 120,000 | 125,000 62.15 64.74 68.8

(SL-F3-4-11) fue inoculado en 9-27-11 de

(G1A en hora log 90).

1205 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

;52,076 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 09-30-11 en

hora log 70.

Se quedd sin espuma aproximadamente 4,500 lts a log 18.

Se comenzd a enfriar el
La cosecha empezdé en hora log 84.

F2-14-11
Volumen | Volumen Vol
. . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Bilomasa | . .ctado | % de

#2011 . Ny . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

34 20111010 318457 SL F1-15-11 | Semilla | 80,000 86,100 89.83 96.67 70.58

Fig. 1 (cont.)




(SL-F1-15-11) fue inoculado en 10-05-11 de
800 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas. 59,984
comenzd

La cosecha empezd en hora log 78.

1lbs de

glucosa se

agregaron
recipiente a 48°F el 10-05-11 en hora log 70.

e Medio modificado.

7/21

durante

Medio de lote alimentado modificado

esta

(G1 en hora log 100).

corrida.

Se

a enfriar

el

F1-16-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . Ay . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

36 20111017 318716 SL Fl-16-11 | Semilla 80,000 85,400 74.26 79.27 72.72

(SL-F1-16-11) fue inoculado en 10-10-11 de
800 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas. 39,851
corrida.

La cosecha empezd en hora log 77.

lbs de

glucosa

se
recipiente el 10-13-11 en

e Medio modificado.

agregaron

durante

hora log 70.

e Medio de lote alimentado normal

esta

Medio de lote alimentado modificado

Se

(G1 en hora log 84.5).

comenzd

a

enfriar

el

F3-8-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Blomasa | . ctado | % de

#2011 . N . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

46 20111111 319550 SL F3-8-11 Semilla | 120,000 | 130,200 75.70 82.13 71.75

(SL-F3-8-11) fue inoculado en 11-03-11 de

(G1 en hora log 94).

1200 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

67,800 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 11-06-11 en hora log 75.

Fig. 1 (cont.)

Se comenzd a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 91.
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F5-5-11
Volumen | Volumen Vol
i . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

48 20111115 319771 SL F5-5-11 Semilla | 220,000 | 233,500 69.81 74.11 68.7

(SL-F5-5-11) fue inoculado en 11-08-11 de

(de SV3 en hora log 90).

2217 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.
45,836 1ts de glucosa se agregaron durante esta corrida. Se comenzd a transferir el
50% de F4 a F2 y se comenzd a enfriar el recipiente a 48°F el 11-11-11 en hora log

78. La cosecha empezd a centrifugar de F2 en hora log 88.
F3-14-11
Volumen | Volumen Vol
i g . olumen
Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de
#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa
corrida Final g9 (g/L)
(Lt) (Lt)
63 20111222 321061 SL F3-14-11 | Semilla | 120,000 | 132,400 73.30 80.87 76.24

(SL-F3-14-11) fue inoculado en 12-16-11 de

(G1 en hora log 106).

1202.7 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

74,355 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

recipiente a 48°F el 12-19-11 en hora log 72. La cosecha empezd en hora log 87.

Ajuste de pH de cloruros con &cido citrico antes de la filtracién.

Se comenzd a enfriar el

F1-25-11
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Blomasa | . ctado | % de

#2011 . N . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

64 20111223 321102 SL F1-25-11 | Semilla | 80,000 83,000 82.59 85.69 74.8

(SL-F1-25-11) fue inoculado en 12-18-11 de

(Gl en hora log 91).

797.7 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

43,673 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 12-21-11 en hora log 68.

Ajuste de pH de cloruros antes de la filtraciédn

Fig. 1 (cont.)

Se comenzbé a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 94.
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F3-15-11
Volumen | Volumen Vol
iy . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

66 20111228 321150 SL F3-15-11 | Semilla | 120,000 | 131,000 71.15 77.67 75.8

(SL-F3-15-11) fue inoculado en 12-23-11 de

(Gl en hora log 82).

1192.1 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

76,953 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

recipiente a 48°F el 12-26-11 en hora log 71. La cosecha empezd en hora log 85.

Ajuste de pH de cloruros con &cido citrico antes de la filtracién

Se comenzd a enfriar el

F1-1-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g9 (g/L)
(Lt) (Lt)

1 20120103 321175 SL F1-1-12 | Semilla | 80,000 83,600 76.18 79.61 70.24

(SL-F1-1-12) fue inoculado en 12-25-11 de

(G1A en hora log 69).

806.4 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

40,847 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

recipiente a 48°F el 12-28-11 en hora log 73. La cosecha empezd en hora log 85.

Ajuste de pH de cloruros antes de la filtraciédn

Se comenzdé a enfriar el

F4-1-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Blomasa | . ctado | % de

#2011 . N . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

5 20120116 400538.1 SL F4-1-12 | Semilla | 220,000 | 231,400 68.69 72.25 68.53

(SL-F4-1-12) fue inoculado en 1-09-12 de

(de SV3 en hora log).

2220.2 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

42,343 1lts de glucosa se agregaron durante esta corrida.

Se comenzd a enfriar el

recipiente a 48°F el 1-12-12 en hora log 74 y enviando la mitad a F2 para asistir
al enfriamiento.
primero.

Se comenzd la centrifugacidédn en hora log 79

Fig. 1 (cont.)

a partir de

F4
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F6-2-12
Volumen | Volumen Vol
i . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

6 20120120 400684.1 SL F6-2-12 Semilla | 216,000 | 237,200 76.27 83.76 69.13

(SL-F6-2-12) fue inoculado en 1-12-12 de

(de SV3 en hora log 43).

2223.4 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

57,288 litros de glucosa se agregaron durante esta corrida.

Se comenzd a enfriar el

recipiente a 48°F el 1-15-12 en hora log 85 y se envidé la mitad a F2 para ayudar al

enfriamiento. La centrifugacién empezd en hora log 89 a partir de F6 primero.
F5-2-12
Volumen | Volumen Vol
i 15§ . olumen
Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de
#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa
corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)
7 20120126 400940.1 SL F5-2-12 Semilla | 224,000 | 241,120 76.62 82.48 75

(SL-F5-2-12) fue inoculado en 1-16-12 de

(a partir de SL-F6-2-12 en hora log 85).

2218.7 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

55,998 1ts de glucosa se agregaron durante esta corrida.

Se comenzd a enfriar el

recipiente a 48°F el 1-20-12 en hora log 97 y se envidé la mitad a F2 para ayudar al

enfriamiento. La centrifugacidén empezd en hora log 117 a partir de F5 primero.
F4-2-12
o Volumen | Volumen Volumen
Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de
#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa
corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)
8 20120130 401149.1 SL F4-2-12 Semilla | 220,000 | 231,000 65.54 68.82 69.1

(SL-F4-2-12) fue inoculado en 1-20-12 de

(SV-3 en hora log 47).

2215.4 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

40,744 1ts de glucosa se agregaron durante esta corrida.

recipiente a 48°F el 1-23-12 en hora log 73. La cosecha empezd en hora log 161.

Fig. 1 (cont.)

Se comenzd a enfriar el
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La cosecha se retrasdé debido a problemas del secado por aspersidn

F6-3-12
Volumen | Volumen Vol
i3 . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .ctado | % de

#2011 . ) . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

9 20120209 401534.1 SL F6-3-12 | Semilla | 220,000 | 229,720 56.16 58.64 69.34

(SL-F6-3-12) fue inoculado en 2-01-12 de

(SV3 en hora log 46).

2215.6 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

35,494 1ts de glucosa se agregaron durante esta corrida.
cosechar el 2-04-12 en hora log 78.
en hora log 94 y no se uso F2 como el tangque de cosecha.

13 a

La temperatura
temperatura en modo ROUT y no en modo RCAS.

se

excursidén en

log hora

21

debido

al

Se comenzdé a enfriar vy
La cosecha se envidé directo a las centrifugas

control de
La modificaciones se realizaron

para el procedimiento para asegurar que el control de temperatura se colocara
en modo RCAS cuando el loteo empiece.

F5-3-12
o Volumen | Volumen Volumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . . 40| % de

#2011 . L. . 2 # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

10 20120215 401824.1 SL F5-3-12 Semilla | 220,000 | 224,300 59.62 60.79 67.28

(SL-F5-3-12) fue inoculado en 2-07-12 de

(SV3 en hora log 46).

2214.9 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

36,746 lts de glucosa se agregaron durante esta corrida.
cosechar el 2-11-12 en hora log 93.

no se uso F2 como el tanque de cosecha.

Se comenzdé a enfriar vy
La cosecha se envidé directo a las centrifugas y

F1-2-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Bilomasa | . .ctado | % de

#2011 . Ny . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

11 20120229 402398.1 SL F1-2-12 | Semilla | 80,000 83,600 89.65 93.68 71.09

Fig. 1 (cont.)




(SL-F1-2-12) fue inoculado en 2-22-12 de

48,871 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 12-28-11 en hora log 72.

12/21

(Gl en hora log 54).
797.9 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 32 horas.

Se comenzdé a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 81.

F1-4-12
Volumen | Volumen Vol
iy . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

28 20120328 403430.1 SL F1-4-12 | Semilla | 80,000 89,200 90.29 100.67 68.42

(SL-F1-4-12) fue inoculado en 3-22-12 de

59,067 1lbs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

(G1 en hora log 71).
803.6 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

recipiente a 48°F el 3-25-12 en hora log 72. La cosecha empezd en hora log 83.

Se comenzd a enfriar el

F3-4-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . Ay . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

27 20120501 404568.1 SL F3-4-12 Semilla | 120,000 | 129,200 85.00 91.52 70.93

(SL-F3-4-12) fue inoculado en 4-25-12 de

92,224 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 4-28-12 en hora log 72.

(G1 en hora log 67).
1193.8 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

Se comenzd a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 89.

F6-7-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Bilomasa | . .ctado | % de

#2011 . Ny . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

28 20120507 404695.1 SL F6-7-12 Semilla | 220,000 | 241,580 73.37 80.57 70.95

(SL-F6-7-12) fue inoculado en 4-27-12 de

53,951 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 4-30-12 en hora log 81.

(SV-3 en hora log 77).
2217.2 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

Fig. 1 (cont.)

Se comenzbé a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 108.
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F1-8-12
Volumen | Volumen Vol
. . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

29 20120508 404849.1 SL F1-8-12 Semilla 80,000 89,300 89.04 99.39 72.08

(SL-F1-8-12) fue inoculado en 4-30-12 de

(G1A en hora log 74).

795.5 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

53,393 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 5-03-12 en hora log 72.

La corrida usdé antiespumantes ESP FC 131.

Los problemas ocurrieron en el secado por aspersioén.
260 kg de aceite
El producto del sobreflujo tamizado no pudo recuperarse.

pegajoso y no

tamizado.

fluia Dbien.

también generd un producto aceitoso.

Parecid trabajar bien en

El producto
se perdidé en el

Fl.

Se comenzd a enfriar el
La cosecha empez6 en hora log 122.

estuvo muy
sobreflujo
El secador

F3-6-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . .<tado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién . . /Lt grasa

corrida Final g9 (g/L)
(Lt) (Lt)

31 20120525 405450.1 SL F3-6-12 | Semilla | 120,000 | 123,800 74.09 76.44 72.15

(SL-F3-6-12) fue inoculado en 5-18-12 de

(G1A en hora log 89).

1201.5 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

78,211 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.

recipiente a 48°F el 5-21-12 en hora log 72. La cosecha empezd en hora log 84.
Utilizando antiespumante ESP FC 131.

Se comenzd a enfriar el

F3-7-12
Volumen | Volumen Vol
13 . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Blomasa | . ctado | % de

#2011 . N . 2 # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

32 20120531 405587.1 SL F3-7-12 Semilla | 120,000 | 126,800 78.12 82.55 69.63

(SL-F3-7-12) fue inoculado en 5-24-12 de

(G1A en hora log 72).

1197 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

80,494 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 5-21-12 en hora log 72.

Fig. 1 (cont.)

Se comenzbé a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 83.




Usando antiespumante ESP FC 131.

Se agotd la espuma en log hora 15 a 16.
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Se perdid aproximadamente 2,000 lts.

Se perdidé una cantidad desconocida durante la cosecha debido al puerto de
muestra CT-2 que se dejd abierto. NCR lo emitid.

F3-8-12
Volumen | Volumen Vol
ipi . olumen

Fecha de # Orden de Recipiente/ . del del Biomasa | . ctado | % de

#2011 . . . # de Origen lote Tanque J
publicacién | produccién R . /Lt grasa

corrida Final g (g/L)
(Lt) (Lt)

33 20120605 405739.1 SL F3-8-12 | Semilla | 120,000 | 126,900 66.06 69.86 71.77

(SL-F3-8-12) fue inoculado en 6-05-12 de

87,424 1bs de glucosa se agregaron durante esta corrida.
recipiente a 48°F el 6-05-12 en hora log 72.

(Gl en hora log 73).
1199.5 litros de medio de lote alimentado se agregd por un periodo de 34 horas.

Fig. 1 (cont.)

Se comenzdé a enfriar el
La cosecha empezd en hora log 86.
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a) F1-2-11
Fl-2-11

PERFIL DE ACIDO GRASO
PRUEBA RESULTADOS
C 06:0 (Acido caprdico) <0.10%
C 07:0 (Acido heptandico) <0.10%
C 08:0 (Acido caprilico) <0.10%
C 09:0 (Acido nonandico) <0.10%
C 10:0 (Acido céprico) <0.10%
C 11:0 (Acido undecandico) <0.10%
C 12:0 (Acido laurico) <0.10%
C 13:0 (Acido tridecandico) <0.10%
C 14:0 (Acido miristico) 4.01%
C 14:1 (Acido miristoléico) 1.35%
C 15:0 (Acido pentadecandico) <0.10%
C 15:1 (Acido pentadecendico) <0.10%
C 16:0 (Acido palmitico) 54.42%
C 16:1 (Acido palmitoléico) <0.10%
C 17:0 (Acido margéarico) 0.51%
C 17:1 (Acido margaroléico) <0.10%
C 18:0 (Acido esteéarico) 1.81%
C 18:1n7 (Acido wvaccénico) <0.10%
C 18:1n9 (Acido oleico) <0.10%
C 18:1n9t (Acido elaidico) <0.10%
C 18:2n6 (Acido linoléico) <0.10%
C 18:2n6t (Acido linolelé&idico) <0.10%
C 18:3n3 (Acido alfa-linolénico) <0.10%
C 18:3n6 (Acido gama-linolénico) <0.10%
C 19:0 (Acido nonadecandico) <0.10%
C 20:0 (Acido araqguidico) 0.31%
C 20:1 (Acido eciosendico) <0.10%
C 20:2n6 (Acido eicosadiendico) <0.10%
C 20:3n3 (Acido eicosatriendico) <0.10%
C 20:3n6 (Acido homo-gama-linolénico) <0.10%
C 20:4n6 (Acido araquiddbénico) <0.10%
C 20:5n3 (Acido eicosapentaendico) 0.37%
C 21:0 (Acido heneicosandico) <0.10%
C 22:0 (Acido behénico) 0.18%
C 22:1 (Acido erucico) 0.63%
C 22:2n6 (Acido docosadiendico) 0.45%

Fig. 2
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C 22:5n3 (Acido docosapentaendico) <0.10%
C 22:6n3 (Acido docosahexaendico) 27.22%
C 23:0 (Acido tricosandico) <0.10%
C 24:0 (Acido lignocérico) <0.10%
C 24:1 (Acido nervdnico) <0.10%
Componentes desconocidos 0.95%
b) F1-9-11
F1-9-11

PERFIL DE ACIDO GRASO
PRUEBA RESULTADOS
C 06:0 (Acido caprdico) <0.10%
C 07:0 (Acido heptandico) <0.10%
C 08:0 (Acido caprilico) <0.10%
C 09:0 (Acido nonandico) <0.10%
C 10:0 (Acido céaprico) <0.10%
C 11:0 (Acido undecandico) <0.10%
C 12:0 (Acido léaurico) <0.10%
C 13:0 (Acido tridecandico) <0.10%
C 14:0 (Acido miristico) 4.15%
C 14:1 (Acido miristoléico) 1.51%
C 15:0 (Acido pentadecandico) <0.10%
C 15:1 (Acido pentadecendico) <0.10%
C 16:0 (Acido palmitico) 55.50%
C 16:1 (Acido palmitoléico) <0.10%
C 17:0 (Acido margéarico) 0.53%
C 17:1 (Acido margaroléico) <0.10%
C 18:0 (Acido esteéarico) 1.77%
C 18:1n7 (Acido wvaccénico) <0.10%
C 18:1n9 (Acido oleico) <0.10%
C 18:1n9t (Acido elaidico) <0.10%
C 18:2n6 (Acido linoléico) <0.10%
C 18:2n6t (Acido linolelé&idico) <0.10%
C 18:3n3 (Acido alfa-linolénico) <0.10%
C 18:3n6 (Acido gama-linolénico) <0.10%
C 19:0 (Acido nonadecandico) <0.10%
C 20:0 (Acido araquidico) 0.30%
C 20:1 (Acido eciosendico) <0.10%
C 20:2n6 (Acido eicosadiendico) <0.10%
C 20:3n3 (Acido eicosatriendico) <0.10%
C 20:3n6 (Acido homo-gama-linolénico) <0.10%

Fig. 2 (cont.)
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C 20:4n6 (Acido araquidénico) <0.10%
C 20:5n3 (Acido eicosapentaendico) 0.13%
C 21:0 (Acido heneicosandico) <0.10%
C 22:0 (Acido behénico) <0.10%
C 22:1 (Acido erucico) 0.58%
C 22:2n6 (Acido docosadiendico) 0.43%
C 22:5n3 (Acido docosapentaendico) <0.10%
C 22:6n3 (Acido docosahexaendico) 27.03%
C 23:0 (Acido tricosandico) <0.10%
C 24:0 (Acido lignocérico) <0.10%
C 24:1 (Acido nervdénico) <0.10%
Componentes desconocidos 0.57%
c) F1-5-11
F1-5-11

PERFIL DE ACIDO GRASO
PRUEBA RESULTADOS
C 06:0 (Acido caprdico) <0.10%
C 07:0 (Acido heptandico) <0.10%
C 08:0 (Acido caprilico) <0.10%
C 09:0 (Acido nonandico) <0.10%
C 10:0 (Acido céprico) <0.10%
C 11:0 (Acido undecandico) <0.10%
C 12:0 (Acido léaurico) <0.10%
C 13:0 (Acido tridecandico) <0.10%
C 14:0 (Acido miristico) 3.42%
C 14:1 (Acido miristoléico) 1.92%
C 15:0 (Acido pentadecandico) <0.10%
C 15:1 (Acido pentadecendico) <0.10%
C 16:0 (Acido palmitico) 54.15%
C 16:1 (Acido palmitoléico) <0.10%
C 17:0 (Acido margéarico) 0.85%
C 17:1 (Acido margaroléico) <0.10%
C 18:0 (Acido esteéarico) 1.80%
C 18:1n7 (Acido wvaccénico) <0.10%
C 18:1n9 (Acido oleico) <0.10%
C 18:1n9t (Acido elaidico) <0.10%
C 18:2n6 (Acido linoléico) <0.10%
C 18:2n6t (Acido linolelé&idico) <0.10%
C 18:3n3 (Acido alfa-linolénico) <0.10%
C 18:3n6 (Acido gama-linolénico) <0.10%

Fig. 2 (cont.)
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C 19:0 (Acido nonadecandico) <0.10%
C 20:0 (Acido araqguidico) 0.23%
C 20:1 (Acido eciosendico) <0.10%
C 20:2n6 (Acido eicosadiendico) <0.10%
C 20:3n3 (Acido eicosatriendico) <0.10%
C 20:3n6 (Acido homo-gama-linolénico) <0.10%
C 20:4n6 (Acido araquidénico) <0.10%
C 20:5n3 (Acido eicosapentaendico) 0.33%
C 21:0 (Acido heneicosandico) <0.10%
C 22:0 (Acido behénico) <0.10%
C 22:1 (Acido erucico) 0.38%
C 22:2n6 (Acido docosadiendico) 0.42%
C 22:5n3 (Acido docosapentaendico) <0.10%
C 22:6n3 (Acido docosahexaendico) 27.34%
C 23:0 (Acido tricosandico) <0.10%
C 24:0 (Acido lignocérico) <0.10%
C 24:1 (Acido nervédnico) <0.10%
Componentes desconocidos 0.62%
d) F1-14-11
Fl1-14-11

PERFIL DE ACIDO GRASO
PRUEBA RESULTADOS
C 06:0 (Acido caprdico) <0.10%
C 07:0 (Acido heptandico) <0.10%
C 08:0 (Acido caprilico) <0.10%
C 09:0 (Acido nonandico) <0.10%
C 10:0 (Acido céaprico) <0.10%
C 11:0 (Acido undecandico) <0.10%
C 12:0 (Acido léaurico) 0.17%
C 13:0 (Acido tridecandico) <0.10%
C 14:0 (Acido miristico) 4.57%
C 14:1 (Acido miristoléico) <0.10%
C 15:0 (Acido pentadecandico) 1.44%
C 15:1 (Acido pentadecendico) <0.10%
C 16:0 (Acido palmitico) 53.49%
C 16:1 (Acido palmitoléico) 0.14%
C 17:0 (Acido margéarico) 0.45%
C 17:1 (Acido margaroléico) <0.10%
C 18:0 (Acido estedrico) 1.67%
C 18:1n7 (Acido wvaccénico) <0.10%

Fig. 2 (cont.)
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C 18:1n9 (Acido oleico) 0.11%
C 18:1n9t (Acido elaidico) <0.10%
C 18:2n6 (Acido linoléico) <0.10%
C 18:2n6t (Acido linoleldidico) <0.10%
C 18:3n3 (Acido alfa-linolénico) <0.10%
C 18:3n6 (Acido gama-linolénico) <0.10%
C 19:0 (Acido nonadecandico) <0.10%
C 20:0 (Acido araqguidico) 0.31%
C 20:1 (Acido eciosendico) <0.10%
C 20:2n6 (Acido eicosadiendico) <0.10%
C 20:3n3 (Acido eicosatriendico) <0.10%
C 20:3n6 (Acido homo-gama-linolénico) 0.15%
C 20:4n6 (Acido araguidénico) 0.86%
C 20:5n3 (Acido eicosapentaendico) 0.31%
C 21:0 (Acido heneicosandico) <0.10%
C 22:0 (Acido behénico) 0.17%
C 22:1 (Acido erucico) <0.10%
C 22:2n6 (Acido docosadiendico) <0.10%
C 22:5n3 (Acido docosapentaendico) <0.10%
C 22:6n3 (Acido docosahexaendico) 27.33%
C 23:0 (Acido tricosandico) <0.10%
C 24:0 (Acido lignocérico) 0.14%
C 24:1 (Acido nervdnico) 0.22%
Componentes desconocidos 1.42%
d) F1-14-11
Fl1-14-11

PERFIL DE ACIDO GRASO
PRUEBA RESULTADOS
C 06:0 (Acido caprdico) <0.10%
C 07:0 (Acido heptandico) <0.10%
C 08:0 (Acido caprilico) <0.10%
C 09:0 (Acido nonandico) <0.10%
C 10:0 (Acido céprico) <0.10%
C 11:0 (Acido undecandico) <0.10%
C 12:0 (Acido laurico) 0.16%
C 13:0 (Acido tridecandico) <0.10%
C 14:0 (Acido miristico) 4.43%
C 14:1 (Acido miristoléico) 0.18%
C 15:0 (Acido pentadecandico) 1.17%
C 15:1 (Acido pentadecendico) <0.10%

Fig. 2 (cont.)
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C 16:0 (Acido palmitico) 55.87%
C 16:1 (Acido palmitoléico) 0.13%

C 17:0 (Acido margéarico) 0.40%

C 17:1 (Acido margaroléico) <0.10%
C 18:0 (Acido estearico) 1.62%

C 18:1n7 (Acido vaccénico) <0.10%
C 18:1n9 (Acido oleico) <0.10%
C 18:1n9t (Acido elaidico) <0.10%
C 18:2n6 (Acido linoléico) <0.10%
C 18:2n6t (Acido linoleldidico) <0.10%
C 18:3n3 (Acido alfa-linolénico) <0.10%
C 18:3n6 (Acido gama-linolénico) <0.10%
C 19:0 (Acido nonadecandico) <0.10%
C 20:0 (Acido araquidico) 0.28%
C 20:1 (Acido eciosendico) <0.10%
C 20:2n6 (Acido eicosadiendico) <0.10%
C 20:3n3 (Acido eicosatriendico) 0.90%

C 20:3n6 (Acido homo-gama-linolénico) 0.13%

C 20:4n6 (Acido araquidébénico) <0.10%
C 20:5n3 (Acido eicosapentaendico) 0.29%
C 21:0 (Acido heneicosandico) <0.10%
C 22:0 (Acido behénico) 0.15%

C 22:1 (Acido erucico) <0.10%
C 22:2n6 (Acido docosadiendico) 0.43%

C 22:5n3 (Acido docosapentaendico) <0.10%
C 22:6n3 (Acido docosahexaendico) 26.92%
C 23:0 (Acido tricosandico) <0.10%
C 24:0 (Acido lignocérico) <0.10%
C 24:1 (Acido nervdnico) 0.22%

Componentes desconocidos 0.65%

Fig. 2 (cont.)
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LABORATORIOS DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD DE ALLTECH

Perfil Tipico de Acidos Grasos de Alimento ALGAE-S

Acido Graso

Contenido de Grasa en %

Acido caprdico <0.10%
Acido heptandico <0.10%
Acido caprilico <0.10%
Acido nonandico <0.10%
Acido céprico <0.10%
Acido undecandico <0.10%
Acido léaurico <0.10%
Acido tridecandico <0.10%
Acido miristico 3.86%

Acido miristoléico 1.60%

Acido pentadecandico <0.10%
Acido palmitico 54.69%
Acido palmitoléico <0.10%
Acido margarico 0.63%

Acido margaroléico <0.10%
Acido esteéarico 1.80%

Acido vaccénico <0.10%
Acido oleico <0.10%
Acido elaidico <0.10%
Acido linoléico <0.10%
Acido linoleléidico <0.10%
Acido alfa-linolénico <0.10%
Acido gama-linolénico <0.10%
Acido nonadecandico <0.10%
Acido araquidico 0.28%

Acido eicosendico <0.10%
Acido eicosadiendico <0.10%
Acido eicosatriendico <0.10%
Acido homo-gama-linolénico <0.10%
Acido araquidébnico <0.10%
Acido eicosapentaendico 0.28%

Acido heneicosandico <0.10%
Acido behénico <0.10%
Acido erucico 0.53%

Acido docosadiendico 0.43%

Acido docosapentaendico <0.10%
Acido docosahexaendico 27.20%
Acido tricosandico <0.10%
Acido lignocérico <0.10%
Acido nervdénico <0.10%
Desconocidos 0.71%

Fig. 3




