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DESCRIPCION

Estado de la Técnica

El 4cido eicosapentaenoico es un acido graso
poliinsaturado que se encuentra normalmente en
animales marinos y fitoplancton, y contiene 20
dtomos de carbono con 5 dobles enlaces (20:5).
Su féormula se puede escribir:

RRVAVAVAVAVAVIY.

Todos cis-S, 8, 11, 14, 17-Acido eicosapentaenoico

COOH

El ultimo doble enlace estd situado a tres car-
bonos del final de la cadena (grupo metilo termi-
nal) por lo que forma parte del grupo conocido
como acidos omega-3 o n-3.

Los efectos beneficiosos del 4cido eicosapen-
taenoico en la salud humana han sido reconoci-
dos desde 1.978 (Dyerberg, J., 1986. Linolente
-derived polyunsaturated fatty acids and preven-
tion of artherosclerosis. Nutrition Reviews, 44,
125-134). Estos efectos se han observado en tres
areas diferentes: corazén y circulacién, inflama-
ciones y cancer. La primera categoria incluye pre-
vencion y tratamiento de arteriosclerosis, trom-
bosis e hipertension. En la segunda categoria
se incluye el tratamiento del asma, artritis, mi-
granas y nefritis. En la tercera categoria se in-
cluyen principalmente el cancer de pulmén, de
prostata y de colon (Yongmanitchai, W y Ward,
0., 1989. Omega-3 fatty acids: alternative sour-
ces of production. Process Biochemistry, August,
1989. 117-125).

Hoy dia, la tnica fuente comercial de 4cidos
grasos poliinsaturados n-3 son los pescados ma-
rinos (boquerén, caballa o sardina) y sus aceites.
La variedad y el contenido de &cidos grasos n-3
en los aceites de pescado depende, de la especie,
de la época del ano, de la localizacién geogréfica
y del lugar de captura, lo que, en ultimo extremo,
estd determinado por la disponibilidad y tipos de
alimentos de estos peces, es decir, microorganis-
mos (Barlow, S.M. y Stanbay, M.E. (Eds.), 1982.
Nutitional evaluation of long-chain fatty acids in
fish oil. Academic Press, Londres).

Desgraciadamente, sin embargo, la mayor
parte del aceite de pescado que se produce en el
mundo es hidrogenado e incorporado a las mar-
garinas. Este proceso de hidrogenacion destruye
los acidos grasos n-3. Por tanto, el suministro
de 4cidos grasos n-3 a partir de fuentes conven-
cionales parece ser inadecuado como suplemento
para aquellas personas que los necesitan por mo-
tivos de salud (Yongmanitchai, W y Ward, O.,
1989. Omega-3 fatty acids: alternative sour-
ces of production. Process Biochemistry, August,
1989. 117-125). Se hace necesario, por tanto, la
busqueda de fuentes no convencionales, entre las
que destacan algunas especies de microalgas, que
contienen cantidades considerables de acidos gra-
sos (Borowitzka, M.A y Borowitzka, L.J. (Eds.),
1988. Micro-algal biotechnology. Cambridge Uni-
versity Press, Cambridge).

Las ventajas que ofrece la utilizacién de las
microalgas como fuente alternativa de acido eico-
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sapentaenoico respecto a los aceites de pescado
son diversas; desde estar libre del olor propio de
éstos ultimos, hasta ofrecer una materia prima
fiable para los procesos de extracciéon cuya re-
producibilidad deriva del hecho de que proviene
de biomasa cultivada en condiciones controladas.
Ademds, se encuentra libre de téxicos (pesticidas
y metales pesados), que tienden a acumularse en
los lipidos y visceras de los animales marinos, que
pueden pasar a los extractos lipidicos originando
un riesgo para la salud humana.

La produccién de este acido a partir de mi-
croalgas hace necesario el desarrollo de sistemas
de cultivo a gran escala, en los que habrd que
tener en cuenta los muchos factores que influyen
en la produccion de acidos grasos poliinsaturados,
en especial los n-3, por las microalgas. Cabe des-
tacar entre los mas importantes la intensidad de
iluminacion, la aireacién, la temperatura, la com-
posicién del medio de cultivo y la edad del cultivo
en el momento del cosechado.

En general se puede afirmar que la intensidad
de iluminacién favorece la acumulacién de acidos
grasos poliinsaturados en las microalgas; ademas,
la ausencia de luz favorece la sintesis de acidos
grasos n-6 y reduce la formacién de acidos gra-
sos n-3, entre otros, eicosapentaenoico (Erwin, J,
(Ed), 1973. Lipids and biomembranes of eucaryo-
tic microorganisms. Academic Press, New York).
Esto hace imprescindible la utilizacién de siste-
mas de cultivo que favorezcan la exposicion a la
luz.

Respecto a la aireacion, es bien conocido que
los microorganismos requieren oxigeno molecu-
lar para el mecanismo de desaturacién en la
biosintesis de acidos grasos poliinsaturados. La
disponibilidad de oxigeno determinaré, por tanto,
el grado de insaturacién de los acidos grasos pro-
ducidos (Erwin, J, (Ed), 1973. Lipids and bio-
membranes of eucaryotic microorganisms. Aca-
demic Press, New York). Sin embargo, grandes
cantidades de oxigeno inhiben el crecimiento, por
lo que hay que suministrar oxigeno, pero evitando
al mismo tiempo su acumulacién en el medio.

Un tercer factor con influencia significativa
en la produccion de acidos grasos poliinsaturados
es la temperatura. Temperaturas bajas aumen-
tan el contenido en acidos grasos poliinsaturados
de las microalgas, seguramente debido al incre-
mento de la solubilidad del oxigeno molecular in-
tracelular requerido por las enzimas dependientes
del oxigeno que catalizan la desaturaciéon de los
acidos grasos insaturados de cadena larga (Yong-
manitchai, W y Ward, O., 1989. Omega-3 fatty
acids: alternative sources of production. Process
Biochemistry, August, 1989. 117-125).

Asi, puesto que es conveniente utilizar tem-
peraturas bajas, es importante la utilizacién de
microalgas psicrofilas, con temperaturas 6ptimas
de crecimiento por debajo de 20°C, a la vez que
se hace imprescindible la utilizacién de sistemas
con un control adecuado de temperatura.

La formulacién adecuada del medio en el que
ha de desarrollarse la microalga es otro factor
de suma importancia, pero con efectos diferentes
para diferentes microalgas. Sirva de ejemplo el
hecho de que aumentar el contenido en nitrégeno
del medio, favorece la acumulacién de acido eico-



3 ES 2 071 572 B1 4

sapentaenoico en unas especies pero la perjudica
en otras (Piorreck, M. et al, 1984. Biomass pro-
duction, total protein, chlorophylls, lipids and fa-
tty acids of freshwater green and blue-green algae
under different nitrogen regimes. Phytochemistry,
23. 207-216).

En relacion a la edad del cultivo podemos de-
cir que a medida que aumenta la edad del cultivo,
muchas microalgas tienden a almacenar energia
en forma de lipidos. Estos lipidos son normal-
mente ricos en acidos grasos saturados y mono-
saturados. Se observa una disminucién del conte-
nido en acidos grasos poliinsaturados en funcién
del tiempo (Erwin, J, (Ed), 1973. Lipids and bio-
membranes of eucaryotic microorganisms. Aca-
demic Press, New York).

Sin embargo este comportamiento no es gene-
ral, ya que en otras especies la concentracién de
acidos grasos poliinsaturados y, particularmente
la de eicosapentaenoico, aumenta al aumentar la
edad del cultivo. Es decir, el tiempo de cultivo,
o la fase de cosechado, dependerd de la especie
utilizada.

Como ya se ha apuntado, la producciéon de
este acido a partir de microalgas, hace necesario
el desarrollo de sistemas de cultivo a gran escala.

En un principio, la técnica usual para el cul-
tivo de microorganismos fotosintéticos a gran es-
cala habia sido el estanque abierto de baja pro-
fundidad, procedimiento que es problematico y
costos en términos de espacio y mano de obra.
También en estos sistemas de cultivo es frecuente
la contaminacion por especies mejor adaptadas,
diferentes a la que se pretende cultivar. Como re-
sultado, estos cultivos externos raramente se pue-
den mantener mas de unas pocas semanas (De
Paw, N. et al, 1984. Mass culture of microalgae
in acuaculture systems, progress and constraints.
Hidrobiologia, 116/117 121-134).

Debido a estos problemas, desde hace relati-
vamente poco tiempo, se estan desarrollando fo-
tobiorreactores cerrados, tanto planos (Tredice,
M.R. et al, 1988. Impianto perfezionato per
la coltura in strato laminare sottile dei micro-
granismi fotosinetetici. Brevetto d’invenzione n°
9357 A/88-CNR; Pulz, O., 1992. Cultivation te-
chniques for microalgae in open and closed sys-
tems. Proceedings of Algology, 1st European Wor-
kshop on Microalgal Biotechnology: 61-66) como
tubulares (Pirt, S.J. et al, 1983. A tubular bio-
reactor for photosynthetic production of biomass
from carbon dioxide: design and performance. J.
Chem. Tech. Biotechnol., 33B: 35-58; Gudin,
C. y Therpenier, C., 1986. Bioconversion of so-
lar energy into organic chemicals by microalgae.
En A. Mizrabi y A.L. van Wezel (Eds) Advan-
ces in Biotechnological Processes, Vol. 6. Alan
R. Liss, New York, N.Y.: 73-110; James, C.M.
y Al-Khars, A.M., 1990. An intensive continuous
culture system using tubular photobioreactors for
producing microalgae. Aquaculture, 87: 381-393).

La mayoria de estos sistemas tienen el incon-
veniente de un coste muy elevado o limitacio-
nes técnicas importantes, o ambos. Los reacto-
res planos muestran deficiencias en el control de
flujo del cultivo. Los tubulares horizontales estan
muy limitados por la acumulacién de oxigeno, en-
tre otros problemas (Weissman, J.C. et al, 1988.
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Photobioreactor design: mixing, carbon utiliza-
tion and oxigen accumulation. Biotechnol. Bio-
eng., 31: 336-344), mientras que los tubulares ver-
ticales tienen también problemas de control de
flujo (Chisti, M.Y., 1983. Airlift bioreactors. El-
sevier Science Publishers LTD, New York, N.Y.)
y limitacién por luz.

También se utilizan actualmente fotobiorreac-
tores tipo tanque agitado, principalmente cuando
se persigue la obtencién de productos quimicos
de alto valor anadido sintetizados por microor-
ganismos fotosintéticos (Semenenko, V.E. et al,
1992. Closed type photobioreactor. Proceedings
of Algology, 1st European Workshop on Microal-
gal Biotechnology: 67-70). Pero el tanque agi-
tado no es el mejor disenio para el cultivo de mi-
croorganismos, por diferentes razones, entre las
que cabe senalar (Royse, S., 1987. Scaling up
for mammalian cell culture. The Chemical En-
gineer, Noviembre: 12-13) que el grado de agi-
tacion necesario para alcanzar suficiente transfe-
rencia de anhidrido carbdnico y una frecuencia de
exposicién a la luz razonable hace que se produz-
can, en muchos casos, danos al microorganismo
al pasar por la zona donde se encuentra el agita-
dor. Ademads, la energia mecdnica necesaria para
alcanzar la transferencia de materia suficiente, es
grande, lo que implica costes elevados y, puesto
que esta energia mecédnica es disipada en el fluido
en forma de calor, éste debe retirarse después, lo
que aumenta los costes de refrigeracion.

Una vez cosechada la biomasa (preferente-
mente por centrifugacién o microfiltracién) son
diversos los métodos que se pueden utilizar para
obtener concentrados de &acidos grasos poliinsa-
turados con altos contenidos en eicosapentae-
noico. Generalmente, todos estan basados en una
combinacién de técnicas como saponificacién, ex-
traccién con disolventes, inclusion de urea, desti-
lacién molecular, destilacién fraccionada, croma-
tografia liquida y extraccién supercritica (Fujita,
T. y Makuta, M., 1983. Method of purifying ei-
cosapentaenoic acid and its esters. U.S. patent,
4377526).

Descripcion de la invenciéon

La invencién se refiere a un fotobiorreactor
airlift modular, de recirculacién interna, en ma-
terial plastico transparente, constituido por cinco
modulos independientes: un cuerpo central, un
desgasificador, una tapa inferior y dos mddulos
de unién, uno entre el cuerpo central y el desga-
sificador y otro entre el cuerpo central y la tapa
inferior. Cada uno de estos médulos es reemplaza-
ble de forma independiente, lo que permite variar
la configuracion del dispositivo en poco tiempo y
a bajo costo.

El sistema incorpora un dispositivo de moni-
torizacion y control de pH con compensacién au-
tomatica de temperatura. El controlador activa
una valvula solenoide colocada en una linea pre-
surizada de anhidrido carbénico cuando el pH del
cultivo excede un valor prefijado.

El anhidrido carbénico es introducido en el
cultivo mezclado con el aire, que se suministra de
forma continua, procedente de un compresor, a
través de un burbujeador colocado en la base del
cuerpo central.

El dispositivo incorpora también un sistema
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de monitorizacion del oxigeno disuelto.

El suministro del medio de cultivo se efectia
mediante una bomba peristaltica en la parte in-
ferior del cuerpo central, junto a la entrada del
gas.
La salida del cultivo, en funcionamiento conti-
nuo, se efectiia a través de un rebosadero situado
en el desgasificador.

El control de la temperatura se realiza me-
diante un cambiador de calor de vidrio, de tamano
apropiado, colocado verticalmente en el cuerpo
central, por el que circula agua procedente de
una unidad de refrigeracién, impulsada por una
bomba centrifuga.

El dispositivo hace hincapié en tres de los fac-
tores mencionados en el estado de la técnica como
decisivos para la acumulacién de acidos grasos po-
liinsaturados en las microalgas: la intensidad de
iluminacioén, la aireacion y la temperatura.

De los otros dos factores mencionados, la com-
posicién del medio de cultivo dependera de la es-
pecie de microalga utilizada, puesto que cada es-
pecie tendra unos requerimientos nutricionales di-
ferentes. La edad del cultivo en el cosechado es,
evidentemente, un factor controlable cualquiera
que sea el dispositivo de cultivo utilizado.

Al ser el fotobiorreactor utilizado del tipo air-
lift con recirculacion interna, se mejora la expo-
sicién del cultivo a la luz puesto que la capa de
cultivo expuesta a la zona mejor iluminada tiene
un espesor muy pequeno y se renueva constante-
mente.

El dispositivo mejora la transferencia de ma-
teria, tanto de los reactores tubulares como los
reactores tanque agitado, evitando los problemas
de acumulacion de oxigeno que se presentan en
los reactores tubulares horizontales, puesto que
el oxigeno generado por la fotosintesis es elimi-
nado de forma instantdnea; mejorando, al mismo
tiempo, el suministro de anhidrido carbénico, y
retrasando asi la limitacién por éste.

El dispositivo evita las dificultades de control
de flujo que presentan los reactores planos y tu-
bulares verticales.

El dispositivo evita los problemas que se pre-
sentan en el control de temperatura, tanto en
reactores planos como tubulares horizontales, de-
bido a los altos coeficientes de transmision de ca-
lor obtenidos con el sistema de refrigeracién utili-
zado, con la consiguiente mejora en la estabilidad
térmica de los cultivos.

El dispositivo evita el estrés mecanico que su-
fren las microalgas en el reactor tanque agitado,
al no disponer de partes méviles.

Todas estas mejoras unidas, conducen a que
se consigan fases exponenciales de crecimiento de
mayor duracién, reduciendo el tiempo de cultivo
y aumentando la productividad.

En la figura 1 se puede ver un esquema general
de la instalacién.

El medio de cultivo esteril es introducido en
el fotobiorreactor (101) mediante una bomba pe-
ristdltica (102) por la entrada (103) situada en
la base, junto al burbujeador (104), con lo que
se consigue una mezcla practicamente inmediata
con el cultivo. Para evitar problemas de retroceso
del cultivo debido a la presién hidrostatica, entre
la entrada (103) y la bomba peristaltica (102) se
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ha colocado una vélvula antirretorno (105).

El cultivo es iluminado con 10 lamparas fluo-
rescentes (106) (General Electric de luz dia, mo-
delo F-40-LD) que proporcionan una intensidad
de iluminacién entre 50 y 500 w/m? en la superfi-
cie del fotobiorreactor (101), permitiendo la posi-
bilidad de trabajar con diferentes intensidades de
iluminacién continua o en ciclos luz-obscuridad
mediante la colocacién de un temporizador, que
conecta y desconecta la iluminacién. No se des-
carta la utilizacién de iluminacién solar si se eli-
giera una ubicacién exterior para el dispositivo.

Al cultivo se le suministra aire procedente de
un compresor (107) a través de un burbujeador
(104) de vidrio poroso, con un tamafo de poro
entre 40 y 90 micras, de forma cilindrica, aunque
no se excluye la posibilidad de utilizar burbujea-
dores de forma, porosidad y material diferentes.

El caudal de aire suministrado, medido en un
flotdmetro (108), puede variar entre 0 y 30 litros
por minuto, influyendo éste no solo en la trans-
ferencia de materia (cantidad de oxigeno y anhi-
drido carbdnico disponibles para las microalgas)
sino también, en la velocidad de circulacién, y
por consiguiente en la frecuencia de exposicion a
la luz y en el estrés hidrodindmico al que estan
sometidas las microalgas.

Una vez que ha comenzado el cultivo, el an-
hidrido carbénico (suministrado con el aire) di-
suelto, CO2d, que es el responsable del aporte de
carbono a las microalgas, estd sometido a los si-
guientes equilibrios quimicos

C02d 2= HyCO; &= HCO; & CO3

La presencia de este anhidrido carbdnico en
el medio de cultivo deberia, normalmente, impli-
car una acidificacién del medio. Pero debido a
que las microalgas consumen rapidamente el an-
hidrido carbénico (la cinética de la reaccién fo-
tosintética es como mucho igual a 1 segundo) los
equilibrios quimicos anteriores tienden a despla-
zarse a la derecha, lo que implica una alcalini-
zacién del medio de cultivo; por lo que se hace
necesario controlar el pH con la adicién de un
acido. Para este control el fotobiorreactor dis-
pone de un electrodo combinado de pH (109)
(Ingold, modelo 405-DPAS-K8S/120) conectado
a un medidor-controlador con compensacién au-
tomética de temperatura (110) (Crison, modelo
pH Rocon 18).

Cuando el pH del cultivo excede del valor pre-
fijado, que debe ser el pH éptimo para la mi-
croalga utilizada, el controlador actiia sobre un
relé que cierra el circuito de conexién de una elec-
trovalvula (111), abriendo paso a un &cido hasta
el cultivo. En el sistema descrito, el acido uti-
lizado ha sido CO5 procedente de una bala de
alta presién (112); aunque no se excluye la uti-
lizaciéon de otros dcidos, como acido fosférico o
acido clorhidrico en disoluciones diluidas.

Para seguir el nivel de actividad fotosintética,
se mide el oxigeno disuelto en el cultivo por medio
de un electrodo de oxigeno (113) (Ingold, modelo
02-sensor-12/120) colocado en el cultivo. El valor
del oxigeno disuelto se monitoriza de forma con-
tinua en un medidor amplificador (114) (Ingold,
modelo 170 ppm O5).
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El control de la temperatura se realiza me-
diante un cambiador de calor (115) formado por
tubos de vidrio colocados verticalmente en el in-
terior del fotobiorreactor, aunque no se excluye
la posibilidad de utilizacién de un cambiador de
serpentin colocado en el desgasificador o una ca-
misa de termostatizacién en el exterior del cuerpo
central.

El agua de refrigeracién pasa, antes de entrar
en el cambiador, por un condensador (116) co-
locado en la parte alta del fotobiorreactor, para
condensar el agua evaporada y asi, minimizar las
pérdidas de agua por evaporacion en el sistema.

El agua de refrigeracion proviene de un bano
termostatizado (117) donde se consigue la tempe-
ratura adecuada mediante un refrigerador (118)
(8BS, modelo VR-1) y un calefactor con con-
trol de temperatura (119) (Selecta, modelo Frige-
term), y es impulsada con el caudal apropiado ha-
cia el cambiador por una bomba centrifuga (120).

La temperatura del cultivo se mide de forma
continua con una sonda de temperatura PT-
100 (121) y es monitorizada en el medidor -
controlador de pH (110).

Cuando el sistema funciona en continuo, el vo-
lumen de cultivo se mantiene constante en el valor
elegido mediante un rebosadero de altura variable
(122) colocado en el desgasificador, por medio del
cual se realiza el cosechado de cultivo. En fun-
cionamiento discontinuo, el rebosadero estd colo-
cado en su posicién mas baja, utilizdndose para
la toma de muestras.

En la figura 2 se representa el fotobiorreac-
tor con sus partes fundamentales. El cuerpo cen-
tral (201), tiene una altura de 1400 mm, con un
didmetro interno de 92 mm para el tubo exterior
y 65 mm para el tubo interior; el desgasificador
(202), tiene una altura de 500 mm y un didmetro
de 400 mm; la tapa inferior (203), los médulos
de unién (204) y (205), de 150 y 100 mm res-
pectivamente y la tapa del desgasificador (206).
El material empleado para la construccién de los
modulos ha sido plexiglas para el cuerpo central
y los médulos de unién, y metacrilato para los
restantes modulos. Todos los médulos van unidos
entre si mediante ocho tornillos, e intercalando
entre ellos una junta plana de caucho (207), para
conseguir estanqueidad. El volumen ttil que se
obtiene con esta configuraciéon varia entre 10 li-
tros y 40 litros.

En la figura 3 se muestra el detalle del modo
de unién de los tubos que componen el cuerpo
central.

En la figura 4 se puede ver la colocacién de la
entrada de medio para llenar el fotobiorreactor y
para el suministro en funcionamiento continuo.

En la figura 5 se ha representado el desgasifi-
cador. En ella se puede ver el rebosadero (501)
utilizado para la toma de muestras y el cosechado;
las entradas para los electrodos de pH y Oz y la
sonda de temperatura (502); la entrada y salida
del agua de refrigeracién (503); la tapa del des-
gasificador (504) con su sistema de fijacién y la
colocacién del condensador (505).

En la figura 6 se puede ver un corte es-
quematico de la tapa inferior, que se ha modelado
para que su forma favorezca el flujo y evitar las
zonas muertas. Se ha incluido también la salida
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de desagtie (601) y el burbujeador (602), que se
puede reemplazar aflojando la tuerca (603).

En la figura 7 se muestra la colocacién del
sistema de intercambio de calor utilizado, for-
mado por 8 metros de tubo de vidrio de 10 mm
de didmetro interno y en la figura 8 se muestran
dos sistemas alternativos: la colocacién de un ser-
pentin en el desgasificador y una camisa de ter-
mostatizacién colocada en el cuerpo central.
Ejemplo

Se ha realizado el cultivo de la microalga Pha-
eodactilum tricornutum en el medio de cultivo
descrito por Mann y Myers (Mann, J.E. y J.
Myers, 1968. On pigments, growth, and photosy-
nthesis of Phaeodactylum tricornutum. J. Phycol.
4. 349-355), cuya composicién es:

Componente |Concentracién (g/1)

NaCl 5,00
MgSO47H20 1,20
NaNOs 1,00
KCl 0,60
CaCl; 0,30
K,HPO, 0,10
TRIS 1,00

Disolucién de Micronutrientes
(Se adicionan 10 ml por litro de cultivo)

Na,EDTA 3,00
H;BO; 0,60
FeSO4.7H,0 0,20
MnCl, 0,14
ZnS04.7H,0 0,033
Co(NO3)2.6H,0 0,0007
CuS04.5H,0 0,0002

El volumen de cultivo fue de 15 litros. El pH
se ha mantenido constante en un valor de 7.7 por
adicién de anhidrido carbénico, y la temperatura
en 20°C. La iluminacién en la superficie del foto-
biorreactor ha sido constante, de 350 w/m?. El
caudal de aire, de 0.8 volumenes de aire por vo-
lumen de cultivo y minuto.

Fueron necesarios alrededor de 14 dias para
que el cultivo alcanzara la fase estacionaria.

La concentracién celular se determiné por es-
pectrofotometria, es decir, en funcién de la densi-
dad optica del cultivo, a 625 nm, que corresponde
al maximo de absorcion de Phaeodactilum tricor-
nutum.

Cuando el cultivo alcanzé la fase estacionaria,
se cosech6 la biomasa y se analizé su contenido
en acidos grasos por cromatografia gaseosa.

La figura 9 muestra la curva de crecimiento
obtenida, variacién del logaritmo de la concen-
tracién adimensional de biomasa en funcién del
tiempo de cultivo.



9 ES 2 071 572 B1 10

Se observa en esta figura, que tras una fase de
adaptacién, aparece una fase exponencial, donde
la microalga crece a su méaxima velocidad, que
se extiende hasta concentraciones de biomasa por
encima de 3 g/1.

El contenido en &acidos grasos totales fue del
10% sobre biomasa seca, de los cuales, el 30% eran
acidos grasos poliinsaturados.
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En la figura 10 se puede ver la distribucién
de estos acidos grasos poliinsaturados, donde des-
taca el eicosapentaenoico con un 72,42% del total
de poliinsaturados, lo que corresponde a un 22%
sobre acidos grasos totales.

La productividad alcanzada para el acido eico-
sapentaenoico fue, al final de la fase exponencial
de 21 mg por litro de cultivo y dia.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico caracterizado
por ser del tipo airlift con recirculacién interna,
modular, en material plastico transparente y po-
sibilidad de funcionamiento continuo, discontinuo
0 semicontinuo.

2. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun la reivindi-
cacion 1 caracterizado porque los médulos que
lo componen son independientes y pueden ser
cambiados o modificados de forma independiente
para variar la estructura del dispositivo.

3. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun las reivin-
dicaciones 1 y 2, caracterizado porque la luz
necesaria para el crecimiento del microorganismo
es suministrada por ldmparas fluorescentes de luz
dia, con intensidades entre 50 y 500 w/m? y po-
sibilidad de iluminacién continua o ciclica.

4. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun las reivin-
dicaciones 1 a 3, caracterizado porque la luz
necesaria para el crecimiento del microorganismo
puede ser suministrada por el sol.

5. Dispositivo para el cultivo de microorganis-
mos fotosintéticos y la produccién de biomasa rica
en acido eicosapentaenoico, segun las reivindica-
ciones 1 a 4, caracterizado porque el control de
la temperatura del cultivo se realiza mediante un
cambiador de calor formado por tubos de vidrio
colocados verticalmente en el interior del fotobio-
rreactor, por el que circula agua a la temperatura
adecuada procedente de un bafio termostatizado.

6. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun las reivin-
dicaciones 1 a 5, caracterizado porque el control

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

de la temperatura del cultivo se puede realizar
mediante un serpentin de vidrio colocado en el
interior del desgasificador.

7. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun las reivin-
dicaciones 1 a 6, caracterizado porque el control
de la temperatura del cultivo se puede realizar
mediante una camisa de termostatizacién que en-
vuelva el médulo central del fotobiorreactor.

8. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun las reivin-
dicaciones 1 a 7, caracterizado porque el control
del pH del cultivo se realiza por adicién de anhi-
drido carbdénico mediante un sistema de control
con compensacion automatica de la temperatura.

9. Dispositivo para el cultivo de microorganis-
mos fotosintéticos y la produccién de biomasa rica
en acido eicosapentaenoico, segun las reivindica-
ciones 1 a 8, caracterizado porque incluye un
sistema de medida continua del oxigeno disuelto
en el cultivo.

10. Dispositivo para el cultivo de microorga-
nismos fotosintéticos y la producciéon de biomasa
rica en acido eicosapentaenoico, segun las reivin-
dicaciones 1 a 9, caracterizado porque el aire se
suministra a través de un burbujeador de vidrio
poroso de forma cilindrica.

11. Dispositivo para el cultivo de microor-
ganismos fotosintéticos y la produccién de bio-
masa rica en acido eicosapentaenoico, segun las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque
todo o parte del carbono necesario para el creci-
miento del microorganismo es suministrado me-
diante burbujeo de aire y anhidrido carbénico
puro.

12. Dispositivo para el cultivo de microor-
ganismos fotosintéticos y la produccién de bio-
masa rica en acido eicosapentaenoico caracte-
rizado como se describe y representa de forma
esquematica en las figuras 1 a 8.
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