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MEMORIA DESCRIPTIVA

Los csrotenoides constituyen una clase de compuestos 
altamente coloreadlos que fluctúan del matiz amarillo a l rojo, 
los cuales están extensamente dispersados en la  naturaleza!. 
Muchos de los oarotenoldes, en forma aislada, son ú tile s  co­
mo agentes colorantes a causa de su fuerte poder de pigmento 
oién, o por sus propiedades de fomentar el desarrollo y/o la  
actividad de la  vitamina A. Los xantófilos, oarotenoldes que 
contienen oxígeno, son de in terés particu lar.

Es un objeto de esta invendén proporcionar un pro­
cedimiento por medio del cual los carotenoldes, y especial-
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mente los zantófilos, pueden ser producidos con alto rendí» 
miento en escala práctica por medios microbiológicos~. Tam­
bién es un objeto de esta invención proporcionar materiales 
que contienen oarotenoldes, los cuales pueden ser usados co­
mo agentes colorantes y composiciones conteniendo ta les  mate 
r ía le s  portadores de oarotenoidé. Es un objeto especial de 
esta invención, proporcionar materiales ricos en zantófiloBÍ»

Según esta invención los oarotenoldes, y particu lar­
mente los xantófilos, pueden ser producidos por medios micro, 
biológicos, en los que organismos particularmente adaptables 
son cultivados bajo condiciones que estimulan la  producción 
de los pigmentos con alto  rendimientos Se ha encontrado que 
hongos de la  familia Dacrymycetáceas, constituyen un grupo 
de organismos que son especialmente adaptables a la  produc­
ción de altos rendimientos de zantófllos, bajo condiciones 
adecuadamente controladas. las  Dacrymycetaceae de in terés 
en esta Invención, son aquellos hongos de la  familia según 
la  clasificación de G.W. Martin, «Revisión of the North Cen­
t r a l  Tremolíales», study Serles No; 425» Univ. Iova stud.
Nat. H ist. 22,, 1-122 (1952), e incluyen géneros como las Da- 
orymvces. Daorromltra. Dacryo-plnax. Sueulnloosls. Peas!oala. 
Calo cera, etc. Diversas especies caen dentro de los respec­
tivos géneros, por ejemplo las Dacrymyces dellQuesoena. Da- 
crevmvces e l l i s l l . Dacrymyces palmatus. Dacrymyces minor. Da- 
cryomltra nuda, Dacryoulnaz suathularla. Dacryoplnaz elegans. 
Gueulnlousls to rta . Pemsionla lúteoalba. D itiola rad lcata. 
Calooera cornea, etc.

Se ha encontrado también que las condiciones de fe r­
mentación y particularmente la  composición del medio n u tr i t l  
vo, son especialmente importantes en la  producción eficaz de
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rendimientos prácticos de carotenoides. El método para la  
producción de material rico  en carotenoides y particularmen­
te  en xantófilos, según esta invención, requiere ciertas con 
diciones mínimas para la  operación escalonada práctica. Es­
te  método comprende el cultivo de un hongo de la  familia Da- 
crymycetaceae, en cultivo sumergido en un medio acuoso conte 
niendo una fuente de nitrógeno orgánico asimilable, una fuea 
te  de nitrógeno amónico, una fuente metabollzable de carbono, 
una fuente metabollzable de fósforo y minerales trazadores, 
mientras se mantiene e l cultivo bajo condiciones de aeración 
y agitación, y sometiendo e l material fúngico a radiación en 
e l espectro v isib le . La composición del medio nutritivo  es 
responsable del buen desarrollo fúngico y da por resultado 
una producción substancial de carotenoide, y particularmente 
de material rico en xantófilo1. El desarrollo del organismo, 
sin producción substancial de pigmento, es reducido a l míni­
mo.

El procedimiento descrito antes conduce a rendimien­
tos de escala práctica de xantófilos como ceaxantlna, canta- 
xantlna, crlptoxantina, violaxantina, torulena, torularrodi- 
na y rodotorulina, los cuales son de interés particu lar, así 
como a otros de la  olase. Se apreciará que el beta-caroteno 
y otros carotenos son también producidos por el procedimien­
to'.

Se ha encontrado que las condiciones bajo las cuales 
e l hongo de la  familia Dacrymycetaceae es cultivado, así co­
mo la  composición del medio nutritivo , son criticas para la  
producción de pigmentos elevados.

El procedimiento de fermentación debe ser efectuado 
bajo condiciones de cultivo sumergido. Es decir, el orga-



= 4 =

5.

15.

20.

25.

50.

nismo es desarrollado en un medio líquido, oon agitación y 
proporcionando un suministro adecuado de oxígeno.

La oxigenación y agitación continuada son requeridas 
durante e l procedimiento de fermentación oon oada uno de los 
organismos. SI desarrollo micólico es mucho más pro lífico , 
cuando el medio de cultivo es agitado y mantenido en movi­
miento. La oxigenación puede ser realizada por la  introduc­
ción de a ire , preferiblemente e s té ril , a través de una uni­
dad que proporciona buena dispersión y que produce pequefias 
burbujas. Esto puede ser efectuado mediante e l paso de aire 
comprimido a través de tubos o láminas perforados, d istribuí 
dores de gas a base de cerámica porosa u otros medios conven 
clónales, situados dentro del medio de fermentación. Las 
proporciones de aeración variarán, dependiendo de la  técnica 
empleada, aunque proporciones dentro del orden de alrededor 
0,1 a 2,5 volúmenes de aire por minuto por unidad de volumen 
de cultivo líquido, generalmente, será sufioiente. La aera­
ción, a una proporción adecuada, es mantenida a través de to, 
do e l ciclo de fermentación'.

Hay que proporcionar agitaoión, por cualquier medio 
conveniente. Puede ser suministrada por hoja de agitador 
del tipo áncora o ra s tr i l lo  o por una rueda de palétas de 
a lta  velooidad del tipo turbina, o haciendo oircular la  masa 
a agitar a través de bombas que transportan el líquido de 
una posición a o tra . El orden de agitación tendrá que ser 
suficientemente alto para dar una dispersión a fondo sin prg 
ducir, no obstante, una indebida maoeraclón del tejido fóngi 
co* Preferimos conducir la  fermentación completamente en un 
medio acuoso contenido en un recipiente cerrado, acoplado 
con un dispositivo dispersor de aire y una rueda de paletas
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convencional que opera a velocidades de árbol de alrededor 
de 50 a 400 r.p.m.

Se ha encontrado que la  irradiación con energía ele¿ 
tromagnética, dentro del orden de longitud de onda de alrede 
dor de 3200 a 7600 A°, durante el desarrollo del crecimiento 
fúngloo, es necesaria para obtener la produocián máxima de 
pigmento. No es necesario irradiar continuamente. Es esen­
cia l solamente durante las fases finales del desarrollo del 
cultivof por ejemplo e l 50-50# final del período de incuba­
ción, No obstante) la irradiación durante el periodo de in­
cubación entero puede ser practicada para adelantar y puede 
ser intermitente. Cada especie de organismo tiene sus exi­
gencias de radiación propias para la  producción máxima! pero 
éstas caen dentro del orden mencionado antes y puede ser fá­
cilmente determinadas. La intensidad lumínica puede ser del 
orden de alrededor de 5 a 1000 bujías-pie.

No solamente la  producción to ta l de xantófilos es 
afectada por la  radiación! sino que también la  proporolón de 
xantófilos al to ta l de carotenoldes producidos por oada orga 
nlsmo está sujeta a variación de acuerdo con la  longitud de 
onda usada para la  irradiación; Por ejemplo, con las Dacrv- 
mrces dellauesoens. la  longitud de onda que resulta con la 
más a lta  proporción de xantófilos a l to ta l de carotenoldes 
es la  de luz verde, o de alrededor 5300 A°. 21 más alto ren 
dimiento to ta l de xantófilos ocurre con la  luz de color rosa 
alrededor 6200 A°. Con la  Daorvoninax spathularla. el más 
alto rendimiento de xantófilos, así como la  más a lta  propor­
ción de xantófilos al to ta l de carotenoldes, ocurre con luz 
de alrededor 5800 A°.

La nutrición del organismo es un factor importan t í  si.
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mo. Una fuente de nitrógeno orgánico asimilable, nitrógeno 
amónico, una fuente metabolizable de carbono, una fuente me- 
tabolizable de fósforo y minerales trazadores representan 
las exigencias mínimas, como queda indicado anteriormente. 
Otros substratos nutritivos pueden ser añadidos para adelan­
ta r , como más detenidamente es tratado más abajo, listos subs 
tra to s nutritivos deberán estar presentes en las siguientes 
proporciones: nitrógeno orgánioo de 0,025 a 2,5 g de nltróge 
no por l i t ro  de medio; nitrógeno amónioo - 0,025 a 2,0 g de 
nitrógeno por l i t ro  de medio; oarbono metalizable -  1 a 80 g 
por l i t ro  de medio; fósforo -  0,1 a 2 g por l i t ro ;  y minera­
les  trazadores, es decir, zinc, magnesio y h ierro , 1 a 500 
mg por l i t ro  de mediov

Los substratos nutritivos pueden ser todos afiadidos 
en la  lnlclaoión del proceso de fermentación, o pueden ser 
afiadidos por porciones en varias fases, a medida que la  fer­
mentación va progresando.

Los aminoácidos son las fuentes preferidas de n itró ­
geno orgánico asimilable.1 Así, pueden ser empleadas cerina, 
U sina, leucina, lsoleuoina, arginina, ácido aspártico, t r ip  
tofana, prolina, treonlna, metionina, o istina, clsteína, fe- 
n ilalanina, tlro sina , h istid ina, vallna, g licina, alanina, hl 
droxiprolina, homoserina, alohldroxiprolina, etionina, aspa- 
ragina, ácido glutámico, glutamina, e tc ., solas o en combina 
clones. Son preferidos, el ácido glutámico, una sal de glu- 
tamato, o g licina. La incorporación de la  1-triptofana en 
un medio que contiene ácido glutámico es particularmente 
efectiva.

Si hidróxido amónico o las sales amónicas, como por 
ejemplo el n itrato  amónico, sulfato amónioo, ta rtra to  amóni-
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co, cloruro amónico, fosfato amónico, carbonato amónico, etc. 
pueden ser usados como fuentes de nitrógeno amónico. SI n i­
trato amónico es preferido;

La urea 7 la acetamida 30a también fuentes adecuadas 
de nitrógeno.

Si carbono asimilable para el medio nutritivo se ob­
tiene mejor de los hidratos de carbono, aunque otras fuentes, 
como proteínas, proteínas hidrolizadas, lípidos, e tc ., pue­
den también ser usadas. Los carbohidratos, oomo la  glucosa, 
sacarosa, azúcar invertido, maltosa, fructosa, zilosa, arabi, 
nosa, oeloblosa, melicitosa, galactosa, g licerol, azúcar cru 
do, melazas de banda negra, melazas invertidas, mannitol, 
sorbosa, lactosa, celulosa, almidón, amilosa, 7 dextriñas, 
todos favorecen el crecimiento 7 la  producción de pigmento'. 
Son preferidos, la  glucosa, la  sacarosa 7 e l azúcar inverti­
do.

Pequeñas cantidades de fósforo son también esencia­
les para el crecimiento. Este puede ser suministrado en la  
forma de fosfatos inorgánicos, ta l  como fosfato de acido po­
tásico, fosfato disódico, o similares, en las cantidades an­
tes especificadas. Los metales trazadores zinc, magnesio e 
hierro, en cantidades de alrededor 0,1 a alrededor 50 mg % 

deben estar presentes para que tenga lugar e l crecimiento en 
una esoala práctica. Estos pueden ser introducidos como sa­
les inorgánicas, como complejos organometálicos, o como me­
ta l  ligado orgánicamente. Otros metales como el calcio, bo­
ro, cobre, manganeso 7 molibdeno, son también estimuladores 
7 pueden también ser incluidos en cantidades trazadoras.

La vitamina B1 (tiamina), en pequeñas cantidades, pue 
de también ser incluida en el medio con buen efecto. La vi-



taraina puede ser obtenida de cualquier fuente de material 
que presenta actividad de vitamina B̂ » por ejemplo de subs­
tancias puras, como el clorhidrato de cloruro de t i  amina, el 
bromhldrato de bromuro de tiamina, e l n itrato  de tiamina, 
sulfato de tiamina o meadas brutas, incluyendo materiales 
naturales de origen biológico que contienen estas substan­
cias;

La adición al medio, en pequefias cantidades de otras 
diferentes vitaminas y agentes similares, como el áoido pan­
to tánico , riboflavina, niacina, inosito l, ácido p-aminoben- 
zoico, biotina, piridoxina, ácido fólico, ácido tióctivo y 
vitamina B12, separadamente o en combinaciones, produce una 
oantidad variada de estimulación de crecimiento y producción 
de pigmento con diferentes bongos.

Para determinados organismos, la  adición de pequefias 
cantidades de proteína o proteina hidrolizada es también es­
timuladora. Por ejemplo, con Dacryanrces dellauesoens. la  
adición de 0,05 a l de albúmina de leche hidrolizada o no 
hidrolizada, sólidos de leche desnatada, proteína de habas 
de soja, proteína de semillas de algodón, caseína, levadura, 
materias solubles secadas en destiladores, agua de remojo de 
maíz, proteína de trigo , raspaduras de carne, oomida de pes­
cado u otros productos vegetales o animales estimulan aún el 
crecimiento y la  producción de pigmento.

Mientras que cada uno de los organismos muestra una 
respuesta individual con respecto a l máximo crecimiento y 
producción de pigmento a medios nutritivos particulares, un 
medio nutritivo teniendo una composición como sigue en gene­
ra l  produce buenos resultados :
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Componente Concentración por ciento (W/V)
Concentración preferida Por ciento (W/V).

Glucosa 0 .2-10 1.5-5
Licor de remojo de maíz 0 .02-2 0.3

5. Levadura hidrolizada por enzima 0 .01-1 0 .1-0.2

Ácido glutánico 0 .02-1 0. 1-0.2

Vitamina Bj 0.05-5.0 mg # 0.2-0.5 mg 55
Fosfato de ácido potásico 0.05-1 0. 10-0.20

Sulfato magnésico 0.05-1 0 . 10-0.20

10. Nitrato amónico 0.02-1 0. 1-0 .2

Otra composición que da buenos resultados es la  s i-
guíente :

Componente
« Concentración por ciento ÍW/vV.

Glucosa 3.5
Licor de remojo de maíz 0.3

15. Fosfato dlamónico 0.2

Fosfato de ácido potásico 0.15
Sulfato magnésico 0.15
Cloruro potásico 0.10
Lactalbómica hidrolizada por enzima 0.10

Pro teína de baba de soja hidr c lisa ­da por enzima
Pantotenato célcico

0 .10  
1 mg.

Los rendimientos máximos generalmente son alcanzados 
en 90 a 144- horas, aunque es ocasionalmente ventajoso proion 

25. gar el tiempo de fermentación hasta unas 240 horas. El pe­
riodo de fermentación que proporciona resultados óptimos pa-
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ra  un organismo particu lar puede ser determinado por frecuen 
te  toma de muestras del cultivo.

La temperatura óptima para el crecimiento y la  pro­
ducción de carotenoide varía algo para cada organismo. Sin 
embargo, una temperatura del orden de los 20° a los 32°C, 
preferiblemente de 25° a 28°C, en general da una buena reper 
cuaión.

Es preferible empezar la  fermentación a un pH in i-  
o ial de alrededor 6. Durante la  fermentación, se acumulan 
ácidos los cuales reducen el pH a alrededor de 2,1 1 alrede­
dor de 2,5* Aunque ta l bajo pH no es particularmente perju­
d icia l para el crecimiento fungioo y formación del pigmento, 
es altamente corrosivo para el equipo metálico. Por consi­
guiente, es usualmente ventajoso mantener e l pH del cultivo 
dentro e l orden de alrededor 3,5 a alrededor 5»5 por medio 
de adición por porciones o continua de un á lc a li , como h.idró 
sido sódico, bidróxido potásico, hidróxido cálcico, Mdróxi­
do amónico, carbonato sódico, carbonato potásico, e tc . En 
general, un pH dentro del orden de alrededor 2,1 a alrededor 
8,5 no impide la  fermentación.

Los cultivos de los organismos de la  familia Daorymy, 
oetaceae pueden ser mantenidos durante largos períodos sobre 
sesgos de agar a base de agar de extracto de malta de la  com 
posición siguiente :

Concentración por ciento (T/VK
Extracto de malta (Difeo) 1.5
Peptona (Dlfco) 0.7
Agar 2.0
Vitamina B1 0.5 mg. $

pH antes de la  esterilización  6.0
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El inoculado para la  fermentación puede ser prepara­
do desde la  superficie de crecimiento sobre sesgos de agar 
por pulverización de la  superficie de crecimiento de una fina 
pulpa con alrededor de 10 a 15 mi de agua destilada e s té r i l ,  
por ejemplo en un homogeneizador de te jido . Alrededor de 25 
a 50 mi de la  suspensión finamente homogeneizada de tejido  
micélico es entonces transferida a una gran botella que con­
tiene, por ejemplo, alrededor de 6 l i t ro s  de caldo de inocu­
lación que tiene la  composición aproximada siguiente :

Concentración por ciento (W/VV.

= 11 =

Melazas de ensayo elevado 3.6 
Caseína Mdrolizada 1.0 
Agua de remojo de maiz 0.5 
Acetato amónico 0.2 
Fosfato de ácido potásico 0.1

pH ajustado a 5»5-6,0 oon á lca li diluido antes de la  esterilización .
SI medio, previamente a la  introducción de la  suspen 

sión que contiene e l tejido fúngico, es esterilizado median­
te  autoclave a 120°C durante unos 15 minutos, siendo después 
enfriado.

Después de inoculación, el recipiente de medio de 
inoculación es dejado reposar a 28°C e incubar bajo una ilu ­
minación difusa durante unos 2 a 3 días de incubación tran­
quila. Luego la  incubación es continuada durante 2 a 3 dias 
a la  misma temperatura bajo irradiación continua, aeración y 
agitación. Un crecimiento filamentoso denso, de color amari, 
lio  profundo a naranja ro jizo , se desarrolla en e l medio, el 
cual está dispuesto para ser usado como inoculador.

La fermentación se efectúa entonces en grandes re c i-
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pientes que contienen medio nutritivo , como queda descrito 
anteriormente. SI agente fermentador es inoculado con aire- 
dedor de 5 gal* a alrededor de 10 gal. del medio de inocula­
ción sumergido, preparado como se ha desorito antes, por 100 

gal. de medio de fermentación. La fermentación es efectuada 
bajo condiciones de aeración, agitación e irradiación según 
queda descrito anteriormente.

A la  terminación del periodo de fermentación el mice 
lio  puede ser separado del medio de fermentación por decanta 
ción, centrifugación o filtrac ió n . SI micelio., rico en caro 
tenoide, puede ser entonces secado por llo fillzac ió n , secado 
por atomización, seoado por cilindros, secado por a ire  ca­
llen te  o por otros medios convenientes.

Los xantófilos y también los carotenos producidos por 
los hongos pueden ser usados sin separarlos del tejido  fungí 
oo o pueden ser recuperados 7 usados ceas o un concentrado. Pa 
ra mezcla en alimentos para animales y aves de corral es pre 
ferib le  emplear todo e l mioelio secado, obtenido como queda 
descrito antes, como vehículo de los pigmentos de carotenol- 
de. En este caso, e l tejido secado es reducido a un estado 
finamente dividido por trituración en un molino machacador, 
molino de bola, molino de trituración u otro dispositivo s i­
m ilar, 7  una cantidad menor del tejido molido es mezolado a 
fondo con una proporción mayor de un alimento como los a l i ­
mentos disponibles comercialmente para animales, masa macera 
da para crecimiento de polluelos, masa macerada ponedora, ma 
sa macerada lechera, masa macerada para crecimiento de pavos, 
e tc .

51 se desea un producto más concentrado, el micelio 
que contiene xantófilo puede ser extraído con disolventes or
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gánioos como metanol, acetona, cloroformo, benceno, u otro 
disolvente orgánico o combinación de disolventes para sepa» 
rar los pigmentos. Por evaporación del disolvente, puede re 
esperarse un concentrado oleaginoso siruposo o un ooncentra- 
do sólido seco. Este concentrado puede ser mezclado con, y 
adsorbido en, una raoión de alimento básico, o sea usado pa­
ra otras finalidades.

Los siguientes ejemplos son ilu stra tiv os de la  inven 
ción. Los cultivos de los organismos lian sido depositados 
en la  colecoión de microorganismos de la  Ameri.can Type Cultu 
re Collection, de Washington, D.C., donde se les ha dado las 
indicaciones citadas.
E J E M P L O  1 .

Largos sesgos de agar a base de agar de extracto de 
malta son preparados en tubos de ensayo de 55 x 200 mm. El 
agar tiene la  composición siguiente :

gramos por l i t ro
Extracto de malta Difeo 15
Peptona Difeo 7
Agar 20

pH antes de la  esterilización  6.0

Estos sesgos de agar son inoculados oon un cultivo 
de Daorvmyoea deliouesoena. ATCC No. 13292, y dejados incu­
bar a 25-28°C en luz difusa durante 10 a 15 días. Durante 
este tiempo la  superficie del sesgo entera queda cubierta 
con napa de una vegetación rugosa, de color amarillo profun­
do subido a naranja.

El crecimiento de un sesgo de agar conteniendo un 
cultivo de Dacrymyoes deliouesoena es homogeneizado oon aire 
dedor 10-15 mi de agua destilada e s tá r il  en un homogeneiza-
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dor de tejido de vidrio» Seis l i t ro s  del medio que tiene la  
siguiente composición, son añadidos a cada una de dos bote­
lla s  de 9 l i tro s  :

gramos oor l i t ro
Melazas de ensayo elevado 36

5. Caseína hidrolizada 10
Agua de remojo de maíz 3
Acetato amónico 2
Fosfato de ácido potásico 1
pH ajustado a 5,5-6,0 con á lca li diluido 

10. 10 mi de un agente desespumador a base de aceite de manteca
de cerdo son añadidos i  cada botella para controlar la  forma 
ción de espuma. Los fermentadores de la  botella son ajustados 
con conexiones para inoculación, aeración, ventilación y pa­
ra sacar muestras. Las juntas que contienen e l medio descri, 

15, to antes, son esterilizadas por autoolave a 120°c durante 30

minutos.
Una vez enfriadas, cada botella es inoculada con una 

cantidad de suspensión homogeneizada equivalente a la  vegeta 
ción derivada de la  mitad de un sesgo. Cada botella enton- 

20. ces es dejada permanecer en reposo durante 48 a 72 horas a
28°C bajo irradiación difusa. Después del período de incuba 
ción reposada in ic ia l, la  aeración es iniciada y continuada 
Invariablemente a alrededor de 5 l i tro s  por minuto durante 
48 a 72 horas adicionales* Durante e l periodo de inoubaoión 

25, aereada, cada botella es irradiada oon luz de intensidad de
alrededor de 250 bujías-pie, producida por una válvula inoan 
descente de 500 w, Después de un to ta l de 4 a 6 días de in ­
cubación, la  vegetación se hace densa y filamentosa y vira 
de un color amarillo profundo a naranja ro jizo  y queda l i s ta



para su uso como medio inoculador.
Dos botellas de medio inoculador (12 l i t ro s  del volu 

men to ta l) son transferidas asépticamente en 220 l i t ro s  de 
medio de fermentación e s té r il ,  conteniendo en un fermentador

5. de 300 l i t ro s ,  y que tiene la  composición siguiente:
Cerelosa 3.5$
Licor de remojo de maíz 0.3$
Glutamato sódico 0.2$
Nitrato amónico 0 .2$

10. Levadura hidrolizadapor enzima 0.13$
Fosfato de ácido potásico 0.13$
Sulfato magnésico 0. 10$
Tiamina 0.1 mg$

15. 2nS04 . 7 ^0  0.025
pH ajustado a 5.5
50 mi de agente desespumante de silicona son añadi­

dos y el fermentador es esterilizado durante 20 minutos a 
120°C. El contenido del fermentador es iluminado oon dos 

20. lámparas de vapor de mercurio de 400 w, colocadas en pozos
que se extienden a través de la  tapa en el in terio r del fer­
mentado r .

Después de las primeras 24 horas de fermentación, el 
fermentador es iluminado continuamente, aereado y agitado du 

25. rante 168 horas. Se suministra a ire  al fermentador en una
proporción de 5 a 25 pies cúbicos por minuto y se hace fun­
cionar el agitador a una velocidad de 60 r.p.m . La tempera­
tura es mantenida desde e l principio a l fin  a 25-28°C.

El caldo fermentado luego es oolooado en una centrí­
fuga de cesto y el material sólido es recogido. Se recupe-30.
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rail 12 kg de micelio húmedo.
10 kg de micelio húmedo, recientemente filtrado  de 

la  fermentación y equivalente a alrededor de 2 kg de sólidos 
secos, son mezclados a fondo con 20 l i t ro s  de agua del grifo 
y molidos a una pulpa fina en un molino coloidal. El mice­
lio  molido es separado por filtrac ió n  en un embudo de porce­
lana y transferido a un recipiente que contiene 40 l i t ro s  de 
acetona^ Después de agitación durante alrededor de 8 horas, 
la  acetona es separada por filtrac ión  y reemplazada por 40 
l i t ro s  de acetona fresca. La masa es agitada durante 8 ho­
ras más y la  acetona es separada y reemplazada por 20 l i ­
tros de aoetona fresoa. La porción es f iltra d a  de nuevo y 
los filtrados de acetona, coloreados profundamente, son en­
charcados. Los sólidos extraídos, que ahora son oasi incolo 
ros, son depuestos.

Los extractos de acetona encharcada son reducidos a 
alrededor de 20 l i t ro s  por evaporación a baja temperatura en 
un evaporador de bandeja a l vacío. Este concentrado enton­
ces es colocado en una vasija de extracción, diluido oon a l­
rededor de 50 l i t ro s  de agua, y extraído dos veces oon por­
ciones de 20 l i t ro s  de una fracción de hexano-n (Skellysolve
B). El extracto es secado con sulfato sódico y evaporado al

\vacío a temperatura baja para proporcionar un concentrado si, 
ruposo espeso que contiene 4920 mg de pigmentos de oarotenoi, 
de. Por análisis cromatográfico se encuentra que la  porción 
de caroteno!de del concentrado comprende J050 mg de xantófi- 
los, 1590 mg de beta-caroteno y 280 mg de otros carotenos. 
E J E M P L O  2.

50

Se preparan sesgos de extracto de malta-agar-peptona 
en tubos de ensayo de 18 x 150 mm de cabeza roscada. El me-



dio tiene la  composición siguiente :
eramos por l i t ro

Agar 20
Extracto de malta Difeo 15
Peptona Dlfco Bacto 5

5. Glucosa tóenlos 20
sol̂ po^ 1-*o
MgSÔ  ,71%0 0.5

MnS04 .7Hg0 50 mg.
.ZnSOq, .THgO 25 mg.

10, FeSÔ  .7HgO 25 mg.
Tiamina 0.1 mg.
Biotina 0.045 mg.
El pH es ajustado a 6.5 an­tes de la  esterilización .

15. Los sesgos de agar son inoculados con un cultivo de
Daorymroes dellouesoena. ATCC No. 13292, y son dejados incu­
bar en luz difusa de alrededor 20 bujías-pie, en un local a 
temperatura constante mantenido a 26° a 28°C. En 10-15 días 
la  superficie entera de los sesgos de agar quedan cubiertos 

20. con una napa tenaz de vegetación rugosa de color amarillo
profundo a naranja.

La vegetación de un sesgo es separada en pequeñas 
piezas con una aguja de alambre rígido y transferida a un lio 
mogeneizador de tejido a mano e s té r i l ,  en el que es molido a 

25. una pulpa fina con 10-15 mi de agua destilada e s té r il .
La pulpa fina es transferida asépticamente a un fras 

co e s té ril  y diluida a 25 mi con agua destilada e s té r i l .  UUa 
alícuota de 5 mi de esta suspensión es transferida a un fras 
co de 500 mi que contiene 100 mi de medio lnoculador de la  

30. composición siguiente :
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gramos por l i t ro
Glucosa (comercial) 25
Glicerol 5,0
Levadura (Mdrolizada por enzima) 5,0
1 (+) Acido glutáraico 2.0

5* Licor de remojo 5 mi.
Tianina 1 ,o
KH¿P04 1.5

BgS04 0.25
El pH es ajustado a 6,0 oon hidróxi- 10, do amónico, antes de la  esterilización ,
Bespués de inoculación, el frasco es puesto aparte 

en e l laboratorio a 24°-26°C y dejado inoubar sin agitación 
durante la  noche, Entonoes e l frasco es colocado en un saou 
didor giratorio  funcionando a 500 r.p.m. y es incubado de mo 

15* do aerobio ulteriormente bajo 80-120 bujías-pie de ilumina­
ción emitida por una lámpara incandescente de 500 w. En 5 
días una vegetación de un color anaranjadorrojizo subido se 
ha desarrollado en e l medio.

Cinco mi de medio inoculador es transferido aséptica 
20, mente a un frasco de 500 mi que contiene 100 mi de un medio

de la  composición siguiente :
(yamna por 100 mi de medio

Glucosa (grado técnico) 2.5
Licor de remojo de maíz concentrado 0.5 mi

25. Glutamato sódico 0.5
KHgPO 0.15
MgS04 0.05
Levadura (hidrolizada por enzima) 0.1

50. Nitrato amónico 0.2
Tiamina 0.1 mg.
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El medio es ajustado a un pH de 6,1 antes de someter 
lo al autoclave y luego es esterilizado por calentamiento a 
120°C durante 15 minutos.

Después de inoculaoion, el frasco es puesto en una 
máquina sacudidora g ira to ria  y agitada de modo aerobio a 300 

r.p .m ., manteniendo la  temperatura a 26-28°C, y exponiendo 
entretanto e l frasco y su contenido a alrededor de 20-80 bu­
jía s-p ie  de luz emitida por un banco de lámparas fluorescen­
tes de blanco-frío de 40 w.

Después de 12 horas de incubación, e l azúcar en el 
medio ha sido consumido completamente y el frasoo es oosecha 
do.

El pH del medio es de 4,5. El micelio es separado 
por filtrac ión  y pesado. El peso en húmedo es de alrededor 
4,5 gramos y, después de secado, es equivalente a 1,0 gramos 
de sólidos secos.

Una alícuota de micelio igual a 420 mg de sólidos s_e 
eos son extraídos con acetona. La acetona es evaporada y el 
residuo es disuelto en éter de petróleo seoo. La solución
de éter de petróleo es tratada con alúmina de grado oromato-
gráfico para absorber los xantófilos. Los xantófllos son
«luidos de la  alúmina y disueltos de nuevo en éter de petró­
leo. La fracción insoluble de éter de petróleo es pesada y 
luego disuelta en cloroformo.

Todas las soluciones de disolvente son analizados 
colorimétricamente y se encuentra que oontienen un to ta l de 
1650 gamma de material carotenoide por 420 mg de micelio se­
co. Este es igual a 3890 gamma de carotenoides por gramo de 
micelio seco. De este to ta l, 3550 gamma son una mezcla de 
xantófilos y 540 gamma son beta-oaroteño y otros carotenoá.
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25.

Se sigue el procedimiento según se describe en el
ejemplo 2, excepto que el medio de fermentación, g licero l, 
es añadido en la  cantidad de 1 g por 100 mi de medio.

Cuando es cosechado, a las 121 horas, se encuentra 
que el frasco contiene aproximadamente 4,6 g de micelio húme 
do. El micelio es secado en un secador al vacío debajo de 
los 40°C, y pesa 1,03 g.

Oha alícuota representando 460 mg de micelio seco es 
ensayada y se encuentra que contiene un to ta l de 2010 gamma 
de pigmentos de carotenoides, igual a 4370 gamma de pigmen­
tos por gramo de micelio seco. De este to ta l, 3920 gamma 
ensayadas como pigmentos de xantófilo y 450 gamma ensayadas 
como beta-caroteno y otros carotenos.
E J E M P L O  4.

La CrUepinlousls to r ta , ATOO No. 13300, es inoculada 
en sesgos de agar de la  composición siguiente :

gramos por l i t ro
Agar 20
Azúcar crudo 20
Glicerol 10
Licor de remojo 4.1
Levadura (hidrolizada por enzima) 2.0
Tiamina 10 mg.
El pH es ajustado a#6,5 an­tes de esterilización .
Después de Inoculación, los sesgos son incubados ba­

jo iluminación difusa durante 14 días, en un local de tempe­
ratu ra constante de 26-28°0.

Durante este período se ha desarrollado una estera rugosa
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amarillo-naranja de vegetación. La vegetación en un sesgo 
es separada y molida en un homogeneizador de tejido a pul­
pa fina. La vegetación finamente molida es diluida a 20 mi 
con agua e s té r il  y una alícuota de 5 mi es transferida a un 
frasco de 500 mi conteniendo 100 mi de medio de la  composi­
ción siguiente :

Gramos por l i t ro
Extracto de malta Di feo 15
Peptona Difoo 7
Ti amina .1 mg.
Biotina 0.01 mg.
Después de inooulaoión) el frasco es dejado reposar 

durante 72 ñoras, cerca de la  ventana, a 24-26°C. El frasco 
es colocado luego en una máquina sacudidora g ira to ria  fundo 
nando a 270 r.p.m. y es incubado de modo aerobio y 75 ñoras 
adicionales a 25°C, mientras se lo mantiene bajo Iluminación 
difusa proporcionada por una lámpara fluorescente blanco ca­
lien te .

Una alícuota del medio de inoculación desarrollado 
es transferida a un frasco de 500 mi conteniendo 100 mi de 
medio de la  composición siguiente :

Gramos por l i t r o
Glucosa (grado técnico) 35
Agua de remojo de maíz 3
1 (+) Acido glutámico 2

Nitrato amónico 2

Fosfato de ácido potásico 1.5
Sulfato magnésico 1.0

Levadura ñidrolizada por enzima 1.0

Tiamlna
El pH es ajustado a 6.1 antes de esterilización .

1.0 mg
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EX frasco inoculado es colocado en un sacudidor gira 
torio funcionando a 270 r.p.m . e incubado de modo aerobio ba 
jo iluminación difusa durante 5 días a 25°C. Luego el fras­
co es separado del sacudidor y e l micelio producido es f i l ­
trado del medio de crecimiento* El peso en húmedo del mice­
lio  es de 5,2 g* Al secar se encuentra que la  cantidad de 
peso en seco producido es de 1,04 g.

Una alícuota del micelio cosechado recientemente es 
ensayada para earótenoides, encontrando que contiene 1185 

gamma de los caroteno!des to tales por gramo de sólidos se­
cos. De este to ta l, la  fracción de xantófilo da razón de 
813 gamma por gramo* Las restantes 372 gamma por gramo con­
sisten  de beta-caroteno y otros carotenos*
E J E M P L O  5.

Un cultivo de Pems.ionia luteoalba. ATCC lío. 13299, 
es tratado de acuerdo con el procedimiento descrito en el 
ejemplo 4 y se halla  que rinde 18,8 g de micelio seco por l i  
tro  de cultivo* El micelio contiene 1571 gamma por gramo de 
caroteno!des to ta l, de los que 766 gamma por gramo comprende 
una mezcla de xantófllos y 805 gamma por gramo son beta-caro 
teño y otros carotenos.
E J E M P L O  6*

tratado como se describe en e l ejemplo 2 excepto que el oul- 
tivo es irradiado, durante las fases sumergidas de su creci­
miento, oon la  potencia producida de una lámpara que emite

El rendimiento de peso seco micelico es de 8,7 g por 
litro*  El micelio contiene 2540 gamma por gramo de caroteno!, 
des to ta l, del que 1220 gamma por gramo es de composición de

Un cultivo de Dacryomitra nuda, ÁTCC No. 13296, es

principalmente a 5800 A°.



xantófilo mixtaj 1320 gamma por gramo consiste de beta-caro­
teno y otros carotenos.
E J E M P L O  7.

La Daoryomltra nuda es cultivada como se desoribe en 
5. ©1 ejemplo 6, excepto que e l cultivo es irradiado por ener­

gía radiante con cresta a 4800 A° y a 6200 A°. El rendimien 
to de peso seco micélico es de 9,0 g por l i t r o .  El micelio 
seco contiene 2260 gamma por gramo de carotenoides to ta l, del 
que 1240 gamma por gramo es composición de xantófilo y 2020 

10. gamma por gramo comprende beta-caroteno y otros carotenos.
E J E M P L O  8.

La Calocera cornea. ATCC No. 13291, es tratada como 
se describe en e l ejemplo 2, excepto que e l cultivo es ir ra ­
diado, durante la  incubación, con la  energía radiante de una 

15. lámpara que emite principalmente en la  región de 5800 A°. El
rendimiento de micelio seco es de 13,4 g por l i t r o .  El mice 
lio  contiene 1710 gamma por gramo del to ta l de carotenoides, 
del que 430 gamma por gramo son pigmentos de xantófilo. El 
remanente, o 1280 gamma por gramo, consiste de beta-caroteno 

20. y otros carotenos.
E J E M P L O  9.

Un sesgo de agar de 16 días de Paor.vmyoes deliques- 
cens es empleada para inocular un frasco de 500 mi que con­
tiene 100 mi de medio de la  composición siguiente :

Bramos por l i t ro
25* Glucosa (técnica) 15

Nitrato amónico 1.0
Sulfato magnésico 1.5
Levadura hidrolizada por enzima 1.0
fosfato de ácido potásico 1.5



O s*  o  o  o  -

Licor de remojo de maíz 1.0
Lactalburaina hidrolizada por enzima 1.0
1 (+) Acido glutámico 1.0
Heptahidrato de sulfato de zinc 20 mg.
Tiamina 5 mg.
"El pH es ajustado a 6,0 con hidró- xido sódico antes de esterilización.
El frasco inoculado es colocado en una mesa en un lo

cal de temperatura constante de 26°C, y dejado reposar sin
agitación durante 71-1/2 horas. Luego el frasco es colocado
en una máquina sacudidora g irato ria  que opera a 260 r.p.m. y
es dejada incubar con agitación aerobia a 26°C, mientras que
es expuesta a la  radiación de un dispositivo que contiene
dos lámparas fluorescentes que emiten principalmente a 4600

■ 24 =

A Después de 41-1/2 horas de incubación, 60 mi (3# v/v)
del cultivo desarrollado es transferido a 2300 mi de medio si, 
guiente contenido en un frasco de 4000 mi:

Gramos por l i tro
Glucosa (técnica) 3.0
Nitrato amónico 1.0
Sulfato magnésico 1.3
Levadura hidrollzada por enzima 1.0
Fosfato de ácido potásico 1.3

Licor de remojo de maíz 1.0
Lactalbumina hidrollzada por enzima 1.0
1 (+) Acido glutámico 1.0
Tiamina 3 mg.
El pH es ajustado a 6.0 con hldró- xido sódico antes de esterilización.
El frasco inoculado es colocado en un sacudidor gira

torio funcionando a 220 r.p.m. y es incubado de modo aerobio
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a 26°C, mientras es irradiado con la  luz de una lámpara in­
candescente deslustrada de 300 w.

Una alícuota de 350 mi de la  vegetación desarrollada 
es transferida a un termentador de jarro  con agitador conte­
niendo 3000 mi del medio siguiente :

gramos ñor l i t ro
Glucosa (técnica) 35
Licor de remojo de maíz 3
Fosfato diamónico 2

Fosfato de ácido potásico 1.5
Sulfato magnésico 1.5
Cloruro potásico 1.0

Lactalbumina hidrolizada por enzima 1.0

Froteína de haba de soja hidro­lizada por enzima 1.0

Pantotennto cálcico 10 mg.
El pH es ajustado a 6.0 con NaOH y 3 mi de silioona Dow Corning son añadidos antes de esterilización .
Después de inoculación, el jarro es aerado con

tros de a ire  por minuto y es agitado con dos turbinas de 3 

pulgadas funcionando a 350 r.p.m; La temperatura es maateni 
da a 25-27°C y el jarro es iluminado continuamente oon la 
luz de una lámpara incandescente deslustrada de 500 w, colo­
cada a una distancia de 30 pulgadas.

Después de 163 horas de incubación, el hongo ha desa 
rroliado una Vegetación profusa presentando un matiz rojo 
anaranjado subido. El peso seco fúngico recuperado es equi­
valente a 10.3 gramos por l i t ro , conteniendo un to ta l de 
3360 gamma por gramo de pigmentos de carotenoide. Estos com 
prenden 1600 gamma por gramo de pigmentos de xantófilo y 
1760 gamma por gramo de beta-caroteno y otros carotenos. El



to ta l de peso seco recuperado pesa 51,5 gramos y contiene un 
to ta l de 173*500 gamma de pigmentos de carotenoide, compren­
diendo 82,600 gamma de pigmentos de xantófilo y 91)000 gamma 
de beta-caroteno y otros carotenos.

5. E J E M P L O  10.

El procedimiento descrito en el ejemplo 9 es repeti­
do, excepto en que la  composición del medio de fermentación 
tiene los Ingredientes siguientes :

Gramos por li tro
Glucosa (técnica) 50

10. Agua de remojo de maíz 3
Laotalbumina hidrolizada por enzima 3
Fosfato diamónlco 4
Fosfato de ácido potásico 1.5
Sulfato magnésico 1.5

15. Glicina 1.0
Cloruro potásico 1.0
Pantotenato cálcico 10 mg.
Después de 163 horas de incubación, e l peso seoo mi- 

oélico producido es igual a 18 gramos por l i t r o ,  conteniendo 
20. un to ta l de 3140 gamma por gramo de pigmentos de carotenoide.

Estos comprenden 1550 gamma por gramo de xantófilos y 1590 
gamma por gramo de beta-caroteno y otros carotenos. Un to­
ta l  de peso seco micéllco de 90,2 gramos es producido, conte 
niendo un to ta l de 283,230 gamma de pigmentos de carotenoide. 

25. Estos comprenden 139,810 gamma de pigmentos de xantófilo y
143,420 gamma de beta-oaroteno y otros carotenos. 
E J E M P L O  11.

Un medio de inoculación sumergido de Dacrymyces dell-
auescens es desarrollado en 60 li tro s  de medio de la  compos.1



= 27 =
[O!

y  ú  cj
ción siguiente, contenido en un Termentador forrado de vi* 
drio de 40 galones :

Gramos por li tro
Glucosa (técnica) 15
Fosfato de ácido potásico 1.5

5. Heptahldrato de sulfato magnésico 1.5
Levadura hidrolizada por enzima 1.0

1 (+) Aoido glutámico 1.0

Nitrato amónico 1.0

Agua de remojo de maíz 1.0

10. Heptahldrato de sulfato de zinc 20 mg.
Ti amina 5 mg.

13.
El pH es ajustado a 6,0 con amonía­co antes de esterilización  y se aña den 50 mi de Silicona Dow Corning ~ emulsión desespumante A .

La partida es esterilizada a 120°C durante 20 minu-
tos y es enfriada inmediatamente. Después de inoculación, 
la  partida es agitada continuamente siendo simultáneamente 
aerada con 10 pies cúbicos por minutos de aire e s té r i l .  La 

20. temperatura es mantenida a 25-27°C y no se proporciona ilumi,
naoión.

Dentro de las 72 horas se desarrolla un crecimiento 
denso pesado. Se transfieren tre in ta  y seis l i t ro s  de esta 
vegetaoión en 240 litro s  de medios de fermentación, el cual 

25. esté contenido en un termentador forrado de vidrio de 380 li,
tros. El medio de fermentación tiene la  misma composición 
que el medio de inoculación excepto que la  concentración de 
heptahldrato de sulfato de zinc esté incrementada a 40 mg 
por l i t ro ,  y se añade decahidrato de borato sódico a un n i­
vel de 20 mg por l i t ro .

El in terio r del termentador es iluminado por dos lém
30



paras de vapor de mercurio de 400 w que están protegidas por 
pozos de vidrio resisten tes a l calor que entran por la  tapa 
del recipiente y se extienden hacia abajo, dentro del medio 
en e l recipiente.

El contenido del fermentador es agitado continuamen­
te y es aerado continuamente con aire e s té r il  en proporcio­
nes que fluctúan de 5 o.p.m. a 20 c.p.m., manteniendo a la  
vez una ligera presión de aire positivo en el fermentador, y 
manteniendo el caldo a una temperatura de 25-28°C.

Después de 164 horas de incubación, se recuperan 8,87 
kg de moho húmedo por filtrac ión  en una centrífuga de cesto. 
Una alícuota es ensayada y se encuentra que contiene el 23# 
de sólidos. Los sólidos de moho seco contienen 2460 gamma 
por gramo de pigmentos de carotenoide, conduciendo e l rendi­
miento to ta l de pigmentos de carotenoide a 3000 mg para la  
partida. Estos comprenden 2710 mg de xantófilos y 2290 mg 
de caroteno y otros carotenos.

Mil gramo3 déLmicelio húmedo es molido a una pulpa 
fina con agua en un molino homogeneizador. El agua es sepa­
rada por filtrac ión  y los sólidos micélicos son extraídos con 
dos cantidades sucesivas de 6 l i tro s  de acetona. Luego se 
efectúan dos extracciones más con cantidades de 3 l i t ro s  de 
acetona. Los extraotos de acetona encharcados son evapora­
dos a temperatura baja a un jarabe espeso de alrededor 1 l i ­
tro en volunten. Este jarabe es ensayado y se encuentra que 
contiene un to ta l de 66,2 g de sólidos, de los cuales 1167 

mg comprenden pigmentos de carotenoide y substancias afines.
El extracto concentrado en sacudido con 3 l i t ro s  de 

Skellysolve B, se añade agua para interrumpir la  emulsión, y 
la  capa de Skellysolve B es separada. Se efectúa otra ex-



10.

tracción con 3 l i t ro s  de Skellysolve B. Los extractos de 
Skellysolve son encharcados y evaporados a un concentrado si. 
ruposo espeso.

Es obtenido un concentrado que pesa 43,3 gramos, con 
teniendo un to ta l de 853 mg de pigmentos de caroteno!de. Un 
producto enriquecido es así obtenido, conteniendo 19,800 gara 
ma por gramo del to ta l de carotenoides, de los que 10,800 
gamma por gramo comprenden pigmentos de xantófilo. 
E J E M P L O  12,

Especies adicionales de la  familia Dacrymycetaceae 
son cultivadas de acuerdo con e l procedimiento del ejemplo 3 , 
con los siguientes rendimientos de carotenoides:

*y-gm. Carotenoides, 
Organismos Santofilos Carotenos

D.rc.
Total

Gms./litro Micelio (D.W.)
Dacrymyces E ll is i i ,  ATCC No. 13293 470 156 626 17.0
Dacrymyoes palmatus, ATCC No. 13294 90 90 180 5.9
Dacrymyces mlnor, ATCC No. 13295 520 1110 1630 5.8
Dacryopinax spathu- la r ia , ATCC No. 13297 320 590 VO 0 8.1

D itiola radicaba, ATCC No. 13298 430 250 680 15.1
La invención, dentro de su esencial!dad, puede ser 

desarrollada en otras formas de realización que difieran en 
15, detalle de la  indicada a títu lo  de ejemplo, a las cuales a l­

canzará igualmente la  protección que se recaba. Podrá, pues, 
llevarse a cabo con los medios y aparatos más adecuados, por 
quedar todo ello comprendido dentro del esp íritu  de las r e i ­
vindicaciones.

= •• *
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Descrito el invento, se declaran nuevas las siguien­
tes reivindicaciones, con prioridad estadounidense Num.
773 184, del 12 de noviembre de 1.958 s

1. Procedimiento para la preparación de carotenoi- 
des que consiste en cultivar un hongo de la  familia de la  Da 
crymycetaceae en cultivo sumergido en un medio acuoso conte­
niendo una fuente de nitrógeno orgánico asimilable, una fuen 
te de nitrógeno amónico, una fuente metabolizable de carbono, 
una fuente metabolizable de fósforo y minerales trazadores 
esenciales, manteniendo simultáneamente el cultivo bajo con­
diciones de aeración y agitación, y sometiendo el material 
fúngico a radiación en el espectro visible.

2. Procedimiento según la  reivindicación 1, en el 
que el hongo es de la  especie Dacrymyces deliquesoens.

3. Procedimiento según la  reivindloación 1, en el 
que el hongo es de la  especie Dacryopinax spathularia.

4. Procedimiento según la reivindicación 1, en el 
que el hongo es de la  especie Dacryomitra nuda.

5. Procedimiento según la  reivindicación 1, en el 
que el hongo es de la  especie Calocera cornea.

6. Procedimiento según la  reivindicación 1, en el 
que el hongo es de la  especie Femsjonia luteoalba.

7. Procedimiento según la reivindicación 1, en el 
que el hongo es de la  especie Guepiniopsis to rta .

8. Procedimiento según la  reivindicación 1, en el
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que el medio acuoso comprende nitrógeno orgánico en una pro­
porción de 0,025 a 2,5 gramos de nitrógeno por l i t ro  de me­
dio, nitrógeno amónico en una proporción de 0,025 a 2,0 gra­
mos de nitrógeno por li tro  de medio, oarbono metabolizable 
en una proporción de 1 a 80 gramos por l i t ro  de medio, fósfo. 
ro metaboliaable en una proporción de 0,1 a 2,0 gramos por 
l i t r o  de medio, y minerales trazadores esenciales en una pro 
porción de 1 a 300 miligramos por l i t r o  de medio, y e l mate­
r ia l  fúngioo es irradiado con luz del orden de alrededor 
3200 A° a 7600 A°.

9. Procedimiento según la  reivindicación 2, en el 
que el medio acuoso comprende 0,023 a 0,40 gramos por l i t ro  
de nitrógeno de aminoácido, 0,025 a 0,40 gramos por l i t ro  de 
nitrógeno amónico, 10 a 50 gramos por l i t ro  de carbono de 
carbohidrato, 0,1 a 2 gramos por l i t ro  de fósforo y 1 a 25 
miligramos por li tro  de minerales trazadores esenciales, el 
cultivo es agitado y aerado con aire del orden de alrededor 
0,2 a 2,5 volúmenes de aire por minuto por l i t r o ,  y el mate­
r ia l  fúngico es irradiado con luz en e l orden de alrededor 
4800 A° a 6500 A°.

10. Procedimiento según la  reivindicación 8 , en el 
que el medio acuoso comprende nitrógeno orgánico en una pro­
porción de 0,025 a 2,5 gramos de nitrógeno por l i t ro ,  n itró ­
geno amónico en una proporción de 0,025 a 2,0 gramos de n i­
trógeno por l i t ro , carbohidrato en una proporción de 5 a 150 
gramos por l i t ro , fósforo en tina proporción de 0,1 a 2 gra­
mos por l i t ro , y minerales trazadores esenciales en una pro­
porción de 1 a 500 miligramos por l i t r o ,  el cultivo es aera­
do y agitado, el material fúngico es irradiado con luz del 
orden de alrededor 3200 A° a 7600 A°, el material fúngico es
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separado del caldo de fermentación y el tejido fúngico es se 
cado.

11. Procedimiento según se reivindica en la  reivin 
dicación 8, en e l que el medio acuoso comprende nitrógeno or 
gánico en una proporción de 0,025 a 2,5 gramos de nitrógeno 
por l i t r o ,  nitrógeno amónico en una proporción de 0,025 a 
2,0 gramos de nitrógeno por l i t r o ,  carbohidrato en una pro­
porción de 5 ft 150 gramos por l i t ro ,  fósforo en una propor­
ción de 0,1 a 2 gramos por l i t ro  y minerales trazadores esen 
cíales en una proporción de 1 a 500 mg por l i t r o ,  e l cultivo 
es aerado y agitado, el material fúngico es irradiado con 
luz del orden de alrededor 3200 A° a 7000 A°, el material 
fúngico es separado del caldo de fermentación, el material 
fúngico es sometido a la  extracción de disolvente para recu­
perar el pigmento y el disolvente es evaporado para obtener 
un concentrado rico en xantófilo.

12. Procedimiento según las reivindicaciones 1 a
11, por e l que se obtiene una composición que contiene caro 
tenoide, preparada según cualquiera de las reivindicaciones 
mencionadas o por un equivalente químico obvio de la misma.

13. Procedimiento según las reivindicaciones 1 a
12, por el que se obtiene una composición que contiene xan­
tó filo  siempre que esté preparada según cualquiera de las 
reivindicaciones 8 a 11 o por un equivalente químico obvio 
de la  misma.

14. Procedimiento según las reivindicaciones 1 a 
15, por e l que se obtiene una composición rica  en xantófilo 
preparada de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 11, o por 
un equivalente químico obvio de la  misma,

15. Procedimiento según las reivindicaciones 1 a
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14, en el que las composiciones que contiene carotenoide de 
las reivindicaciones 12 a 14 son empleadas con una parte raa 
yor de una ración básica como alimento animal.

16. Procedimiento para la  obtención mloroblológl- 
ca de caroteno!des.

Según se describe y reivindica en la  presente memo­
r ia , que consta de tre in ta  y tres hojas foliadas y escritas 
a máquina por una sola cara,

Madrid, a 11 de noviembre de 1*959 
P. HOPIMNN-IA ROCHE & Cié. ‘S. A. 
p. a.

t r  : jp t R/.ag.
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