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INVENCION

por "PROCEDINIENTO PARA LA OBTENGION MICROBIOLOGICA DE CARO-
TENOIDESn, a favor de la firme suiza P. HOFFMANN - L& ROCHE
& Cle. Socidté snonyme, domiciliada en BASILEA (Suiza).

MEMORIA DBSCRIPTIVA

Los carotenoides constituyen una clase de compuestos
altamente coloreados que fluotian del matiz amarillo al ro;o,
los cuales estén extensamente dispersados en la naturalezd,
Muchos de los sarotencides, en forma alslada, son ttiles co-

5. mo agentes colorantes & cause de su fuerte poder de plgmenté
cidén, o por sus propiedades de fomentar el desarrollo y/o la
actividad de la vitamine A. Los xantéfilos, carotenoides que
contienen oxfgeno, son de interés particular.

Es un. objeto de esta invencidn proporcionar un pro-

10, cedimiento por medio del cual los carotenoides, y especial-
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mente los xantéfilos, pueden ser producidos con alto rendi-
miento en escala préctice por medios microbioldégicos. Tanm-
bién es un objeto de esta invencidn proporciohnar materiales
que contienen carotenoides, los cuales pueden ser usados co-
mo agentes colbrantes y composicibnes conteniendo tales mate
rieles portadores de carotenoide. Es un objeto especial de
esta invencidén, proporcionar materiales ricos en xantéfilos;

Segin esta invencidn los carotenoides, y perticular-
mente los xantéfiles, pueden ser producidos por medios micro
biolégicos, en los que orgenismos particularmente adaptables
son cultivados bajo condiciones gue estimulan la produceién
de los pigmentos con alto rendimiento, Se ha encontrado que
hongos de la familie Dacrymycetaceae, comstituyen un grupo
de orgenismos que son especialmente adaptables a la produc-
0idn de altos rendimientos de zantéfilos, bajo condiciones
adecuademente controlodas, las Dacrymycetaceae de interés
en esta invencidén, son aquellos hongos de la familia segin
la clasificacidén de G.W, Martin, wRevision of the Norih Cen-
tral Tremellales, Study Series Noi 423, Univ. Iowa Stud.
Nat. Hist. 19, 1-122 (1952), e incluyen géneros como las Da-
) .ces, Decrymmiira, Dacriopinax, Guepiniopsis, Femsjonia,
Calocera, etc. Diversas especies caen dentro de los respec-
tivos géneros, por ejemplo las Daorymyces deliquesgens, Da-
creymyces ellisil, Dacrymyces palmatus, Dacrymyces minor, Da-
cryomitra nuda, Dacryopinax spathuleria, pacryopinax elegans,
Guepiniopsis torta, Femsjonia lutecalba, Ditiola radicata,
Calocera cornea, etc.

Se ha encontrado también que las condiciones de fer-
mentacidén y particularmente la composicién del medio nutriti

vo, son especialmente importantes en la produccién eficaz de
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rendimlentos précticos de carotencides. El método para la
produccibén de material rico en carotenoides y particularmen-
te en xentéfilos, segin esta invencidn, requiere ciertas con
diciones mfnimas para la operacién escalonada préctica; Es-

5. te método comprende el cultivo de un hongo de 1la familia Da-
crymycetaceae, en cultivo sumergido en un medio acuoso conte
niendo una fuente de nitrégeno orghnico esimilable, una fuen
te de nitrdgeno aménico, una fuente metabolizable de carbono,
una fuente metabolizable de fésforo y minerales trazadores,

10, mientras se mantiene el cultivo bajo condiciones de aeracidén
y agitacidén, y sometiendo el material fiéngico a radiacidén en
el espectro visibid;’ 1a composicién del medio nutritivo es
responsable del buen desarrollo fingico y da por resultado
una produccidn substencial de carotenoide, y particularmente

15, de material rico en xantéfilo, FEl desarrollo del organismo,
sin produccidn substancial de pignmento, es reducido al mini-
mo,

El procedimiento descrito antes conduce a rendimien-
tos de escala préctica de xantéfilos oomo ceaxantine, centa-

20, xantina, criptoxantina, violaxantine, torulena, torularrodi-
na y rodotorulina, los cuales son de interés particular, asi
como & otros de la olase., Se apreclaré gue el beta-caroteno
y otros carotenos son también producidos por el procedimien-
to.

25. Se ha encontrado gque las condiciones bajo_las cuales
el hongo de la familia Dacrymycetaceae es cultivado, as{ co-
mo la oomposici&n del medio nutritivo, son criticas para la
produccidn de pigmentos elevados.

El procedimiento de fermentacidn debe ser efectuado

30, bajo condiciones de cultivo sumergido. s decir, el orga-
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nismo es desarrollado en un medio 1fquido, oon agitacién y
proporcionande un suministro adecuado de oxigeno.

La oxigeﬁacién y egitacidn continuade son requeridas
durante el procedimiento de fermentacidén con cada uno de los
orgenismos, ¥l desarrollo micélico es mucho més prolffico,
cuando el medio de cultivo es agitado y mentenido en movi-
niento. La oxigenacidén puede ser realizada por la introduc-
cién de aire, preferiblemente estéril, a través de wna uni-
dad que proporciona buena dispersidn y que produce pequefias
burbujas., Esto puede ser efectuado mediante el paso de aire
comprimido a través de tubos o léminas perforados, distribui
dores de gas a base de cerdmica porosa u otros medioz conven
cionales, situados dentro del medio de fermentacién. lLas
proporciones de aeracida varia:én, dependiendo de la técnica
empleada, eunque proporciones dentro del orden de alrededor
0,1 a 2,5 volimenes de aire por minuto por unidad de volumen
de cultivo lf{quido, generalmente, seré suficiente, L& aera-
cién, a una proporcién adecuada, es mantenida a través de tgo
do el ciclo de fermentacidn,

Hay que proporcionar egitacidn, por cuaslquier medio
conveniente. Puede ser suminigtrada por hoja de agitador
del tipo éncora o rastrillo o por una ruede de pazétes de
alta velocidad del tipo turbinea, o haciendo circular la mase
a agitar a través de bombas que transportan el liquido de
una posicidn a otra. El orden de agitacidén tendrd que ser
suficientemente alto para dar una dispersidén a fondo sin pro
ducir, no obstante, una indebida maceracidn del tejido fingi
co', Preferimos conducir la fermentacién completamente en un
medio acuoso contenido en un recipiente cerrado, escoplado

con un dispositivo dispersor de aire y una rueda de paletas
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convencional que opera a velocidades de &rbol de alrededor
de 50 a 400 r.p.m.

Se ha encontrado que la irradiacién con emergia eleg
tromagnétics, dentro del orden de longitud de onda de alrede
dor de 3200 a 7660 A°, durente el desarrcllo del crecimiento
tingico, es necesaria para obtener la produccién méxima de
pignmento. No es necesario irradiar continuemente. Ps esen~
clal solamente durente las fases finales del desarrollo del
cultivo, por ejemplo el 30-50% final del perf{odo de inocube-
oidén; No obstente, la irradiacién durante el periode de in-
oubacidn entero puede ser practicada para adelantar y puede
ser lntermitente. Cada especie de erganismo tiene sus exi-
gencias de radiacidén propias pera la produccidn méxima, pero
éstas ceen dentro del orden mencionado antes y puede ser fé-
cilmente determinadas. La intensidad lum{nica puede ser del
orden de alrededor de 5 a 1000 dbujfas-pie.

No solamente la produccidn total de zantéfilos es
afectada por la radiacidn, sino que también la proporoidn de
xantofilos al total de carotenoides producidos por cada orga
nismo estd sujeta a variacién de acuerdo con la longitud de
onda usada para la irradiacidén, Por ejemplo, con las Dacry-

myces deliguescens, la longitud de onda que resulta con la
méds alta proporcidn de xantéfilos al total de carotenoiﬁes
es la de luz verde, o de alrededor 5300 2°, Xl mds elto ren
dimiento total de xantéfilos ocurre con la luz de color rosa
alrededor 5200 2%, con le Dacryopinax spathuleria, el més
alto rendimiento de xantéfilos, as{ como la més alta propor-
cién de xentdéfilos al total de carotenoides, ocurre con lus
de alrededor 5800 4%,

La nutricién del organismo es un factor importantisi
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mo. Una fuente de nitrdgeno orgénico asimilable, nitrdgeno

aménico, une fuente metabolizable de carbono, una fuente me-
tabolizable de fésforo y minerales trazadores representan
las exigencias m{nimas, como queda indicado anteriormente,
Otros substratos nutritivos pueden ser afiadidos para adelan-
tar, como més detenideamente es tratado més abajo. Estos subs
tratos nutritivos deberdn estar presentes en las siguientes
proporoiones: nitrégeno orgénico de 0,025 a 2,5 g de nitrége
no por litro de medio; nitrdgeno aménico - 0,025 a 2,0 g de
nitrégeno por litro de medio; carbono metaligable -~ 1 a2 80 g
por litro de medio; fésforo - 0,1 a 2 g pdr.litro; y minera-
les trazadores, es decir, zinc, megnesio y hlerro, 1 a 500
mg por litro de medio.

Los subatratos nutritivos pueden ser todos afiadidos

‘en la iniciaoidén del proceso de fermentacidn, o pueden ser

afiadidos por porciones en varias fases, a medida gue la fer-
mentacidn va progresando.

Los amino&cidos son las fuentes preferidas de nitré-
geno orgdnico asimilables, As{, pueden ser empleadas serina,
lisina, leucina, isoleucina, arginina, 4cido aspértico, trip
tofana, prolina, treonina, metionina, oistina, cistefna, fe-
nilalanina, tirosina, histidina, valina, glicina, alanina, hi
droxiprolina, homoserina, alohidroxiprolina, etlionina, aspa-
ragina, &cido glutémico, glutamina, ete,, s0las o en combing
ciones. Son preferidos, el Acido glutémico, una sal de glu-
tamato, o glicina. La incorporacidn de la 1-triptofana en
un medio gue contiene &cido glutimico es particularmente
efectiva,

Bl hidréxido ambénico o las sales aménicas, como por

ejemplo el nitrato amdnico, sulfato amdnioco, tartrato améni-
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co, cloruro amonico, fosfato aménico, carbonato amdénico, ete.,
pueden ser usados como fuentes de nitrégeno aménico. El ni-
trato aménico es preferido.

La urea y la acetamida son también fuentes adecuadas
de nitrdgeno.

¥l carbono asimilable para el medio nutritivo se ob-
tiene mejor de los hidratos de carbono, aunque otras fuentes,
como proteinas, proteinas hidrolizadas, l{pidos, etc., pue-
den también ser usadas. Los carbohidratos, como la glucosa,
sacarosa, agicar invertido, maltosa, fructosa, xilose, arabi
nosa, celobiosa, melicitosa, galactosa, gligerol, azlicar cru
do, melazas de banda negra, melazas lnvertidas, mannitol,
sorbosa, lactosa, celulose, almiddn, amilosa, y dextrinas,
todos favorecen el crecimiento y la produccidén de pigmento.
Son preferidos, la glucosa, la sacarosa y el azicar inverti-
do,

Pequefias cantidades de £ésforo son también esencia-
les para el crecimiento, Bste puede ser suministrado en la
forma de fosfatos inorgénicos, tal éomo tosfato de Acido po-
tdsico, fosfato disddico, o similares, en las cantidades an-
tes especificadas., Los metales tragzadores zinc, magnesio e
hierro, en cantidades de alrededor 0,1 a alrededor S50 mg %,
deben estar presentes para que tenga lugar el crecimiento en
una esoala préctica. ¥stos pueden ser introducidos como sa-
les inorgénicas, como complejos organometélicos; 0 CcOmo me-
tal ligado orgdnicamente. Otros metales como el cale¢io, bo-
ro, cobre, manganeso y molibdeno, son también estimuladores
y pueden también ser inclufdos en cantidades trazadoras.

La vitamina B, (tiamina); en pequefias cantidades, pue

de también ser inclufda en el medio con buen efecto. ILa vi-
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tamina By puede ser obtenida de cualquier fuente de material
que presenta actividad de vitamina B1, por ejemplo de subse
tancias puras, como el clorhidrato de cloruro de tiamina, el
bromhidrato de bromuro de tiamina, el nitrato de tiemina,
sulfato de tiamina o mezolas brutas, incluyendo materiales
naturales de origen bioldgico que contienen estas substan-
cias%

La adicidn al medio, en pequefias cantidades de otras
diferentes vitaminas y agentes similares, como el 4cido pan-
toténico, riboflavina, niacina, inositol, &cido p-aminoben-
zoico, biotina; piridoxina, &cido félico, &cido tibetivo y
vitamina 312, separadamente 0 en combinaciones, produce una
cantidad variada de estimulacidn de crecimiento y produccién
de pigmento con diferentes hothSc |

Para determinados organismos, la adicidn de pequefias
cantidades de protefna o protefna hidrolizada es también es-
timuledora. Por ejemplo, con Dacrymyces deliquescens, la
adicidn de 0,05 al 1% de albiimina de leche hidrolizada o no
hidrolizada, sblidos de leche desnatada, protef{na de habas
de soja, proteina de semillas de algodén, caseina, levadura,
materias solubles secadas en destiladores, agua de remojo de
mafz, protefna de trigo, raspaduras de carne, comida de pes-
cado u otros productos vegetales o animales estimulan ain el
orecimiento y la produccidén de pigmento,

Mientras gue cada uno de los organismos muestra una
respuesta individual con respecto al miximo crecimiento y
produccién de pigmento a medios mutritivos particulares, un
medio nutritivo teniendo una composicidén como sigue en gene-

ral produce buenos resultados :
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Concentracidn
Concentracidn - preferide
Componente por ciente (W/V). por ciento (W/V).
Glucose 0.2-10 1.5-5
Iicor de remojo de maiz 0.02-2 0.3
Levadura hidrolizada
por enzima 0.01-1 0.1-0.2
Acido glutémico 0.02-1 0.1-0.2
Vitemina By 0.05-5.0 mg % 0.2-0.5 mg %
Fosfato de &cldo potésico 0.05x1 0.10-0,20
Sulfato magnésico 0.05-1 0.10-0,20
Nitrato amdénico 0.02-1 © 0,1-0,2

Otra composicidén que da buenos resultedos es le ai-

guiente :
‘ Concentracidn -

Componente por ciento (W/V).
Glucosa 3.5
Licor de remojo de maig 0.3
Fosfato diamdnico 0.2
Foafato de Acido potdsico 0415
Sulfreto magnésico 0.15
Cloruro potésico 0.10
Lactalbimioa hidrolizade por enzima 0.10
Proteina de haba de soja hidréliza-.
da por enzima 0.10
Pantotenato cédlcico 1 mg.

Los rendimientos méximos genecralmente son alcanzados

en 90 a 144 horas, aunque es ocasionalmente ventajoso prolon

gar el tiempo de fermentacidn haste unas 240 hores. El pe-

riodo de fermentacidén que proporciona resultados dptimos pa=-
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ra uh orgenismo particular puede ser determinado por frecuen
te toma de muestras del cultivo,

Le temperatura dptima para el crecimiento y la pro-
duccidn de carotenolde varfe algo para cada organismo. Sin
embargo, una temperatura del orden de los 20° & los 32°c,
preferiblemente de 25° a 28°C, en general da una buena reper
cusidn.

Es preferible empezar la fermentacidén & un pH ini-
oial de alrededor 64 Durante la fermentacidén, se acumulan
dcidos los cuales reducen el pH a alrededor de 2,1 1 alrede-
dor de 2,5. Aunque tal bajo pH no es particularmente perju-
dicial para el crecimiento fingioco y formacidén del pigmento,
eé altamente corrosivo para el equipo metdlico. Por consi-
gulente, es usualmente ventajoso mantener el pH del cultivo
dentro el orden de alrededor 3,5 a alrededor 5,5 por medio
de adicidén por porciones o continua de un &lcali, como hidrd
xido sédico, hidrdxido potdsico, hidréxido cdlcico, hidréxi-
do emdnico, carbonato s8dico, carbonato potdsico, etec, En
general, un pH dentro del orden de alrededor 2,1 & alrededor
8,5 no impide la fermentacidn.

Los cultivos de los orgenismos de la familia Daorymy
cetaceae pueden ser mantenidos durante largos perfodos sobre
sesgos de agar & base de agar de exiraocto de malta de la com

posicidn siguiente :

Concentracidn
por ciento (W/V).
Extracto de malta (Difco) 1.5
Peptona (Difco) 0.7
Agar ' 2.0
Vitemina B, 0.5 ng. 4

PH entes de la esterilizacidn 6.0



=11 =

El inoculado para la fermentacidn puede ser prepéora-
do desde la superficie de crecimiénto sobre sesgos de agar
por pulverizacidn de la superficie de crecimiento de una fina
pulpa con elrededer de 10 a 15 ml de agua destilada estéril,

Se por ejemplo en un homogeneizador de tejido. Alrededor de 25
a 50 ml de la suspensidn finamente homogeneizada de tejido
micélico es entonces transferida a mna gran botella que con-
tiene, por ejemplo, alrededor de 6 litros de caldo de inocu-

lacidn que tiene la composioidn aproximada siguiente :

Concentracidn -
or ciento (W/V)
10. Melazas de ensayo elevado 3.6
casefna hidrolizada 1.0
Agua de remojo de maiz 0.5
Acetato amdénico 0.2
Fostato de 8cido potésico 0.1
15, pH ajustado a 5,5-6,0 con &lcali

diluido entes de la esterilizacién.

El medio, previamente a la introduccidn de la suspen
sién que contiene el tejido fingico, es esterilizado median-
te autoclave a 120°C durante unos 15 minutos, siendo después

20, enfriado,

Después de inoculacidn, el recipiente de medio de
inoculacién es dejado reposar a 28°C e inoubar bajo una ilu-
minacién difusa durante unos 2 a2 3 dfas de incubacidén tran-
quila. Luego la incubacién es continuada durante 2 a 3 dias

25, a la misma temperatura bajo irradiacién continua, aeracién y
agitacién, Un crecimiento filementoso denso, de color amari
1lo profundo a naranja rojizo, se desarrolla en el medio, el
cual estd dispuesto para ser usado como inoculador.

La fermentacidn se efectiia entonces en grandes reci-
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pientes que contienen medio nutritivo, 'como queda descrito
anteriormente. El agente fermentador es inoculado con alre-
dedor de 3 géal. & alrededor de 10 gal., del medio de inocula-
cidn sumergido, preparado como se ha desorito amntes, por 100
S, gal, de medio de fermentacién. ILa fermentacidn es efectuada
bajo condiclones de aeracién, egitacidn e irradiacidn segin
queda descrito anteriormente.
A la terminacidn del perfodo de fermentacidn el mice
lio puede ser separado del medio de fermentacidn por decanta
10. cidn, centrifugacidn o filtracién. El micelio, rico en caro
tenoide, puede ser entonces secado por liofilizacidn, secado
por atomizacidn, secado por cilindros, secado por aire ca=
liente © por otros medios convenientes.
Los zentéfilos y también los carotenos producidos por
15. los hongos pueden ser usados sin separarlos del tejido fingl
00 0 pueden ser recuperados y usados como un concentrado. Pa
ra mezcla en alimentos para animales y aves de corral es pre
ferible emplear todo el micelio secado, obtenido como queda
descrito antes, como vehiculo de los pigmentos de cerotenoi-
20, de., In este caso, el tejido secado es reducido a un estado
finemente dividido por trituracién en un molino machecador,
molino de bola, molino de trituracién u otro dispositivo si-
milar, y una cantidad menor del tejido molido es mezclado a
fondo con una proporcién mayor de un alimento como los ali-
a5. mentos disponibles comercialmente para animales, masa macera
da pare crecimiento de polluelos, masa macerada ponedora, ma
ga macerada lechere, masa macerada para crecimiento de pavos,
etc,
S1 se desea un producto més concentrado, el micelio

30. que contiene xantéfilo puede ser extrafdo con disoclventes or
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génicos como metanol, acetona, cloroformo, benceno, u otro
disolvente orginico o combinacidn de dissclventes para sepa-
rar los pigmentos., Por evaporacidn del disolvente, puede re
cuperarse un concentrado 0leaginoso siruposo o un concentra=-
do s61ido seco. Eate concentrado puede ser mezclado con, ¥y
adsorbido en, una racidn de alimento basico, o sea usado pa-
ra otras finalidades. |

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la laven
cién., Los cultivos de los organismos han sido depositados
en la colecoidn de microorgenismos de la imerican Type Cultu
re Collection, de Washington, D.C., donde se les ha dado las
indicaciones citadas, |
EJ EM 0__ 1.

Largos sesgosde agar a base de agar de extracto de
malta son preparados en tubos de ensayo de 33 x 200 mm. X1

agar tiene la composicidn siguiente :

gramos por litro

Extracto de malta Difco 15

Peptona Difco 7

Lgar 20
pH antes de la esterilizacién 6.0

Estos sesgos de agar son inooulados con un cultivo

de Daorymyces deliguescens, ATCC No. 13292, y dejados incu-

bar a 25-28°C en luz difusa durante 10 a 15 dfas. Durante
este tiempo la superficle del sesgo entera queda cubierta
con napa de una vegetaeidn rugosa, de color amarillo profun-
do subido a naranja,

El crecimiento de un sesgo de agar conteniendo un
cultivo de Dacrymyces deliguescens es homogeneizado con alre

dedor 10-15 ml de agua destilada estéril en un homogeneiza-
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dor de tejido de vidrio. Seis litroa del medio que tiene la
siguiente composicidn, son aftadidos a cada una de dos bote-
llas de 9 litros :

gramos por 1itro
Melazas de enéayo elevado %6
Casefna hidrolizada | 10
Lgua de remojo de mafz
Acetato aménico
Fosfato de &cido potésico 1
pH ajustado a 5,5-6,0 con 4dlcali dilufdo
10 m1l de un agente desespumador a base de aceite de manteca
de cerdo son afiadidos & cada botella para controlar la forma

cion de espuma. Los fermentadores de la botella son ajustados

~ con conexionea para inoculacidn, aeracién, ventilacidn y pa-

ra sacar muestras., Las juntas que contienen el medio descri
to antes, son esterilizadas por autoclave a 120°C durante 30
minutos.

Una vez enfriadas, cada botella es inoculada con una
cantidad de suspensidn homogeneizada equivalente a la vegeta
cién derivada de la mitad de un sesgo., Cada botella enton-
ces o3 dejada permanecer en reposo duragte 48 a 72 horas a
28°C bajo irradiacidn difusa. Despuds del perfodo de incuba
¢idn reposada inicial, la aeracién es iniciada y continuada
invariablemente a alrededor de 5 litros por minuto durante
48 a 72 horas adicionales. Durante el periodo de incubacidn
aereada, cada botella es irradiada oon luz de intensidad de
alrededor de 250 bujfas-pie, producida por una védlvula 1ncagv
descente de 500 w, Después de un total de &4 a 6 dfas de in-
cubacidn, la vegetacidén se hace densa y filsmentosa y vira

de un color amarillo profundo a naranja rojizo y queda lista
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Ppara su uso como medlo inoculador.

Dos botellas de medio inoculador (12 litros del volu
men total) son transferidas asépticamente en 220 litros de

medio de fermentacidn estéril, conteniendo em un fermentador

de 300 1litros, y que tiene la composicidn siguiente:

Cerelosa 3.5%
Licor de remojo de mafiz 0.3%
Glutamato sddico 0.2%
Nitrato amdénico 0.2%
Levadura hidrolizada

por enzima 0.15%
Fosfato de 4cido potédsico 0.15%
Sulfato magndsico 0.10%
Tiamina 0.1 mgh
ZnSQQ. 7H20 0.025

PH ajustado a 5.5 |

50 ml de agente desespumante de silicona son asfadi-
dos y el fermentador es esterilizado durante 20 minutos a
120°C, E1 contenido del fermentador es iluminado con dos
lémparas de vapor de mercurio de 400 w, colocadas en pozos
que se extienden a través de la tapa en el interior del fer-
mentador,

Después de las primeras 24 horas de fermentacidn, el
fermentador es iluminado cont{nuamente, aereado y agitado du
rante 168 horas. Se suministra aire al fermentador en una
proporcién de 5 a 25 pies ciibicos por minuto y se hace fun-
cionar el agitador a uha wvelocidad de €0 r.p.me La tempera-
tura es mantenida desde el principio al fin a 25-28°C,

El caldo fermentado luego es colocado en una centri-

fuga de cesto y el material sblido es recogido., Se recupe-
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ran 12 kg de micelio hilmedo.,

10 kg de micelio himedo, recientemente filtrado de
la fermentacién y equivalente a alrededor de 2 kg de sélidos
secos, son mezclados & fondo con 20 litros de agua del grifo
y molidos a una pulpa fina en un molino coloidal. E1 mice-
lio molido es separado por filtracidn en un embudo ds porce-
lana y transferido a un recipiente que contiene 40 litros de
acetona. Después de agitacién durante alrededor de 8 horas,
la acetona es seperada por rfiltracidn y reemplazada por 40
litros de acetona fresca., Lo masa es agitada durante 8 ho-
ras mds y la acetona es geparada y reemplazada por 20 li-
tros de acetona fresca., La porcidn es filtrada de nuevo ¥
los filtrados de acetona, coloreados profundamente, son en-
charcados., Los sdlidos extrafdos, que ahora son casi incolo
ros, éon depuestos,

Los extractos de acetona encharcada son reducidos a
alrededor de 20 litros por evaporacidn a baja temperatura en
un evaporador de bandeja al vacfo. Este concentrado enton-
ces es colocado en una vasija de extracoidn, dilufdo con al-
rededor de 50 litros de agua, y extrafdo dos veces ocon por-
ciones de 20 litros de una fraccidn de hexsno-n (Skellysolve
B). El extracto es secado con sulfato sédico y evaporado al
vacio a temperatura baja para proporciﬁnar un conceatrado si
ruposo espeso que contiene 4920 mg de pigmentos de carotenoi
de. Por andlisis oromatogrdfico se encuentra que la porcidn
de carotenoide del concentrado comprende 3050 mg de xantéfi-
los, 1590 mg de beta~-caroteno y 280 mg de otros carotenos.
EJENP o0 2

Se preparan sesgos de extracto de malta-agar-peptona

en tubos de ensayo de 18 x 150 mm de cabeza roscada. El me-
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dio tiene la composicidn siguiente :
gramog por 1itro

Agar 20
Extracto de malta Difco 15
Peptona Difco Bacto 5
Glucosa técnioa 20
KH,PO, 140
Mgso, «7H,0 0.5
UnS0, 7H,0 50 ng.
ZnS0, 7H,0 25 ng.
FeSQ, .7H,0 25 ng.
Tiamina 0.1 mg.
Biotina 0.045 mg.

El pH es ajustado a 6.5 an-
tes de la esterilizacidn;

Los sesgos de &gar son inoculados coﬁ un eultivo de
Dacrymyces deliquescens, ATCC No. 13292, y son dejados incu-
bar en luz difusa de alrededor 20 bujfas-pie, en un local a
temperatura constante mantenido a 26° a 28°%. En 10-15 dfas
la superficie entera de los sesgos de agar quedan cudlertos
con una napa tenaz de vegetacidn rugosa de color amarillo
profundo a naranja.

La vegetacidn de un sesgo es separada en pequefias
Plezas con una sguja de alambre rigido y transferida & un ho
mogenelzador de tejido & mano estéril, en el que es molido a
una pulpa fina con 10~15 ml de agua destilada estéril.

La pulpa fina es transferida asépticamente a un frag
co estéril y dilufda & 25 ml con agua destilada estéril. Una
alfcuota de 5 ml de esta suspensién es transferida a un fras

co de 500 ml que contiene 100 ml de medio inoculador de la

composicidn siguiente :



Se

104

15,

25.

304

gramos por litro

Glucosa (comercial) 25
Glicerol 5.0
Levadura (hidrolizada por enzima) 3.0

1 (+) 2cido glutimico 2.0
Licor de remojo 3 ml,
Tiamina 1,0
KH,PO,, 1.5
Ngs0, . 0.25

El pH es ajustado a 6,0 con hidréxi-
do aménico, antes de la esterilizacidn,

_ Después de inoculacidn, el frasco es puesto aparte
en el laboratorio a 24°-26°C y dejado incubar sin agitacidén
durante la noche. Bntonces el fraéco es colocado en un sacu
didor giratorio funcionando a 300 r.p.m. y es8 incubado de mo
do aerobio ulteriormente bajo 80-120 bujias;pie de ilumina-
cién emitida por una lémpara incandescente de 300 w. En 3
dfas una vegetacidn de un color anarapjadorrojizo subido se
ha desarrollado en el medio.

Cinco ml de medio inoculador es transferido aseptica
mente a ua frasco de 500 ml que contiene 100 ml de un medio

de la composicidn siguiente :

gramos por 100 ml de medio

Glucosa (grado técnieco) 2.5
Licor de'remojo de maiz
concentrado 0.3 ml
Glutamato sdédico 0,3
KH,PO 0.15

4
Mssoq, 0,05
Levadura (hidrolizada
por enzima) 0.1
Nitrato eménico 0.2

Tiamina 0.1 mg.
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1l medio es ajustado a un pH de 6,1 antes de someter
lo al autoclave y luego os esterilizado por calentamiento a
120°C durente 15 minutos.

Después de inoculaoidn, el frasco es puesto en una
médquina sacudidora giratoria y agiteda de modo aerobio a 300
rep.m,, manteniendo la temperatura a 26-28°C, y exponiendo
entretanto el frasco y su contenido a alrededor de 20-80 bu-
jlas-pie de luz emitida por un banco de lémparas fluorescen-
tes de blanco-frio de 40 w.

Después de 12 horas de incubacidn, el azicar en el
medio he sido consumido completemente y el frasco es cosecha
do.,

El pH del medio es de 4,5, El micelio es sepafado
por filtracidén y pesado. El peso en himedo es de alrededor
4,5 gramos y, después de secado, es equivalente a 1,0 gramos
de sdlidos secos,

Una alicuota de micelio igual a 420 mg de sélidos se
cos son extraldos con acetona. La acetona es evaporada y el
residuo es disuelto en éter de petrbleo seco. 1La solucidn
de éter de petrdleo es tratada con alimina de grado oromato-
grafico para absorber los xantéfilos. Los xantéfilos son
elufdos de la alimina y disueltos de nuevo en &ter de petrd-
leo, La fraccidn insoluble de éter de petrdleo s pesada y
luego disuelta en cloroformo.

Todas las soluciones de disolvente son analizados
colorimétricamente ¥y se encueatra que contienen un total de
1630 gamma de material carotenoide por‘420 mg de micelio se~-
co. Este es igual & 3890 gamma de carotenoides por gramo de
micelio seco. De este total, 3350 gamma son una mezcla de

xantéfilos y 540 gamma son beta-caroteno y otros carotenos.
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EJEMPLO_ 3, Ué)@U@

Se sigue el procedimiento segin se describe en el

ejemplo 2, excepto que el medio de fermentacidn, glicerol,
es afladldo en la cantidad de 1 g por 100 ml de medioc.

Cuando es cosechado, & las 121 horas, se encuentra
que el frasco contiene eproximadamente 4,6 g de micello hﬁmg
do. El micelio es secado en un secador al vacio debajo de
los 40°C, ¥y pesa 1,03 g.

Una alicuota representando 460 mg de micelio seco es
ensayada‘y se encuentra que contiene un total de 2010 gamma
de pigmentos de carotenoides, igual & 4370 gamma de'pigmen-
tos por gramo de micello seco. De este total, 3920 gamma
ensayadas como pigmentos de xentéfilo y 450 gayma ensayadas
como beta=mcaroteno y otros carotenos.

EJEMNPLO A4,
| La Gueplinlopsis torta, ATCC No. 13300, es inoculada

en sesgos de agar de la composicidn siguiente :

gremos por litro

Agar 20
Ledcar orudo 20
Glicerol 10
Licor de remojo 4.1.
Levadura (hidrolizada por enzima) 2.0
Tiemina . 10 ng.

Fl pH es ajustado a 6,5 en=-

tes de esterilizacion,

Después de inoculacidn, los sesgos son incubados ba-
jo iluminacidn difuse durente 14 dfas, en un local de tempe-

ratura constante de 26-28°¢C.

Durante este perfodo se ha desarrollado una estera rugosa
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amarillo-narenja de vegetacidn. La vegetacién en un sesgo

es separade y molida en un homogeneizador de tejido a pul-
pe fina. Ia vegetacidén finamente molida es dilufda a 20 ml
con agua estéril y una alicuota de 5 ml es transferida a wn
frasco de 500 ml conteniendo 100 ml de medio de la composi-
cién siguiente :

Gramos por litro

Extracto de malta Difco 15
Peptona Difco 7
Tiémina | -1 mg.
Biotina : 0.01 mg,

Después de inoculacidén, el frasco es dejado reposar
durante 72 horaes, cerca de la ventana, & 24.26°C, EL fresco
és colocado luego en una méquina sacudidora giratoria funcio
nendo a 270 r.p.m, y es8 incubado de modo asrobio y 75 horas
edicionales a 25°C, mientras se 1o mantiene bajo iluminacién
difuse proporcionada por una limpara fluorescente blanco ca-
liente.

Una alfcuote del medio de inoculacidn desarrollado
es transferida a un frasco de 500 ml conteniendo 100 ml de

medio de la composicidn siguiente :

Gramos por litro

Glucosa {grado técnico) 35

Ague de remojo de maiz 3

1 (+) dcido glutémico 2
Nitrato emdni co 2
Fosfato de &cido potédsico 1.5
Sulfato magnésico 1,0
Levadura hidrolizada por enzima 1.0
TPiamina 1,0 mg.

El pH es ajustado a 6,1
antes de esterilizacion,
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El frasco inoculado es colocado en un sacudidor gira
torio funcionando & 270 r.p.m. e incubado de modo aerobio ba
jo iluminacién difusa durante 5 dfas a 25°C, Luego el fres-
¢o0 es separado del sacudidor y el micelio producido es fil-

5, trado del medio de crecimiento. El peso en himedo del mice-
lio es de 5,2 g. Al secar se encuentra gque la cantidad de
Peso en seco producido es de 1,04 g,
Una alfcuota del micelio cosechado recientemente es
ensayada para carotgnoides, encontrando que contiene 1185
10. gamma de los carotenoides totales por gramo de sdlidos se-
cos. De este total, la fraceldn de xantdfilo da razdn de
813 gamma por greamo, ILas restantes 372 gamma por grame con-
sisten de beta-caroteno y otros carotenos. i
EJEMPLO .
15. Un cultivo de Femsjonia luteoalba, ATCC No. 13299,

es tratado de acuerdo con el procedimiento descrito en el
ejemplo 4 y se halle que rinde 18,8 g de micelio seco por 1i
tro de cultivo. El micelio contiene 1571 gamma por gramo de
carotenoides total, de los que 766 gemma por gramo comprende
20, une mezcla de xantdéfilos y 805 gemma por gramo son beta-carg

teno y otros carotenos.

EJENPLO G,
Un cultivo de Dacryomitre nude, ATCC No. 13296, es

tratado como se describe en el ejemplo 2 excepto que el ocul-
25, tivo es irradiado, duraznte las fases sumergidas de su creci-
miento, con la potencia producida de una lémpara gue emite
principalmente & 5800 4°,
Bl rendimiento de peso seco micélico es de 8,7 g por
litro. Bl micelio contiene 2540 gamma por gfamo de carotenoi

30. des total, del gque 1220 gamme por gramo es de composicidn de
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xantéfilo mixta; 1320 gamma por gramo consiste de beta-caro-

teno y otros carotenos,

EJENPLO 7.

La Dacryomitra nuda es cultivada como se describe en

5, el ejemplo 6, excepto que el cultivo es irradiado por ener=
gla radiante con cresta a 4800 4% y a 6200 A°, ZEl rendimien
to de peso seco micélico es de 9,0 g por litro. EL micelio
seco contiene 3260 gamma por gramo de carotenoides total, del
que 1240 gamma por gramo es composicidn de xantdfilo y 2020

10. gamma por gramo comprende beta-caroteno y otros carotenos.

EJERPLO 8.

La Calocera cornea, ATCC No. 13291, es tratada como

se describe en el ejemplo 2, excepto que el cultivo es irra-

diado, durante la incubacidn, con la energia radiante de una
15, 14mpara que emite principalmente en le regidn de 5800 A%, ®1

rendimiento de micelio seco es de 13,4 g por litro. El mice

lio contiene 1710 gamma por gramo del total de carotenoides,

del que 430 gemma por gramo son pigmentos de xantéfilo, El

remanente, o 1280 gamma por gramo, consiste de beta-caroteno
20, y otros carotenos.

EJEMPLO 9.

Un sesgo de agar de 16 dfas de Dacrymyces deligues-

cens es empleada para inocular un frasco de 500 ml que con-

tiene 100 ml de medio de la composicidn siguiente :

Gramos por litro

25, Glucosa (técnica) : 15
Nitrato amdnico 140
Sulfato megnésico 1.5
Levadura hidrolizada por enzima 1.0

Fosfato de &cido potédsico 1.5
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Licor de remojo de maiz 1.0
Lactalbumina hidrolizada por enzima 1.0
1 (+) Acido glutémico 1.0
Heptehidrato de sulfato de zinc 20 mg.
5. Tiamina S mg.

El pH es ajustado a 6.0 con hidré-
xido sbédico antes de esterilizacidn.

El frasco inoculado es colocado en una mesa en un 1o
cal de temperatura constante de’26°c, y dejado reposar sin
10, sgitacidn durante 71-1/2 horas., ILuego el frasco es colocado
en una méquina sacudidora giratoria que opera‘a 260 r.p.m. ¥y
es dejada incubar con agitacidn aerobia a 26°c, mientras que
es expuesta a la radiacidén de un dispositivo gue contiene
dos lémperas fluorescentes gque emiten principelmente a 4800
15, 2%, Después de 411/2 horas de incubacidn, 60 ml (3% v/v)
del cultivo desarrollado es transferido a 2500 ml de medio 8i
guients contenido en un frasco de 4000 ml:

Gramos por 1litro

Glucosa {teécnica) 5.0
Nitrato amonico 1.0
20, Sulfato magnésico ‘ 1.5
Levadura hidrolizada por enzima 1.0
Fosfato de dcido potéaico 1.5
Licor de remojo de maiz 1.0
Lactalbuming hidroligada por enzima 1.0
25, 1 (+) Acido glutamico 1,0
Tiamina 5 mg.

El pH e¢s ajustado & 6.0 con hidrd-
xido sédico antes de esterilizacidn.

El1 frasco inoculado es colocado en un sacudidor gira

30. torio funcionando & 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 lémpara in-
candesacente deslustrada de 300 w,

Una alfcuota de 350 ml de la vegetacidén desarrollada
es trensferida a un fermentador de jarro con agitador conte-
niendo 5000 ml del medio siguiente :

gramos por litro

Glucosa (técnica) 35
Licor de remojo de maiz 3
Fosfato diaménico 2
Fosfato de &cido potédsico . 1.5
Sulfato magnésico : 1.5
Cloruro potdsico 1,0
Lactalbumina hidrolizada por enzima 1.0
Protefna de haba de soja hidro-

lizada por enzima 1.0
‘Pantotanato cdlcico | 10 mg.

El pH es ajustado a 6,0 con NaCH

¥ 3 ml de Silicona Dow Corning son

afiadidos antes de esterilizacidn.

Después de inoculacidén, el jarro es aerado con 3 li-
tros de aire por minuto y es agitado con dos turbinas de 3
pulgadas funcionando & 350 r.p.m, La temperatura es manteni
da a 25-27°c ¥ el jarro es iluminado continuamente con la
1u5 de una lédmpara incandescente deslustrada de 500 w, colo-
cada a una distancia de 30 pulgadas.

Después de 163 horas de incubacidn, el hongo ha desa
rrollado una vegetacidén profusa presentando un matiz rojo
anaranjado subido. ¥l peso seco finglco recuperado es equl-
valente & 10,5 gramos por litro, conteniendo un total de
3360 gamma por gramo de pigmentos de carotenoide., Estos com
prenden 1600 gamma por gramo de pigmentos de xantéfilo y

1760 gamma por gremo de beta-caroteno y otros carotenos. %l
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total de peso seco recuperado pesa 51,5 gramos y contiene un
total de 173,500 gamma de pigmentos de carotenoide, compren-
diendo 82,600 gamma de pigmentos de xantéfilo y 91,000 gamma
de beta-caroteno y otros carotenos,
5, EJEMPLO_ 10,
El procedimiento descrito en el ejemplo 9 es repeti-
do, excepto en gue la composicidn del medio de fermentacién

tiene los ingredientes siguientes :

Glucosa (técnica) 50

10. Agua de remojo de mefz 3
Lactalbumina hidrolizada por enzima 3
Fosfato diamdnico 4
Fosfato de &cido potdsisco 1.5
Sulfato magnésico ‘ 1.5

15, Glicina 1.0
Cloruro potédsico 1.0
Pantotenato cdlcico 10 mg.

Después de 163 horas de incubacidén, el peso seso mi-

célico producido es igual a 18 gremos por litro, conteniendo

20, un total de 3140 gamma por gramo de pigmentos de carotenoide,
Estos comprenden 1550 gamma por gramo de xantdfilos y 1590
goammé por gramo de beta-caroteno y otros cerotenos. Un to-
tal de peso seco micélico de 90,2 gramos es producido, conte
niendo un total de 283,230 gamma de pigmentos de carotenoide.

25, Estos comprenden 139,810 gamma de pigmentos de xantéfilo y
145,420 gamma de beta-caroteno y otros carotenos,.

EJENMPLO 11,

Un medic de inoculacidén sumergido de Dacrymyces deli-
quesgens es desarrollado en 60 litros de medio de la composi
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cibn siguiente, contenido en un fermentador forrado de vi=-

drio de 40 galones :
Gramog por litro

Glucosa {técnica) 15
Fosfato de &cido potésico 1.5
Heptahidrato de sulfato magnésico 1.5
Levadura hidrolizada por enzima 1.0

1 (+) Acido glutdmico 1.0
Nitrato aménico 1.0
igua de remojo de maiz ) 1.0
Heptahidrato de sulfato de zinc 20 mg.
Tiamina 5 mg.

El pH es ajustado a 6,0 con amonfa-

co antes de esterilizacion y se afla

den 50 ml de Silicona Dow Corning

emulsién desespumante A,

La partide es esterilizads a 120°C durante 20 minu-
tos y es enfriade inmedietemente. Después de inoculacidn,
la partida es egitada continuemente siendo simulténeamente
aerada con 10 ples cibicos por minutos de aire estéril. lLa
temperatura es mantenida a 25—27°C y no se proporciona ilumi
naoidn.

Dentro de las 72 horas se desarrolle un crecimiento
denso pesado. Se transfieren treinta y seis litros de esta
vegetacidn en 240 litros de medios de fermentacidn, el cual
estd contenido en un fermentador forrado de vidrio de 380 1i
tros. EL medio de fermentacién tiene la misma composicién
que el medio de inoculacidén excepto gue la concentracidn de
heptahidrato de sulfato de zinc esté incrementada a 40 mg
por litro, y se afiade decahidrato de borato sdédico a un ni-
vel de 20 mg por litro.

El interior del fermentador es iluminado por dos lim
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paras de vapor de mercurio de 400 w que estdn protegidas por
pozos de vidrio resistentes al calor que entran por la tapa

del recipiente y se extienden hacia abajo, dentro del medio

en el recipiente.

5 El contenido del fermentador es agitado continuamen-
te y es aerado continuamente con aire estéril en proporcio-
nes que fluctian de 5 6.p.m. & 20 c.,p.m., manteniendo a la
vez una ligera presidn de aire positivo en el fermentador, y
manteniendo el caldo a una temperatura de 25-289¢.

10, Después de 164 horas de incubacidn, se recuperan 8,87
kg de moho himedo por filtracidén en una centrifuga de cesto.
Una alicuota es ensayadé y se encuentra que contiene el 23%
de sdlidos. Los sdlidos de moho seco contienen 2460 gamma
por gramo de pigmentos de carotencide, conduciendo el rendi-
15, miento total de pigmentos de carotenoide a 5000 mg para la
partida., Bstos comprenden 2710 mg de xantdfilos y 2290 mg
de caroteno y otros carotenos.
Mil gramos delmicelio humedo es molido a una pulpa
fina con agua en un molino homogeneizador. El agua es sepa-
20, rada por filtracidn y los sdlidos micélicos son extrafdos con
dos cantidades sucesivas de 6 litros de acetona. Iuego se
efectian dos extracciones mds con cantidades de 3 litros de
acetona. Los extraotos de acetona encharcados son evapora-
dos a temperatura baja a un jarabe espesc de alrededor 1 1i-
25, tro en volumen. Este jarabe es ensayado y se encuentra que
contiene un total de 66,2 g de sdlidos, de los cuales 1167
mg comprenden pigmentos de carotenoide y substancias afines.
El extracto concentrado en sacudido con 5 litros de
Skellysolve B, se afiade agua para interrumpir la emulsién, y

30, la capa de skellysolve B es separada. Se efectua otra ex-
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traccidn con 3 litros de Skellysolve B. ILos extractos de
Skellysolve son encharcados y evaporados & un concentrado si
TUposo esSpeso.,
Es obtenido un concentrado que pesa 43,3 gramos, con
De teniendo un total de 853 mg de pigmentos de carotenoide. Un
producto enriquecido es es{ obtenido, conteniendo 19,800 gam
ma por gramo del total de carotenoides, de los que 10,800
gemma porlgramo comprenden pigmentos de xantdfilo,
EJEMNPLO 12,
10+ ' Especies adicionales de la femilia Dacrymyceteaceae
son cultivadas de acuerdo con el procedimiento del ejemplo 3,

con los siguientes rendimientos de carotenoides:

Gms./lifro
Y“Qﬁ. Carotenoides, D.W. Licelio

Orgeni smos Xantéfilog Carotenos Total (D.W.)
Dacrymyces Ellisii, ' '
ATCC No., 13293 470 156 626 17.0
Dacrymyces palmatus,
ATCC No. 13294 90 90 180 5.9
Dacrymyces minor,
ATCC No. 13295 520 1110 1630 5.8
Dacryopinax spathu-
laria, ATCC No. 13297 320 590 910 8.1
Ditiola radicata,
ATCC No. 13298 430 250 680 15.1

La invencidn, dentro de su esencialidad, puede ser
desarrollada en otras formas de realizacidén gue difieran emn
15, detalle de la indicada a t{tulo de ejemplo, & las cuales al-
canzaréd igualmente la proteccidn que se recaba, Fodrd, pues,
llevarse a cabo con los medios y aparatos més adecuados, por
queder todo ello comprendido dentro del espiritu de las rei-

vindicaciones.
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Descrito el invento, se declaran nuevas las siguien-
tes reivindicaciones, con prioridad estadounidense Nim.
773 184, del 12 de noviembre de 1.958 :

1. Procedimiento para la preparacién de carotenoi-
des que consiste en cultivar un hongo de la familia de la Da
crymycetaceas eh cultivo sumergido en un medio acuoso conte-
nisndo una fuente de nitrdgeno orglnico asimilable, una fuen
te de nitrdgeno ambénico,una fuente metabolizable de carbdono,
una fuente metabolizable de f£ésforo y minerales trazadores
esenciales, manteniendo simultaneamente el cultivo bajo con-
diciones de aeracidn y agitacidn, y sometiendo el material
fingico a radiacién en el espectro visible.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que ol hongo es de la especie Dacrymyces deliquescens.

3, Procedimiento seglin la reivindicacién 1, en el
que el hongo es de la eapecie Dacryopinax spathularia.

4, Procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que el hongo ¢8 de la sspecise Dacryomitra nuda.

S, Procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que el hongo es de la ezpecie Calocera cornea,

6. Procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que el hongo es de la especis Femsjonia luteoalba,

7 Procedimiento seglin la reivindicacidn 1, en el
que el hongo es de la especie Guspiniopsis torta.

8. Procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
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que el medio acucso comprende nitrégeno orgdnico en una pro-
poreidn de 0,025 & 2,5 gramos de nitrdgeno por litro de me-
dio, nitrégeno eménico en una proporcidén de 0,025 & 2,0 gra=-
mos de nitrdgeno por litro de medio, cerbonmo metabolizable
en una proporcién de 1 a 80 gramos por litro de medio, fésfo
ro metabolizable en una proporcidn de 0,1 a 2,0 gramos por
litro de medio, y minerales trazadores esenciales en una pro
porcidn de 1 a 500 miligramos por litro de medio, y el mate-
rial féngioo es irradiado con luz del orden de alrededor
3200 A° a 7600 A°.

9. Procedimiento segin la reivindicacién 2, en el
que el medio acuoso comprende 0,025 a 0,40 gramos por litro
de nitrdégeno de aminodcido, 0,025 a 0,40 gramos por litro de
nitrégeno emdénico, 10 & 50 gremos por litro de carbono de
carbohidrato, 0,1 a 2 gramos por litro de fésforo y 1 a 25
miligramos por litro de minerales trazadores esenciales, el
cultivo es agitado y aerado con aire del orden de alrededor
6,2 a 2,5 volimenes de aire por minuto por litro, y el mate-
rial fingleco es irradiado con luz en el orden de alrededor
4800 4° a 6500 A°.

10. Procedimiento segin la relvindicacidn 8, en el
que el medio acuoso comprende nitrdgeno orgénico en una pro-
porcidn de 0,025 a 2,5 gramos de nitrégeno por litro, nitré-
geno aménico en una proporcidn de 0,025 a 2,0 gramos de ni-
trégeno por litro, carbohidrato en una proporcién de 5 a 150
gramos por litro, f£ésforo en una proporcidn de 0,1 a 2 gra-
mos por litro, y minerales trazadores esenciales en una pro-
porcidén de 1 a 500 miligramos por 1litro, el cultivo es aera-
do y agltado, el material fingico es irradiado con luz del

orden de alrededor 3200 A° a 7600 4°, el material fénzico es
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separado del caldo de fermentacidn y el tejido fingico es se

-
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cado,
11, Procedimiento segin se reivindica en la reivin
dicacién 8, en el que el medio &cuoso comprende nitrdgeno or

ginico en una proporcién de 0,025 a 2,5 gramos de nitrégeno

por litro, nitrégeno amonico en una proporcidén de 0,025 a

2,0 gramos de nitrdgeno por litro, carbohidrato en una pro-

porcién de 5 a 150 gramos por litro, fésforo en una propor-

cién de 0,1 a 2 gremos por litro y minerales trazadores esen
ciales en una proporcidn de 1 a 500 mg por litro, el cultivo
es aerado y agitado, el material fingico es irradiado con
luz del orden de alrededor 3200 A° a 7600 A°, el material
finglico es separado del caldo de fermentacidn, el material

fungico es sometido a la extraccidn de disolvente para recu-

perar el pigmento y el disolvente es evaporado para obtener

un concentrado rico en xantdéfilo.
12. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a
11, por el que se obtiene una composicidn que contiene caro
tenoide, preparada segin cualquiera de las reivindiceciones
mencionadas o por un eguivalente quimico obvio de la misma.
13. Procedimiento segiin las reivindicaciones 1 a
12, por el que se obtiene una composicidén que contiene xen-
t6filo siempre que esté preparada segin cualquiera de las
reivindicaciones 8 a2 11 o por un equivaiente quimico obvio
de la misma.
14, Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a
13, por el que se obtiene una composicién rica en xantdfilo
preparada de acuerdo con las reivindicaciones 10 & 11, o por
un equivalente gquimico obvio de la misma,

15. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a



14, en el que las composiciones que contiene carotenoide de
las reivindicéciones 12 a 14 son empleadas con una perte ma
yor de una racidn bésica como alimento animal.

16. Procedimiento para la obtencidn miocrobioldgi~.

Se ca de carotenoldes.

Segin se describe y reivindica en la presente memo-
ria, que consta de treinta y tres hojas foliadas y escritas
a méquina por una sola cara,

Madrid, a 11 de noviembre de 1.959

10. F. HOFFMANN-LA ROCHE & Cie. S. A.
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