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PATENTE
D E
IVENCIOHN

por "PROCEDIMIENTO IMICROBIOLOGICO PARA LA PRODUCCION DE
LICOPENO", a tavor d¢ 1o firma italinna SCCIETA FARMACEUTICI

ITALIA, residonte on MILAN (Italia), Lorco G. Donegani 1-2,

MENORIL DESCRIPTIVL

Este invento s~ roficre 2 un nwvo procedimiento
para lo preduceidn do licopeno. Mas particularmente, objeto
de este invente os un nucevo procedinicnto biosintdtico para
preparar -l conocido carotonoid: licopono,

5, ELl licopeno cotd contonido cn diversas especies
de frutas maduras, y porticularmente on ¢l tomate. Fué aisla-
do por primera vez on 1873, on forma du crisialce rojos, por
Hartsen que 1o habia obtsnide de los frutos del Tamus
communis, Sin embargo, el nombre de licopeno 1o usd por

10, primera vez en 1913 Schunk, que reconocio la diforencia
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cntre el licopeno y ¢l carctoeno, EL licopeno, gue es un
colorante de origen notural, sc cmplea cxtonsamente en la
industria alimenticic 7 on particular en 12 produccién de
wmargerina y de mantequille (patente inglesa N2 838.925 de la
HOFFMANN LA ROCHE).

Mas recicntomente, a la socicdad norteaméricana
Miles Laboratories Inc. lc ha sido ccdide una patente que
cubre, junto con ol proccdimiocnto, tambidn cl uso del
licopeno como aditivo o piensos para las aves de corrsl,
para dar color amarillo tonto a su carne como a la yema de
los hucvos (patentc francesc Ne 1;333,942);

Se conocian yo de diversos tiempos procedimientos
para la preparacion del licopeno basados yo soa en su
oxtraceidn de cicrtas Ffrutas que lo contienon, ya sca en
procedimientos quimicos, ya sca, por dltimo, on la fermenta-
cidn,

Los procodimicntos extractivos, dada la relativa
cxigliidad del contouido cn licopeno de lon materiales natu-

ales (20 a 50 mg por kgz) resukban anticcondmicos,

Los procedimientos quimicos, adn pormitiendo mayor
productividad gque los procedimicntos exiractivos, sc desarro-
llan a través de sintoais complicadas, con numeros0s pasos
o partir dc substancias relativamente costosas y empleando
reactivos inestables, coros y con frecucncia peligrosos, hasta
el punto de hacer que toda la sintesis sca poco apta pora la

gscala industrial,
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Los procedimizntos de fermontseidn son los que mds
s¢ prestan a una produccidn de licopeno on ozcala industrial
y los mds convenicntes ceondmicomente,

Hace poco, E.J, Swarthout y col. (patente nortcame-
ricana N2 3,097,146 del 9 Julio 1963, invocando prioridad
cstadounidense del 30 Junio 1961) han deserito un procedimien-
to que consistc en lao formentocidn do una nsociacidn de dos
cepas de tendeneia scxual opuesta, pertenceiente al grupo
de las mucorinecas (en particular, cepas de la especie

Blakoslea trispora) on condicioncs aerdbias y en cultivo sumer-

gido o en supcrficic.

>

rocedimionto, ~in constituycndo un progreso
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téenico respecto o los preecdentes, proscnte dos desventajas
notables, En primcr lugor, 1la productividad del sistema de
cepas acopladas os bastonte baja (de 30 2 150 gammas/ml) y en
segundo lugar lo téenico de fermontacidn rozultc notablemente
. [4 Ié
complicada, porguc prové cl uso dc dos cewas contemporancamon—
te, lo quo dobla la probabilided do que curjon inconvenicntes,
como intoxicaciones, degoncracioncs doe lox cultivos, creci-
mioento asinerono deo 1-s dos copasg, cte., con cl consiguicente
. . . Y » .
perjulcio de importoccelic »ara la produccion,
31, cn combio, ocn ¢l cago do diche »roccdimiento

cn vez de usar dos cehad de la ccpeeie Blakeslea trispora

on asocineidn sc inton’tz usarunn sola cepa de dicha cspeeie,

la productividnd deseicnde en mds de unn cuorta parte de los
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valores medioz ¢ 5¢ obtienen actuundo con las dos cepas

en csociacidn (Bjomplo 7 de 1z pabonte citada).
Ahors sc ha dcscubioerto uorvrendentemgnte, y este

constituye ¢l objoic del invento que cqui se expone, que

1

. emplcando solo una muova cepa del gonero Streptomyces se
obtiene, en lus condicioncs ordinaries de cultivo sumergido,
en matraces ositadas o en fermentadores, licopeno con rendi-.

micnto mucho mdz clevado.

(

Bl auove microorganismo cmplceado en ¢l procedimiento”
10, de ostec invento so hia obtenido por modio de un tratamicnto

mrtdgeno del Struptomyces chrestomyccticus var. aurantioideus

descrito en la patontc inglesa N2 1,014,589 de la peticiona-
ria. La nueva copl resultante se ha dcsimado con el nombre

de Streptomyccs chrestomyceticus var, rubescens,

15, Bl Streptomyces chrestomyceticus var. rubescens,

ha sido depositado cn ol Instituto of IMicrobiology de la
Universidad Rutgoer (BI.UU.), hebiondo rocibido el mimero

de indice 3910, y en el Commonwealth Mycological Imstitute de
Inglaterra; asignéndole el numere de indice IMI 126134.

Bl Stroptomyces chrestomyceticus var. rubcscens,

20. llamado tambidn copa 2064 de la coluccibn microbicldgica de
la Farmitalicz, tioncles siguicntes corocleristicas microscd-
pilcas, marcoscépioas v bioguimicas,

Caracterigtica microscdnica

En los terrenos de cultivo corrientes, el micelioc

25+ vegetativo se¢ proscata con hifas dolgadas, de 0,5 a 1 micra
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son raras y en gencral rectas,

formar gonchitos.

y tienen

Asnecto macroscednico

In 1o Pablo 1 ge resumen los

dimensioncs variableos:

Los conidios van do

0,3 - 0,4

algunc

ropmificadas, Los

hifas a

aéreas

verz incurvadas hasta
cilindricos a ovales

. por 0,6 a 0,8 micrag,

caracteres de cultivo

que se han obsevvado en los terrenos que se indican, hoeciendo
crecer el mlcroow nismo a 282C y realizando las observaciones
a los 3, 8, 15, 21 ¥

7 30 dias de 1o siocmbra.

TABIA 1
i - [ ore VR .
Terrenos Greolmlantog Micelio aereo: ticelio Pigmentos
| vegetativo | solubles
i
i
Agor-pata {patino ﬂelui escagisimo, rojo fram | ausente
tﬁ-fluco zada rugosa blonco rosa bucsa
¢ do
i
¥
i .
Agar ’ ausente rejo -
Bennett (1) patins con ceroma
pli'\rllns
muy ¢ensos
Agar Imer | pdtinc 3i | cusente rejo -
son (1) quenoide,
”bun@”“uu
Agor velo ausente rojo =~
Czapek anaranjado
1)
i
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Tabla 1 (continuscidn)

Terrenos .Urecimiento Micelio aerceo | Micelio Pigmentos
; = » Vegetativoisolubles
I H :
Agar-aspa ipdtina = | escasicimo, Micelio
ragina (T) jobundante | blanco su-. vegetativo -
De {fruncida { cio
H !
- T
Agar, al | pétina escasiscino rojo
midon y sa‘! delaada blanco pardusco -
les de Prid rugesa rosado
ham (3)
Apar-avena! pdtina | escasisima Tr0jo
10, (2) opaca, ! blanco obscuro -
granuladai rosado
J rugosa 1
Agar-gli- pdtina ! escasisimo, rojo
cerina~as rugosa | blanco ama- intenso -
aragina i rillento
1) ;
I . {
15,

(1) Preparado segin Waksman, "The Acbinomycetes", Vol. II,

1961, pdsminas 328-333,

(2) Preparado gsosun Baldacei 'y col,, "Journal of micro-

) biology" 1961, 9, pag. 39.

20, (3) Preparado scgin Pridham y col,, “Antibiotics Annual",

1956-1957, piginas 947-953,

- o
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Propicdodes bioguinicas

Gelatina @ hidrolizadn

Almiddén : hidrolizado

Nitratos : ninguna reduccidn a nitritos

Produceidn de H,3 : negetive

Tirosina : degradcoda

Leche : Peptonizada, no coagulada,

Utiliza @ trchalosa, d-levulosa, d-sorbita, d-mannoss,
galactosa, loctosa, ndonita, d-monnita, maltosa,
glicorina, domtrosa, dextrina y almiddn.

No utiliza: ramnosn, l-arabinosa, d-xilosa y sacarosa,

Preoduccidn: produce licopeno en cultivo liquido sumergido.

Identificacion dv 1o copa

Ie cepa 2064 dificre del Streptomyces chrestomyceti-

cus (patente ingleso K2 An0,035 de la peticionarias Canevazzi
¥y Scotti, Journal of Microbiology 7, 1959, pde, 242-250) en que
no rcduce los nitratosm, peptoniza la loeche, ticne un

micelio adreo mucho s csceso, preschnto wn micelio vegeta~
tivoe intensamente pisumcentado de rojo y producc licopene. La

cepa 2064 dificre del Streptomyces chrestomyceticus var. auran-

tioideus (patonte ingloca de la peticioncria, Ne 1,014,589)
por cl color del micclio vozetativo, am~rillo anaranjado
en la primern y rojo on el scgundo,

Tonto por ol origen como por sus corccteristicas

no muy difercntes de las del Streptomyces chrestomyceticus,
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concluimos cn que ol microorganismo en cxamen debe conside-

rarse una voriedad del Stroptomyces chrestomyceticus y por

tanto lo designamos como Streptomyces chrestomyceticus var.,

rubescons,

Fl Streptomycos chrestomyceticus vor, rubescens

se conserva medionte liofilizacidn, utilizmando como medio de
suspensidn leche o sucro de loche, o bien por rcecogida y man-—
tonimicnto de las esporas on suelo cstéril,

Ademds, sc conscrva tambidn por culiivos sucesivos
on un terreno sdlido quc contenga glucosa, u otro azicar
opropiado, y substancias nitrogenadas complejas (extracto de
lovedura, peptona, hidrolizado de caseina),’

ILa produccidén dol licopenc sc cfectua con- los méto-
dos normalos ya dc si conocidos y consistc on hacer desarro-

llar on un terreno do cultivo liquido, proviomente esteriliza-

do y on condicioncs ncrdbias, ol Stroptomyccs chrestomyccticus

var, rubeaccns, a temperatura variable entre 25 , y 3520,

pero de prefercneia a 282C, por un periodo do ticmpo varia-
ble entre & y & dias (dc precferencia, 6 dias), & pH de 6,5-6,0
en el inicio y dc 6,0-5,5 al final del proccso fermentativo,
El torreno de cultivo consiste on una fuonte de carbono, una
fuente de nitrdgono y una fucntc de sales. ILa fuente de
carbono pucde estar consitituide por almiddn, dextrina,
glucosa, gliccrina; monnita, maltosa, corn s?oop liquox,

solubles de los destilodores, acelte do.soja, ctc. La fucnte
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do nitrdgeno pucde cster constituida, aparte de las substan-
cias complejas quo conticnen nitrdgono, citadas antes, por
leovadura scea, peptonn de carnc y cascina,

Sc obticnon tambidn bucnos resultados utilizando
sales de amonio, como nitrato omdnico, sulfato aménico o
fosfato diamdnico,

Las salos nmincroles Gtiles poara 1o produccidn del
licopeno varian scgin ol torreno que sc nmplec y pucden ser
las sales de X, Mg, Fo, Zn o Cu,

Ia fermont-oidu puede realizarsc on motraces de
Erlemmeyor o on fermentndores de laboratorio o industriales
de diversa capacidad,

La cantidad du licopono presente on los caldos se
determine mediante locivra cezpectrofotomdirica de pequeilas
mucstras del enldo de cultivo, gencralmentc dc 1l a 2 ce, ¥
1la lectura sc realisn o 462 milimicras.

Todo el liroweno producido ¢std cont.nido solamente
en ol micelio, micntraz que el liguido carcec de producto, Por
tanto, para el aislamicnto 4Acl licopeno so scpara el micelio
vor filtracidn, sola o con oyudn de un moterial silicioso,
del 1{quido de cultivo, que se desecha, Ie torta del filtro,
quc conticne todo el licopeno producido durante la fermenta-
¢idn, sc¢ suspende y ¢ azita en un disolvontc orgdnico de
punto de ebullicidn bajo, como dter etilico, ncctona, cloruro

de metileno o cloroforio.
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Pucden usarsc con vontaja mezelas de los disolventes
orginicos citados., Loz oxtractos organicos reunidos se ovapo-
ron on vacio y ol rousiduo se rocoge con Sher de potrdleo y sc
cromatografia on columna do anhidrido silicico, eluycndo con
una mezela de dter de wotrdlco y acctona.

I1 licopeno bruto asl obtenido =zc¢ purifica por
recristalizacidn cn dter de petrdlco.

Los Ejemplog que siguen sirven para ilustrar el

invento, pero sin limivarlo,

Se mrntilcne lo cepa 2064 mcdiante pasadas succsivas

sobre slant de un forreno de 1o composicidn siguicnte:

Extracto dc lovndura 5 &
Glucosa 10 g
MgSO4. T Hy0 0,5 g
I\IaeHPO4 1?4 g
IQ{2P04 0,4 g
Agar 25 g
Aguo deostilada c.s. hasic 1000 cc

pH antos de la esterilizacidn, 7
Estorilizacidn: a 1209C durante 20 minutos.
3¢ incuba durante 6 dias o 282C y los cultivos asi

obtonidos sc utllizon para inocular algunos matraces de 300 ce
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que conticnen cada uno 60 cc del siguionte ferreno vegetativo

Dextring 30 g
Cascina 5 &
CaCO3 4 g
Corn steep 3 g
(1) S04 le

Agua de la fuconte c.s, hasta 1000 cc
pH antes de la csterilisncidn, 6,4
Esterilizacidn: 2 1202C durente 20 minutos.

Sc¢ incubn a 282C durantc 26 horas, on un agitador
giratorio con 230 vuclics por minuto y 3,5 em de excentriei-
dad.

Los cultivos asi obtenidos sirven para inocular
matraces de 300 ce que conticnen cada uno 30 cc de torreno

productive de la composicidn siguicntos

A1middn 100 g
Harina de soja ¢0 g
(NH4)2SO4 3 e
KH, PO, 7,5 &
NaCl 2,5 &
NgS0, . 7 H,y0 lg
Znso4 .+ 7 Hy0 0,010 g

FeSO, + 7 Hy0 0,010 g

°
9
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CuSO4 . 5 Hy0 0,001 g

Agua de la fuente ¢.s. hasta 1000 ce

pH antes de la esterilizacidns 5,8
Esterilizacidns o 1209C durante 20 minutos,

Se incuba a 282C en un agitador giratorio con
230 vueltas por minuto ¥ 3,5 cm de excentricidad. Al cabo de
6 a 7 dias, el andlisis espectrofotométrico revela la presen-
cia en el caldo de 520 gommas de licopeno por cc,

En este punto, se aflade a la masa de fermentacidn
material silicioso coadyuvante de la filtracidn y, filtrando,
el micelio mezclado o este materiél ge separa de la capa de
liquido, que se desecha por no contener licopeno. La torta
del filtro se sacude con ocetona, sola o en mescla con cloruro
de metileno. ILos extracios reunidos se evoporsn en vacio
hasto sequedad. Se rccoge el residuo con Ster de petrdleo
de punto de ebullicidn bajo y la solucién de producto bruto
asi obtenida se cromotografia en columna de silice, eluyendo
con éter de petrolco que contiene 2% de acetona. Los eluatos,
evaporados en vacio hnsta sequedad, se recrigtalizan en éter
de petrdleo y se obticne asi el licopeno puro, fundente a
170-1728C,

La identidad de este producto se confirma, ya sea
comparando su espectro con el espectro de unn muestra auténti-
ca de licopeno, ya sen por examen cromatografico, ya sea por

determinacidn del punito de fusibn en mezcla.
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EJEMPLO 2

En las condiciones del Ejemplo 1 se efectua una
prueba para averiguar la influencia del grado de aireacidn de
los cultivos productivos en la produceidn de licopeno. Los
diversos niveles de aireacidn se obtuvieron modificando el
volumen del terreno »roductivo en los matraces,

Los resultados figuran en la Tabla que slgue, de
la que resulta evidente que la produccidn de licopeno es

directamente proporcional al grado de aireacidn.

Volumen de terrenc, Licopeno producido al ca-
en cc bo de 7 diass, en gammas/cc
20 530
30 490
40 410
50 220
60 45
IJENPIO 3

En las mismas condiciones del Bjemplo 1 se efectua
una prueba para averipuar el efecto de la edad de los culti-~
vos sobre el terreno vegctativo que se ho descrito en el

Ejemplo 1. Los resultados figuran en la Tabla gque sigue.
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Edad del cultivo del te- Iicopeno producido al cabo de
rrono vegetativo, en horas 7 dias, en gammas/cc
22 350
26 530
30 518
36 480
EJEMPT.O 4

Se realigza la fermentacidén como en el Ejemplo 1,
pero con la diferencia de que en vez de usar el terreno produc

tivo que alli se describe se usa el fterreno siguientes

Solubles de los destiladores 44 g
Levadura secs . 5 g
Corn steep 3 g
Dextrina 69 g
MgS0, 0,5 g
KoHPO, 0,3 g
FeS0,. 7 Hy0 0,010 g
ZnSO4 « T HyO O?OlO g
CuSO, . 5 H0 0,001 g
Agua de la fuente c.s, hasta 1000 cc

pH antes de la esterilizacidn: 6,5

Esterilizacién: a 1202C durante 20 mimmtos.
41 cabo de .&. diss de fermentscion, el caldo de cul-

tivo presente una concentracion de licopeno de 410 gramos /ml.
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EJEMPIO 5

En un fermentador de 10 litros se esterilizan por
calentamiento a 120°8C durante 40 minutos 6 litros de terreno
productivo de la misma composicidn gue el que se ha descrito
en el Djemplo 1. Despucés del enfriamiento del terreno; se le
inocula con 600 =22 de un cultivo vegetativo preparado tal como
se ha indicado en el Hjemplo L. Se incuba a 282C con un
grado de aireacidén corrcspondiente a una circulacidén de
6 litros de aire por minuto y com una agitacidn correspondien-
te s 380 vueltas de un agitador provisto de seis palas.,

Al cabo de G dias de incubacidn, se obtiene una

producecidn de 450 gammas de licopeno por cc.
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REIVINDICACIONES

Descrito ¢l objeto del presente invento, se
declaran nuevas y do propia invencidn, lag siguientos
rcivindicaciones, con prioridad de las solicitud de

patente italiana n® 21083/66 del 4 de Agosto de 1966,

A7)

1, Procedimionto microbioldégico para la produccidn
de licopeno, caracterizado por cultivarse el microorganismo

Streptomyces chrestomyveeticus var. rubcescens en culbtivo

sumergido o en superficie y en condiclonces serdbias, en un
10, torreno nutritive acuogo quc conticne uwna fucente de carbono,
de nitrdgeno y de sales minerales, cn un intervalo de tempe-
ratura entre 252 y 352C, y preferiblemente a 282C, por un
periodo de tiempo quc varia entre 4 y § dias (de preferencia,
6 dias), y por aislarsc del micelio y purificarse de manecra

15, ya dc si conocida ¢l licopcno formado.

2. Procedimionto microbioldgico para la produccidn

de licopeno.

Segin s¢ describe y reivibdica en la presente
memoria descriptiva quae consta de 16 hojas foliadas y escritas

20, a mdquina por une sols cara,

Madrid; a 3 AGO, 1967 .

Pedle JAINYE ISERE
) T

""K‘N':w and zenty >
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