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P A T E N T E  
D E

I A V E N C I 0 N

por "PROCEDIMIERTO MICROBIOLOGICO PARA LA PRODUCCION DE 
LICOPENO", a iavor do 1:- firma italiana SOCIETÀ FARMACEUTICI 
ITALIA, residente on IEELAN (Italia), Largo G. Donegani 1-2.

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento sr- refiere a un nuevo procedimiento 
para la producción do liccpeno. Mas particularmente, objeto 
do este invente es un nuevo procedimiento biosintótico para 
preparar el conocido carotcnoiJo lieopeno.

. El licopono cata contenido en diversas especies
de frutas maduras, y particularmente en el tomate. Fue aisla­
do por primera vez en 1873? en forma do cristales rojos, por 
Hartson que lo había obtenido de los frutos del Tamus 
communis. Sin embargo, el nombre de licopono lo usó por 

10. primera vez en 1913 Schunk, que reconoció la diferencia
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ontre el lieopono y el caroteno. El licopeno, que es un 
colorante do origen natural, se emplea extensamente en la 

, industria alimenticia y en particular en la producción de 
margarina y de mantequilla (patente inglesa NS 838.925 de la 

5. HOFFMANN LA ROCHE).
Más recientemente, a la sociedad norteamericana 

Miles Laboratorios Inc. lo ha sido cedida una patente que 
cubre, junto con ol procedimiento, también el uso del 
licopeno como aditivo a piensos para las aves de corral,

10. para dar color amarillo tanto a su carne como a la yema de 
los huevos (patente francesa NS 1,333,942).

Se conocian ya do diversos tiempos procedimientos 
para la preparación del licopeno basados ya soa en su 
extracción de ciortas frutas que lo contionon, ya sea en 

15. procedimientos químicos, ya sea, por último, on la fermenta­
ción.

Los procedimientos extractivos, dada la relativa 
exigüidad del contenido en licopeno de los materiales natu­
rales (20 a 50 mg por kg) rosuktan anticconómicos.

20. Los procedimientos químicos, aún permitiendo mayor
productividad que los procedimientos extractivos, so desarro­
llan a través de síntesis complicadas, con numerosos pasos 
a partir de substancias relativamente costosas y empleando 
reactivos inestablos, caros y con frecuencia peligrosos, hasta 

25. ol punto do hacer que toda la síntesis sea poco apta para la 
escala industrial.
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Los procedimientos do fermentación son los que más 
se prestan a una producción de licopcno en escala industrial 
y los más convenientes económicamente.

Hace poco, E.J. Swarthout y col. (patente nortcamc- 
5. ricana NS 3,097,146 del 9 Julio 1963, invocando prioridad

estadounidense del 30 Junio 1961) han descrito un procedimien­
to que consiste en la fermentación do una asociación de dos 
copas de tendencia sexual opuesta, perteneciente al grupo 
de las mucorinoas (en particular, cepas de la especie 

10. Blakoslea trispora) en condiciones aerobias y en cultivo sumer­
gido o en superficie.

Esto procedimiento, aun constituyendo un progreso 
técnico respecto a los precedentes, presenta dos desventajas 
notables. En primer lugar, la productividad del sistema do 

1$. cepas acopladas es bastante baja (de 30 a 150 gammas/ml) y en 
segundo lugar la técnica do fermentación resulta notablemente 
complicada, porque preve el uso de dos cepas contemporáneamen­
te, lo que dobla la probabilidad de que surjan inconvenientes, 
como intoxicaciones, degeneraciones de los cultivos, crcci- 

20. miento asincrono do las dos cepas, etc., con el consiguiente 
perjuicio de importancia para la producción.

Si, en cambio, en el caso do dicho procedimiento 
en voz do usar dos cepas de la especie Blakosloa trispora 
en asociación so intenta usar una sola copa de dicha especie,

25. la productividad desciendo en más do una cuarta parto de los
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valores medios que so obtienen actuando con las dos cepas 
en asociación (Ejemplo 7 de la patento citada).

Ahora se ha descubierto sorprendentemente, y este 
constituye el objete dol invento que aquí se expone, que 

5. empleando solo una nueva copa del genero Streptomyces se
obtiene, en las condiciones ordinarias do cultivo sumergido, 
en matraces agitadas o en fermentadoros, licopeno con rendi-, 
miento mucho más elevado.

El nuevo microorganismo empleado en ol procedimiento' 
10. de oste invento so ha obtenido por medio de un tratamiento

mutúgeno del Strcptom'/cos chrcstomyccticuc var. aurantioideus 
descrito en la patente inglesa N2 4L.014,589 do la peticiona­
ria. La nueva cepa resultante se ha designado con el nombre 
de Streptomyces chrestomyceticus var. rubescens.

15. El Streptomyces chrestomyceticus var. rubesccns,
ha sido depositado en ol Instituto of Hicrobiology de la 
Universidad Rutgor (EE.UU.), habiendo recibido el número 
de indico 3910, y en el commonwealth Mycological Institute de 
Inglaterra, asignándole el numero de indice IMI 126134.

El Streptomyces chrestomyceticus var. ruboscens,
20. llamado también copa 2064 de la colección microbiologica do 

la Farmi tali a, tiendas siguientes características microscó­
picas, marcoscópicas y bioquímicas.
Característica microscópica

En los terrenos de cultivo corrientes, el micelio 
25. vegetativo se presenta con hifas delgadas, de 0,5 a 1 miera



3 4 3 7 7 5
de espesor, más o menos largas, ramificadas. Las hifas aéreas 
son raras y en general rectas, alguna ves incurvadas hasta 
formar ganchitos. Los conidios van do cilindricos a ovales 
y tienen dimensiones variables: 0,3 - 0,4 por 0,6 a 0,8 mieras.

5. Aspecto macroscópico
En la Tabla 1 se resumen los caracteres de cultivo 

que se han observado en los terrenos que se indican, haciendo 
crecer el microorganismo a 28SC y realizando las observaciones 
a los 3, 8, 15, 21 y 30 días de la siembra.

10. TABLA 1

- 5 =

Terrenos Crecimiento!
ii
Micelio aereo Micelio

vegetativo
Pigmentos
solubles

.

Agar-pata 
ta-gluco 
sa (2) *"

¡
patina del-i 
gada rugosa j

¡

escasísimo, 
blanco rosa 
do

rojo fram 
buosa

ausente

Agar
Bennett (1]

......-j
patina con¡ 
pliegues ¡ 
muy densos !

ausente rojo
cereza

Agar Emer 
son (1) pátina li 

quenoido, 
abundante

ausente rejo -

Agar
Czapek

(1)
velo ausente rojo

anaranjado
-
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Tabla 1 (coniinunción)
Terrenos Crecimiento ' Micelio aereo Micelio

vegetativo
¡Pigmentos 
i solubles

Agar-aspa {pátina
ragina (1) ¡abundante

¡fruncida;

escasísimo, 
blanco su-, 
ció

-

Micelio
vegetativo

Agar, al 
midon y"sa 
les de Prie 
ham (3)

pátina
delgada
rugosa

. '.. '
escasísimo
blanco
rosado

rojo
pardusco -

Aëar-avena
(2)

pátina 
opaca, 
.granulada 
y rugosa

"
escasísima
blanco
rosado

rojo
obscuro -

Agar-gli-
cerina-as
paragina"
(1)

pátina
rugosa

escasísimo, 
blanco ama­
rillento

rojo
intenso -

15.
(1) Preparado según Waksman, "The .Actinomycètes", Vol-. II, 

1961, páginas 328-333.

(2) Preparado según Baldacci y col,, "Journal of micro-
, biology" 1961, 9, pág. 39.

20, (3) Preparado según Pridham y col-,, "Antibiotics Annual",
1956-1957, páginas 947-953,
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5.

10.

15.

20

25.

Propiedades bioquímicas
Gelatina : hidrolizada
Almidón : hidrolizado
Nitratos : ninguna reducción a nitritos
Producción 3c H^S : negativa
Tirosina s degradada
Lecho : Poptonizada, no coagulada.
Utiliza : trchalosa, d-lcvulosa, d-sorbita, d-mannosa,

galactosa, lactosa, adonita, d-mannita, maltosa, 
glicerina, doxtrosa, doxtrina y almidón.

No utiliza: ramnosa, 1-arabinosa, d-xilosa y sacarosa. 
Producción: produce licopono en cultivo líquido sumergido. 
Identificación d^ la copa

La cepa 2064 difiere del Strcptomyccs chrestomyceti- 
cus (patente inglesa NS so0,035 de la peticionaria; Canevazzi 
y Scotti, Journal of iíicrobiology 7, 1959, pág. 242-250) en que 
no reduce los nitratos, peptoniza la locho, tiene un 
micelio aereo mucho más escaso, presenta un micelio vegeta­
tivo intonsamente pigmentado do rojo y produce licopono. La 
copa 2064 difiero del Streptomyces chrostomyccticus var. auran- 
tioideus (patento inglesa do la peticionaria, N9 1,014,589) 
por el color del micelio vegetativo, amirillo anaranjado 
en la primera y rojo en el segundo.

Tanto por el origen como por sus características 
no muy diferentes de las del Streptomyces chrcstomycoticus,
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concluimos on que el microorganismo en examen debe conside­
rarse una variedad del Stroptomycos chrestomyceticus y por 
tanto lo designamos como Streptomyccs chrestomyceticus var. 
rubesccns.

El Streptomyccs chrestomyceticus var. rubesccns 
se conserva mediante liofilización, utilizando como medio de 
suspensión loche o suero de locho, o bien por recogida y man­
tenimiento de las esporas en suelo estéril.

Además, so conserva también por cultivos sucesivos 
on un terreno sólido que contenga glucosa, u otro azúcar 
apropiado, y substancias nitrogenadas complejas (extracto de 
levadura, peptona, hidrolizado de caseína).

La producción dol licopeno so efectúa con los méto­
dos normales ya do si conocidos y consiste on hacer desarro­
llar on un terreno do cultivo líquido, previamente esteriliza­
do y on condiciones aerobias, el Stroptomycos chrestomyceticus 
var, rubenccns, a temperatura variable entre 25 , y 35^0, 
poro de preferencia a 283C, por un período do tiempo varia­
ble entre 4 y & días (de preferencia, 6 días), a pH de 6,5-6,0 
on el inicio y de 6,0-5,5 al final del proceso fermentativo.
El terreno do cultivo consiste on una fuente do carbono, una 
fuente de nitrógeno y una fuente do sales. La fuente de 
carbono puedo estar constituida por almidón, doxtrina, 
glucosa, gliccrina, mannita, maltosa, corn steop liquor, 
solubles de los destiladores, aceite de soja, ote. La fuente
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do nitrógeno puede estar constituida, aparte do las substan­
cias complejas que contienen nitrógeno, citadas antes, por 
levadura seca, poptona de carne y caseína.

Se obtienen también buenos resultados utilizando 
5. sales do amonio, como nitrato amónico, sulfato amónico o 

fosfato diamónico.
Las sales minerales útiles para la producción del 

lieopeno varían según el terreno que se ^nplco y pueden ser 
las sales de K, Hg, Fe, Zn o Cu.

10. La fermentación puedo realizarse en matraces de
Erlenmeyor o en fermentadoros de laboratorio o industriales 
de diversa capacidad.

La cantidad de licopono presente en los caldos se 
determina mediante lee ¿ara cspcctrofotonetrica ¿e pequeñas 

15. muestras del caldo do cultivo, generalmente de 1 a 2 ce, y 
la lectura se realiza a 462 milimicras.

Todo el licopono producido esta contenido solamente 
en el micelio, mientras que el líquido carece de producto. Por 
tanto, para el aislamiento del licopono se separa el micelio 

20. por filtración, sola o con ayuda de un material silicioso,
del líquido do cultivo, que se desecha. La torta del filtro, 
que contiene todo el licopono producido durante la fermenta­
ción, so suspende y so agita en un disolvente orgánico de 
punto de ebullición bajo, como éter etílico, acetona, cloruro 

25. de mctileno o cloroformo.
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Pueden usarse con ventaja mezclas de los disolventes

orgánicos citados. Los extractos orgánicos reunidos se ovapo. 
ran en vacio y el residuo so recoge con éter de petróleo y se 
cromatografía en columna do anhídrido silícico, cluycndo con 

5, una mezcla de éter de petróleo y acetona.
31 licopQno bruto asi obtenido so purifica por 

rocristalización en éter do petróleo.
Los Ejemplos que siguen sirven para ilustrar el 

invento, pero sin limitarlo.

10. EJEMPLO 1

So mantiene la cepa 2064 mediante pasadas sucesivas 
sobre slant de un. terreno de la composición siguiente:
Extracto de levadura
Glucosa

15. NgSÔ . 7 HpO
NagHPO^
KHgPO^
Agar
Agua destilada c.s. hasta 1000 ce

20. pH antes de la esterilización, 7
Esterilización: a 120SC durante 20 minutos.

So incuba durante 6 dias a 282C y los cultivos asi 
obtenidos se utilizan para inocular algunos matraces de 300 ce
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que contienen cada uno 60 cc del siguiente terreno vegetativo
Dextrina 30 g
Cascina 5 g
CaCO^ 4 g
Corn steep 3 g
(KH^SO^ 1 g
K^HPO^ 0,1 g
Agua do la fuente c.s. hasta 1000 cc 
pH antes de la esterilización, 6,4

10. Esterilización: a 1203c durante 20 minutos.
So incuba a 283C durante 26 horas, en un agitador

giratorio con 230 vueltas por minuto y 3,5 cm do exccntrici-
dad.

Los cultivos asi obtenidos sirven para inocular
!—! matraces de 300 cc que contienen cada uno 30 cc de terreno

productivo de la composición siguiente:
Almidón 100 g
Harina do soja 80 g
(NH^SO^ 3 g

20. CaCO^ 3 g
KHgPO^ 7,5 g
NaCl 2,5 g
MgSO^ . 7 HgO 1 g
ZnSO^ . 7 HgO 0,010 g

25. FcSO^ . 7 HgO 0,010 g
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CuSO^ . 5 HgO 0,001 g
Agua de la fuente c.s. hasta 1000 cc 
pH antes de la esterilización: 5,8 
Esterilización: a 120SC durante 20 minutos.

Se incuba a 28 se en un agitador giratorio con 
230 vueltas por minuto y 3?5 cm de excentricidad. Al cabo de 
6 a 7 dias, el análisis espectrofotométrico revela la presen­
cia en el caldo de 520 gaBimas de lie openo por cc.

En este punto, se añade a la masa do fermentación 
material silicioso coadyuvante de la filtración y, filtrando, 
el micelio mezclado a este material se separa de la capa de 
líquido, que se desecha por no contener licopeno. La torta 
del filtro se sacudo con acetona, sola o en mezcla con cloruro 
de metileno. Los extractos reunidos se evaporan en vacio 
hasta sequedad. Se recoge el residuo con óter de petróleo 
de punto de ebullición bajo y la solución de producto bruto 
asi obtenida se cromatografía en columna de sílice, eluyendo 
con éter de petróleo que contiene 2% de acetona. Los eluatos, 
evaporados en vacio hasta sequedad, se recristalizan en éter 
de petróleo y se obtiene asi el licopeno puro, fundente a 
170-172se.

La identidad do este producto so confirma, ya sea 
comparando su espectro con el espectro de una muestra auténti­
ca de licopeno, ya sea por examen cromatográfico, ya sea por 
determinación del punto de fusión en mezcla.
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EJEMPLO 2

En las conáiciones del Ejemplo 1 se efectúa una 
prueba para averiguar la influencia del grado de aireación de 
los cultivos productivos en la producción de licopeno. Los 
diversos niveles de aireación se obtuvieron modificando el 
volumen del terreno productivo en los matraces.

Los resultados figuran en la Tabla que sigue, de 
la que resulta evidente que la producción de licopeno es 
directamente proporcional al grado de aireación.

Volumen do terreno, 
en cc

Licopeno producido al ca­
bo de 7 dias, en gammas/cc

20 530
30 490
40 410
50 220
60 45

EJEMPLO 3

En las mismas condiciones del Ejemplo 1 se efectúa 
una prueba para averiguar el efecto de la edad de los culti­
vos sobre el terreno vegetativo que se ha descrito en el 
Ejemplo 1. Los resultados figuran en la Tabla que sigue.
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Edad del cultivo del te­

rreno vegetativo, en horas
Licopeno producido al cabo de 
7 dias, en gammas/cc

22 350
26 530
30 518

5. 36 480

EJEMPLO 4

Se realiza la fermentación como en el Ejemplo 1,
pero con la diferencia de que, en vez de usar el terreno produc
tivo que allí se describe se usa el terreno siguiente:

10. Solubles de los destiladores 44 g
Levadura seca 5 g
Corn steep 3 g
Dextrina 80 g
MgSO^ 0,5 g

15. E^HPO^ 0,3 g
FeSO^. 7 HgO 0,010 g
ZnSO^ . 7 HgO 0,010 g
CuSO^ . 5 HgO 0,001 g
Agua de la fuente c.s. hasta 1000 cc

20. pH antes de la esterilización: 6,5
Esterilizacións a 120aC durante 20 minutos.

Al cabo de .6- dias de fermentación, el caldo de cul­
tivo presenta una concentración de licopano de 41o gramos/ml.
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EJEMPLO 5

En un fermentador de 10 litros se esterilizan por 
calentamiento a 120BC durante 40 minutos 6 litros de terreno 
productivo de la misma composición que el que se ha descrito 

5, en el Ejemplo 1, Después del enfriamiento del terreno, se le 
inocula con 600 ce de un cultivo vegetativo preparado tal como 
se ha indicado en el Ejemplo 1. Se incuba a 28SC con un 
grado de aireación correspondiente a una circulación de 
6 litros de aire por minuto y con una agitación correspondien­

do, te a 380 vueltas de un agitador provisto de seis palas.
Al cabo de 6 días de incubación, se obtiene una 

producción de 450 gainmas de licopeno por cc.
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REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento, se 
declaran nuevas y do propia invención, las siguientes 
reivindicaciones, con prioridad de las solicitud do 

5 patente italiana nS 21083/66 del 4- de Agosto de 1966.

1. Procedimiento microbiológico para la producción 
do licopeno, caracterizado por cultivarse el microorganismo 
Streptomyces chrestomyceticus var. ruboscens en cultivo 
sumergido o en superficie y en condiciones aerobias, en un

10. terreno nutritivo acuoso que contiene una fuente de carbono, 
de nitrógeno y do sales minerales, en un intervalo de tempe­
ratura entre 253 y 353C, y preferiblemente a 283C, pDr un 
período de tiempo que varía entre 4 y 8 días (de preferencia,
6 dias), y por aislarse del micelio y purificarse de manera 

15. ya de si conocida el licopeno formado.

2. Procedimiento microbiológico para la producción 
de licopeno.

Según so describe y rcivihdica en la presente 
memoria descriptiva que consta de 16 hojas foliadas y escritas 

2C. a máquina por una sola cara.
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