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DESCRIPCION
Procedimiento para obtener microorganismos que producen cantaxantina y para producir cantaxantina.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para obtener microorganismos que producen cantaxantina, y a
un procedimiento para la produccidon microbioldgica de cantaxantina. La cantaxantina es util como pigmento rojo
natural para aditivos de piensos, aditivos alimentarios, etc.

Antecedentes de la técnica

Como procedimiento para mejorar el tono de color de la yema de huevo, la carne y la piel de las aves de corral tales
como los pollos, se usa ampliamente en el mundo la adicion de cantaxantina a los piensos para animales. La
cantaxantina también se usa en la industria de los piensos para animales para mejorar el tono de color de la carne o
la piel de pescados tales como salmén, trucha, besugo o gamba, y también se usa en la industria alimentaria como
agente colorante para alimentos y bebidas.

Se sabe que contienen cantaxantina determinadas especies de hongos (Botanical Gazette, 112, 228 — 232, 1950),
peces y crustaceos. Los ejemplos de microorganismos que producen cantaxantina conocidos son los que
pertenecen al género Brevibacterium (Applied and Environmental Microbiology, 55 (10), 2505, 1989), los que
pertenecen al género Rhodococcus (publicacion de patente JP (solicitud no examinada) N° 2-138996), los que
pertenecen al género Corynebacterium (publicacién de patente JP (solicitud no examinada) N° 6-343482), y la cepa
bacteriana E-396 que pertenece a un nuevo género (publicacion de patente JP (solicitud no examinada) N° 2001-
95500). Como métodos de sintesis quimica, se conocen la oxidacion de B-caroteno (J. Amer. Chem. Soc., 78. 1427,
1956) y la sintesis a partir de la sal de fosfonio de 3-oxo-C15 (Pure Appl. Chem., 51, 875, 1979).

Los documentos WO 0196591 y EP 1229126 describen un procedimiento para la produccion microbiana de
compuestos carotenoides en el que la relacion de compuestos carotenoides formados se varia controlando la
concentracion de oxigeno disuelto en un medio de cultivo liquido durante el cultivo.

El documento EP 1138208 describe una sustancia que contiene pigmento para aditivos para piensos, que consiste
en un precipitado de cultivo de microorganismos que contiene una concentracion alta de compuestos carotenoides.

Miguel y col. (2001, J. Agric. Food Chem. vol. 49, paginas 1200 — 1202) describen una coleccién de 43 cepas
mutantes de Gordonia jacobaea obtenida mediante tratamiento con metanosulfonato de etilo. Se extrajo
cantaxantina y otros carotenoides de estos mutantes.

Nelis y col. (1989, Applied and Environmental microbiology vol. 55 (10), paginas 2505 — 2510) describen la
reevaluacion de la cepa de Brevibacterium sp KY-4313 por su potencial para producir cantaxantina.

El documento W09906586 describe un tipo de cepa DSM 11574 de la especie Paracoccus que produce y secreta
carotenoides y un procedimiento para producir carotenoides.

Descripcion de lainvencion

Sin embargo, en el procedimiento mencionado antes para la sintesis quimica de la cantaxantina, se usa un
disolvente organico. Por lo tanto, este procedimiento es problematico en términos de seguridad y de las preferencias
por los productos naturales hoy en dia. El cultivo convencional usando microorganismos también tiene problemas en
cuanto que la productividad es baja y la extraccion de productos naturales es muy costosa.

En relacion con la cepa E-396 que se conoce como un microorganismo que produce compuestos carotenoides, su
seguridad ya se ha garantizado y ya se ha descrito un procedimiento para producir compuestos carotenoides muy
concentrados que comprenden astaxantina. Sin embargo, la relacion producida de cantaxantina a carotenoides
totales es baja.

Como alternativa a la cantaxantina, se puede usar la capsantina que se extrae de la planta del pimenton, para
mejorar el tono de color de la yema de huevo de gallinas. Puesto que la capsantina es muy inestable en términos de
calor, luz o similares, y en el crecimiento de la planta del pimentén influye significativamente el tiempo atmosférico,
es dificil proporcionar capsantina en niveles industrialmente estables.

Por consiguiente, se desea un procedimiento para producir cantaxantina, que sea muy seguro y siempre estable y
de bajo precio.

Como resultado de estudios intensos y exhaustivos dirigidos a solucionar los problemas mencionados antes, los
autores de la presente invencion han encontrado que se podian obtener facilmente microorganismos en los que la
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relacion de cantaxantina es relativamente alta con respecto a la cantidad total de carotenoides producidos, mediante
mutacion de los microorganismos que producen astaxantina. Esto llevé a la realizacién de la presente invencion.

Especificamente, la presente invencion proporciona los siguientes medios.
1. Un procedimiento para obtener microorganismos que producen cantaxantina, que comprende las etapas de:

(i) inducir mutacién en microorganismos que producen astaxantina que tienen una relacion de aproximadamente 2 a
20 % en masa de cantaxantina producida respecto a la cantidad total de carotenoides producidos, en los que la
secuencia de nucledtidos del ADN correspondiente a su ARN ribosémico 16S tiene una homologia de 98 % o mayor
con la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y

(i) seleccionar un mutante que tenga una relacion de al menos 60 % en masa de cantaxantina producida con
respecto a la cantidad total de carotenoides producidos.

2. El procedimiento de acuerdo con el parrafo 1 anterior, en el que cada una de las relaciones de B-criptoxantina,
zeaxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y astaxantina producidas a partir de
microorganismos que producen cantaxantina, es menor del 20 % en masa respecto a la cantidad total de
carotenoides producidos.

3. El procedimiento de acuerdo con los parrafos 1 o 2 anteriores, en el que los microorganismos que producen
cantaxantina se seleccionan de la cepa E-396 (FERM BP-4283) y un mutante de la misma, y la cepa A-581-1 (FERM
BP-4671) y un mutante de la misma.

4. n procedimiento para la produccion microbiolégica de cantaxantina que comprende cultivar microorganismos que
producen cantaxantina obtenidos por un procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los péarrafos 1 a 3
anteriores, y recuperar la cantaxantina producida.

También se describe en el presente documento:

(1) Un procedimiento para producir cantaxantina que comprende las etapas de: inducir mutacién en
microorganismos que producen astaxantina, en los que la secuencia de nucledtidos del ADN correspondiente a su
ARN ribosémico 16S es sustancialmente homéloga a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1,
obtener microorganismos que producen cantaxantina seleccionando un mutante que tiene una relacion mayor de
cantaxantina producida ( % en masa) respecto a la cantidad total de carotenoides producidos que la de una cepa
original; y recuperar la cantaxantina o una mezcla de carotenoides que comprende cantaxantina del producto de
cultivo de los microorganismos que producen cantaxantina.

(2) El procedimiento de acuerdo con el apartado (1) anterior, en el que la relacion de cantaxantina producida por los
microorganismos que producen cantaxantina es al menos 40 % en masa respecto a la cantidad total de carotenoides
producidos.

(3) El procedimiento de acuerdo con el apartado (1) anterior, en el que cada una de las relaciones de B-criptoxantina,
zeaxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y astaxantina producidas a partir de
microorganismos que producen cantaxantina, es menor de 20 % en masa respecto a la cantidad total de
carotenoides producidos.

(4) El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados (1) a (3) anteriores, en el que los
microorganismos que producen astaxantina se seleccionan de la cepa E-396 (que se ha depositado en el Instituto
Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (el Depositario de organismos de patentes internacional del Instituto
Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada; AIST Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki,
Japon) el 27 de abril de 1993, con el niUmero de acceso FERM BP-4283) y un mutante de la misma, y la cepa A-581-
1 (que se ha depositado en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (el Depositario de organismos
de patentes internacional del Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada; AIST Tsukuba Central
6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén) el 20 de mayo de 1994, con el niumero de acceso FERM BP-4671) y un
mutante de la misma.

La presente invencién se describe en lo sucesivo con mas detalle.

En el procedimiento de acuerdo con la presente invencién, se usa un microorganismo que produce astaxantina
como cepa original para la mutacion. Un ejemplo de dicho microorganismo es un microorganismo que produce
astaxantina en el que la secuencia de nucledtidos del ADN correspondiente a su ARN ribosémico 16S es
sustancialmente homologa a la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. La expresién
“sustancialmente homologa” usada en el presente documento se refiere a una homologia de 98 % o0 mayor en vista,
por ejemplo, de la frecuencia de errores en la secuenciacion de nucleétidos del ADN.
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Los ejemplos especificos de microorganismos que producen astaxantina que tienen una secuencia sustancialmente
homdloga a la secuencia anterior incluyen la cepa E-396 (FERM BP-4283), la cepa A-581-1 (FERM BP-4671),
diferentes mutantes obtenidos por mutacion y mejora de la cepa E-396 o A-581-1 y especies relacionadas de las
mismas. La secuencia de nuclettidos del ADN mostrada en la SEQ ID NO: 1 corresponde al ARN ribosémico de la
cepa E-396, y la secuencia de nucleétidos de ADN mostrada en la SEQ ID NO: 2 corresponde al ARN ribosémico de
la cepa A-581-1. La homologia de la secuencia de nucleétidos del ARN ribosémico 16S entre la cepa E-396 y la
cepa A-581-1 es 99,4 %, y esto indica que son cepas que estan estrechamente relacionadas. Por consiguiente,
estas cepas forman un grupo de bacterias que producen carotenoides. En el procedimiento de acuerdo con la
presente invencion, una cepa original usada en la mutacion, se define como un microorganismo que produce
astaxantina en el que la secuencia de nucledtidos del ADN correspondiente a su ARN ribosémico 16S tiene una
homologia de 98 % o mayor con la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, es decir la cepa E-396,
la cepa A-581-1, mutantes de la cepa E-396 o de la cepa A-581-1, y especies relacionadas de las mismas.

Se describe la cepa E-396, que se ilustra como el microorganismo que produce astaxantina usado en la presente
invencion. Esta cepa ha sido aislada recientemente por los autores de la presente invencién y se ha depositado en el
Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (el Depositario de organismos de patentes internacional del
Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada) el 27 de abril de 1993, con el nimero de acceso
FERM BP-4283). Un ejemplo méas especifico de otro microorganismo es la cepa A-581-1. Esta cepa ha sido aislada
recientemente por los autores de la presente invencién y se ha depositado en el Instituto Nacional de Biociencia y
Tecnologia Humana (el Depositario de organismos de patentes internacional del Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzada) el 20 de mayo de 1994, con el nimero de acceso FERM BP-4283).

En la presente invencion, el procedimiento para la mutaciéon de los microorganismos que producen astaxantina no
esta particularmente limitado, siempre que el procedimiento pueda inducir mutacion. Los ejemplos de procedimientos
que se pueden usar incluyen: procedimientos quimicos que usan agentes mutantes tales como N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (NGT) o metanosulfonato de etilo (EMS); procedimientos fisicos tales como irradiacion ultravioleta o
irradiacion con rayos X; y procedimientos biolégicos usando recombinacién de genes o transposones. Esta mutacion
se puede llevar a cabo una vez. Alternativamente, la mutacion se puede llevar a cabo dos 0 mas veces, por ejemplo,
preparando un mutante del microorganismo que produce astaxantina por esta mutacion, y después mutando el
mutante resultante.

En la presente invencién, un mutante en el que la relacion de cantaxantina producida es particularmente alta
respecto a la cantidad total de carotenoides, se puede seleccionar entre los mutantes obtenidos por mutaciéon de los
microorganismos que producen astaxantina, analizando el compuesto carotenoide en la disolucion de cultivo del
mutante.

Por ejemplo, este procedimiento de cultivo se lleva a cabo de la siguiente manera. Especificamente, el cultivo se
lleva a cabo en un medio que contiene un componente que es necesario para el crecimiento de los microorganismos
que producen astaxantina y que genera un compuesto carotenoide. El procedimiento del cultivo puede ser cultivo en
agitacion usando un tubo flexible, matraz o similar, o mediante cultivo con agitacién-aireacién. Un compuesto
carotenoide se puede analizar por cualquier procedimiento, siempre que de este modo el compuesto carotenoide se
pueda separar y detectar. Por ejemplo, se pueden usar la cromatografia liquida de alta resolucién, cromatografia en
capa fina o cromatografia en papel.

En la presente invencion, los microorganismos que producen cantaxantina se obtienen seleccionando un mutante en
el que la relacion de cantaxantina es al menos 60 % en masa respecto a la cantidad total de carotenoides. La
expresion “cantidad total de carotenoides” como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad total de
compuestos carotenoides tales como astaxantina, cantaxantina, adonixantina, f-caroteno, equineona, zeaxantina, p3-
criptoxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona o adonirubina.

Los microorganismos que producen astaxantina tales como la cepa E-396, producen simultdneamente diferentes
compuestos carotenoides tales como astaxantina, cantaxantina, adonixantina, -caroteno, equinenona, zeaxantina,
B-criptoxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona o adonirubina. Por lo tanto, la relacion de cantaxantina con
respecto a la cantidad total de carotenoides es baja, y en general es aproximadamente de 2 % a 20 %.

Un mutante que se selecciona induce mutacién en los microorganismos que producen astaxantina, y la relacion de
cantaxantina producida es particularmente alta respecto a la cantidad total de carotenoides. La condicion minima
para la relacion de cantaxantina que se usa como referencia para la seleccion, es que esta relacién es mayor que la
de la cepa original antes de la mutacion para producir cantaxantina. También se describe en el presente documento,
un mutante seleccionado que produce carotenoides que contienen preferiblemente al menos 40 % en masa de
cantaxantina, y mas preferiblemente al menos 60 % en masa, basado en la cantidad total de carotenoides
producidos.

La biosintesis de la astaxantina se deduce como sigue. Los anillos de 6 miembros en ambos extremos del B-
caroteno son modificados por cetolasa e hidroxilasa. Si la eliminacién de esta hidroxilasa es completa, se deduce
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que solo se producen [-caroteno, equinenona y cantaxantina, y que la p-criptoxantina, zeaxantina, 3-
hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y astaxantina, que necesitan la hidroxilasa, no se
producen. Si la eliminacion de esta hidroxilasa es incompleta, se deduce que las relaciones de B-criptoxantina,
zeaxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y astaxantina con respecto a la cantidad
total de carotenoides se reducen. Por consiguiente, como otro medio eficaz para seleccionar microorganismos que
producen cantaxantina de entre los mutantes, la seleccion se puede hacer basandose en el fendmeno de que las
relaciones de p-criptoxantina, zeaxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y
astaxantina, respecto a la cantidad total de carotenoides son bajas. La seleccion se puede hacer basandose en el
fendmeno de que la relacion de cada compuesto respecto a los carotenoides totales preferiblemente es inferior a 20
% en masa, y mas preferiblemente inferior a 10 % en masa.

En la presente invencion, el procedimiento para cultivar microorganismos que producen cantaxantina para recuperar
la cantaxantina o una mezcla de carotenoides que comprende cantaxantina, puede ser cualquier procedimiento
siempre que se produzca cantaxantina. Los ejemplos de los procedimientos que se pueden usar son los siguientes.
Especificamente, un medio comprende fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas y si es
necesario, requisitos nutricionales particulares (p. €j., vitaminas, aminoacidos o acidos nucleicos) que son necesarios
en el crecimiento de los microorganismos que producen cantaxantina. Los ejemplos de fuentes de carbono incluyen:
sacaridos tales como glucosa, sacarosa, fructosa, trehalosa, manosa, manitol y maltosa; acidos orgéanicos tales
como acido acético, acido fumarico, acido citrico, acido propionico, acido malico y acido maldnico; y alcoholes tales
como etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol e isobutanol. La cantidad de fuentes de carbono afiadidas varia
dependiendo de sus tipos, y en general es de 1 a 100 g, preferiblemente de 2 a 50 g por litro de medio. Los ejemplos
de fuentes de nitrégeno incluyen nitrato potésico, nitrato amonico, cloruro aménico, sulfato aménico, fosfato
amonico, amoniaco y urea. Estos se pueden usar solos o en una combinacién de dos o més. La cantidad de fuentes
de nitrégeno afadidas varia dependiendo de sus tipos, y en general es de 0,1 a 20 g, preferiblemente de 1 a 10 g
por litro de medio. Los ejemplos de sales inorganicas incluyen fosfato potdsico monobasico, fosfato potasico
dibasico, hidrogenofosfato disddico, sulfato magnésico, cloruro magnésico, sulfato de hierro, cloruro de hierro,
sulfato de manganeso, cloruro de manganeso, sulfato de cinc, cloruro de cinc, sulfato de cobre, cloruro de calcio,
carbonato de calcio y carbonato de sodio. Estos se pueden usar solos o en una combinacion de dos o mas. La
cantidad de sales inorganicas afiadidas varia dependiendo de sus tipos, y en general es de 0,1 mg a 10 g por litro de
medio. Los ejemplos de requisitos nutricionales particulares incluyen vitaminas, &cidos nucleicos, extracto de
levadura, peptona, extracto de carne, extracto de malta, licor de maceraciéon de maiz, levadura seca, torta de soja,
aceite de soja, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de linaza. Estos se pueden usar solos 0 en combinacion de
dos o mas. Las cantidades de los requisitos nutricionales particulares afiadidos varian dependiendo de sus tipos, y
en general es de 0,01 mg a 100 g por litro de medio. El pH del medio se ajusta entre 2 y 12, preferiblemente entre 6
y 9. El cultivo en agitacion o el cultivo en agitacién-aireacion se lleva a cabo de 10 °C a 70 °C, preferiblemente de 20
°C a 35 °C, en general durante 1 a 20 dias, y preferiblemente durante 2 a 9 dias.

Posteriormente, se elimina la humedad de la disolucion de cultivo asi obtenida. La cantidad de humedad que deberia
eliminarse de la disolucion de cultivo con el fin de obtener una sustancia que contiene cantaxantina, varia
dependiendo de las condiciones tales como un contenido de pigmento de la disolucién de cultivo. En general, se
lleva a cabo primero la filtracion y se deshidrata el precipitado si hay que eliminar mas la humedad. La filtracién se
puede llevar a cabo mediante procedimientos usados habitualmente tales como filtracion o centrifugacion. Cuando el
contenido del compuesto carotenoide en el precipitado debe aumentarse, la humedad se puede eliminar por
deshidratacion del precipitado. Los ejemplos de procedimientos de deshidratacion incluyen el secado por
atomizacion, secado en tambor y liofilizacion generales.

El precipitado de cultivo asi obtenido de los microorganismos que producen cantaxantina se puede usar en este
estado como sustancia que contiene un pigmento para aditivos de piensos. Cuando la cantaxantina y el compuesto
carotenoide obtenidos por el procedimiento de la presente invenciébn se usan como un agente colorante para
piensos, etc., se pueden afiadir antioxidantes tales como butilhidroxitolueno, etoxiquina, o vitamina E para prevenir
gue se degraden la cantaxantina y los compuestos carotenoides. Ademas, las superficies de los mismos se pueden
cubrir con gelatina, etc.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencién

La presente invencién se describe en lo sucesivo con mas detalle con referencia a los ejemplos, pero no se limita a
los mismos.

Ejemplo 1

La cepa E-396 (FERM BP-4283, relacion de cantaxantina producida: 7,4 % en masa) se dejé reposar a 28 °C
durante 30 minutos y se sometié a mutacion con NTG 150 mg/l (N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina). Se puso un
medio (6 ml) que tenia una composicion mostrada en la tabla 1 en un tubo de ensayo (diametro interior: 18 mm) y se
esterilizd con vapor a 121 °C durante 15 min para preparar un medio en el tubo de ensayo. Se inoculé cada uno de
los 400 mutantes que se sometieron a aislamiento de colonia en un medio en tubo de ensayo mediante un bucle de
inoculacion, y se llevé a cabo cultivo en agitacion reciproca (300 rpm) a 28 °C durante 4 dias. Posteriormente, este
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producto del cultivo se centrifugd, y se analiz6 en las células resultantes los compuestos carotenoides por
cromatografia liquida de alta resolucion. Como resultado, se obtuvo una cepa que presentaba una relacién de
cantaxantina respecto a la cantidad total de carotenoides producidos de 60 % en masa 0 mayor. Los resultados del
andlisis de los compuestos carotenoides en esta cepa se muestran en la tabla 2.

5
Tabla 1
Composicion Cantidad afadida, g/l
Extracto de levadura 20
Peptona 5
Sacarosa 50
KH2PO4 1,5
Na;HPO4.12H,0 3,8
MgS0QO4.7H,0 0,5
FeS04.7H,0 0,01
CaCl,.2H,0 0,01
Na,CO3 La cantidad con la que el medio alcanza el pH 7
Tabla 2
10
Compuesto carotenoide Concentracion de producto por disolucién de cultivo, mg/l Rela%fgr?ﬁqz;c;ducto
B-Caroteno 0,3 7,1
Equinenona 0,5 11,9
3-Hidroxiequinenona 0,0 0,0
Cantaxantina 2,7 64,3
Adonirubina 0,6 14,3
B-Criptoxantina 0,0 0,0
Astaxantina 0,1 2,4
Asteroidenona 0,0 0,0
Adonixantina 0,0 0,0
Zeaxantina 0,0 0,0
Ejemplo 2

La cepa E-396 (FERM BP-4283) se mutd con NTG, se seleccionaron colonias con un color rojo oscuro, y se obtuvo
15 una variante Y-1071 (relacion de cantaxantina producida: 6,5 % en masa) con productividad potenciada de
astaxantina. Esta cepa Y-1071 se mutd otra vez con NTG. Se puso un medio (6 ml) que tenia la composicion
mostrada en la tabla 1 en un tubo de ensayo (diametro interior: 18 mm) y se esterilizé con vapor a 121 °C durante 15
min para preparar un medio en el tubo de ensayo. Se inoculé cada uno de los 1000 mutantes que se sometieron a
aislamiento de colonia en un medio en tubo de ensayo mediante un bucle de inoculacion, y se llevé a cabo cultivo en
20 agitacion reciproca (300 rpm) a 28 °C durante 4 dias. Posteriormente, este producto del cultivo se centrifugd, y se
analizé en las células resultantes los compuestos carotenoides por cromatografia liquida de alta resolucion. Como
resultado, se obtuvieron dos cepas en las que cada una de las relaciones de B-criptoxantina, zeaxantina, 3-
hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y astaxantina con respecto a la cantidad total de
carotenoides era menor de 10 % en masa. Los resultados del andlisis de los compuestos carotenoides en estas dos
25 cepas se muestran en las tablas 3 y 4.
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Compuesto carotenoide

Concentracion de producto por disolucién de cultivo, mg/l

Relacion de producto

% en masa
B-Caroteno 0,8 8,1
Equinenona 1,1 11,1
3-Hidroxiequinenona 0,0 0,0
Cantaxantina 7,0 70,7
Adonirubina 0,9 9,1
B-Criptoxantina 0,0 0,0
Astaxantina 0,1 1,0
Asteroidenona 0,0 0,0
Adonixantina 0,0 0,0
Zeaxantina 0,0 0,0

Tabla 4

Compuesto carotenoide

Concentracion de producto por disolucién de cultivo, mg/l

Relacion de producto

% en masa
B-Caroteno 0,6 55
Equinenona 0,7 6,4
3-Hidroxiequinenona 0,0 0,0
Cantaxantina 9,6 88,1
Adonirubina 0,0 0,0
B-Criptoxantina 0,0 0,0
Astaxantina 0,0 0,0
Asteroidenona 0,0 0,0
Adonixantina 0,0 0,0
Zeaxantina 0,0 0,0

Ejemplo 3

La cepa A-581-1 (FERM BP-4671, relacién de cantaxantina producida: 5,3 % en masa) se mutd por irradiacion con
10  luz ultravioleta usando una lampara UV. Se puso un medio (6 ml) que tenia la composicion mostrada en la tabla 1 en
un tubo de ensayo (diametro interior: 18 mm) y se esterilizd con vapor a 121 °C durante 15 min para preparar un
medio en el tubo de ensayo. Se inocul6 cada uno de los 300 mutantes que se sometieron a aislamiento de colonia
en un medio en tubo de ensayo mediante un bucle de inoculacion, y se llevé a cabo cultivo en agitacion reciproca
(300 rpm) a 28 °C durante 4 dias. Posteriormente, este producto de cultivo se centrifugo, y se analizé en las células
15 resultantes los compuestos carotenoides por cromatografia liquida de alta resolucién. Como resultado, se obtuvo
una cepa que presentaba una relacion de cantaxantina de 60 % en masa 0 mayor con respecto a la cantidad total de
carotenoides. Los resultados del andlisis de los compuestos carotenoides en esta cepa se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5
Compuesto carotenoide Concentracion de producto por disolucién de cultivo, mg/l Relacién de producto
% en masa
B-Caroteno 0,2 8,7
Equinenona 0,3 13,0
3-Hidroxiequinenona 0,0 0,0
Cantaxantina 1,5 65,2
Adonirubina 0,2 8,7
B-Criptoxantina 0,0 0,0
Astaxantina 0,1 4,3
Asteroidenona 0,0 0,0
Adonixantina 0,0 0,0
Zeaxantina 0,0 0,0

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un procedimiento para producir cantaxantina, que es barato, siempre estable y

muy seguro.

LISTA DE SECUENCIAS

<110 > Nippon QOil Corporation

< 120 > Procedimiento para producir cantaxantina
<130 > PH-1759CL

<140 >

<141 >

<160>2

< 170 > Patentin Ver. 2.0

<210>1

<211 > 1452

<212 > ADN

< 213 > Desconocido

<220 >

< 223 > Descripcién del organismo desconocido: E-396

<400>1
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agtttgatcc tggctcagaa cgaacgetgg cggcaggctt aacacatgcea
gaccttcggg tctageggecg gacgggtgag taacgegtgg gaacgtgece
aatagccccg ggaaactiggg agtaataccg tatacgeect ttgggggaaa
agaaggatcg gccegegttg gattaggtag ttggtggepgt aatggeccac

atccatagct ggtttgagag gatgatcagec cacactggga ctgagacacg

ctacgggagg
gcgtegagtga
accagcagaa
agecgttgtte
aaatcccagg
gtgagtggas
gaaggcgget
attagatacc
tgtcggtgtc
aactcaaagg
aacgcgcaga
cgtaagagac
ggttaagtcc
tctatggaaa
gcettacggg
agccatctca
atcgecggaac
accatgggag
ggtaggatca

gatcacctce

cagcagtgge
tgaaggectt
gaagccccgg
ggaattactg
gctcaacctt
ttccgagtgt
cactgéctcg
ctggtagtcce
acacctaacg
aattgacggeg
accttaccaa
ctgcacacag
ggcaacgagce
ctgccgatga
ttgggctaca
gttcgegattig
agcatgecege
ttggttctac
gegactggeg

tt

gaatcttaga
agggttgtaa
ctaactccgt
ggcgtaaage
ggaactgcct
agaggtgaaa
atactgacgc
acgccgtaaa
gattaagcat
ggcccgcaca
cccttgacat
gtgctgcatg
gcaacccacg
taagtcggag
cacgtgctac
tcctetgecaa
ggtgaatacg
ccgacgacgn

tgaagtcgta

caatggggec
agctctttca
geccageagcee
gcacgtagge
ttgaaactat
ttcgtagata
tgaggtgcega
cgatgaatgc
tccgectgeg
agcgetggag
ggcaggaccg
gctgtegtcea
tccctagttg
gaaggtgteg
aatggtggtg
ctcgagggca
ttcccggegce
tgcgctaacce

acaaggtagc

aaccctgatc

gctgggaaga
gcggtaatac
ggactggaaa
cagtctggag
ttcggaggaa
aagcgtgggs
cagacgtcgg
gagtacggtc
catgtggttt
ctggagagat
gctcgtgteg
ccagcaattce
atgacgtcaa
acagtgggtt
tgaagttgga
ttgtacacac
ttcgegeese

cgtaggggaa

<210>2

< 211> 1426
<212 > ADN

< 213 > Desconocido

<220 >

agtcgagcga 60
ttctctacgeg 120
gatttatcgg 180
caagccgacg 240

geccagacte 300

tagccatgee 360

taatgacggt
ggagggeect
gtcagaggtg
ttcgagagag
caccagtﬁgc
agcaaacagg
caagcatgcet
gcaagattaa
aattcgaagc
tcagetttct
tgagatgttc
agttgggaac
gtcctcatgg
aatccccaaa
atcgctagta
cgeeecgteac

agegcggccac

cctgeggetg

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1452
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< 223 > Descripcion del organismo desconocido: E-581-1

<400 >2

tagagtttga
cgagaccttc
cggaatagcc
cggagaagga
acgatccata
ctcctacggg
gcegegteag
gegtaccagca
gctagegtteg
gtgaaatccce
gaggtgagty
EECBaagecse
aggattagat
gcttgtcget
taaaactcaa
agcaacgcgce
tctcgtaaga
ttcggttaag
actctatgga
gecccttacg
azagccatct
taatcgecgga
acaccatggg

ccacggtagg

tcctggectcea
gggtctageg
ccgggaaact
tcggccegeg
gctgegtttega
aggcagcagt
tgatgaaggc
gaagaagccce
ttcggaatta
agggctcaac
gaattccgag
getcactgge
accctggtag
gtcacaccta
aggaattgac
agaaccttac
gacctgcaca
tccggecaacg
aactgccggt
gettgeggcta
cagttcggat
acagcatgcc
agttggttct

atcagcgact

gaacgaacgc
gcggacggst
gggagtaata
ttggattagg
gaggatgatc
geggaatctt
cttaggegtig
cggectaacte
ctgggcgtaa

cttggaactg

tgtagaggte

tcgatactga
tccacgeegt
acggattaag

EBEBECCCEC

caacccttga
caggtgetge
agcgcaacce
gataagccgeg
cacacgtgct
tgtcctetge
gcggtgaata

acccgacgac

ggggtgaagt

tggcggcagsg
gagtaacgceg
ccgtatacgc
tagttggtea
agccacactg
agacaatggg
taaagctctt
cgtgeccagea
agcgcacgta
cctttgaaac
aéattcgtag
cgctgaggteg
aaacgatgaa
cattccgect
acaagcecggtg
catggcagga
atggetgtcg
acgtccctag
aggaaggtgt
acaatggtge
aactcgaggg
cgttceegege
gctgegetaa

cgtaacaagg

10

cttaacacat
tgggaacgtg
cctttggeeg
ggtaacgget
ggactgagac
ggcaaccctg

tcagctggea

gccgeggtaa.

ggcggactegg
tatgagtctg
atattcggag
cgaaagcgte
tgccagacgt
ggggagtacg
gagcatgtge
ccgctggaga
tcagectcgtg
ttgccageat
ggatgacgtc
tgacagtgge
catgaagttg
ccttgtacac
cccttcggge

tagcca

gcaagtcgag
cccttctcta
aaagatttat
caccaagcceg
acggcccaga
atctagccat
agataatgac
tacggagges
aaagtcagag
gagftcgaga
gaacaccagt
gggagcaaac
cggcaagcat
gtcgcaagat
tttaattcga
gattcagett
tcgtgagatg
tcagttggge
aagtcctcat
ttaatcccca
gaatcgctag

accgeecgte

aggcaggcegs

60

120
180
240
300
360
420
480
940
600
660
720
780
840
900

960

1020
1080
1140
1206

1260

1320
1380
1426
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para obtener microorganismos que producen cantaxantina, que comprende las etapas de:

(i) inducir mutacién en microorganismos que producen astaxantina que tienen una relacion de aproximadamente 2 a
20 % en masa de cantaxantina producida respecto a la cantidad total de carotenoides producidos, en los que la
secuencia de nucledtidos del ADN correspondiente a su ARN ribosémico 16S tiene una homologia de 98 % o mayor
con la secuencia de nuclettidos mostrada en la SEQ ID NO: 1,y

(i) seleccionar un mutante que tenga una relaciéon de al menos 60 % en masa de cantaxantina producida respecto a
la cantidad total de carotenoides producidos.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que cada una de las relaciones de B-criptoxantina,
zeaxantina, 3-hidroxiequinenona, asteroidenona, adonirubina, adonixantina y astaxantina producidos a partir de
microorganismos que producen cantaxantina, es menor de 20 % en masa respecto a la cantidad total de
carotenoides producidos.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que los microorganismos que producen astaxantina
se seleccionan de la cepa E-396 (FERM BP-4283) y un mutante de la misma, y la cepa A-581-1 (FERM BP-4671) y
un mutante de la misma.

4. Un procedimiento para la produccion microbiolégica de cantaxantina que comprende cultivar microorganismos

que producen cantaxantina obtenidos por un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, y recuperar la cantaxantina producida.
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