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DESCRIPCION
Procedimiento de produccién de un producto de fermentacion microbiana.
Campo de lainvencién

La presente invenciébn se refiere a un procedimiento de produccion de 1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-2-ol, que es Utli como un intermedio para la produccion de 3a,6,6,9a-
tetrametildodecahidronafto[2,1-b]furano.

Antecedentes de la invencion

El 3a,6,6,9a-tetrametildodecahidronafto[2,1-b]furano (en adelante, indicado como "compuesto A") es un componente de
fragancia que esta contenido en el ambar gris, que es una secrecion patoldgica producida en el cuerpo del cachalote, y
es un compuesto importante, indispensable como un perfume basado en ambar. EI compuesto A se produce
principalmente mediante un procedimiento de sintesis quimica usando esclareol, que se extrae del almaro (Salvia
sclarea L.), como material de partida. Como un intermedio del compuesto A, se conocen 3a,6,6,9a-
tetrametildecahidronafto[2,1-b] furan-2(1H)-ona (en adelante, en la presente memoria, indicado como "esclaredlido") y
1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-2-ol (en adelante, en la presente memoria, indicado como "diol").

Sin embargo, el procedimiento de sintesis quimica descrito anteriormente tiene un problema en el sentido de que la
carga ambiental del procedimiento es elevada, y el rendimiento o la pureza no pueden obtenerse suficientemente.

Mientras, se ha informado acerca de procedimientos de produccién del compuesto A obteniendo un intermedio del
compuesto A a partir de esclareol mediante conversion microbiana y ciclizacion del intermedio (por ejemplo, los
documentos de patente 1y 2). Especificamente, en los documentos de patente 1y 2, la separacion y la purificacion del
diol obtenido mediante conversién microbiana son llevadas a cabo sometiendo un fluido de cultivo a extracciéon con
disolvente usando acetato de etilo, posteriormente secando el extracto obtenido del mismo, disolviendo el extracto en
hexano/acetato de etilo o hexano/cloroformo caliente, y cristalizando el diol a partir de la solucion.

Ademas, con respecto a la separacion y la purificacion del diol obtenido a partir de esclareol mediante conversion
microbiana, se ha informado acerca de un procedimiento de filtracion de un fluido de cultivo usando un filtro que tiene
un tamafo de malla de un intervalo especifico para separar las células bacterianas, disolviendo posteriormente las
células bacterianas en un disolvente que tiene un valor SP de 8,3 a 20, y filtrando la solucién de nuevo (documento de
patente 3).

Documentos de la técnica anterior
Documentos de patente

Documento de Patente 1: JP-A-3-224478
Documento de Patente 2: JP-A-62-74281
Documento de Patente 3: JP-A-2008-212087

El documento EP- A- 0 419 026 se refiere a un procedimiento y a medios de produccién de diol y de lactona, tales
como 1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-2-ol. Los medios comprenden un microorganismo
seleccionado de entre el grupo que consiste en (i) Cryptococcus albidus (Saito [Skinner var. albidus], ATCC 20918; (ii)
Bensingtonia ciliata, ATCC 20919; (iii) Cryptococcus laurentii, ATCC 20920; y (iv) Cryptococcus albidus, ATCC 20921 o
mezclas de dos o mas de los mismos.

El documento EP-A-2 123 765 se refiere a un procedimiento de produccién de 1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8-a-
tetrametildecahidronaftalen-2-ol que comprende un cultivo y una etapa de purificacion. El fluido de cultivo obtenido
después del cultivo se filtra, el residuo se lava con agua o un disolvente que tiene un valor SP especifico, la torta
obtenida se disuelve en un disolvente que tiene un valor SP particular y, finalmente, la solucién se filtra o centrifuga.

El documento WO-A-02/072110 da a conocer un procedimiento de produccidon de un compuesto de poliol
(caloporosido) que comprende un cultivo y una etapa de purificacién. Después del cultivo, el cultivo microbiano se
liofiliza, a continuaciéon, se extrae con un disolvente organico miscible en agua, tal como metanol o propanol,
posteriormente se filtra para eliminar los residuos y se separa mediante cromatografia en columna.

El documento JP-A-4 282 319 da a conocer un procedimiento en el que un producto de cultivo a partir de células
cultivadas de liquenes se seca mediante congelacion y se extrae con un disolvente polar a una temperatura baja.

El documento WO-A-01/09074 se refiere a un procedimiento de recuperacion de un acido organico a partir de un caldo
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de fermentacién que comprende el secado del caldo de fermentacion para obtener un producto seco, la adicion del
producto seco a un alcohol inferior en presencia de un acido y, a continuacion, la eliminaciéon del material insoluble para
obtener un acido organico.

Sumario de lainvencién
Problema a resolver por la invencion

Sin embargo, se conoce que los productos de cristalizacion del diol obtenido mediante procedimientos de extraccion
con disolventes usando acetato de etilo o similares, tal como se ha descrito anteriormente, tienen una alta intensidad
de olor anormal. Particularmente, debido a que un olor del cultivo causado por el microorganismo es extraido por el
disolvente, incluso si el diol se obtiene mediante cristalizacion, se necesitan ademas diversos procedimientos de
purificacion para reducir el olor del cultivo. De esta manera, se encontré6 que el procedimiento de produccion se
complica mucho. Ademas, el procedimiento de separacién de las células bacterianas con un filtro, disolviendo las
células bacterianas en un disolvente particular, y filirando la soluciéon, requiere dos filtraciones, y este procedimiento
implica también una etapa de produccion complicada.

Por otro lado, a pesar de que la intensidad de olor anormal podria ser disminuida, si la tasa de recuperacion del propio
diol es demasiado baja, la eficiencia de produccién del diol disminuye, y el diol no puede ser producido, de manera
eficiente, con alta pureza.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento que es capaz de producir eficientemente el diol con
una baja intensidad de olor anormal y alta pureza.

Medios para resolver el problema

Convencionalmente, en el caso en el que sustancias Utiles que son escasamente solubles en agua o hidréfobas se
producen fuera de las células bacterianas, se afiade un disolvente hidréfobo a un fluido de cultivo que contiene las
sustancias utiles, y la recuperacion de las sustancias Utiles se lleva a cabo mediante clasificacion o extraccion en vista
de la eficiencia de la operacion. Sin embargo, en la practica, cuando el diol se produce mediante conversion
microbiana, tal como se ha descrito anteriormente, el fluido de cultivo contiene esclareol o esclareolido sin reaccionar,
microorganismos, componentes del medio y similares presentes en una mezcla, ademas del diol. Por lo tanto, los
componentes distintos del diol se recuperan también al mismo tiempo durante la clasificacion o la extraccion, y el diol
obtenido de esta manera tiene una alta intensidad de olor anormal o un alto grado de coloracion.

De esta manera, los inventores de la presente invencion llevaron a cabo una investigacion exhaustiva del
procedimiento de produccién de diol. En consecuencia, los presentes inventores encontraron que cuando un fluido de
cultivo que contiene el diol es secado antes de ser puesto en contacto con un disolvente para obtener un producto seco
del fluido de cultivo, posteriormente el producto seco se pone en contacto con un disolvente tal que el valor SP del
medio obtenible después del contacto del producto seco y el disolvente se regula a un intervalo especifico,
posteriormente las células bacterianas se retiran, y se lleva a cabo una cristalizacion; el diol se puede ser obtenido con
alto rendimiento. Los presentes inventores han encontrado también que el diol obtenido de esta manera tiene un menor
nivel de olor o coloraciéon del cultivo derivado de microbios, de manera que pueden reducirse los procedimientos
subsiguientes, tales como la desodorizacion o repurificacion.

Es decir, la presente invencidon proporciona un procedimiento de producciéon de 1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-2-ol representado por la formula (2):

en el que el procedimiento comprende cultivar un microorganismo usando un medio que contienen un compuesto o
unos compuestos representados por la formula (1a) y/o (1b)
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como un sustrato, secar el fluido de cultivo que contiene diol, de manera que el contenido de humedad en el producto
seco del fluido de cultivo sea del 0,01% al 20%, afadir un disolvente al producto seco del fluido de cultivo, de manera
que el valor SP del medio sea ajustado para que esté comprendido entre 9,5y 16 [(cal/cm3)1/2], obteniendo, de esta
manera, una dispersion, y posteriormente retirar el microorganismo de la dispersion y cristalizar el diol.

Efectos de lainvencién

Segun la presente invencion, el diol, que es util como un intermedio para la producciéon del compuesto A, puede ser
producido eficazmente como un producto de alta calidad que tiene un olor y un tono de color excelentes.

Modos de llevar a cabo la invenciéon

En la presente invencion, el microorganismo que puede ser utilizado en la conversion microbiana no esta
particularmente limitado, siempre que sea un microorganismo que tenga la capacidad de producir el diol que es un
intermedio del compuesto A, usando el compuesto o los compuestos representados por la formula (1a) y/o la formula
(1b) como un sustrato, y se capaz de sacar el diol fuera de las células bacterianas. Por ejemplo, pueden mencionarse
los microorganismos que pertenecen a la clase de los Ascomycetes, microorganismos que pertenecen al género
Cryptococcus, los microorganismos que pertenecen a la clase Basidiomycetes, los microorganismos que pertenecen al
género Hyphozyma y similares. Entre estos, se prefieren los microorganismos que pertenecen a la clase Ascomycetes
y los microorganismos que pertenecen al género Hyphozyma, desde el punto de vista de la eficiencia de la produccién
para el diol, que es un intermedio del compuesto A. Un ejemplo de los microorganismos que pertenecen a la clase
Ascomycetes puede incluir un microorganismo designado como Ascomycete sp. KSM-JL2842 y depositado ante el
International Patent Organism Depositary en el National Institute of Advanced Industrial Science and Technology
(direccion: Central 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken) el 12 de Enero de 2006, bajo el N° de acceso FERM BP-
10713. Un ejemplo de los microorganismos que pertenecen al género Hyfozyma puede incluir la cepa ATCC20624
descrita en la patente japonesa N° 2547713.

El microorganismo que puede ser utilizado en la conversion microbiana puede ser aislado del suelo evaluando la
capacidad del microorganismo para producir el diol, que es un intermedio del compuesto A, como un indicador. La
capacidad de producir el diol, que es un intermedio del compuesto A, puede ser evaluada mediante el cultivo de un
microorganismo de ensayo en un medio de cultivo que contiene el compuesto o los compuestos representados por la
férmula (1a) y/o la formula (1b), y detectando el diol, que es un intermedio del compuesto A, contenido en el medio. La
deteccion del diol, que es un intermedio del compuesto A, puede realizarse usando procedimientos de analisis
conocidos convencionalmente, tales como cromatografia de gases (GC), cromatografia de gas-liquido (GLC),
cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), espectroscopia infrarroja (IR) y
resonancia magnética nuclear (RMN).

No hay limitaciones particulares impuestas sobre las condiciones de cultivo tras la conversion microbiana, y puede
usarse un medio de cualquier composicién siempre y cuando el medio contenga el compuesto o los compuestos
representados por la férmula (1a) y/o la férmula (1b) y permita el crecimiento del microorganismo. Los ejemplos de
medios que pueden ser usados incluyen medios sélidos y liquidos, que contienen, respectivamente, fuentes de
carbono tales como monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, y sales de acidos organicos; fuentes de
nitrégeno tales como sales de amonio inorganicas y organicas, sustancias organicas que contienen nitrégeno, y
aminoacidos; minerales tales como cloruro sédico, sulfato ferroso, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso, sulfato
de cinc y carbonato de calcio; vitaminas y similares. Ademas, el medio puede contener también un tensioactivo o un
agente antiespumante, segun las condiciones de cultivo y similares.

No hay limitaciones particulares acerca del intervalo 6ptimo de pH y el intervalo 6ptimo de temperatura en términos de
las condiciones de cultivo. El intervalo de pH 6ptimo es preferentemente un pH de 3 a 8, mas preferentemente un pH
de 4 a 8 y, aun mas preferentemente, un pH de 5 a 7, y la temperatura 6ptima como la temperatura del fluido es de
10°C a 35°C, mas preferentemente de 15°C a 30°C y, aun mas preferentemente de 20°C a 30°C. La duracion del
cultivo no esta particularmente limitada y, preferentemente, es de 1 a 10 dias desde la adicion del sustrato. El cultivo
puede realizarse usando cultivo en agitacién, cultivo aerdbico, cultivo agitado, cultivo anaerdbico, cultivo estatico y
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cultivo usando un lecho de fermentacion, asi como una reaccién de célula en reposo y una reaccion celular
inmovilizada.

La concentracion del compuesto o los compuestos representados por la férmula (1a) y/o la férmula (1b), que se afiaden
al medio como un substrato, se establece preferentemente a entre el 0,1% y el 50% en masa (en adelante, en la
presente memoria, descrito simplemente como "%") en el medio, desde el punto de vista de la eficiencia de la
produccion para el diol, que es un intermedio del compuesto A. El sustrato puede ser afiadido al medio antes del cultivo
0 puede ser afadido en el medio del cultivo.

Segun la presente invencion, en primer lugar, se obtiene un fluido de cultivo que contiene el diol representado por la
férmula (2), que ha sido producido extracelularmente usando el compuesto o los compuestos representados por la
féormula (1a) y/o la férmula (1b) como un sustrato y usando el microorganismo. Ademas, el fluido de cultivo obtenido
mediante conversion microbiana se seca, y se obtiene un producto seco del fluido de cultivo. Después de eso, se
afnade un disolvente al producto seco del fluido de cultivo obtenido de esta manera, y el valor SP del medio obtenible
después del contacto del producto seco del fluido de cultivo con el disolvente se ajusta al intervalo de 9,5 a 16
[(cal/cm3)%] (en adelante, en la presente memoria, la unidad no se describira). Cuando el valor SP del medio obtenible
después del contacto del producto seco del fluido de cultivo con el disolvente se ajusta a preferentemente a entre 9,5y
14,5, mas preferentemente entre 11 y 14, y ain mas preferentemente entre 12 y 13,5, es ventajoso desde los puntos
de vista de mejorar la solubilidad del diol, la relacién de recuperacién (rendimiento) del diol, y el olor o color del diol
producido. Aqui, el medio contiene el disolvente que se usa y la humedad contenida en el producto seco del fluido de
cultivo. Ademas, el valor SP representa el parametro de solubilidad, y los valores de SP se describen, por ejemplo, en
"Fundamentals and Applications of SP Values and Calculation Methods" (Johokiko Co., Ltd., 2005), Polymer Handbook
Tercera Edicién (A Wiley-Interscience Publication, 1989), y similares. Ademas, para los disolventes cuyos valores
especificos del valor SP no se describen en el documento anterior, los valores SP pueden ser determinados usando el
procedimiento Fedors descrito, por ejemplo, en "Fundamentals and Applications of SP Values and Calculation
Methods", Polymer Engineering and Science, Vol. 14, No. 2, 147-154 (1974), y similares. En el caso de usar
disolventes plurales en combinacion, el valor SP se determina calculando un valor promedio en volumen de los valores
de los disolventes respectivos. Ademas, debido a que el medio obtenible después del contacto del producto seco del
fluido de cultivo con el disolvente contiene el disolvente usado y la humedad procedente del producto seco del fluido de
cultivo, el valor SP del medio puede ser determinado, de manera similar, calculando un valor medio en volumen a partir
del disolvente cuyos valores SP son conocidos y la cantidad de humedad en el producto seco del fluido de cultivo.

No hay limitaciones particulares sobre los medios para secar el fluido de cultivo obtenible mediante conversion
microbiana, siempre y cuando los medios de secado sean capaces de reducir el contenido de humedad en el fluido de
cultivo, y los ejemplos de los medios de secado incluyen secado mediante pulverizacion, secado por aire caliente,
secado a temperatura ambiente (de 10°C a 40°C), secado por conduccién de calor, secado fluidizado, secado en
tambor rotatorio, secado por congelacion, secado instantaneo, secado bajo presion reducida y similares. Entre éstos, el
secado mediante pulverizacion, el secado con aire caliente o a temperatura ambiente y el secado en tambor giratorio
son preferentes desde los puntos de vista de reducir el olor y la coloracién del cultivo derivados de los microbios, y el
secado mediante pulverizacion, el secado por aire caliente y el secado en tambor giratorio son mas preferentes y el
secado mediante pulverizacion es ain mas preferente desde el punto de vista de acortar el tiempo de secado.

Preferentemente, la temperatura de secado en el momento del calentamiento es de 40°C a 150°C, desde los puntos de
vista de acortar el tiempo de secado y prevenir el empeoramiento del olor. En el caso de secado mediante
pulverizacion, la temperatura de secado es, mas preferentemente, de 50°C a 140°C y, aun mas preferentemente, de
60°C a 130°C, desde los puntos de vista de acortar el tiempo de secado y prevenir el empeoramiento del olor. En el
caso de medios de secado distintos del secado mediante pulverizacion, mas preferentemente, la temperatura de
secado es de 40°C a 120°C, incluso mas preferentemente, de 50°C a 100°C y, aun mas preferentemente, de 60°C a
80°C.

Preferentemente, el contenido de humedad en el producto seco del fluido de cultivo es del 0,01% al 20%, y desde el
punto de vista de la solubilidad del diol y los puntos de vista de la tasa de recuperacién (rendimiento) del diol y la
reduccion del olor y la coloracidn del cultivo derivados de los microbios, es ventajoso ajustar el contenido de humedad
a, mas preferentemente, entre el 0,05% y el 10%, incluso mas preferentemente, entre el 0,1% y el 5% y, aun mas
preferentemente, entre el 0,15% y el 3%. El contenido de humedad puede ser ajustado secando el fluido de cultivo,
pero también es aceptable ajustar adicionalmente el contenido de humedad del producto seco afiadiendo una cantidad
apropiada de agua después del secado.

Posteriormente, el producto seco del fluido de cultivo se pone en contacto con el disolvente mediante mezclado o
similar para ser suspendido en el disolvente, y el diol se disuelve en el disolvente. En cuanto al fluido de cultivo o el
producto seco de fluido de cultivo, desde el punto de vista de la supresion de la incorporacion de impurezas que estan
presentes dentro de las células bacterianas al disolvente, y mejorando, de esta manera, el olor y el tono de color del
diol producido de esta manera, es preferente que el microorganismo no sea sometido a un tratamiento fisico, tal como
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trituracion o molienda, un tratamiento quimico, tal como un tratamiento con agente tensioactivo, un tratamiento
bioquimico, tal como una enzima litica, o similares, antes de que el fluido de cultivo o el producto seco del fluido de
cultivo sea puesto en contacto con el disolvente.

Los ejemplos del disolvente que es puesto en contacto con el producto seco del fluido de cultivo incluyen alcoholes
inferiores, tales como metanol (valor SP 14,5), etanol (valor SP 13,0), 1-propanol (valor SP 12,0), 2-propanol (valor SP
11,5) y 1-pentanol (valor SP 10,6); acetato de etilo (valor SP 9,1), acido acético (valor SP 10,5); dietilenglicol (valor SP
14,6); acetona (valor SP 9,9) y similares.

Preferentemente, estos disolventes se usan individualmente o en una combinacion de dos o mas tipos, con las
cantidades ajustadas de manera apropiada, de manera que el valor SP del medio obtenible después del contacto del
producto seco del fluido de cultivo con el disolvente esté comprendido en el intervalo descrito anteriormente.

Entre éstos, desde el punto de vista de la tasa de recuperacion (rendimiento) del diol, o desde los puntos de vista de
mejorar la pureza y mejorar el olor o el tono de color, es preferente usar un disolvente que tenga un valor SP de 9,5 a
16, mas preferentemente, un disolvente que tenga un valor SP de 11 a 14 e, incluso mas preferentemente, un
disolvente que tenga un valor SP de 12 a 13 y, mas preferentemente, es ventajoso el uso de 2-propanol, etanol o
soluciones acuosas respectivas de estos alcoholes y, ain mas preferentemente, etanol o una soluciéon acuosa de
etanol. Preferentemente, la concentracion de etanol en la solucidon acuosa de etanol es del 70% o superior desde el
punto de vista de la solubilidad del diol y, mas preferentemente, la concentracion de etanol es del 85% al 99,5%,
incluso mas preferentemente, del 90% al 99,5%, incluso mas preferentemente, del 95% al 99,5% y, aun mas
preferentemente, del 99% al 99,5%.

Preferentemente, el medio dentro del sistema después del contacto del producto seco del fluido de cultivo con el
disolvente es tal que no se produce una separacion de fases del agua, desde el punto de vista de que no se necesita
un procedimiento para separar una fase de disolvente y una fase acuosa. En el caso de usar un disolvente no soluble
en agua que no tiene compatibilidad con el agua, es preferente prevenir la separacion de fases del disolvente y el agua
usando otro disolvente en combinacion.

Segun la presente invencion, es preferente establecer apropiadamente la cantidad de uso del disolvente segun el valor
SP del disolvente usado, de manera que el valor SP del medio obtenible después del contacto del producto seco del
fluido de cultivo con el disolvente esté comprendido en el intervalo descrito anteriormente. Sin embargo, desde los
puntos de vista de la solubilidad del diol, la mejora del olor y el tono de color del diol producido, y la tasa de
recuperacion (rendimiento) del diol, la cantidad de uso del disolvente en base a 100 g del producto seco del fluido de
cultivo es preferentemente de 60 a 6.000 ml y mas preferentemente de 180 a 600 ml. Ademas, la cantidad de uso del
disolvente en base a 1 g del diol presente en el producto de secado del fluido de cultivo es preferentemente de 1 a 100
ml, mas preferentemente de 2 a 50 ml, aun mas preferentemente de 2 a 25 ml y, auin mas preferentemente, de 3 a 10
ml.

La temperatura del medio obtenible después del contacto del producto seco del fluido de cultivo con el disolvente es
preferentemente de 0°C a 80°C y, mas preferentemente, de 20°C a 60°C. En este momento, el tiempo de contacto es
preferentemente de 1 a 60 minutos y mas preferentemente de 1 a 45 minutos, y desde el punto de vista de la
solubilidad del diol y desde el punto de vista de la mejora del olor y el tono de color del diol producido, el tiempo de
contacto es, ain mas preferentemente, de 5 a 30 minutos.

Posteriormente, el microorganismo se elimina de la dispersién resultante del contacto del producto seco del fluido de
cultivo con el disolvente. Los ejemplos de los medios para eliminar el microorganismo incluyen filtracion, centrifugacion
o similares.

La centrifugacién se realiza usando una centrifuga general, tal como una centrifuga de tipo placa de separacion, una
centrifuga de tipo cilindro o una centrifuga de tipo decantador, y es preferente realizar el fraccionamiento del
sobrenadante después del tratamiento. Para las condiciones de centrifugacion, la temperatura es preferentemente de
5°C a 60°C, y mas preferentemente de 20°C a 30°C y, por ejemplo, en el caso de una centrifuga tipo de cilindro, la
velocidad de rotacién es preferentemente de 2.000 a 12.000 r/min, mas preferentemente de 3.000 a 12.000 r/min, e
incluso mas preferentemente de 5.000 a 12.000 r/min. En este momento, el tiempo es preferentemente de 1 a 30
minutos, mas preferentemente de 2 a 10 minutos, y aun mas preferentemente de 5 a 10 minutos.

La filtracién se realiza mediante un procedimiento general tal como filtraciéon por succion, filtracion a presion, filtracion
centrifuga o filtracion natural y el filtrado obtenido después del tratamiento puede ser fraccionado. Entre estos
procedimientos, es preferente la filtraciéon por succiéon. El tamafio de malla del filtro usado en la filtracion es
preferentemente de 0,1 a 10 ym, y mas preferentemente de 0,2 a 1 ym, desde los puntos de vista de la tasa de
recuperacion del diol y mejora de la pureza. El material del filtro no esta particularmente limitado, y los ejemplos
especificos incluyen filtros realizados con resinas, tales como polipropileno, poliéster y nylon; filiros realizados en
ceramica, filtros realizados en metal, filtros de celulosa y similares.
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Segun la presente invencion, puede obtenerse un diol que tiene alta pureza y olor y tono de color satisfactorios con alto
rendimiento, realizando la cristalizacion a partir del filtrado o el sobrenadante obtenido tal como se ha descrito
anteriormente.

No hay limitaciones particulares para el procedimiento de cristalizacion.

Por ejemplo, es preferente un procedimiento en el que se somete el filtrado o sobrenadante obtenido, tal como se ha
descrito anteriormente, a una operacién de eliminacion de impurezas, tal como filtracién de carbén activado o filtracion
de precisién segun sea necesario y, a continuacion, se precipitan los cristales de diol mediante enfriamiento,
concentracion, adicion de un disolvente pobre o similar. También hay disponible un procedimiento de secado del
filtrado o sobrenadante obtenido, tal como se ha descrito anteriormente, disolviendo posteriormente el producto seco en
un disolvente organico, y precipitando cristales del diol mediante enfriamiento, concentracion, adicion de un disolvente
pobre, o similares. Los cristales obtenidos de esta manera pueden purificarse mediante recristalizacion.

Especificamente, los cristales se obtienen preferentemente de manera que la temperatura del filtrado o sobrenadante
obtenido tal como se ha descrito anteriormente o del disolvente organico en el que se disuelven los cristales
precipitados del diol se eleva a preferentemente entre 20°C y 80°C, y mas preferentemente entre 40°C y 70°C, el
liquido resultante se concentra (el disolvente se separa por destilacion) segin sea necesario y, a continuacion,
preferentemente, los cristales se precipitan permitiendo que el resultado se enfrie a temperatura ambiente o afiadiendo
un disolvente pobre, tal como agua. Ademas, no es necesario elevar la temperatura y enfriar a una velocidad
constante, y una vez que los cristales comienzan a precipitarse, es preferente mantener la temperatura durante un
tiempo.

También, con el fin de separar los cristales del disolvente organico, es preferente realizar la filtracion, centrifugacion o
similar mediante los mismos medios que los procedimientos que se usan para eliminar el microorganismo, obtener una
torta de filtro y lavar apropiadamente la torta con un disolvente organico. Al secar la torta obtenida de esta manera,
puede obtenerse un diol que tiene un olor anormal reducido.

Los ejemplos del disolvente organico usado en la cristalizaciéon incluyen alcoholes que tienen de 1 a 4 atomos de
carbono, tales como metanol, etanol e isopropanol; y disolventes organicos tales como acetona, tetrahidrofurano,
acetato de etilo y acetonitrilo. Entre éstos, son preferentes los alcoholes que tienen de 1 a 4 atomos de carbono, y el
metanol, etanol e isopropanol son mas preferentes, siendo el etanol ain mas preferente.

Estos disolventes organicos pueden usarse solos, o pueden usarse dos 0 mas tipos en una mezcla.
En el caso de afadir un disolvente pobre, es preferente usar agua.

Preferentemente, la cantidad de uso de agua es de 0,5 a 10 partes en volumen y, mas preferentemente, de 1 a 5
partes en volumen, con relacién a 1 parte en volumen del disolvente organico que se usa para disolver el diol. La
concentracion del diol en el disolvente organico en este momento es, preferentemente, de 10 a 1000 g/l y, mas
preferentemente, de 20 a 500 g/l, y la temperatura del liquido en el momento de la precipitacion es preferentemente de
0°C a 60°C y, mas preferentemente, de 0°C a 30°C.

Con respecto al disolvente organico para lavar la torta de filtro, es preferente usar un disolvente que tenga un valor SP
de 9 o inferior, desde los puntos de vista de mejorar el olor y el tono de color del diol producido y la tasa de
recuperacion. Preferentemente, la cantidad de disolvente se ajusta a entre 50 y 300 ml con relacioén a 100 g de la torta,
desde el punto de vista de mejora de la pureza del diol. Ademas, la temperatura del disolvente usado en el lavado se
establece, preferentemente, a 10°C o menos.

Cuando el producto de cristalizacion se seca, se pueden usar los mismos medios de secado que los de los
procedimientos que se usan para obtener el producto seco del fluido de cultivo, y la temperatura de secado en el
momento del calentamiento esta comprendida, preferentemente, entre la temperatura ambiente y 90°C.

Segun la presente invencion, es ventajoso desde el punto de vista de la eficacia de produccidon que la tasa de
recuperacion (rendimiento) del diol obtenido después de la cristalizacion del filtrado o sobrenadante obtenido tal como
se ha descrito sea, preferentemente, del 60% o mayor, mas preferentemente, del 65% o mayor e, incluso mas
preferentemente, del 70% o mayor.

El procedimiento para producir el diol de la presente invencidon puede mejorar la eficiencia de produccion del diol ya que
las etapas de purificacion para la reduccion del olor anormal o para la reduccion de la coloracion pueden simplificarse
debido a que el diol obtenido mediante el procedimiento de la presente invencion es de alta calidad con baja intensidad
de olor anormal o un bajo grado de coloracién y, al mismo tiempo, debido a que la tasa de recuperacion de dicho un
diol de alta calidad es también alta. Ademas, el procedimiento de produccion de diol de la presente invencion es
preferente en términos de eficacia de produccion ya que un tratamiento previo antes de la extraccion puede ser omitido
debido a que el fluido de cultivo obtenible en el procedimiento de produccién se seca, y debido a que el tiempo de
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extraccion puede ser acortado, mientras que la cantidad del disolvente usado para la extraccion puede ser reducida.

El diol obtenido de esta manera se convierte al compuesto A mediante desodorizacién y ciclizacién en diversos
disolventes, usando un catalizador acido, por ejemplo, acido p-toluenosulfénico, cloruro de acido p-toluenosulfénico,
una cantidad catalitica de acido sulfurico, o un intercambiador de iones acidos.

Ejemplo

En adelante, en la presente memoria, la presente invenciéon se describira en detalle por medio de Ejemplos, pero la
presente invencién no pretende estar limitada por estos Ejemplos.

[Conversion microbiana 1]

Un asa de platino de la cepa Hyphozyma roseoniger ATCC20624 (en adelante, en la presente memoria, denominado
también "ATCC") se inocul6 en 2,1% de caldo YM, y se sometié a cultivo en agitacion a 25°C durante tres dias. El
resultado se us6é como indculo. Posteriormente, el 0,3% de inéculo se inoculd en un medio que contenia 2,1% de caldo
YMy 0,1% de sulfato de magnesio, y el cultivo agitado aireado se realiz6 en un fermentador de 30 | a una temperatura
del liquido de 24°C, una cantidad de aireacion de 0,5 vvm, y una velocidad de agitacién de 200 r/min durante tres dias.
A continuacion, se afiadié un sustrato que incluia 10% de Tween 80 (marca comercial) y 20% de esclareol al cultivo,
para obtener una concentracion final de esclareol en el fluido de cultivo del 2%. Durante 4 dias desde la adicion del
sustrato, se realizé un cultivo agitado aireado mientras el pH se regulé a 6,0 usando NaOH 1N y HCI 1 N. El fluido de
cultivo resultante se indicé como fluido de cultivo 1. Este fluido de cultivo 1 contenia 1,9% del diol, 0,1% de esclareol,
97,4% de agua y 0,6% de otros sélidos (células bacterianas y similares).

[Conversion microbiana 2]

Se realizé la misma operacién que la realizada en la conversion microbiana 1, excepto que el microorganismo utilizado
fue Ascomicete sp. cepa KSM-JL2842 (FERM BP-10713) (en adelante, en la presente memoria, conocida también
como "KSM") y, de esta manera, se obtuvo un fluido de cultivo 2. El fluido de cultivo 2 contenia 1,5% del diol, 0,3% de
esclareol, 97,2% de agua y 1,0% de otros solidos (células bacterianas y similares).

[Procedimientos de analisis]

Se extrajeron esclareol, esclaredlido y el diol del fluido de cultivo o un producto seco del mismo, usando acetato de
etilo, y se diluyeron apropiadamente. Se realizé6 un analisis mediante cromatografia de gases (GC) para medir los
contenidos. El analisis de GC se realizé con un sistema 6890N GC (Agilent Technologies, Inc.), y las condiciones de
andlisis fueron las siguientes. Se usé un FID (Flame lonization Detector, detector de ionizaciéon de llama) (Agilent
Technologies, Inc.) como un detector, la temperatura de entrada de inyeccion se establecié a 250°C, y el procedimiento
de inyeccion se establecio en el modo de division (proporcion de division de 100:1). El flujo total era de 200 mi/min, la
tasa de flujo de la columna era de 0,4 ml/min, la columna era DB-WAX (0,1 mm x 10 m) (J&W Technology, Ltd.), y la
temperatura del horno era de 250°C.

La cantidad de agua en el fluido de cultivo se calcul6 a partir de la cantidad de reduccion de la masa después de que el
fluido de cultivo se secé durante 2 horas usando una secadora eléctrica a 120°C. Ademas, el contenido de humedad en
el producto seco se midié usando un medidor de contenido de humedad Hiranuma, AQ-7 (Hiranuma Sangyo Corp.).

[Procedimiento para la evaluacion de olor]

La evaluacion del olor de los cristales del diol fue realizada por ocho panelistas segun los criterios mostrados a
continuacion, y el valor promedio fue designado como el valor de evaluacién del olor.

5: Permanece un fuerte olor del fluido de cultivo microbiano.
4: Permanece un olor ligeramente fuerte del fluido de cultivo microbiano.
3: El olor del fluido de cultivo microbiano es débil.
2: El olor del fluido de cultivo microbiano es insignificante.
1: No hay olor del fluido de cultivo microbiano.
[Procedimiento de evaluacion del color del liquido de extracto]

La evaluacién del color del liquido de extracto de diol se realizé de manera que el diol se disolvié en un disolvente, el
microorganismo se elimind mediante centrifugacion, la absorbancia del sobrenadante obtenido de esta manera se
midi6 a una longitud de onda de 420 nm, y el valor de color se calculé dividiendo la absorbancia por la concentraciéon
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(g/l) del diol. Un valor mas pequefio resultd en un tono de color mas satisfactorio.
[Procedimiento de evaluacion del color de los cristales]

El color de los cristales del diol se midid usando un colorimetro de medicion de color de tipo ZE-2000 (Nippon
Denshoku Industries Co., Ltd.). Debido a que el valor que representa un tinte amarillento (valor b) era mas pequefio, el
tono de color era mas satisfactorio.

Ejemplo 1

El fluido de cultivo 1 se secé mediante pulverizacion a 130°C y, de esta manera, se obtuvo un producto seco que tenia
un contenido de humedad del 2%. Se afiadieron 5 g del producto seco de fluido de cultivo 1 a 15 ml de etanol (99,5%,
valor SP 13,0), y la mezcla se mezclé durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los
microorganismos se retiraron del liquido mediante centrifugacién (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtré a través
de un filtro de PTFE de 0,2 uym. Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta
manera para precipitar el diol, y el liquido se filtr6 a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el
momento de la precipitacién era de 25°C. Posteriormente, el precipitado se secod a 80°C y, de esta manera, se
obtuvieron cristales del diol.

Con el fin de precipitar el diol a partir del filtrado, la concentracion del diol en el producto seco del fluido de cultivo y la
solubilidad del diol en un disolvente se midieron previamente segun los procedimientos de analisis descritos
anteriormente, y se determin6 la cantidad de agua a afiadir para precipitar casi la cantidad total del diol (lo mismo se
aplica en los ejemplos siguientes).

Ejemplos 2y 3

El fluido de cultivo 1 se secé mediante pulverizacion a 130°C, y se obtuvieron dos productos secos que tenian un
contenido de humedad del 2%. Se afiadi6 agua a los productos secos respectivos para ajustar el contenido de
humedad a entre el 5% y el 10% y, de esta manera, se produjeron productos secos que tenian contenidos de humedad
de entre el 5% y el 10%.

Se afiadieron 5 g del producto seco, que tenian el contenido de humedad ajustado al 5%, a 15 ml de etanol, y la
mezcla se mezcld durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos
fueron retirados del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtrd a través de un filtro de
PTFE de 0,2 pym. Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para
precipitar el diol, y el liquido se filtrd a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la
precipitacion era de 25°C. Posteriormente, el precipitado se secé a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron cristales del
diol (Ejemplo 2).

Los cristales del diol se obtuvieron a partir del producto seco que tenia el contenido de humedad ajustado al 10% (5 g),
de la misma manera que se ha descrito anteriormente (Ejemplo 3).

Ejemplo 4

El fluido de cultivo 1 era aire caliente secado a 80°C con un secador eléctrico y se obtuvo un producto seco que tenia
un contenido de humedad del 5%. Se afadieron 5 g del producto seco del fluido de cultivo a 15 ml de etanol, y la
mezcla se mezclé durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se
retiraron del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtré a través de un filtro de PTFE
de 0,2 ym. Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el
diol, y el liquido se filtré a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la precipitacion
era de 25°C. Posteriormente, el precipitado se secé a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron los cristales del diol.

Ejemplo 5

El fluido de cultivo 1 se secé a una temperatura ambiente de 25°C y se obtuvo un producto seco que tenia un contenido
de humedad del 5%. Se afiadieron 5 g del producto seco de fluido de cultivo a 15 ml de etanol, y la mezcla se mezclé
durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron del liquido
mediante centrifugaciéon (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtr6 a través de un filtro de PTFE de 0,2 pym.
Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el diol, y el
liquido se filtrd a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la precipitacion era de
25°C. Posteriormente, el precipitado se seco a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron los cristales del diol.

Ejemplos 6y 7

Los cristales del diol se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto que el etanol al que se afiadié 5 g
de producto seco, se cambid a 2-propanol (IPA) (Ejemplo 6). Ademas, los cristales del diol se obtuvieron de la misma



10

15

20

ES 2443 844 T3

manera que en el Ejemplo 1, excepto que el etanol se cambié a metanol (Ejemplo 7).
Ejemplo Comparativo 1

El fluido de cultivo 1 se centrifugd (5.000 r/min, 5 min), y el sobrenadante se eliminé para obtener el sedimento. El
sedimento no se seco y el contenido de humedad era del 58%. Se afadieron 11,9 g del sedimento del fluido de cultivo
(equivalente a 5 g de un producto seco) a 15 ml de etanol, y la mezcla se mezclé durante 10 minutos (temperatura del
liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron del liquido mediante centrifugacién (5.000 r/min,
5 minutos), y el liquido se filtrd a través de un filtro de PTFE de 0,2 ym. Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a
11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el diol, y el liquido se filtré a través de un papel de filtro N° 2.
Posteriormente, el precipitado se secd a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron los cristales del diol.

Ejemplo Comparativo 2

Los cristales del diol se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto que el etanol al que se afiadieron
5 g de producto seco se cambioé a una solucidon acuosa de etanol al 65%.

Ejemplo comparativo 3

El fluido de cultivo 1 se secé mediante pulverizacion a 130°C y se obtuvo un producto seco que tenia un contenido de
humedad del 2%. Se afiadieron 5 g del producto seco de fluido de cultivo a 15 ml de tolueno (valor SP 8,9), y la mezcla
se mezclé durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron
del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtré a través de un filtro de PTFE de 0,2 um.
Posteriormente, el filtrado obtenido de esta manera fue tratado de manera que el disolvente se separ6 mediante
destilacién a presién reducida a 40°C. La cantidad total del diol se precipité mediante evaporacion y secado y, de esta
manera, se obtuvieron cristales del diol.

Los resultados de los Ejemplos 1 a 7 y los Ejemplos Comparativos 1 a 3 se presentan en la Tabla 1.

10



ES 2443 844 T3

€ € € € 4 4 4 4 14 I J0|0 [8p ugloenjeAy
S0°Cl 90'Gl 0yl Lo'el Le'L r's 06'v 609 GL'G LL'€ $8|E}SlIO SO| 8p J0j0D
uoIo
‘ . ‘ . . . ‘ ‘ . . ojoelxe >
1,000°0 65000 89100 €000 20000 €L00°0 22000 81000 L1000 8000°0 ap opinby| 8p 10j07) -enjeng
%S'ZL %L°0L %Z'99 %E6L | %O'LL | %EL | %E09 | %69 | %Lzl | %9L 1P O
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 uoloeladnoal ap ese|
opeses enbe enbe enbe ap enbe ap enbe ap enbe ap enbe ap enbe ap enbe ap uoeZIEISIO
9p uoIpy 8p uoIpy uoIpy uoIpy uoipy uoIpy uoIpy uoipy uonIpy op OJUBIWIPSV0I
OAI}JND 8p OpINj} |© UOD
6'8 L9l L'yl o'yl oLl A z'el g'el z'el L'el 0JOEJUOD [9p sondsap
OlpaW |3p dS I0[eA
. HO3 HO3 HO3 HO3 HO3
ousnoy | HOBE%SS | HOE%S66 | joueepy | vl %S'66 | %S'66 | %S'66 | %S'66 | %S'66 |  OPEsn euenosig
OAlINO Bp ojusiw
-Ipaooid
%z %z %8S %z %z %S %S %01 %S %z | oMU ISP OIUSIEISH
(V] (4 (V] (V] (V] () (V] o (4 (4 |op ww:awwb pepawny
ap opIusuU0D
8}
-uaiquie ajualed OAlJIND Bp
uoioez uoroez uoroeb uoloez uooez uogloez uogloez uogioez
-laAINd -aAINd -nyuan -uaAINd -uaAINd edn edle uoo -uaAINd -uaAINd -usAINd OPINY ISP OJUSILIEIES]
: : ; : ; -ejodws) | opeodes ; ’ ’ 8p ojusiwipadold
e 0peoas
opnio
1Y 001V 01V 001V 01V 001V 01V 01V 001V 1Y eusoeq op odi| _m:cmzm_\,_
£ ¢ ‘ L 9 S y £ z !
oAljesedwo) | oajesedwo) | oaneledwod
odwalg odwalg odwalg ojdwalg ojdwselg ojdwalg ojdwaelg ojdwalg ojdwalg ojdwalg

[1L elgel]

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2443 844 T3

Ejemplo 8

El fluido de cultivo 2 se secé mediante pulverizacion a 130°C y se obtuvo un producto seco que tenia un contenido de
humedad del 2%. Se afiadieron 5 g del producto seco de fluido de cultivo a 15 ml de etanol (valor SP 13,0), y la mezcla
se mezcld durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron
del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtré a través de un filtro de PTFE de 0,2 ym.
Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el diol, y el
liquido se filtr6 a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la precipitacion era de
25°C. Posteriormente, el precipitado se seco a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron cristales del diol.

Ejemplos 9y 10

El fluido de cultivo 2 se sec6 mediante pulverizacion a 130°C, y se obtuvieron dos productos secos que tenian un
contenido de humedad del 2%. Se afiadi6 agua a los productos secos respectivos para ajustar el contenido de
humedad al 5% y al10% y, de esta manera, de produjeron productos secos que tenian contenidos de humedad del 5%
y del 10%.

Se anadieron 5 g del producto seco que tenia el contenido de humedad ajustado al 5% a 15 ml de etanol, y la mezcla
se mezcl6 durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron
del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtrd a través de un filtro de PTFE de 0,2 um.
Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el diol, y el
liquido se filtré a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la precipitacion era de
25°C. Posteriormente, el precipitado se secé a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron cristales del diol (Ejemplo 9).

Los cristales del diol se obtuvieron a partir del producto seco que tenia el contenido de humedad ajustado al 10% (5 g),
de la misma manera que la descrita anteriormente (Ejemplo 10).

Ejemplo 11

El fluido de cultivo 2 era aire caliente secado a 80°C con un secador eléctrico, y se obtuvo un producto seco que tenia
un contenido de humedad del 4%. Se afiadieron 5 g del producto seco de fluido de cultivo a 15 ml de etanol, y la
mezcla se mezclé durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se
retiraron del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtr6 a través de un filiro de PTFE
de 0,2 ym. Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el
diol, y el liquido se filtré a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la precipitacion
era de 25°C. Posteriormente, el precipitado se secé a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron cristales del diol.

Ejemplo 12

El fluido de cultivo 2 se secé a una temperatura ambiente de 25°C, y se obtuvo un producto seco que tenia un
contenido de humedad del 4%. Se anadieron 5 g del producto seco de fluido de cultivo a 15 ml de etanol, y la mezcla
se mezcl6 durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron
del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y el liquido se filtrd a través de un filiro de PTFE de 0,2 um.
Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a 11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el diol, y el
liquido se filtré a través de un papel de filtro N° 2. La temperatura del liquido en el momento de la precipitacion era de
25°C. Posteriormente, el precipitado se seco a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron cristales del diol.

Ejemplos Comparativos 4 a 6

El fluido de cultivo 2 se secé mediante pulverizacion a 130°C y, se obtuvo un producto seco que tenia un contenido de
humedad del 2%. Se anadieron respectivamente porciones de 5 g del producto seco del fluido de cultivo a 15 ml de
cada uno de los diversos disolventes, tales como tolueno (valor SP 8,9), 65% de etanol (valor SP 16,7) y hexano (valor
SP 7,3), y las mezclas se mezclaron durante 10 minutos (temperatura del liquido de 20°C) para disolver el diol. Los
microorganismos se retiraron de los liquidos mediante centrifugacion (5.000 r/min, 5 minutos), y cada uno de los
liquidos se filtré a través de un filtro de PTFE de 0,2 um. Posteriormente, a partir de cada uno de los filirados obtenidos
de esta manera, el disolvente se separé mediante destilacion a presién reducida a 40°C para precipitar toda la cantidad
del diol y, de esta manera, se obtuvieron cristales del diol. En el Ejemplo Comparativo 6, debido a que el rendimiento
del diol era muy bajo, no se realizé una evaluacioén del color de los cristales.

Ejemplo Comparativo 7

El fluido de cultivo 2 se centrifugd (5.000 r/min, 5 min), y el sobrenadante se eliminé para obtener un sedimento. El
sedimento no se seco, y el contenido de humedad era del 57%. Se anadieron 11,6 g del sedimento del fluido de cultivo
(equivalente a 5 g de un producto seco) a 15 ml de etanol, y la mezcla se mezcl6 durante 10 minutos (temperatura del
liquido de 20°C) para disolver el diol. Los microorganismos se retiraron del liquido mediante centrifugacion (5.000 r/min,
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5 minutos), y el liquido se filtrd a través de un filtro de PTFE de 0,2 ym. Posteriormente, se afiadieron 30 ml de agua a
11 ml del filtrado obtenido de esta manera para precipitar el diol, y el liquido se filtré a través de un papel de filtro N° 2.
Posteriormente, el precipitado se secé a 80°C y, de esta manera, se obtuvieron cristales del diol.

Los resultados de los Ejemplos 8 a 12 y los Ejemplos Comparativos 4 a 7 se presentan en la Tabla 2
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A partir de los resultados de la Tabla 1 y la Tabla 2, cuando un producto obtenido mediante el secado de un fluido de
cultivo se puso en contacto con un disolvente, el valor SP del medio se ajusté al intervalo comprendido entre 9,5y 16,y
un filtrado obtenido después de la retirada del microorganismo se sometié a un procedimiento de cristalizacion, pudo
obtenerse un diol de alta calidad que tenia un olor y un tono de color satisfactorios, y la tasa de recuperacion del diol
también era alta. Ademas, cuando el fluido de cultivo no se secd y se puso directamente en contacto con un disolvente,
incluso si el valor SP del medio obtenible después del contacto del fluido de cultivo y el disolvente se ajusté al intervalo
comprendido entre 9,5y 16, no pudo obtenerse un producto de alta calidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccion de 1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-2-ol
representado por la formula (2):

en el que el procedimiento comprende cultivar un microorganismo usando un medio que contiene un
compuesto o unos compuestos representados por la formula (1a) y/o (1b)

OH

como un sustrato, secar el fluido de cultivo que contiene el diol de manera que el contenido de humedad en
el producto seco del fluido de cultivo sea de entre el 0,01% y el 20%, afadir un disolvente al producto seco
del fluido de cultivo, de manera que el valor SP del medio sea ajustado para estar comprendido en el
intervalo entre 9,5 y 16 [(cal/cm3)1/z], obteniendo, de esta manera, una dispersion, eliminar posteriormente el
microorganismo dela disolucion y cristalizar el diol.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que después de secar el fluido de cultivo, el disolvente es
afnadido al producto seco del fluido de cultivo sin tratar el microorganismo mediante un tratamiento fisico, un
tratamiento quimico o un tratamiento bioquimico.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la cantidad de disolvente afiadida al producto seco
del fludo de cultivo es de 1 a 100 ml con relacin a 1 g de 1-(2-hidroxietil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-2-ol presente en el producto seco del fluido de cultivo.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tiempo de contacto del
producto seco del fluido de cultivo y el disolvente es de 1 a 60 minutos.
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