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DESCRIPCION

Microorganismo y procedimiento para producir decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona) usando el mismo

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo novedoso que produce un
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) usando esclareol como sustrato. Ademas, la presente
invencion se refiere a un procedimiento para producir un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o
esclaredlido (decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) usando el microorganismo novedoso.

Técnica anterior

Dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano (ocasionalmente denominado "Ambroxano (marca comercial)") es
un aroma quimico con propiedades de larga duracion de forma satisfactoria que se produce por medio de conversion
quimica principalmente a partir de esclareol extraido de Salvia sclarea. La fig. 1 muestra un procedimiento para
producir dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano a partir de esclareol. Como se muestra en la fig. 1,

decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y esclaredlido
(dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) son conocidos como intermedios de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano. Ademas, un compuesto de éter ciclico
(8a,13-oxido-12,13-deshidro-15,16-dinorlabdano) es conocido como un intermedio de

dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano, aunque no se muestra en la fig. 1.

La conversion de esclareol en un intermedio de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano por un
microorganismo se describe, por ejemplo, en la patente JP N.° 2547713, patente de los EE. UU. N.° 798799, patente
JP N.° 2802588, patente JP N.° 3002654 y patente JP N.° 2063550. La patente JP N.° 2547713 y la patente de los EE.
UU. N.° 4798799 divulgan la produccion de decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol por Hyphozyma
roseoniger ATCC20624. La patente JP N.° 2802588 divulga la produccion de un intermedio de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano por Cryptococcus laurentii ATCC20920. La patente JP N.°
3002654 divulga la produccién de un intermedio de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-blfurano por
Bensingtonia cilliata ATCC20919. La patente JP N.° 2063550 divulga la produccién de un intermedio de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano por Cryptococcus albidus ATCC20918 y Cryptococcus albidus
ATCC20921.

Por tanto, sélo los microorganismos de Basidiomycetes o Hyphozyma eran conocidos como microorganismos que
tienen la capacidad de producir intermedios de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-bJfurano usando esclareol
como un sustrato, como se divulga en la patente JP N.° 2547713, patente JP N.° 2802588, patente JP N.° 3002654, y
patente JP N.° 2063550.

Divulgacion de la invencion
Problemas que debe solucionar la invencién

Bajo las circunstancias anteriores, la presente invencion esta destinada a proporcionar a microorganismo novedoso
que puede producir eficazmente un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) usando esclareol como sustrato. Ademas, la presente
invencién esta destinada a proporcionar un procedimiento para producir
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona) usando dicho microorganismo.

Medios para solucionar los problemas

Con el fin de resolver los problemas anteriores, los presentes inventores han realizado estudios concentrados en
muestras de suelo como fuentes de microorganismos obtenidos a partir de Haga Gun, Tochigi, Japén y ciudad de
Utsunomiya, Tochigi, Japon, con el fin de aislar e identificar microorganismos que tienen propiedades de interés. Como
resultado, tuvieron éxito en aislar e identificar tres cepas de microorganismos novedosos que no se clasifican como
microorganismos convencionales y que tienen propiedades de interés. La presente invencidon se ha completado en
base a los hallazgos sobre el efecto de que un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) se puede producir usando esclareol como sustrato,
estando poseido el mismo por los microorganismos novedosos anteriores.

Los microorganismos novedosos de acuerdo con la presente invencion pertenecen a Ascomycetes y tienen la

capacidad de producciéon de un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona) usando esclareol como sustrato. Los microorganismos de
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Ascomycetes que tienen dicha capacidad representan hallazgos novedosos, y dichos microorganismos pueden ser
utiles para producir dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano y un intermedio del mismo. En lo que respecta
a microorganismos novedosos que se habian aislado e identificado por los presentes inventores, se identificaron las
secuencias de nucledtidos de los genes que codifican 28S ARNr (a continuacion en el presente documento
denominado "28S ADNTr"). Dichas secuencias de nucleétidos son como se muestran en la SEQ ID NO: 1 a 3. Con
respecto a los microorganismos novedosos, se identificaron las secuencias de nucleétidos de los genes que codifican
18S ARNr (a continuacion en el presente documento denominado "18S ADNTr"). Dichas secuencias de nucleotidos son
como se muestran en la SEQ ID NO: 4 a 6. Ademas, se descubrid que los microorganismos novedosos tienen

propiedades micoldgicas mostradas en la tabla 1.

Tabla 1

Prueba de asimilabilidad de fuente de carbono
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Los presentes inventores intentaron identificar microorganismos novedosos en base a las secuencias de nucleotidos
de 28S ADNr como se muestran en las SEQ ID NO: 1 a 3, las secuencias de nucledtidos de 18S ADNr como se
muestran en las SEQ ID NO: 4 a 6, y las propiedades micoldgicas mostradas en la tabla 1. Como resultado, pudieron
vislumbrar sélo que los microorganismos novedosos pertenecian a Ascomycetes. Especificamente, los
microorganismos novedosos no se clasificaron en géneros o especies conocidos de Ascomycetes. Por tanto, se
concluyo que dichos microorganismos novedosos pertenecian a un género novedoso. La clasificacion en términos de
propiedades micolégicas se realizé de acuerdo con Barnett, J. A., Payne, R. W. y Yarrow, D., 2000, Yeasts:
Characteristics and identification, 32 edicion, Cambridge University Press, Cambridge, U.K.; y Kurtzman, C. P. y Fell, J.
W., 1998, The Yeasts, a taxonomic study, 42 edicion, Elsevier, Amsterdam, Paises Bajos.

Los microorganismos novedosos se depositaron en el Organismo depositario de patentes internacionales del Instituto
Nacional de Tecnologia y Ciencia industrial avanzada (IPOD: Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki,
305-8566, Japdn) el 12 de enero de 2006, con los nimeros de acceso FERM BP-10713 y FERM BP-10712 y el 13 de
julio de 2006, con el nimero de acceso FERM BP-10714.

Especificamente, los microorganismos de la presente invencion pertenecen a Ascomycetes y tienen la capacidad de
producir decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona)  durante el procedimiento de sintesis de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano usando esclareol como sustrato. Ademas, los microorganismos de
la presente invencion comprenden 28S ADNr que consiste en una secuencia de nucleétidos que tiene una homologia
de un 95 % o mayor con la secuencia de nucleétidos como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 3 0 18S
ADNr que consiste en una secuencia de nucleétidos que tiene una homologia de un 95 % o mayor con la secuencia de
nucledtidos como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 6. Ademas, los microorganismos de la presente
invencion tienen las propiedades micolégicas mostradas en la tabla 1. Ademas, los microorganismos de la presente
invencion son, preferentemente, de cepas de levaduras de ascomicetos que se identifican por el nUmero de acceso
FERM BP-10713, FERM BP-10712 o FERM BP-10714. Los microorganismos de la presente invencion pueden
pertenecer al género, preferentemente a la especie, y mas preferentemente a la cepa a la que pertenecen las cepas de
levaduras de ascomicetos.

Los ejemplos de los intermedios de la presente invencion incluyen
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona).

La presente invencién puede proporcionar un procedimiento para producir un
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) usando los microorganismos novedosos de la presente
invencion. Especificamente, el procedimiento para producir un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol
y/o esclaredlido (decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) de acuerdo con la presente invencion
comprende cultivar los microorganismos novedosos en un medio que contiene esclareol y producir
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona)  durante el procedimiento de sintesis de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano usando esclareol como sustrato.

Efectos de la invencion

La presente invencion puede proporcionar microorganismos novedosos que pertenecen a Ascomycetes y que tienen

la capacidad de producir decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona)  durante el procedimiento de sintesis de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano usando esclareol como sustrato.

Dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano, que es un material de partida para un aroma quimico o similar, se
puede producir a partir de decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona). En consecuencia, el uso de los microorganismos
novedosos de la presente invencion permite la produccién de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano a
bajo coste.

La presente invencion también puede proporcionar un  procedimiento para  producir un
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona), que es un material de partida para
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano como material de partida para un aroma quimico o similar. De
acuerdo con el procedimiento para producir un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) de Ila presente invenciéon, se puede producir
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano a bajo coste.

Esta descripcion incluye parte o la totalidad del contenido como se divulga en la descripcion y/o dibujos, de la solicitud
de patente japonesa n.° 2006-048550, que es un documento de prioridad de la presente solicitud.
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Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 muestra un procedimiento para producir dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano a partir de
esclareol.

Mejores modos de llevar a cabo la invencion
A continuacioén en el presente documento, se describe la presente invencion en detalle.
Microorganismos novedosos

Los microorganismos novedosos de la presente invencion pertenecen a Ascomycetes y producen un intermedio, es
decir, decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona), durante el procedimiento de sintesis de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano usando esclareol como sustrato. El término "intermedio de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano” usado en el presente documento se refiere a
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y esclaredlido
(dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona).

Los microorganismos novedosos de la presente invencion se pueden aislar a partir del suelo usando la capacidad de

produccién de decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) como indicador. La capacidad de produccion de un
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido

(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) se puede evaluar cultivando microorganismos de prueba
en un medio que contiene esclareol y detectando un decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o
esclaredlido (decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-blfuran-2(1H)-ona) en el medio. Se puede detectar

decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona) en el medio por extraccion de
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido

(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona), usando un disolvente organico, del medio desde el que se
han retirado los microorganismos de prueba, y a continuacion realizar, por ejemplo, cromatografia de gases (CG).

Los procedimientos para detectar decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o  esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) no se limitan a la CG. Por ejemplo, se pueden emplear
procedimientos convencionales de analisis, tales como cromatografia de gas-liquido (GLC), cromatografia en capa
fina (TLC), cromatografia liquida de alta presion (HPLC), espectro de infrarrojo (IR) o resonancia magnética nuclear
(RMN).

Los presentes inventores han aislado los microorganismos novedosos de Ascomycetes a partir de muestras de tierra
de Haga Gun, Tochigi, Japon, y ciudad de Utsunomiya, Tochigi, Japon, por medio de dichos medios. Los
microorganismos novedosos aislados se cultivan en un medio que contiene esclareol, de modo que dichos
microorganismos  pueden  producir  decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol  y/o  esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) en el medio. Los inventores de la presente invencion
designaron estos microorganismos novedosos como Ascomiceto sp. KSM-JL2842, Ascomiceto sp. KSM-J3571 y
Ascomiceto sp. KSM-JL4651 y los depositaron en el Organismo depositario de patentes internacionales del Instituto
Nacional de Tecnologia y Ciencia industrial avanzada (IPOD: Tsukuba central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki,
305-8566, Japon) con los numeros de acceso FERM BP-10713, FERM BP-10712 y FERM BP-10714.

Los microorganismos novedosos de la presente invencion incluyen microorganismos que pertenecen a las cepas de
levaduras de Ascomycetes identificadas por el nimero de acceso FERM BP-10713, FERM BP-10712 o FERM
BP-10714, microorganismos que se clasifican en el mismo género que el de las cepas de levaduras, preferentemente,
en la misma especie, y mas preferentemente, en la misma cepa que las cepas de levaduras. Ademas, dichos
microorganismos tienen la capacidad de produccidon de decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o
esclaredlido (decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona).

Las cepas de levaduras de ascomicetos identificadas por los numeros de acceso FERM BP-10713, FERM BP-10712,
y FERM BP-10714 tienen 28S ADNr que comprende las secuencias de nucleétidos como se muestran en cualquiera
de las SEQ ID NO: 1, 2 y 3, respectivamente. En consecuencia, los microorganismos novedosos de la presente
invencion incluyen cepas de levaduras de ascomicetos que tienen 28S ADNr que comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene una homologia de un 95 % o mayor, preferentemente de un 98 % o mayor, y mas
preferentemente de un 99 % o mayor con una cualquiera de las secuencias de nucleétidos como se muestra en
cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 3 y que tiene la capacidad de producciéon de
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona).

Ademas, las cepas de levaduras de ascomicetos identificadas por los nimeros de acceso FERM BP-10713, FERM
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BP-10712 y FERM BP-10714 tienen 18S ADNr que comprende las secuencias de nucleétidos como se muestra en la
SEQ ID NO: 4, 5 y 6, respectivamente. En consecuencia, los microorganismos novedosos de la presente invencion
incluyen cepas de levaduras de ascomicetos que tienen 18S ADNr que comprende una secuencia de nucledtidos que
tiene una homologia de un 95 % o mayor, preferentemente de un 98 % o mayor, y mas preferentemente de un 99 % o
mayor con una cualquiera de las secuencias de nucleétidos como se muestra en cualquiera de las SEQ IDNO: 4a 6y
que tiene la capacidad de produccidon de decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona).

Produccion de decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona) por microorganismos novedosos

Con el uso de los microorganismos novedosos de la presente invencion descritos anteriormente, se pueden producir

decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona). Se pueden usar el
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido

(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) producido como materiales de partida para producir
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano, que es un nuevo aroma quimico de alto valor con propiedades de
larga duracién de forma satisfactoria.

Cuando se produce decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) con el uso de los microorganismos novedosos de la
presente invencion, los microorganismos novedosos de la presente invencion, en primer lugar, se cultivan en un medio
que contiene esclareol. Se puede usar un medio de cualquier composicion, siempre que los microorganismos de
Ascomycetes puedan crecer en el mismo. Los ejemplos de medio que se puede usar incluyen medio sélido y medio
liqguido que contiene fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, minerales y vitaminas. Un medio para cultivar los
microorganismos novedosos de la presente invencion puede contener un tensioactivo o un agente antiespumante, de
acuerdo con las condiciones de cultivo o similares.

Los ejemplos de fuentes de carbono que se van a afiadir al medio incluyen monosacarido, disacarido, oligosacarido y
polisacarido. Se pueden usar en combinaciones de dos o mas. Los ejemplos de fuentes de carbono distintas de
sacaridos incluyen sales de acidos organicos, tales como sales de acido acético. Estas fuentes de carbono se pueden
usar de forma independiente o en combinaciones de dos 0 mas segun la necesidad.

Los ejemplos de fuentes de nitrdgeno incluyen sales de amonio inorganicas y organicas, tales como amonio, cloruro de
amonio, sulfato de amonio, nitrato de amonio, carbonato de amonio, fosfato de amonio y acetato de amonio,
sustancias organicas que contienen nitrogeno, tales como urea, peptona, extracto de carne, extracto de levadura e
hidrolizado de caseina, y aminoacidos, tales como glicina, acido glutamico, alanina y metionina. Estas fuentes de
nitrégeno se pueden usar de forma independiente o en combinaciones de dos 0 mas segun la necesidad.

Ademas, los ejemplos de minerales incluyen cloruro de sodio, sulfato ferroso, sulfato de magnesio, sulfato de
manganeso, sulfato de cinc y carbonato de calcio. Cada mineral se puede usar de forma independiente o en
combinaciones de dos o mas segun la necesidad.

Las condiciones para cultivar los microorganismos novedosos de la presente invencién no estan particularmente
limitadas, y se puede llevar a cabo el cultivo al nivel de pH y de temperatura éptimos. Especificamente, un nivel de pH
optimo es de 3 a 8, preferentemente de 4 a 8, y mas preferentemente de 5 a 7. La temperatura 6ptima es de 10 °C a
35 °C, preferentemente de 15 °C a 30 °C, y mas preferentemente de 20 °C a 30 °C. El cultivo se puede llevar a cabo
por medio de, por ejemplo, cultivo con agitacion, cultivo anaerdébico, cultivo estacionario o cultivo en un fermentador.
Ademas, también se puede emplear una reaccion de células en reposo y una reaccion de células inmovilizadas.

Una concentracion de esclareol que se va a afiadir a un medio que tiene dicha composicién de no esta particularmente
limitada, y dicha concentracion es preferentemente de un 0,1 % a un 50 %. Se puede afhadir esclareol al medio antes
del cultivo o durante el cultivo (es decir, alimentar el cultivo). Ademas, se pueden alimentar simultaneamente
componentes distintos de esclareol, tales como fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, vitaminas, minerales,
tensioactivos o agentes antiespumantes.

Se puede recuperar decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) de un medio después de cultivar los microorganismos
novedosos como se describe anteriormente. Se puede recuperar decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol
y/o esclaredlido (decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) de un medio de acuerdo con una técnica
convencional, sin limitacion particular. Por ejemplo, las células se separan y se retiran de un medio, y
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) se aislan y se purifican con el uso de combinaciones de
centrifugacion, ultrafiltracion, cromatografia de intercambio iénico, filtracion con membrana de osmosis inversa,
electrodialisis, desalado, cristalizacion y otros medios.
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Un procedimiento para producir dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furano usando el
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) resultante no esta particularmente limitado, y se puede
emplear una técnica convencional adecuada. Especificamente, esclaredlido se reduce con, por ejemplo, hidruro de
lito y aluminio, borohidruro de sodio o una mezcla de borohidruro de potasio/cloruro de litio para dar
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol. Decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol se somete
a ciclodeshidrataciéon en varios tipos de disolventes con el uso de catalizadores acidos, tales como acido
p-toluenosulfénico, cloruro de acido p-toluenosulfénico, o cantidades cataliticas de acido sulfurico e intercambiador de
iones acidos para dar dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano.

Ejemplos

A continuacion en el presente documento, la presente invencion se describe con mayor detalle con referencia a los
ejemplos, aunque el alcance técnico de la presente invencion no esta limitado a los siguientes ejemplos.

[Ejemplo 1] Aislamiento de microorganismos novedosos

Se aislaron los microorganismos novedosos a partir de muestras de tierra de Haga Gun, Tochigi, Japoén, y ciudad de
Utsunomiya, Tochigi, Japén, de la siguiente manera.

Al inicio, se aplicaron 100 pl de una suspension de tierra a un medio agar que contenia extracto de levaduras al 0,2 %,
nitrato de amonio al 0,2 %, fosfato de monopotasio al 0,1 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,05 %, agar al
2,0 %, esclareol al 1,0 % (esterilizado por separado) y Tween 80 al 0,5 % (esterilizado por separado). Se llevé a cabo
el cultivo a 25 °C durante de 7 a 14 dias, se inocularon las colonias crecidas en un medio liquido que contenia extracto
de levaduras al 0,2 %, nitrato de amonio al 0,2 %, fosfato de monopotasio al 0,1 % y sulfato de magnesio
heptahidratado al 0,05 %, y se llevé a cabo el cultivo a 25 °C durante 1 dia para proporcionar cepas iniciadoras.
Posteriormente, se inocularon las cepas iniciadoras en un medio que contenia extracto de levaduras al 0,2 %, nitrato
de amonio al 0,2 %, fosfato de monopotasio al 0,1 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,05 %, esclareol al 1,0 %
(esterilizado por separado), y Tween 80 al 0,5 % (esterilizado por separado) a una concentracion de un 1 %, y se llevo
a cabo el cultivo a 25 °C durante 1 semana.

Después de la finalizacion del cultivo, se extrajo una sustancia objetivo a partir de 0,1 ml de una solucién de cultivo con
0,6 ml de acetato de etilo, se diluy6 de forma adecuada y a continuacion se sometié a un analisis con cromatografia de
gases (CG). Se llevé a cabo el andlisis usando el Agilent technologies 6890N como analizador de CG bajo las
siguientes condiciones. Se usé un detector de ionizacion de llama (FID) como detector, se fij6 la temperatura de
entrada a 250 °C, se us6 un modo de inyeccion de division con una proporcion de division de 100:1, el caudal total fue
de 200 ml/min, el caudal de la columna fue de 0,4 ml/min, se uso6 la columna DB-WAX (¢ 0,1 mm x 10 m, J&W) como
columna, y la temperatura del horno fue de 250 °C. Bajo dichas condiciones, un compuesto de éter ciclico, es decir, un
intermedio de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano, presentdé un maximo a alrededor de 0,8 minutos,
esclaredlido presenté un maximo a alrededor de 2,4 minutos, esclareol presenté un maximo a alrededor de 2,7 minutos
y decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol presenté un maximo a alrededor de 3 minutos.

Bajo dichas condiciones, se evaluaron 6950 cepas iniciadoras en términos de la capacidad de produccion de
intermedios de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano. Como resultado, se aislaron microorganismos
novedosos que tienen la capacidad de produccién principalmente de
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol. Los microorganismos novedosos aislados se designaron como
KSM-JL2842, KSM-J3571 y KSM-JL4651.

[Ejemplo 2] Clasificacion de microorganismos novedosos

Se identificaron las propiedades micoldgicas de KSM-JL2842, KSM-J3571 y KSM-JL4651 aislados en el ejemplo 1y
se analizaron los ADNr de los mismos en un intento de clasificar dichas cepas.

Al inicio, se identificaron las propiedades micoldgicas de KSM-JL2842 de la siguiente manera. Se observé una colonia
himeda y de color rojo palido en medio de placa de agar YM (Becton Dickinson) y la forma de la porcién periférica de
la colonia era relativamente lisa. Se observaron caracteristicas microscopicas de la misma. Como resultado, se
observo la formacion de trofocitos de conformacion eliptica a ovalada y cilindrica, y se descubrié que los trofocitos
proliferaban debido a la gemacién. Como resultado de una prueba de propiedad bioquimica, se obtuvieron los
resultados mostrados en la tabla 2. En la tabla 2, el simbolo "+" indica un resultado positivo, el simbolo "-" indica un
resultado negativo y el simbolo "w" indica un resultado positivo débil. Ademas, KSM-JL2842 creci6é a 25 °C pero no
crecio a 30 °C o mayor.

Se identificaron las propiedades micoldgicas de KSM-J3571 de la siguiente manera. Se observé una colonia humeda y
de color rojo palido a amarillento en medio de placa de agar YM (Becton Dickinson) y la forma de la porcion periférica
de la colonia era lisa. Se observaron caracteristicas microscopicas de la misma. Como resultado, se observo la
formacion de trofocitos de conformacion eliptica a ovalada y ahusada, y se descubrié que los trofocitos proliferaban
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Tabla 2

debido a la gemacion. Como resultado de una prueba de propiedad bioquimica, se obtuvieron los resultados
mostrados en la tabla 2. Ademas, KSM-J3571 crecié a 25 °C, crecié débilmente a 30 °C, pero no crecié a 35°C o

Se identificaron las propiedades micologicas de KSM-JL4651 de la siguiente manera. Se observé una colonia humeda
y de color rojo palido en medio de placa de agar YM (Becton Dickinson) y la forma de la porcion periférica de la colonia
era relativamente lisa. Se observaron caracteristicas microscépicas de la misma. Como resultado, se observo la
formacion de trofocitos de conformacion eliptica a ovalada y cilindrica, y se descubrié que los trofocitos proliferaban
debido a la gemacion. Como resultado de una prueba de propiedad bioquimica, se obtuvieron los resultados
mostrados en la tabla 2. Ademas, KSM-JL4651 creci6 a 30 °C pero no crecié a 35 °C o mayor.

Prueba de asimilabilidad de fuente de carbono |KSM-JL2842

KSM-J3571

KSM-JL4651
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Prueba de fermentabilidad de aztcar KSM-JL2842 KSM-J3571 KSM-JL4651
D-glucosa - - -

Prueba de asimilabilidad de fuente de nitrogeno |[KSM-JL2842 |KSM-J3571 |KSM-JL4651
Nitrato de potasio + + +

Posteriormente, se analizaron los ADNr de KSM-JL2842, KSM-J3571 y KSM-JL4651 de la siguiente manera.
Especificamente, se analizaron la region D1/D2 de 28S ADNr y de 18S ADNr de acuerdo con el procedimiento de
O'Donnell (O’'Donnell, K. 1993, Fusarium and its near relatives, en Reynolds, D. R. y Taylor, J. W. (Eds) The Fungal
Holomorph: Mitotic, Meiotic and Pleomorphic Speciation in Fungal Systematics, CAB International, Wallingford) para
deducir sus grupos taxonémicos. Se determinaron las secuencias de nucleétidos de la region D1/D2 de 28S ARNr, y
los resultados se muestran en las SEQ ID NO: de 1 a 3. Ademas, se determinaron las secuencias de nucleétidos de
18S ADNr y los resultados se muestran en las SEQ ID NO: 4 a 6. Se llevo a cabo la busqueda de homologia por
BLAST.

La secuencia de nucledtidos de la regiéon D1/D2 de 28S ADNr obtenido a partir de KSM-JL2842 presentd una
homologia de un 94,9 % con la secuencia de nucleétidos de Pseudourotium zonatum (AF096198), que es una cepa de
Ascomycetes, y una homologia de un 94,6 % con la secuencia de nucleétidos de Crinula caliciiformis (AY544680).
Ademas, la secuencia de nucledtidos de 18S ADNr present6é una homologia alta; es decir, una homologia deun 98,8 %
con la secuencia de nucleétidos de Bulgaria inquinans (AJ224362), que es una cepa de Ascomycetes, una homologia
de un 98,9 % para Ascomycete sp. BBA71218 (AJ301960), y una homologia de un 98,9 % con la secuencia de
nucleotidos de Cryptosporiopsis radicicola (DQ002903). Sin embargo, fue dificil deducir el grupo taxonémico de
KSM-JL2842 en una clasificacion mas pequefia que el nivel de "clase". Por tanto, se llegd a la conclusion de que la
cepa de interés era una cepa de levaduras de un género novedoso de Ascomycetes, que se clasifica en la clase
Ascomycetes. Los resultados de este ejemplo permitieron la identificacion de la cepa de interés como Ascomicete sp.
KSM-JL2842.

La secuencia de nucledtidos de la region D1/D2 de 28S ADNr obtenido a partir de KSM-J3571 present6 una homologia
de un 94,9 % con la secuencia de nucledtidos de Pseudourotium zonatum (AF096198), que es una cepa de
Ascomycetes, una homologia de un 94,8 % con la secuencia de nucleétidos de Leuconeurospora pulcherrima
(AF096193), y una homologia de un 94,6 % con la secuencia de nucleétidos de Crinula caliciiformis (AY544680). La
secuencia de nucledtidos de 18S ADNr presentd una homologia de un 99,0 % con la secuencia de nucleétidos de
ascomycete sp. BBA71218 (AJ301960), que es una cepa de Ascomycetes, y una homologia de un 98,8 % con la
secuencia de nucleétidos de Bulgaria inquinans (AJ224362). Sin embargo, fue dificil deducir el grupo taxonémico de
KSM-J3571 en una clasificacion mas pequefia que el nivel de "clase". Por tanto, se llegé a la conclusion de que la cepa
de interés era una cepa de levaduras de un género novedoso de Ascomycetes, que se clasifica en la clase
Ascomycetes. Los resultados de este ejemplo permitieron la identificacion de la cepa de interés como Ascomicete sp.
KSM-J3571.

La secuencia de nucledtidos de la regiéon D1/D2 de 28S ADNr obtenido a partir de KSM-JL4651 presentd una
homologia de un 94,6 % con la secuencia de nucleétidos de Pseudourotium zonatum (AF096198), que es una cepa de
Ascomycetes, y una homologia de un 94,4 % con la secuencia de nucledtidos de Leuconeurospora pulcherrima
(AF096193). La secuencia de nucledtidos de 18S ADNr presentd una homologia de un 99,0 % con la secuencia de
nucleétidos de ascomycete sp. BBA71218 (AJ301960), que es una cepa de Ascomycetes, y una homologia de un
98,8 % con la secuencia de nucleotidos de Bulgaria inquinans (AJ224362). Sin embargo, fue dificil deducir el grupo
taxonémico de KSM-JL4651 en una clasificacion mas pequefia que el nivel de "clase". Por tanto, se llegé a la
conclusién de que la cepa de interés era una cepa de levaduras de un género novedoso de Ascomycetes, que se
clasifica en la clase Ascomycetes. Los resultados de este ejemplo permitieron la identificacion de la cepa de interés
como Ascomicete sp. KSM-JL4651.

Ascomiceto sp. KSM-JL2842 y KSM-J3571 se depositaron el 12 de enero de 2006, con los nimeros de acceso FERM
BP-10713 y FERM BP-10712 y Ascomiceto sp. KSM-JL4651 se depositd el 13 de julio de 2006, con el nimero de
acceso FERM BP-10714 en el Organismo depositario de patentes internacionales del Instituto Nacional de Tecnologia
y Ciencia industrial avanzada (IPOD: Tsukuba central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, 305-8566, Japon).

[Ejemplo 3] Examen de la capacidad de produccion del intermedio dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano

En este ejemplo, se examind la capacidad de Ascomiceto sp. KSM-JL2842 para producir un intermedio de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano. Al inicio, se inoculdé un asa de platino de Ascomiceto sp.
KSM-JL2842 en caldo YM al 2,1 % (Becton Dickinson), se llevé a cabo el cultivo con agitacion a 25 °C durante 2 dias,
y se designaron las resultantes como cepas iniciadoras. Posteriormente, se inocularon las cepas iniciadoras en un
medio que contenia caldo YM al 2,1 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,1 %, Tween 80 al 1 %, y esclareol al
2 % a una concentracion de un 2 %, y se llevé a cabo el cultivo con agitacion a 25 °C. La solucién de cultivo se sometié
a extraccion y analisis CG por medio del procedimiento del ejemplo 1, y se determinaron las cantidades de los
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intermedios de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano que se van a producir. Los resultados se muestran
en la tabla 3. Las unidades para los valores numéricos mostrados en la tabla 3, son "g/I".

Tabla 3
4 dias | 7 dias | 10 dias
Esclaredlido 0,3 0,4 0,2
Decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol 12,0 15,7 14,5
Eter ciclico 0,5 0,4 0,8

Los resultados mostrados en la tabla 3 demuestran que Ascomiceto sp. KSM-JL2842 puede producir principalmente
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol, de entre los intermedios de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano.

[Ejemplo 4] Examen de la capacidad de produccion del intermedio dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano

En este ejemplo, se examinaron las capacidades de Ascomicetfo sp. KSM-JL2842, KSM-J3571 y KSM-JL4651 para
producir intermedios de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano. Al inicio, se inoculd un asa de platino de
estas cepas en un medio que contenia extracto de levaduras al 0,2 % (Becton Dickinson), nitrato de amonio al 0,2 %,
fosfato de monopotasio al 0,1 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,05 % y glucosa al 1,0 %, se llevé a cabo el
cultivo con agitacion a 25 °C durante 2 dias, y se designaron las resultantes como cepas iniciadoras. Posteriormente,
se inocularon las cepas iniciadoras en un medio que contenia extracto de levaduras al 0,2 % (Becton Dickinson),
nitrato de amonio al 0,2 %, fosfato de monopotasio al 0,1 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,05 %, glucosa al
1,0 %, Tween 80 al 0,5 %, y esclareol al 1,0 % a una concentracion de un 1 %, y se llevo a cabo el cultivo con agitacion
a 25 °C durante 6 dias. La solucion de cultivo se sometio a extraccion y andlisis CG por medio del procedimiento del
ejemplo 1, y se determinaron las cantidades de los intermedios de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano
que se van a producir. Los resultados se muestran en la tabla 4. Las unidades para los valores numéricos mostrados
en la tabla 4, son "g/I".

Tabla 4
KSM-JL2842 | KSM-J3571 | KSM-JL4651
Esclaredlido 0,4 3.1 0,4
Decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol 2,0 0,2 0,7
Eter ciclico Traza 0,1 Traza

Los resultados mostrados en la tabla 4 demuestran que Ascomiceto sp. KSM-JL2842, KSM-J3571, y KSM-JL4651
producen intermedios de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano.
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<130> PH-2933-PCT

<150> JP 2006-048550
<151> 2006-02-24

<160> 6

<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1
<211> 611
<212> ADN

<213> Ascomycete sp. KSM-JL2842

<400> 1

gcatatcaat
gcggtaacég
gettegggeg

cgtatgtgac

-aatgcagete

agcgcacaag
gtgaaattgt
ttctggetege
ctctgggaay

ggaccgagga

aagcggeagga
ctcaaatttg

tggteeggte

cgggteccge

aaaatgggtg

tagagtgatc

tgaaagggaa

tgecactegat
gtagcttete

cecgegetteg

agacacggac ¢

<210> 2
<211> 611
<212> ADN

aaagaaacca
aaatctiggee
paagttcctt
tegtccatgle
gtaaatftca
gaaagatgaé
gcgettgeaa
cgegttecagg
tcgeeggagtg

getaggatge

<213> Ascomycete sp. KSM-J3571

<400> 2

acagggatia
tcécggtbég
ggaacaggac
aagctectte
tctaaagcta
aagcécttig
ccagactige
ccagcategg
ttatagecea

teggcgtaatg

11
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geatatcaat aapcpgagga aaagaaacca
gegetaacag ctcaaatttg aaatctggcc
getteggeeg tggtpcggtc'taagttcctt
cgtatgtgéc cgggtgeege tgtccatgtgl
aatgcagctce aaaatgggté gtaaatttca
agcgeacaag tagaglgalc gaaagalgaa
gigaaattgt tgaaagggaé gegetigeaa
ttctggetge tgeactcgat cgegttcagg
ctetgggaat gtagecttcte teggggagtg
ggaccgagga chcgcttcg getaggatge
aaacacggac c |

<210> 3

<211> 611

<212> ADN

<213> Ascomycete sp. KSM-JL4651

<400> 3

geatatcaat aapcggagga aaagaaacca acagggatta cctcagtaac ggegagtgaa

gecggtaacag ctcaaatitlg aastctggee tcacggtccg agttgtaatt tgtagaggat

ES 2546 271 T3

acagggatta
tecacggteeg
ggaacaggac
aagctcctﬁc
tctaaagcta
aégﬁactttg
ccagacttge
ccagcatbgg
ttatagceca

tggegtaatg

12

cctcagtaac
agttgtaatt
gtcatagagg
géégagtcga
aatéttggcc
gaaagagagt
acgcggtega
ttttggteet
gggtgcagtg

gttgtaageg

ggcgagtgaa,

tgtagaggat
gtgagaatee
gttgttiggg
agagaccgat
taaacagtac
tcatectgec
tggataaagg
cagcctaceg

acecgtettg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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getteggece

cgtatgtigac
aatécagctc
agcgcacaag
gtgaqattgt
ttetggetge

ctetgggaat

Egaccgagga

aaacacggac

<210> 4
<211>1732
<212> ADN

tgpteegete
Cggetgcege
apaatggpte

tagagtgatc

tganagggaa

tgeactegat
gtagcticic

ceogegetteg

taagp;get;
tgtccatgig
gtasatttca
gaaagatgaa
gcgéttgcaa
cgcgttcagg
tcgeggagte

gectaggatge

<213> Ascomycete sp. KSM-JL2842

<400> 4

gtagtcatat gctggtctca
cgtgaaactg cgaatggetc
tggataaccg tggtaattct
gtatttatta_gataaaaaac
acgaatcgea tggectigig
gatggtagga tagtggecta
Cggagagggea gcctgagaaa

cccaatcecg acacggggag

aagattaage
attatatcag
agagctaata
céatgccctt
céggcgatgg
ccatggttte
cggetaceac

gragtgacaa

ES 2 546

ggaacaggac
aagctectte
tctaaageta
aagcacﬁttg
ccagacttge
ceageategy
ttatagccca

\
tggegtiaatg

catgcatgte
ttatagttta
catgctéaaa
cgggectcac
ttcatticaaa
aacgggtaac
atccaaggaa

taaatactga

271 T3

gteatagagg
gacgagtcga
aatattggec

gaaagagagt

acgeggtega .

ttttggtege

gegtgcaatg

-gttgtaagcg

taagtataag
tttgatagta
dgectegactt
tggtgattga
tttctgccct
ggggaattag
ggcagcagge

tacagggete

13

gtgagaatgc
gttgtttgee

agagaccgat

taaacagtac

teatectgee

tggataasge

cagcctgeeg

acceglietig

caatatatac
ccttactéct
cggangggat
tgataactta
atqaactttc
gettetatte
gcgcaaatta

ttttgggtet

180
240
300

360

‘20

480
540
600

611

60
120
180
240.
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420

480



tgtaattgga

gfgccagca&

aagctcgtag
ggcggggcét
aqttttactt
gegaataatag

taatagggat

tgaagactaa-

gttagéggat
gggategesc
gsgttétggé
accaggagtg
cacaataagg
cgttotiagt
tgctaaatag
agccgatgga
cgegegetac
ttgttaaact
tectagtaag
ccegtegeta

gecaacgacca

<210>5
<211>1772
<212> ADN

atgagtacaa
ccgeggtaat
ttggaccttg
ttcettctge
tgaaaaaaft
aataggacgt
agtcgggggé
ctactgcgaa
cgaagacgat
gatgttatet
gggagratge
gageetgegg
atigacﬁgat
tgetggagte
ccaggctagc
agtttgagge
actgacagag
ctgtegtegct
cgcaagtcat
ctaccgatig

cccagegecg

tttaaatcee
tccagetcea
ggcctggetg
ggagecgeat
agagtgttca
gtggttetat
atcagtat;c
agcatttgee
cagataccgt
tfttgactcg
tegeaagget
cttaatttga
tgagagctet
atttgtetge
ttiggetgpt
aataacaggt
ccaacgagtt
geggatagag
cagcttgege
aatggetcag

gaaagtigtt

<213> Ascomycete sp. KSM-J3571

ES 2546 271 T3

ttaacgagga
atagcgtata
geeggtecge
Igcccttcact
aageaggect
tttgtiggtt
aattgtcaga
aaggatgttt
cépagtctta
cteggeaccet
gazacttaaa
ctcaacacgg
ttettgatte
ttaattgega
égécggct;b
cigtgatgce
catcaccttg
cattgcaétt
tgattacgtc
tgagegctttce

caaactiggt

14

acaattggag
ttaaagttgt
ctcaccgegt

ggglglgteg

atgétegaat

tctaggaceg
ggtgaaatte
tcat;aatca
accataaact
tacgagaaat
gaaattgacg
ggaaactcac
tgtggstggt
taaégaabga
ttagagggac
cttagatgtt
gccgéaaggt
attgectcttic
cctgeecttt
ggactggeee

catttagagg

gecaagtctig
tecagtiaaa
geactggtce
gggaacéagg
acatiagcat
ccgtaatgat
itggattpat
gtgaacéaaa

atgccgacta

‘caaagttttt

gaagggcacce

caggtccaga

ggtgcatgge

gaccttaace

tatcggctea

‘ctgggeegea

ctgggtaate
aacgaggaat
gtagaééccg
agggaggtcg

aa

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440_
1500
1560
1620
1680

1732



<400> 5

gtagtcatgt
eglgaaactg
tggataaceg
gtatttatta
acgaatbgcé
gafggtaégé
Cggagaggega
bcdaaﬁcccg
tgtaattgga
gtgccagcag
sagctcgtag
gchgggcct
acttttactt
-ggaétaataé

taatagggat

igaagactaa

gttaggeggat

gggatcggge

getigtetea
cgaatggete
tegtaattct
L
gataaaaaac
£ggc§ttgtg
tagtggccta
gcctgagaaa
3530888833
atgagtaéaa
ccgcggﬁaat
ttgaaccffg

ttcettetgg

igaaaaaatt

aataggacgt:

agtcggeeec

ctactgcgaa

cgaagacgat

gatgttatct
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aagattaagc

attatatecag.

agagctaata

caatgcecett

'ccggcgatgg

ccatggtite
cgectaccac
gtagtgacaa
tttaaatcce
tccagetcea
dacctagety

ggagccgeat

.agégtgttca

‘gtgegttetat

atcagtatte
agcatttgece
cagatacegt

ttittgacteg

catgcatgte
ttatagttta
catgcfaaaa
cggggeteac
ttca{tcaaa

aacgggtaac

‘alccaaggaa

taaatactga
ttaacﬁagga
atagcgtéta
geeggteege
geecttecact
aagcaggecet
tttgttggtt
aattgtcaga
aaggatgttt'
cétagtctta

ctcgecacet
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taagtataag
tttgaiagta
acctcgactt
tggtgattica
tttctgé;ct

ggeggaattag

EECagcaggc

tacagggcete
aéaaftggag
ttaaagttgf.
ctbaccgcgt
gegtgtgteg
atgctcgaat
tctagééccg'
getgaaattc
tcattaatca
accataaact

tacgagaaat

caatatatac
ccttactact
cggaaggget
tgataactta
atcaacttte

ggttetatte

gcgcaaatta

ttttggetict
ggcaagtctg
tgcégttaéa
gecactiggtce
gggaaccagg
acattageat

ccgtaatgat

ttggatttat

gtgaacgaaa
atgccgécta

caaagttttt

60
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720
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gg-g-ttctggg ggg_ag;a-tgg tcgeaagget gaaactiaaa gaa-a‘-ttgacg gaagg_gcac_c 1 1f40
accaggagtg gageetgegg ctta;tttga ctcéacacgg ggaaactcac caggtccaga .1200
cacaataagg attgacagat tgagagctct ftcttgattt fgtgggtggt ggtgeatgge 1260
cgttcttagt tggtegagte att£é£ctgc ttaatigcga taacgaacga gaccttaace 1320
tgctaaatag ccaggptagc tttggctget cgccggctﬁc ttagaggﬁac tatcggctca 1380
agccgatgga agtttgagge aataacaggt ctgtgatgee cttaggtgtt_ctgggccgca 1440
cgcgcggtac actgaqagag ccaacgagtt catcacéttg gccgaaaggt ctggétaatc -]500
ttgttaaact ctgtcptget ggggat&gaglcgttgcaatf-attgctcttc aﬁ#gaggaat ‘1560
tcctqgtaag cgcgégtcé? cagﬁitgcgc tgattacgtc cetgecocttt gtacacaccg 1620
cecgtegeta ﬁtaccgattg aatggctéag tgaggctttic ggactggece agggéggtcg 1680
gcaacgécca cccagggeeg gaaagttgtt caaacttggt catﬁtagagg aagtasaagt 1740
cgtaacaagg tetecgtagg tgaacctgcé ga 1772

<210> 6

<211>1770

<212> ADN

<213> Ascomycete sp. KSM-JL4651

<400> 6

gtagtcatat geitgtcteca aagattaage catgeatgte taagtataag caatatatac 60
cgtgaaactg pgaatggctc attatatcag ttatagttta tptgatagta ccttactact 120
tggataaccg‘tggtaattct agagctaata catgctaaaa acctegactt cggaaggegt 180

gtatttat?a gataaaaaac caatgecctt cggggcicac tggtgattica tgataactta 240

acgaatcgcé_tggccttgtg ccggégatgg ttcattcaaa tttctgecet atcaacttte 300
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gatggtagga
cgegagaggga
cocaatcecg
tgtaattgga
gtgccageag
aagcetegtag
ggecggaect
acttttactt
ggaataatiag
taatagggat
tgaagactaa
gttaggggat
éggatCSSSC
gesttctege
accaggaétg
cacantaagg.
cgttettagt
tgetaaatag
agccgatgga
cgegegetac

ttgttaaact

tagtggecta
geetgagaaa
acacgggeag
atgagtgcaa
ccgeggtaat
ttgaaccttg
ttecttetegs
tgaaasaatt
aataggacgt
agrcgegeee
ctactgegaa
cgaagacgat
gatgitatct
gggagtatgg

gagcetgegg

attgacagat

tggtggagty

ccaggetage

agtttgaggc

actgacagag

ctgtegtget
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ccatggttte
cggctaccac
gtagtgacaa
tttaaatece
tccagctcca

gegcctiggotg

ggagccgbat

‘agagtgttca
‘gtggttctat

atcagtattc

agcatttgcc
cagataécgt
ttttgactcg
tcgcaaggct
cttaatttga
tgagagctict

atttgtctge

tttggetggt

aataacaggt

ccaacgagtt

ggegatagag

aacgggtaac
atccaaggaa

taaatactga

'ttaacgagga

atagcgtata
geeggtecge
geectticact
aagcaggeet
titgtigett
aatfgtcaga
aaggatgttt
cgtagtctta
cteggeaccet
gaaacttaaa
ctcaacacgg
ttctigattt
ttaattgcea
cgeeggetic
ctgtgatgece
catcacctig

cattgcaatt

17

geggaattag
gEcageagee
tacagggcte
acaattggag
ttaaagttgt
ctcacpgcgt

gegtegtgtcg

‘atgctcgaat

tctaggaccg
ggtgaaatte
tcattaatca
accataaact
tacgagaaat
gaaattigacg
ggaaactcac
tgtggatgst
{aacgaacga
ttagagggac
cttagatgtt
gccgagaggt

attgetette

ggttctatte
gcgcaaatta
ttttgggtet
ggcaagictg

tgcagtiaaa

gecactggice

360

420

480

540

600

-660

ggeaaccagg 720

ééattagcat
ccgtéatgét
ttggatttat
gtgaacgaaa
atgeegacta
caaagttttt
gaagggeace

caggtccaga

ggtecatgge

gaccttaace

tateggetca .

ctgggecgea
ctggegtaate

aacgaggaat

780
840
500

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440

1500

1560
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tcetagtaag cgeaagteat cagetigege tgattacgte cetgeccttt gtacacaccg
ccegtegeta ctaccgattg aatggctcag tgaggcttic ggactggece agggaggtceg
gcaacgaccé cécégggccg gaaagtigtt caaactiggt cétttagagg'aagtaaaagt

. cgtaacaagg tctcegtagg tgaaccigeg

18
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1680

1740

1770
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Un microorganismo que pertenece a Ascomycetes y que tiene 28S ADNr que comprende una secuencia de
nucleotidos que tiene una homologia de un 95 % o mayor con la secuencia de nucleétidos como se muestra en
una cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 3 0 18S ADNr que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene una
homologia de un 95 % o mayor con la secuencia de nucleétidos como se muestra en una cualquiera de las SEQ
ID NO: 4 a 6, y que tiene la capacidad de producir decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o
esclaredlido (decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) como intermedio durante una etapa de

REIVINDICACIONES

sintesis de dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano usando esclareol como sustrato.

El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene propiedades micoldgicas mostradas en la tabla 1

a continuacion.

Tabla 1

Prueba de asimilabilidad de carbono

KSM-JL2842

KSM-J3571

KSM-JL4651

D-glucosa

D-galactosa

L-sorbosa

D-ribosa

D-xilosa

L-arabinosa

D-arabinosa

L-ramnosa

Sacarosa

Maltosa

a,a-trehalosa

Me a-D-glucésido

D-celobiosa

+|+[+[+[+][+]+]+]+]s[+[+]+

Salicina

Melibiosa

Lactosa

D-rafinosa

Melezitosa

+ |+ [+ [+

+[+[s+[s]+[s]+]+[+[+[s+[+[s]s]+]+

Inulina

Almiddn soluble

Glicerol

meso-eritritol

+[+[+[s+]+]+]+]|s|+[+[+[+]+]+]s|+]+]s[+[+]+

Ribitol

D-sorbitol

D-Manitol

+|+[s|+]+]=

+ | +

||| ||+

D-galactitol

mio-inositol

=

Glucono-1,5-lactona

s|+

2|2

Ca acido 2-ceto-gluconico

Ca acido 5-ceto-gluconico

DL-lactato

Succinato

Citrato

s|+[+

g+

Metanol

Prueba de fermentabilidad de aztcar

KSM-JL2842

KSM-J3571

KSM-JL4651

D-Glucosa

Prueba de asimilabilidad de nitrégeno

KSM-JL2842

KSM-J3571

KSM-JL4651

Nitrato de potasio

+

+

+

19




10

15

20

ES 2546 271 T3

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que es una cepa de levadura de ascomicetos
identificada por el nUmero de acceso FERM BP-10713, FERM BP-10712 o FERM BP-10714.

4. El'microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que pertenece al mismo género que la cepa de levadura
de ascomicetos identificada por el nimero de acceso FERM BP-10713, FERM BP-10712 o FERM BP-10714.

5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que pertenece a la misma especie que la cepa de
levadura de ascomicetos identificada por el nimero de acceso FERM BP-10713, FERM BP-10712 o FERM BP-10714.

6. Un procedimiento para producir decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) que comprende cultivar el microorganismo de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en un medio que contiene esclareol y producir
decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona)  durante el procedimiento de sintesis de
dodecahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furano usando esclareol como sustrato.

7. El procedimiento para producir decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol y/o esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2,1-b]furan-2(1H)-ona) de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende
recuperar decahidro-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametilnaftalenetanol ylo esclaredlido
(decahidro-3a,6,6,9a-tetrametilnafto[2, 1-b]furan-2(1H)-ona) como intermedio.
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