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DESCRIPCION
Proceso para la produccion de carotenoides
Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a un método para producir carotenoides, y en particular a un método adecuado
industrialmente para producir astaxantina que se pueda utilizar como un componente de alimentos, composiciones
farmacéuticas o cosméticos. La presente invencion también se refiere a una composicién que contiene carotenoides
que se obtiene por tal método; y un alimento, una composicion farmacéutica y una sustancia cosmética que
comprende tal composicién que contiene carotenoides.

Técnica antecedente

El carotenoide es un pigmento natural extendido ampliamente en la naturaleza, y es un pigmento poliénico que tiene
un color en el intervalo del amarillo al rojo o parpura. La astaxantina es un tipo de carotenoide y existe en estado
libre 0 como un éster, o existe como varios tipos de proteinas pigmentarias como resultado de la union con las
mismas.

La astaxantina se utiliza ampliamente como agente colorante para pescados y huevos de gallina. La astaxantina
también estd permitida para su uso como un aditivo alimentario y se utiliza ampliamente en alimentos procesados
oleosos y grasos, alimentos proteicos, alimentos liquidos acuosos y similares. La astaxantina tiene ademas una
actividad antioxidante contra la peroxidacién de lipidos excitados por un radical libre, una accién de eliminaciéon de
singlete de oxigeno, que puede ser varios cientos de veces mas fuerte que la del a-tocoferol o similares, y por lo
tanto se espera que se utilice en alimentos funcionales, cosméticos, y farmacos farmacéuticos utilizando la fuerte
actividad anti-oxidante de la misma.

La astaxantina se distribuye ampliamente en la naturaleza, por ejemplo, en pescados tales como el salmén, trucha y
palometa roja marina, etc.; y en crustaceos tales como cangrejos, gambas, krill, etc. La astaxantina también se
produce en bacterias que pertenecen a los Agrobacterium, Brevibacterium y Paracoccus; y microorganismos que
incluyen Haematococcus pluvialis, levadura Phaffia y similares. Los carotenoides tales como astaxantina, zeaxantina
o similares se producen industrialmente por un método de sintesis quimica, pero se desean los carotenoides de
origen natural desde el aspecto de la seguridad.

Con tal antecedente, se han expuesto muchos métodos para producir carotenoides que contienen astaxantina
derivados especialmente de algas o microorganismos que se consideran adecuados para la produccion en masa.

Por ejemplo, se han expuesto muchos métodos para producir carotenoides que contienen astaxantina a partir de un
alga Haematococcus (documento 1). Un cistocito de un alga post-cultivo se trata con acetona calentada para eluir la
clorofila, que es un contaminante. Luego, el cistocito se seca por pulverizacion, y se extrae el carotenoide de las
células secas resultantes con etanol. Sin embargo, una composicién que se obtenga por tal método sigue
conteniendo muchos contaminantes derivados de los organismos, y no es satisfactorio en términos de 1) contenido
de carotenoides, 2) contenido de astaxantina y similares.

Con el fin de obtener una composicion que comprenda astaxantina con un alto contenido, por ejemplo, se ha
expuesto el siguiente método (documento 2). Se deja actuar lipasa sobre xantéfitos en bruto obtenidos conforme el
método descrito anteriormente en presencia de agua para descomponer un lipido neutro, que es un contaminante, el
liquido tratado con la enzima lipasa se descompone en aceite y agua. A partir de la capa de aceite separada, los
acidos grasos libres se separan de la astaxantina por destilacion, y la astaxantina se concentra y purifica. Sin
embargo, incluso tras tales complicadas etapas de tratamiento, no se ha obtenido una composiciéon que contenga
astaxantina con una tasa del 30 % o mas alta.

Se ha expuesto un método de obtencion de astaxantina contenida con una proporcion del 0,5 al 60 % utilizando un
método de extraccion en fluido supercritico (documento 3). Sin embargo, es inevitable que se produzca como sub-
producto una fraccion de astaxantina con un contenido menor que el contenido objetivo. Con el fin de desecharla, o
aumentar el contenido de astaxantina de tal fraccién, se necesita otra operacion de concentracion. Por lo tanto, este
método de produccion no es satisfactorio, en términos de simplicidad y coste, como método industrial para producir
un carotenoide altamente puro que contenga un alto contenido de astaxantina con pocos contaminantes derivados
de los organismos.

Se ha expuesto como un método que utiliza la levadura Phaffia el siguiente método (documento 4). Una célula de
levadura machacada se trata por extraccion utilizando un disolvente orgéanico, y el extracto en bruto de tipo oleoso,
gue se obtiene concentrando la solucion del extracto, se purifica por cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de adsorcion o similares para obtener la astaxantina. Sin embargo, este método se lleva a cabo por
una técnica de purificacion no industrial de la solucién en bruto de baja concentracion de astaxantina por medio de
una pluralidad de tipos de cromatografia en columna.
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Como otro método, también se ha expuesto el siguiente método (documento 5). Se trata una célula bacteriana tras
el cultivo de levadura Phaffia por extraccion utilizando acetona, y el extracto resultante se concentra para obtener
una sustancia bruta tipo oleoso. Se afiade un disolvente basado en un hidrocarburo a esta sustancia tipo oleosa
para que se depositen cristales. Este método es muy simple, pero la composicibn que se obtiene contiene
carotenoides con un contenido solo del 70 a 73 % (el contenido de astaxantina es solo del 36 al 42 %). Debido a tal
bajo contenido, este método no es satisfactorio como método para producir un carotenoide altamente puro con
pocos contaminantes derivados de organismos. Este método tampoco es satisfactorio por la razén de que hay un
problema con que la acetona y el disolvente basado en un hidrocarburo pueden permanecer en el carotenoide.

Como métodos que utilizan la cepa E-396 (FERMI BP-4283: depositada el 27 de abril de 1993 (fecha del depdsito
original), Depositario de Organismos de Patente Internacional, Instituto Nacional de Ciencia Industrial y Tecnologia
Avanzadas (Central 6, Higuchi 1-1-1, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japo6n)), que es una bacteria para producir
astaxantina, adonixantina y similares, se han expuesto lo siguientes métodos: un método de extraccién poniendo en
contacto un compuesto organico hidrdfilo ciclico, que aplica un problema de seguridad con respecto a su uso en
produccién alimentaria, con la célula bacteriana (documento 6); y un método que utiliza el método de extraccion en
fluido supercritico como en el documento 3 (documento 7). También se ha expuesto un método para poner en
contacto la cepa E-396 con un disolvente organico soluble en agua, un disolvente no polar y agua para llevar a cabo
una extraccion liquido-liquido (documento 8).

Bajo estas circunstancias, existe un fuerte deseo de un método para producir industrialmente un carotenoide
altamente puro que contenga astaxantina con un alto contenido, que sea simple y no necesite de instalaciones
especiales o complicadas operaciones y que utilice un disolvente seguro para la produccion de alimentos.

Documentos de referencia

Documento 1: Publicacion de Patente abierta a inspeccion N° H 11-56346
Documento 2: Publicacion de Patente abierta a inspeccion N° 2002-218994
Documento 3: Publicacion de Patente abierta a inspeccién N° 2004-41147
Documento 4: Publicacion de Patente abierta a inspeccién N° H 10-276721
Documento 5: Publicacion de Patente abierta a inspeccién N° 2004-208504
Documento 6: Publicacion de Patente abierta a inspeccién N° H 7-242621
Documento 7: Publicacion de Patente abierta a inspeccién N° H 8-89280
Documento 8: Publicacion de Patente abierta a inspeccion N° H 8-253695

Divulgacion de la invencion

La presente invencién tiene como objetivo proporcionar un método para producir industrialmente una composicion
gue contiene un carotenoide altamente puro y con alto contenido utilizando un disolvente seguro y de bajo coste.

Con el fin de resolver los problemas descritos anteriormente, la presente invencién lleva a cabo una investigacion
principalmente sobre cultivos de organismos. Como resultado, los presentes inventores encuentran de manera
novedosa los siguientes problemas en una técnica convencional para obtener carotenoides altamente puros por
extraccién en liquido-liquido: 1) es ineficaz industrialmente como técnica convencional para intentar realizar la
purificaciéon de alto nivel en el estado en el que la concentracion de la solucién es baja, debido a que se necesitan
muchos tipos de soluciones en las etapas de purificacion; 2) no es simple debido a que se necesita la recuperacion
del disolvente que se incluye en el fraccionamiento a partir de una mezcla de disolventes orgéanicos; y 3) es baja en
seguridad debido a que los disolventes que se utilizan permanecen en el producto final. Como resultado de la
acumulacion de activos estudios adicionales con el fin de resolver también estos problemas encontrados
recientemente, los presentes inventores descubren la siguiente y completan la presente invencién. Se obtiene una
composicion de carotenoide altamente puro llevando a cabo la extraccion en un cultivo de un microorganismo que
contienen carotenoides, un concentrado del mismo, o una sustancia seca del mismo, con un alcohol inferior, y
lavando el precipitado que se obtiene concentrando la solucién del extracto, con un alcohol inferior que contiene
agua o una combinacién de alcohol inferior que contiene agua y un disolvente basado en un hidrocarburo.

Los presentes inventores también descubrieron lo siguiente y completaron la presente invencién. Se obtiene una
composicion de carotenoide altamente puro llevando a cabo la extracciéon en un cultivo de un microorganismo con al
menos uno de una dialquilcetona inferior y un éter, y lavando el precipitado que se obtiene concentrando la solucién
del extracto, con al menos uno de un alcohol inferior y una dialquilcetona inferior, 0 con una mezcla en solucién de
los mismos.

La presente invencion tiene la siguiente estructura.

(1) Un método para producir una composicion que contiene carotenoides, que comprende las siguientes etapas
1)a 3):
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1) llevar a cabo la extraccién en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo, o una sustancia
seca del mismo con al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en alcoholes inferiores,
dialquilcetonas inferiores y éteres, como se define en las reivindicaciones;

2) concentrar la solucién del extracto obtenido para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en alcoholes
inferiores, alcoholes inferiores que contienen agua, y dialquilcetonas inferiores, como se define en las
reivindicaciones.

(2) Un método para producir una composicién que contiene carotenoides, que comprende las siguientes etapas
1)a3):

1) llevar a cabo la extraccion en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo, 0 una sustancia
seca del mismo con etanol o acetona;

2) concentrar la solucién del extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con etanol, etanol que contiene agua o acetona.

(3) Un método para producir una composicién que contiene carotenoides, que comprende las siguientes etapas
1)a3):

1) llevar a cabo la extraccion en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo, 0 una sustancia
seca del mismo con etanol;

2) concentrar la solucion del extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con etanol que contiene agua.

(4) Un método para producir una composicién que contiene carotenoides, que comprende las siguientes etapas
1)a3):

1) llevar a cabo la extraccion en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo, 0 una sustancia
seca del mismo con acetona;

2) concentrar la solucién del extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con etanol.

(5) Un método para producir una composicién que contiene carotenoides, que comprende las siguientes etapas
1)a3):

1) llevar a cabo la extraccion en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo, 0 una sustancia
seca del mismo con acetona;

2) concentrar la solucion del extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con acetona.

(6) EI método de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (5), que comprende ademas la siguiente etapa:
4) lavar ademas el precipitado obtenido en la etapa 3) con hexano.

(7) El método de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (6), en el que la composicién que contiene carotenoides
contiene un 80 % o mas de carotenoide.

(8) El método de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (7), en el que el carotenoide contiene un 40 % o mas de
astaxantina.

(9) El método de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (8), en el que la secuencia de bases de ADN del
microorganismo que corresponde al ARN 16S ribosémico es sustancialmente homélogo a la secuencia de bases
representada en la SEC ID N° 1.

(10) El método de acuerdo con una cualquiera de (1) a (9), en el que el microorganismo es de la cepa E-396
(FERM BP-4283) o un mutante de la misma.

La presente invencion puede proporcionar un método para producir industrialmente una composicion que contiene,
con un alto contenido, carotenoides de origen natural, altamente puros, seguro y a bajo coste. Las composiciones
que contienen carotenoides pueden incorporarse en un alimento funcional, composicién farmacéutica y una
sustancia cosmeética.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

De aqui en adelante, se describiran especificamente las realizaciones de la presente invencion. La presente
invencién no se limita a la siguiente descripcion, y se puede llevar a cabo con modificaciones adecuadas distintas de
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las siguientes realizaciones ilustrativas sin alejarse del ambito de la presente invenciéon, como se define en las
reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a un método para producir carotenoides, que se caracteriza por llevar a cabo la
extraccion en un cultivo de un microorganismo, etc., por ejemplo, un cultivo de un microorganismo que contiene
carotenoides, etc. con al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en alcoholes inferiores,
dialquilcetonas inferiores y éteres; y luego lavando un precipitado que se obtiene concentrando la solucién del
extracto, con al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en alcoholes inferiores, alcoholes
inferiores que contienen agua, y dialquilcetonas inferiores. EI método de acuerdo con la presente invencién puede
proporcionar una composicion que contiene carotenoides que contienen astaxantina con un contenido del 80 % o
mas, preferentemente el 90 % o mas, y que tiene pocos contaminantes derivados de organismos y muy poco
contenido de disolventes organicos distintos de alcoholes inferiores.

Los microorganismos que se pueden utilizar en la presente invencion incluyen, sin limitacion, cualquier
microorganismo capaz de producir carotenoides. Por ejemplo, se pueden utilizar bacterias Paracoccus, algas
Haematococcus, levaduras Phaffia y similares. Desde el punto de vista de la velocidad y la productividad de
carotenoides, se prefiere una bacteria, cuya secuencia de bases de ADN que corresponde con el ARN 16S
ribosémico es sustancialmente homoéloga a la secuencia de bases representada en la SEC ID N° 1 del listado de
secuencias.

La expresion “sustancialmente homologa” significa que estas secuencias tienen una homologia del 94 % o mas,
preferentemente del 96 % o mas, y mas preferentemente del 98 % o mas, considerando el error de frecuencia de la
determinacion de las secuencias de bases del ADN, las mutaciones naturales de los microorganismos y similares.
Entre tales bacterias, se prefiere especialmente la cepa E-396 (FERM BP-4283). También es muy preferible el uso
de una cepa altamente productiva de carotenoides, obteniéndose la cepa mutando estos microorganismos con el fin
de mejorar la productividad de carotenoide. La cepa E-396 estd depositada en el Depositario de Organismos de
Patentes Internacional, Instituto Nacional de Ciencia Industrial y Tecnologia Avanzadas de la siguiente manera:

Autoridad de Dep6sito Internacional: Depositario de Organismos de Patentes Internacional, Instituto Nacional de
Ciencia Industrial y Tecnologia Avanzadas (anteriormente Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana,
Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia, Ministerio de Comercio Internacional e Industria)

Central 6, Higashi 1-1-1, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Identificacion N° E-396

Deposito N° FERM BP-4283

Fecha del depdsito original: 27 de Abril de 1993

No hay una limitacién especifica en el método para producir un mutante siempre que el método induzca una
mutacion. Los métodos que se pueden utilizar incluyen, por ejemplo, un método quimico que utiliza un agente
mutante como la N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), etilmetanosulfonato (EMS) o similares; un método fisico
que utiliza radiacion ultravioleta, radiacion con rayos x o similares; o un método genético que utiliza recombinacién
genética, transposoén o similares. La mutacion se puede llevar a cabo en una etapa, o en dos 0 mas etapas. En el
Ultimo caso, por ejemplo, se obtiene un microorganismo mutante que produce astaxantina por el proceso de
mutacion anterior, y luego el mutante que se obtiene se somete ademas a otro proceso de mutacion.

Un cultivo de microorganismo, etc. que se puede utilizar para la presente invencién puede ser cualquier cultivo, sin
limitacion especifica, que se obtiene por un método capaz de cultivar eficazmente el microorganismo descrito
anteriormente, por ejemplo, por un método de utilizacién de un cultivo liquido, cultivo sélido o una combinacién de
los mismos utilizando cualquiera de los siguientes medios.

Un medio de nutricién que se puede utilizar para cultivar un microorganismo que se utiliza para la presente invencion
puede ser cualquier medio de nutricibn que contenga una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y una sal
inorganica necesaria para cultivar una bacteria productora. Puede ser mas preferible afiadir una vitamina. Puede ser
preferible afiadir ademas aminoéacidos, bases de acidos nucleicos o similares. Otras sustancias que se pueden
afiadir opcionalmente incluyen extracto de levadura, peptona, extracto de carne, extracto de malta, agua de
macerado de maiz, levadura seca, aglutinado de soja y similares.

Las fuentes de carbono que se pueden utilizar incluyen azlcares tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
trehalosa, manosa, manitol, maltosa y similares; acidos organicos tales como acido acético, acido fumarico, acido
citrico, acido propidnico, acido malico, acido maldnico, acido piravico y similares; alcoholes tales como etanol,
propanol, butanol, pentanol, hexanol, isobutanol, glicerol y similares; grasas y aceites tales como aceite de soja,
aceite de salvado de arroz, aceite de oliva, aceite de maiz, aceite de linaza y similares; etc. Estas fuentes de
carbono se pueden utilizar de manera independiente o en una combinacién de dos 0 mas. La relacién de los mismos
dependen del tipo de fuente de carbono y se puede ajustar apropiadamente, pero habitualmente es de 1 a 100 g,
preferentemente 2 a 50 g, por 1 | de medio.

Las fuentes de nitrégeno que se pueden utilizar incluyen, por ejemplo, nitrato potasico, nitrato amoénico, cloruro
amonico, fosfato amodnico, amoniaco, urea y similares. Estas fuentes de nitrdgeno se pueden utilizar
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independientemente 0 en una combinacion de dos o mas. La relacién de los mismos depende del tipo de fuente de
nitrégeno y se pueden ajustar apropiadamente, pero habitualmente es de 0,1 a 30 g, preferentemente de 1 a 10 g
por 1 | de medio.

Las sales inorganicas que se pueden utilizar incluyen fosfato potasico de dihidrégeno, fosfato dipotasico de
hidrégeno, fosfato disodico hidrégeno, sulfato magnésico, cloruro magnésico, sulfato de hierro, sulfato de
manganeso, cloruro de manganeso, sulfato de zinc, cloruro de plomo, sulfato de cobre, cloruro de calcio, carbonato
de calcio, carbonato de sodio, y similares. Estas sales organicas se pueden utilizar independientemente o en una
combinacién de dos o mas. La relacién de las mismas depende del tipo de sal inorganica y se puede ajustar
apropiadamente, pero habitualmente es de 0,001 a 10 g por 1 litro de medio.

Cuando se afiade una vitamina, la cantidad de la misma depende del tipo de vitamina y se puede ajustar
apropiadamente, pero habitualmente es de 0,1 a 1000 mg, preferentemente 1 a 100 mg, por 1 | de medio.

La cantidad de cada aminoacido, base de acido nucleico, extracto de levadura, peptona, extracto de carne, extracto
de malta, agua de macerado de maiz, levadura seca, aglutinado de soja y similares depende del tipo de la sustancia
y puede ajustarse apropiadamente, pero habitualmente es de 0,2 g a 200 g, preferentemente de 3 a 100 g, por 1 | de
medio.

El pH del medio se ajusta de 2 a 12, preferentemente 6 a 9. El cultivo se lleva a cabo a una temperatura de 15 a 80
°C, preferentemente 20 a 35 °C, durante 1 a 20 dias, preferentemente de 2 a 8 dias, bajo condiciones aerobicas. La
condicion aerdbica es, por ejemplo, un cultivo con agitado, aireacion y cultivo removido, o similares.

Un método preferido para la extraccion de la astaxantina producida por un microorganismo en un cultivo que se
utiliza en la presente invencién es la siguiente. Tras el cultivo, la solucion del cultivo se trata por concentracion por
medio de una filtracibn por membrana para obtener una solucidon bacteriana concentrada, o se trata por
centrifugacion, presurizacién, filtracion a presion reducida, o por otro cualquiera de los métodos que se conocen en
general para obtener una célula bacteriana himeda. La solucion de células bacterianas concentradas o la célula
bacteriana himeda se trata por secado con atomizacion, secado fluidificado, secado por tambor rotatorio, liofilizacion
o cualquier método de secado que se conozca en general para obtener una célula bacteriana seca. La célula
bacteriana seca se trata por extraccion con el siguiente método. También se recomienda que antes de llevar a cabo
la extraccion siguiente, la solucion de cultivo, la solucion de células bacterianas concentradas, la célula bacteriana
humeda o la célula bacteriana seca se trate con uno, o al menos uno, de un tratamiento quimico utilizando un
reactivo alcalino, un tensioactivo o similar; un tratamiento bioquimico utilizando una enzima bacteriolitica, una
enzima de descomposicion lipidica, una enzima proteolitica o similares; y un tratamiento fisico utilizando ondas
ultrasonicas, pulverizacion y similares. La célula bacteriana seca se considera habitualmente que contiene
astaxantina en una proporcién de aproximadamente 20 mg/g.

Un disolvente que se puede utilizar para la extracciéon a partir de un microorganismo cultivado (un cultivo de un
microorganismo), un concentrado del cultivo o una sustancia seca del mismo (también denominado en el presente
documento como “microorganismo cultivado, etc.” o “cultivo de un microorganismo, etc.”) que se utiliza en la
presente invencion (en el presente documento, tal disolvente se puede denominar “disolvente de extraccion”) puede
ser uno cualquiera que se selecciona de entre el grupo que consiste en alcoholes inferiores, dialquilcetonas
inferiores y éteres, o una combinacién de los mismos.

Entre los alcoholes inferiores, la presente invencion utiliza metanol, etanol, n-propanol o isopropanol; son mas
preferibles el etanol e isopropanol, y especialmente preferible el etanol.

La temperatura del disolvente para la extraccién es mas baja que el punto de ebullicién del disolvente que se utilice,
y es mas preferentemente alrededor de una temperatura que esté aproximadamente 20 °C por debajo del punto de
ebullicién. Para el etanol, es preferible, de 25 °C a 60 °C, es mas preferible de 40 °C a 55 °C, y aun es mas preferible
de 45 a 52 °C. La cantidad de disolvente de extraccion puede ser cualquier cantidad con la que se pueda disolver la
astaxantina que contiene la célula bacteriana. Por ejemplo, en el caso de la extraccién de una célula bacteriana seca
con etanol, la cantidad es de 1 a 90 kg, preferentemente de 6 a 20 kg, por cada gramo de astaxantina contenida en
la célula bacteriana.

Por ejemplo, cuando la extraccion se lleva a cabo con etanol a 50 °C en 1 g de células bacterianas secas, que
contienen aproximadamente 20 mg de astaxantina, que se obtiene de un microorganismo cultivado, etc. mencionado
anteriormente para su uso en la presente invencion, la cantidad de etanol puede ser de aproximadamente 70 g a
1800 g, preferentemente de aproximadamente 150 g a 700 g, y mas preferentemente aproximadamente 250 g a 500

g.

Las dialquilcetonas inferiores y los éteres que se pueden utilizar como disolvente de extraccion de acuerdo con la
presente invencion son acetona, metiletilcetona y tetrahidrofurano: la acetona y tetrahidrofurano son mas preferibles,
y la acetona es especialmente preferible.
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La temperatura del disolvente para la extraccién es, como anteriormente, preferentemente de 0 °C del punto de
ebullicién del disolvente que se utilice, y es mas preferentemente alrededor de una temperatura que sea
aproximadamente 5 °C menor que la temperatura de ebullicion. Para la acetona, es preferible de 25 °C a 55 °C, es
mas preferible de 40 °C a 55 °C, y aun es mas preferible de 45 °C a 52 °C. La cantidad el disolvente de extraccion
puede ser cualquier cantidad en la que se pueda disolver la cantidad de astaxantina contenida en la célula
bacteriana. Por ejemplo, en el caso de la extraccién a partir de una célula bacteriana seca con acetona, la cantidad
es de 0,2 a 18 kg, preferentemente de 0,9 a 3 kg, por 1 g de astaxantina contenida en la célula bacteriana.

Por ejemplo, cuando se lleva a cabo la extraccién con cetona a 50 °C a partir de 1 g de células bacterianas secas,
que contienen aproximadamente 20 mg de astaxantina, que se obtiene a partir de un microorganismo cultivado, etc.
gue se menciona anteriormente utilizado para la presente invencién, la cantidad de acetona puede ser
aproximadamente 7 g a 180 g, preferentemente aproximadamente de 15 g a 70 g, y mas preferentemente
aproximadamente 25 g a 50 g.

Cuando se desea suprimir la oxidacién de los carotenoides durante la operacién de extracciéon al nivel minimo
posible, la extraccién se tiene que llevar a cabo bajo una atmdsfera de gas inerte tal como el gas nitrégeno, o se
puede seleccionar un antioxidante que se utilice en farmacos farmacéuticos o alimentos y afiadirlo al disolvente de
extraccién. Estos tratamientos se pueden combinar.

Es preferible que se elimine el antioxidante de la composiciéon de carotenoides al final, pero puede no ser necesaria
la eliminaciéon dependiendo del tipo de antioxidante que se utilice.

No es necesario limitar el tiempo de extraccion. Cuando la extraccién se lleva a cabo a temperatura ambiente o0 mas
alta, es preferible un tiempo mas corto con el fin de minimizar el descenso de rendimiento causado por la
descomposicion térmica. Por ejemplo, para la extraccion con etanol a 50 °C, es preferible en 12 horas, es mas
preferible en 8 horas, es aun mas preferible en 6 horas, es especialmente preferible en 4 horas, y es mas preferible
en 3 horas. Para la extraccion con acetona a 50 °C, es preferible en 12 horas, es mas preferible en 6 horas, es aun
mas preferible en 3 horas, es especialmente preferible en 2 horas, y es mas preferible en 1 hora.

Los métodos para concentrar la solucién del extracto que se obtiene por la extracciéon a partir de un cultivo de un
microorganismo, etc. con un alcohol inferior incluyen el calentamiento y/o la concentracion a presion reducida.
Cuando se desea suprimir la oxidacion de los carotenoides durante la concentracion a un nivel lo minimo posible, la
concentracion se puede llevar a cabo bajo una atmdsfera de gas inerte tal como el gas nitrégeno. El grado de
concentracion se puede determinar apropiadamente considerando la cantidad y la pureza del precipitado que se va
a obtener. Por ejemplo, la solucion del extracto se puede concentrar 10 a 1000 veces, preferentemente de 30 a 500
veces, mas preferentemente de 50 a 400 veces, y especialmente preferentemente de 100 a 200 veces, con respecto
al peso de la misma.

Los métodos para concentrar la soluciéon del extracto que se obtiene por extraccién a partir de un microorganismo
cultivado, etc. con al menos uno de una dialquilcetona inferior y un éter incluye el calentamiento y/o la concentracién
a presion reducida como anteriormente. Cuando se desea suprimir la oxidacion de los carotenoides durante la
concentracion a un nivel lo minimo posible, la concentracion se puede llevar a cabo bajo una atmésfera de gas inerte
tal como el gas nitrégeno. El grado de concentracion puede determinarse apropiadamente considerando la cantidad
y pureza del precipitado que se va a obtener. Por ejemplo, la solucién del extracto se puede concentrar de 3 a 100
veces, preferentemente de 7 a 50 veces, mas preferentemente de 15 a 50 veces, y especialmente preferentemente
de 20 a 30 veces, con respecto al peso del mismo.

La solucion que se retira concentrando la solucidn del extracto se puede reutilizar para la extracciéon a partir de un
microorganismo cultivado, etc. sin tratamiento adicional.

La solucion concentrada que se obtiene por la concentracidon se puede enfriar apropiadamente considerando la
cantidad y pureza del precipitado que se va a obtener de forma que ademas promueve la precipitaciéon. La
temperatura de enfriamiento, por ejemplo, es una temperatura que es 20 °C o mas, menor que en el momento de la
extracciéon, o es de 5 °C, 0 °C, -5 °C, -10 °C o similares. Alternativamente, en algunas realizaciones, es mas
preferible que el precipitado se obtenga parando la concentracion inmediatamente antes de que se genere el
precipitado, y luego se enfria apropiadamente la solucién concentrada considerando la cantidad y la pureza del
precipitado que se va a obtener. La temperatura de enfriamiento es la misma que anteriormente. En este caso, se
puede afadir una semilla de precipitado (una sustancia que actla como semilla para producir la precipitacién; por
ejemplo un carotenoide sélido tal como un cristal de carotenoide o similar) para generar el precipitado suavemente.

El precipitado se recolecta por medio de un dispositivo de filtracion de tipo de descompresion o de compresion, una
centrifuga o similares. En este proceso, el precipitado recolectado se puede lavar opcionalmente utilizando una
pequefia cantidad del mismo disolvente que el disolvente de extraccién. Cuando se desea suprimir la oxidacion de
los carotenoides al nivel minimo posible, la operacidon se puede llevar a cabo bajo una atmésfera de gas inerte tal
como gas nitrégeno. Considerando que el disolvente de lavado se recupera y se reutiliza una pluralidad de veces
para el lavado del precipitado que se lleva a cabo para realizar la purificacion de alto nivel en una etapa posterior, es
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preferible proporcionar algunos medios para recolectar el precipitado bajo tal condicion en la que el disolvente
utilizado para la extraccion permanezca en el precipitado al minimo nivel posible.

También es posible recuperar el disolvente a partir del filtrado que contiene los contaminantes derivados de
organismos gue se generan cuando se recolecta el precipitado, utilizando un método de destilacion o de eliminacién
por destilacion a presion reducida, de forma que el disolvente se pueda reutilizar para la extraccion a partir de un
microorganismo cultivado, etc. y el lavado del precipitado.

Con respecto al proceso de lavado del precipitado resultante para obtener carotenoide altamente puro, la sustancia
no secada se puede lavar sin tratamiento adicional, o se lava tras secarse. El precipitado no necesita
necesariamente pulverizarse, pero puede pulverizarse antes de lavarse con el fin de mejorar la eficacia del lavado o
se puede pulverizar durante el lavado. Para el lavado, es importante utilizar los siguientes disolventes. Las
condiciones especificas de lavado se pueden determinar de acuerdo con la pureza del precipitado que se obtiene.

El disolvente que se utiliza para el lavado puede ser uno de alcoholes inferiores, alcoholes inferiores que contienen
agua, disolventes basados en hidrocarburos, dialquilcetonas inferiores, o una combinacién de los mismos.

De acuerdo con el método de la presente invencion, en el caso en que se lleva a cabo la extraccidn a partir de un
cultivo de microorganismo, etc. con un alcohol inferior, un disolvente preferible para utilizarlo en la etapa de lavado
es alcohol inferior que contiene agua, o una combinacién de un alcohol inferior que contiene agua y un disolvente
basado en un hidrocarburo. En el caso en el que se lleva a cabo la extraccion a partir de un cultivo de
microorganismo, etc. con al menos uno de una dialquilcetona inferior y un éter, es preferible lavar el precipitado, que
se obtiene concentrando la solucién del extracto, con un alcohol inferior (por ejemplo, un disolvente que contiene un
alcohol que tiene un ndmero de carbonos de 1 a 3) o una dialquilcetona inferior (por ejemplo, un disolvente que
contiene una cetona que tiene un nimero de carbonos de 3 a 6).

Los alcoholes inferiores que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invenciéon son metanol, etanol, n-
propanol, e isopropanol. El etanol e isopropanol son preferibles, y el etanol es especialmente preferible. Cuando se
utiliza un alcohol inferior que contiene agua, el contenido de agua en el alcohol inferior es preferentemente del 5 al
95 %, mas preferentemente del 10 al 50 % y especialmente preferentemente del 20 al 40 %.

Las dialquilcetonas inferiores que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencidn son acetona y
metiletilcetona; la acetona es especialmente preferible.

En una realizacion preferible, el lavado se puede llevar a cabo con una mezcla de disolventes que también contiene
agua o cualquier otro disolvente organico en tal grado que no disminuya la capacidad de lavado.

De acuerdo con la presente invencion, el precipitado que se obtiene en la etapa de lavado puede lavarse ademas
con un disolvente basado en un hidrocarburo.

Los hidrocarburos que se pueden utilizar incluyen los alquilos que tienen un nimero de carbonos de 5 a 7 que
incluyen un pentano, hexano, ciclohexano, heptano y similares. El hexano y heptano son preferibles, y el hexano es
especialmente preferible.

De acuerdo con la presente invencion, una “combinacion de alcohol inferior que contiene agua y un disolvente
basado en un hidrocarburo” se refiere a la utilizacién de un alcohol inferior que contiene agua (por ejemplo, etanol
que contiene agua) y un disolvente basado en un hidrocarburo (por ejemplo, hexano), en un estado mezclado, o que
se lava con un alcohol inferior que contiene agua (por ejemplo etanol que contiene agua) y entonces se lava con un
disolvente basado en un hidrocarburo (por ejemplo, hexano). Desde el punto de vista de la eficacia de lavado el
Ultimo es preferible.

En una realizacion preferible, el lavado se puede llevar a cabo con una mezcla de disolventes que también contiene
agua o cualquier otro disolvente en tal grado que no disminuya la capacidad de lavado. En este caso, sin embargo,
es necesario considerar la cantidad de tal disolvente organico que permanece en la composicion que contiene
carotenoide resultante.

En cuanto al limite inferior de la cantidad de disolvente que se utiliza para el lavado, es preferible seleccionar una
cantidad minima posible que sea industrialmente aceptable considerando la pureza del precipitado. Por ejemplo,
cuando se utiliza etanol que contiene un 25 % de agua, la cantidad es aceptablemente de dos veces o mas,
preferentemente 4 veces o mas, mas preferentemente 10 veces o0 mas, y puede ser incluso 20 veces 0 mas cuando
sea necesario, con respecto al siguiente peso: cuando se lava un precipitado seco, con respecto al peso del mismo;
y cuando se lava un precipitado que no se ha secado, con respecto al peso del estado seco, que se calcula
utilizando un coeficiente de conversion que se puede establecer comprobando, antes del secado, la correlacion
entre el volumen o peso de un precipitado sin secar y el del precipitado secado.
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El limite superior puede ser 200 veces como maximo. Especialmente desde el punto de vista de la eficacia industrial,
el limite superior es preferentemente de 100 veces o menos, mas preferentemente 90 veces 0 menos, ain mas
preferentemente 40 veces o menos, puede ser 20 veces 0 menos, si las condiciones se fijan con detalle, y puede ser
incluso de 10 veces 0 menos en algunos casos.

Cuando, por ejemplo, se utiliza hexano o acetona para el lavado, la cantidad del mismo sera aceptablemente de 40
veces 0 mas cuando sea necesario, con respecto al siguiente peso: cuando se lava un precipitado que se ha
secado, con respecto al peso del mismo, y cuando se lava un precipitado que no se ha secado, con respecto al peso
del estado seco, que se calcula utilizando un coeficiente de conversion que se puede establecer comprobando,
antes del secado, la correlacién entre el volumen o el peso del precipitado sin secar y el del precipitado secado. El
limite superior puede ser de 200 veces como maximo. Especialmente desde el punto de vista de la eficacia
industrial, el limite superior es preferentemente de 100 veces o menos, mas preferentemente de 80 veces o menos,
aun mas preferentemente de 60 veces 0 menos, y puede ser incluso de aproximadamente 50 veces o menos si las
condiciones se fijan con detalle.

No hay una limitacién especifica en el método de lavado. Los métodos preferibles en la practica incluyen, por
ejemplo, un método que lleva a cabo la filtracién tras agitar la suspension, un método que pasa la solucion del
precipitado anterior, y similares. La temperatura en el momento del lavado es preferentemente de 1 °C a 30 °C en
general, pero puede ser de 1 °C o menor o de 30 °C o mayor dependiendo de la situacién. El limite superior de la
temperatura puede ser alrededor del punto de ebulliciéon del disolvente utilizado para el lavado (por ejemplo, 78 °C
para el etanol, 56 °C para la acetona). Cuando se desea suprimir la oxidacion de los carotenoides a un nivel minimo
posible, el lavado se puede llevar a cabo bajo una atmoésfera de un gas inerte tal como gas nitrégeno.

Es posible ademas recuperar el disolvente a partir del fluido de lavado desechable durante el lavado que se lleva a
cabo para obtener carotenoide puro a partir del precipitado, utilizando un método de destilacion o de retirada por
destilacion a presion reducida, de forma que el disolvente que se obtiene se puede reutilizar en otra etapa de lavado.

También es preferible afiadir opcionalmente una etapa de lavado con agua que sustituye al disolvente, en el final del
lavado con el fin de reducir la cantidad del disolvente que permanece en la composicidon que contiene carotenoide de
acuerdo con la presente invencion tras el lavado y el secado. Por ejemplo, es preferible afiadir una etapa final de
lavado con una pequefia cantidad de agua o etanol a baja temperatura.

Con el fin de maximizar la cantidad de rendimiento de carotenoide y los componentes principales tales como la
astaxantina y similares en la composicion que contiene carotenoide que se obtiene por el método descrito
anteriormente, las condiciones de las etapas de purificacion descritas anteriormente (por ejemplo, el tipo de
disolvente de extraccion o la solucién de lavado) se pueden ajustar adecuadamente.

El contenido de carotenoides de la composicién que contiene carotenoides de acuerdo con la presente invencion es
preferentemente del 80 % o mas, mas preferentemente del 85 % o mas, aln mas preferentemente del 90 % o mas,
mas preferentemente del 91 % o mas, mas preferentemente del 95 % o mas, especialmente preferentemente del 97
%, y mas preferentemente del 98 % o mas. El contenido de astaxantina en el carotenoide es preferentemente del 40
% o0 mas, mas preferentemente del 45 % o mas, aln mas preferentemente del 46 % o mas, especialmente
preferentemente del 47 % o mas, mas preferentemente del 50 % o mas, especialmente preferentemente del 55 % o
mas, y mas preferentemente del 60 % o mas.

Especificamente, por ejemplo, se obtiene una composicion que contiene carotenoide con un contenido del 95 % o
mas, llevando a cabo la extraccion en un cultivo de microorganismo, etc. con acetona, y luego lavando el
precipitado, que se obtiene concentrando la solucion del extracto, con etanol. Una composicion que contiene
carotenoide con un contenido del 90 % o mas se obtiene llevando a cabo la extraccion en un cultivo de
microorganismo, etc. con acetona, y luego lavando el precipitado obtenido concentrando la solucién del extracto con
acetona.

Como se ha descrito anteriormente, el método de produccion de acuerdo con la presente invencién se caracteriza
llevando a cabo la extraccion a partir de un cultivo de un microorganismo, etc. con al menos uno que se selecciona
de entre el grupo que consiste en alcoholes inferiores, dialquilcetonas inferiores y éteres, y luego lavando el
precipitado, que se obtiene concentrando la solucién del extracto, con un alcohol inferior, un disolvente basado en un
hidrocarburo o una combinacién de los mismos.

Los carotenoides se pueden obtener con un alto nivel de pureza solo por medio de estas operaciones tan simples.

El método de acuerdo con la presente invencion es significativamente ventajoso industrialmente respecto a la
técnica convencional en los puntos en los que 1) no necesita una operacion complicada y 2) no necesita una
operacion ineficaz para mejorar la pureza que se lleva a cabo en el estado en el que la concentracion de la solucién
es menor del 1 % o menos, que es necesaria en purificacion en columna o extraccion liquido-liquido. La presente
invencion tiene el efecto meritorio de realizar un método industrial superior en los puntos en los que 3) proporciona
una composicién de carotenoides altamente pura, que contiene astaxantina con un alto contenido y no contiene
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ningun disolvente organico basado en haldgenos, y a bajo coste y 4) es capaz de recuperar facilmente el disolvente
utilizado en cada etapa.

Las composiciones que contienen carotenoides se pueden incorporar en alimentos, composiciones farmacéuticas, y
sustancias cosméticas.

Los farmacos farmacéuticos que comprenden carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con alto
contenido que se producen de acuerdo con la presente invencién estan disponibles en polvo, granulos, pildoras,
capsulas blandas, capsulas duras, comprimidos, comprimidos masticables, comprimidos que se desintegran,
jarabes, medicina en liquido, suspensién, supositorio, ungiiento, crema, gel, medicina pegajosa, inhalador, inyeccion
y similares. Estas formulaciones se preparar de acuerdo con el método habitual. Los carotenoides no son altamente
solubles en agua, y por lo tanto, se utilizan disueltos en un disolvente organico no hidréfilo tal como un aceite
vegetal, un aceite animal o similar, o dispersos o en emulsién en una solucién acuosa junto con un emulsionante,
dispersante, un tensioactivo o similares, utilizando un homogeneizador (homogeneizador a alta presion). Con el fin
de mejorar la capacidad del carotenoide para absorberse, el carotenoide se puede utilizar tras haber sido
pulverizado con un diametro medio de particula de aproximadamente 1 micrémetro.

Los aditivos que se pueden utilizar en la produccién de las formulaciones incluyen, por ejemplo, aceites vegetales y
animales que incluyen aceite de soja, aceite de azafran, aceite de oliva, aceite de germen, aceite de girasol, sebo
bovino, aceite de sardinas y similares; alcoholes polihidricos que incluyen polietilenglicol, propilenglicol, glicerina,
sorbitol y similares; tensioactivos que incluyen ésteres de acidos grasos sorbitan, éster de acidos grasos sacarosa,
éster de acidos grasos glicerina, éster de acidos grasos poliglicerina y similares; excipientes que incluyen agua
purificada, lactosa, almidon, celulosa cristalina, D-manitol, lecitina, goma arabiga, solucion de sorbitol, solucion de
azucar y similares; edulcorantes, agentes colorantes, ajustadores del pH, sustancias saborizantes, etc. Una
formulacion liquida se puede disolver o suspender en agua 0 en otro medio adecuado cuando se va a administrar.
Un comprimido o granulo se puede revestir por medio de un método bien conocido.

La administracion por inyeccion se lleva a cabo preferentemente por via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subcutanea, percutanea, intra-articular, en la bolsa sinovial, en la bulla, en el periostio, sublingual, oral o similares, y
se lleva a cabo especialmente preferentemente por via intravenosa o intraperitoneal. La administracion intravenosa
puede ser una administracion por goteo o una administracién porosa.

Cuando se utilizan los carotenoides como un farmaco farmacéutico, la dosis diaria para un adulto es de 1 mg a 3 g,
preferentemente de 3 mg a 1 g, y mas preferentemente de 10 mg a 670 mg. Cuando se convierte en cantidad por kg
de peso corporal, tales dosis son respectivamente, de 17 pug a 50 mg, preferentemente de 54 pg a 17 mg, y 160 pg a
12 mg. Tal dosis se administra una vez al dia o se divide en varias veces al dia. La cantidad farmacéuticamente
eficaz, método de administracion, medio de administraciéon y periodo de administracion puede establecerla
adecuadamente un experto habituado en la técnica de acuerdo con el estado clinico, género, edad, peso corporal o
similares de cada objetivo de la administracion.

Los alimentos que comprenden carotenoides altamente puros que contienen astaxantina en alto contenido de
acuerdo con la presente invencién estan disponibles, por ejemplo, como suplementos (en polvo, granulos , capsulas
blandas, comprimidos, comprimidos masticables, comprimidos que se disgregan, jarabes, medicinas liquidas, etc.),
bebidas (t€, bebidas carbonatadas, bebidas lacticas, bebidas de deportistas, etc.), golosinas (gominolas, mermelada,
chicle, chocolate, galletas, caramelos, etc.) aceites, grasas y alimentos oleosos (mayonesa, alifios, mantequilla,
nata, margarina, etc.), salsas (kétchup, salsa, etc.), alimentos liquidos, productos lacteos (leche, yogur, queso, etc.),
panes, fideos (udon, soba, ramen, pasta, fideos fritos, kishimen, somen, hiyamugi, bihon, etc.), y similares.

Los alimentos funcionales que comprenden carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto
contenido de acuerdo con la invencién pueden contener opcionalmente cualquiera de varios nutrientes, varias
vitaminas (vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina C, vitamina E, etc.), varios minerales, fibra
dietética, acidos grasos poliinsaturados, otros nutrientes, coenzima Q10, carnitina, sesamina, acido a-lipoico,
inositol, D-quiroinositol, pinitol, fosfatidilserina, fosfatidil DHA, fosfatidil inositol, taurina, glucosamina, sulfato de
condroitina, S-adenosilmetionina, etc.), estabilizantes tales como, por ejemplo, dispersantes y emulsionantes,
edulcorantes, componentes potenciadores del sabor (acido citrico, acido malico, etc.), sustancias saborizantes, jalea
real, propdleo, agaricus, y similares. También puede contener hierbas tales como el menta, bergamota, camomila,
lavanda y similares. También pueden contener elementos tales como teanina, dehidroepiandosterona, melatonina y
similares.

Los productos cosméticos que comprenden carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con alto
contenido de acuerdo con la presente invencién incluyen las cremas, locion lactea, locion, esencias en micro-
emulsién, aditivos para el agua de bafio y similares, y puede contener esencias aromaticas o similares.

Cuando se utilizan carotenoides como alimento o suplemento, no hay una limitacién especifica en la dosis 0 manera

de administracion. La dosis puede ser de 17 pug a 50 mg, preferentemente de 54 pug a 17 mg, y mas preferentemente
de 160 pug a 12 mg, cuando se convierte la dosis a por 1 kg de peso corporal.
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Cuando se utilizan carotenoides como sustancia cosmética, la dosis es de 10 pug a 5 g, preferentemente de 10 ug a 2
g, y mas preferentemente de 10 ug a 1 g, por cada 100 g de sustancia cosmeética.

Ejemplos

La presente invencion se describira por medio de ejemplos, un ejemplo de referencia, ejemplos de formulacion y
ejemplos de ensayo. El alcance de la presente invencién no estéa limitado por los siguientes ejemplos.

En los ejemplos y los ejemplos comparativos, se cuantificaron la astaxantina y carotenoides por cromatografia
liquida de altas prestaciones (HPLC). Se conectaron entre ellas dos columnas Wakosil-11 5 SIL-100 (¢ 4,6 x 250 mm)
(producidas por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) para utilizarlas como una columna. Se llevé a cabo la elucién
con el flujo de una mezcla en solucién de n-hexano-tetrahidrofurano-metanol (40:20:1), que era la fase mévil, con
una velocidad de flujo de 1,0 ml/min a una temperatura constante alrededor de la temperatura ambiente. La
medicioén se lleva a cabo de la siguiente manera. La muestra se disolvié en tetrahidrofurano, y la sustancia resultante
se disolvid 100 veces en la fase mavil. Se inyectaron 20 pl de la solucion resultante. La solucién de la columna de
elucién se detecto a una longitud de onda de 470 nm. Como producto de referencia para la cuantificacion, se utilizé
la astaxantina producida por Sigma (N° de cat. A9335). La concentracion de astaxantina de la solucién de referencia
se ajusto utilizando la siguiente expresion después de la medicion de la absorbancia de la solucién de referencia de
477 nm (A) y el porcentaje del area %(B) del pico de astaxantina en el momento del analisis HPLC bajo las
condiciones descritas anteriormente.

Concentracion de astaxantina (mg/l) = A+2150x B  x 100
[Ejemplo 1] Produccion de carotenoide altamente puro que contiene astaxantina con un alto contenido -- 1
Etapa 1: Etapa de cultivo de la cepa E-396

Se pusieron 10 ml de un medio que tenia una composicion de 2 g/l de glucosa, 3 g/l de extracto de carne, 10 g/l de
peptona, y 5 g/l de cloruro sédico, en tubos de ensayo que tenian un diametro de 18 mm, y que se habian
esterilizado por vapor a 121 °C durante 15 minutos. Se inocul6 un asa de platino de cepa E-396 (FERM BP-4283) en
la sustancia resultante y se sometié a cultivo con agitado de dos maneras a 30 °C durante 6 dias a 300 rpm. La
solucién del cultivo resultante de 200 tubos de ensayo (2 I) se centrifugé y luego se liofilizé para obtener células
bacterianas secas que contenian astaxantina con una proporcién de 16 mg/g.

Etapa 2: Etapa de extraccion con etanol

Se afiadieron 18 kg de etanol a 62 g de las células bacterianas que se obtuvieron en la etapa 1 de este ejemplo, y
mientras se agitaba la sustancia resultante a 50 °C durante 3 horas, se extrajo el carotenoide que contenia
astaxantina. Luego se retiraron las células bacterianas por filtracién, y el aglomerado celular bacteriano se lavé con
etanol para obtener 18 kg de soluciéon de extracto que contenia un 0,0028 % (p/p) de astaxantina y tenia una
concentracion en peso de carotenoide de 0,0050 % (p/p).

Etapa 3: Etapa de concentracion de la solucién de extracto, y depdsito

Se concentraron a presion reducida 18 kg de la solucidon de extracto obtenida en la etapa 2 de este ejemplo
utilizando un evaporador para obtener una solucidon concentrada (aproximadamente 80 g) que contenia un
precipitado y también una solucién retirada (aproximadamente 17 kg de etanol). La soluciéon concentrada se agitd
mientras se enfriaba a una temperatura ambiente de 5 °C durante 1 hora.

Etapa 4: Etapa de filtrado del precipitado, y secado

Aproximadamente 80 g de la solucién concentrada enfriada que se obtuvo en la etapa 3 de este ejemplo se filtr6 a
presion reducida para obtener un aglomerado de precipitado que contenia carotenoides. Se afiadieron 20 g de
etanol en el aglomerado, y la sustancia resultante se filtr6 y se lavd, y luego se secé a presion reducida a 35 °C
durante una noche para obtener 1,5 g de precipitado seco. Los contenidos de astaxantina y carotenoides en esta
sustancia seca eran del 38 % y 64 %, respectivamente.

Etapa 5: Etapa de lavado con etanol que contiene un 25 % de agua y hexano, y secado

Se afiadieron 100 g de etanol que contiene un 25 % de agua a 1,5 g del precipitado en sustancia seca de la etapa 4
de este ejemplo, y la sustancia resultante se agité y lavo a temperatura ambiente durante 1 hora en el estado en el
que estaba suspendido el carotenoide que corresponde al 0,96 %. La sustancia lavada resultante se muestred por
filtracion a presién reducida y se secO a presion reducida a 35 °C durante una noche para obtener 1,02 g de
sustancia seca lavada con etanol que contiene un 25 % de agua. Los contenidos de astaxantina y carotenoides en
esta sustancia secada lavada con etanol que contiene un 25 % de agua eran del 52 % y el 88 %, respectivamente.
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Luego, a los 1,02 g de sustancia seca lavada con etanol que contiene un 25 % de agua que se obtuvo, se afadieron
80 g de hexano, y la sustancia resultante se agitd y lavo a temperatura ambiente durante 1 hora en el estado en el
que el carotenoide que correspondia al 1,1 % estaba suspendido. La sustancia lavada resultante se muestred por
filtracion a presién reducida y se secé a presion reducida a 35 °C durante una noche para obtener 0,88 g de
sustancia seca lavada con hexano. Los contenidos de astaxantina y carotenoide en esta sustancia seca lavada con
hexano eran del 56 % y el 94 %, respectivamente.

Etapa 6: Etapa de recuperacion de los disolventes por destilacion a presion reducida

Aproximadamente 100 g (aproximadamente 120 ml) del filtrado generado en la etapa 4 se destil6 a presion reducida
para recuperar 80 g de etanol en el lado de solucion retirada. Aproximadamente 80 g (aproximadamente 118 ml) de
hexano filtrado que se generd en la etapa 5 se destild a presion reducida para recuperar 74 g de hexano en el lado
se solucion retirada.

[Ejemplo 2] Produccién de carotenoide altamente puro que contiene astaxantina con un alto contenido utilizando los
disolventes recuperados -- 1

Se afiadieron a 31 g de las células bacterianas secas que se obtuvieron en la etapa 1 del Ejemplo 1, 9 kg de la
solucion retirada (etanol) que se obtuvo en la etapa 3 del Ejemplo 1, y la sustancia resultante se tratd por extracciéon
de carotenoides vy filtracion de las células bacterianas conforme a la etapa 2 del Ejemplo 1 para obtener 9 kg de la
solucién de extracto. La solucién de extracto se concentr6 a presion reducida conforme a la etapa 3 del Ejemplo 1
para obtener 40 g de solucién concentrada enfriada. La soluciéon concentrada enfriada se tratd conforme la etapa 4
del Ejemplo 1 para obtener un precipitado por filtracion. Luego se afiadieron 10 g del etanol recuperado en la etapa 6
del Ejemplo 1 en el aglomerado de precipitado, y se filtr6 y lavé la sustancia resultante, y luego se sec6 para obtener
0,75 g de sustancia seca. A esta sustancia seca, se afiadieron etanol producido mezclando 37,5 g de etanol
recuperado en la etapa 6 del Ejemplo 1y 12,5 g de agua, y la sustancia resultante se traté conforme a la etapa 5 del
ejemplo 1 para obtener 0,51 g de sustancia seca lavada con etanol que contiene un 25 % de agua. A la sustancia
seca lavada que se obtuvo con etanol que contiene un 25 % de agua, se afiadieron 40 g de hexano recuperado en la
etapa 6 del Ejemplo 1, y la sustancia resultante se lavd y secé conforme a la etapa 5 del Ejemplo 1 para obtener
0,44 g de sustancia seca lavada con hexano. Mientras que los contenidos de astaxantina y carotenoide en la
sustancia secada con presion reducida pero antes de que se lavaran con etanol que contiene un 25 % de agua y
hexano eran respectivamente del 38 % y el 64 %, los contenidos de astaxantina y carotenoide en la sustancia seca
lavada con etanol que contiene un 25 % de agua y hexano eran respectivamente del 56 % y 94 %.

A partir de lo anterior, se confirmé que la reutilizacion de los disolventes recuperados no presentaba problemas.
[Ejemplo 3] Produccion de carotenoide altamente puro que contiene astaxantina con un alto contenido -- 2

Las etapas de cultivo bacteriano, extraccién, y concentracion y almacenamiento se llevaron a cabo como en las
etapas 1 a 3 del Ejemplo 1, y aproximadamente 80 g de la solucidn concentrada enfriada que se obtuvo en la etapa
3 se filtré a presion reducida conforme a la etapa 4 del Ejemplo 1 para obtener un aglomerado precipitado que
contiene carotenoides. Se afiadieron 20 g de etanol al aglomerado, y la sustancia resultante se filtré y se lavo.
Luego, una parte del aglomerado se muestre6 con el fin de comprobar el contenido de carotenoides en el
precipitado. La etapa de secado se omiti6. Entonces, se afiadieron 100 g de etanol que contiene un 25 % de agua
en el aglomerado, y la sustancia resultante se volvio a filtrar y lavar. El aglomerado obtenido por filtracion y lavado se
secO a presion reducida a 35 °C durante una noche para obtener 1,5 de sustancia seca lavada con etanol que
contiene un 25 % de agua. Mientras que los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia secada a
presion reducida antes de lavarse con etanol que contiene un 25 % de agua eran respectivamente un 38 % y 64 %,
los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia seca lavada con etanol que contiene un 25 % de agua
eran respectivamente del 52 % y el 88 %.

A partir de aproximadamente 100 g (aproximadamente 120 ml) del filtrado obtenido por filtracién del precipitado que
se lleva a cabo conforme la etapa 4 del Ejemplo 1, se recuperaron 85 g de etanol.

[Ejemplo 4] Produccidén de carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto contenido que utiliza
el disolvente recuperado -- 2

Se afadieron a 31 g de las células bacterianas secas utilizadas en el Ejemplo 3, 9 kg de la solucion retirada obtenida
en el Ejemplo 3, y la sustancia resultante se traté por extraccion de carotenoides y filtracién de las células
bacterianas conforme a la etapa 2 del Ejemplo 1 para obtener 9 kg de solucién de extracto. La solucién de extracto
se concentrd a presion reducida conforme la etapa 3 del Ejemplo 1 para obtener aproximadamente 40 g de solucién
concentrada enfriada. La solucién concentrada enfriada se traté conforme la etapa 4 del Ejemplo 1 para obtener un
precipitado por filtracion. La etapa de secado se omiti6 como en el Ejemplo 3. Luego, se afiadieron 50 g de etanol
que contiene un 25 % de agua producido por la mezcla de 37,5 g del etanol recuperado en el Ejemplo 3y 12,5 g de
agua en el aglomerado de precipitado, y la sustancia resultante se filtr6 y se lavd. El aglomerado obtenido por
filtracion y lavado se seco a presion reducida a 35 °C durante una noche para obtener 0,58 g de sustancia seca
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lavada con etanol que contiene un 25 % de agua. Mientras que los contenidos de astaxantina y carotenoide en la
sustancia secada a presion reducida pero antes de lavarse con etanol que contiene un 25 % de agua eran
respectivamente del 38 % y el 64 %, los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia seca lavada con
etanol que contiene un 25 % de agua eran respectivamente del 52 %y el 88 %.

A partir de lo anterior, se confirmd que incluso cuando se utiliza el etanol recuperado por destilacion a presion
reducida en el Ejemplo 4, se reconocié que no habia reduccion de la capacidad de lavado.

[Ejemplo de alimento 1] Margarina

La composicion de astaxantina que se obtiene en el Ejemplo 1 se afiadi6 como antioxidante y agente colorante a un
aceite vegetal tal que la composicion de astaxantina estaria contenida en un 5 % por peso de margarina. La
sustancia resultante se agit6 junto con un emulsionante y similares para que estuviera uniforme, y se produjo la
margarina por el método habitual. En comparacién con la margarina normal, la margarina obtenida mostraba un
color rojizo palido debido a la presencia de astaxantina.

[Ejemplo de alimento 2] Huevas de salmén artificiales

Se afiadi6 la composicion de astaxantina que se obtiene en el Ejemplo 1 a una solucion acuosa del 1 % de alginato
sédico con una proporcién del 0,6 %, y se dispersaron con un homogeneizador. La sustancia resultante se dejo caer
en una solucién acuosa con el 5 % de cloruro célcico como coagulante y se moldearon en esferas que tenian un
diametro de 5 mm, las esferas tenian una apariencia externa préxima a la natural, y eran muy similares a las huevas
de salmén en términos de forma, color y sabor.

[Ejemplo de formulacion 1] Comprimido que contiene astaxantina

Con 120 partes por peso de una composicidbn que contenia carotenoides que se obtuvo en el Ejemplo 1, se
mezclaron 330 partes por peso de celulosa cristalina, 15 partes por peso de carmelosa-calcio, 10 partes por peso de
hidroxipropilcelulosa y 60 partes por peso de agua purificada con un método habitual, y la sustancia resultante se
secO. Luego se afiadieron 10 partes por peso de estearato magnésico a la misma, y la sustancia resultante se
comprimié para obtener 100 mg de comprimidos que contenian una composiciéon que contiene carotenoides en una
proporcion de 20 mg/pieza.

[Ejemplo de formulacion 2] Capsula blanda que contiene astaxantina

Una parte por peso de la composicidn que contiene astaxantina que se obtuvo en el Ejemplo 1 se suspendi6 en
aceite de soja con una parte por peso 5 veces mayor, y la sustancia resultante se mezclé suficientemente para que
estuviera uniforme. Luego, la sustancia resultante se cargd en capsulas utilizando un cargador de capsulas para
obtener unas capsulas marron rojizo que contenian cada una 300 mg.

[Ejemplo de cosmético] Crema que contiene astaxantina (sustancia cosmética)

La composicién que contiene astaxantina que se obtuvo en el Ejemplo 1, se afiadié a vaselina blanca de forma que
contenia una proporcién del 10 % por peso, y la sustancia resultante se agité en conjunto con un agente aromatico y
similares de forma que estaba uniforme. Luego, se produjo la crema por un método habitual.

[Ejemplo 5] Produccion de carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto contenido -- 3
Etapa 1: Etapa de cultivo de la cepa E-396

Se pusieron 10 ml de un medio que tiene una composicién de 2 g/l de glucosa, 3 g/l de extracto de carne, 10 g/l de
peptona, y 5 g/l de cloruro sdédico, en tubos de ensayo que tenian un diametro de 18 mm, y que se habian
esterilizados por vapor a 121 °C durante 15 minutos. Se inoculé un asa de platino de cepa E-396 (FERM BP-4283)
en la sustancia resultante y se someti6 a cultivo con agitado de dos maneras a 30 °C durante 6 dias a 300 rpm. La
solucién del cultivo resultante de 200 tubos de ensayo (2 I) se centrifugé y luego se liofilizé para obtener células
bacterianas secas que contenian astaxantina con una proporcién de 16 mg/g.

Etapa 2: Etapa de extraccién con acetona

A 50 g de las células bacterianas secas que se obtuvieron en la etapa 1 de este ejemplo, se afiadieron 2,2 kg de
acetona, y mientras se agitaba la sustancia resultante a 50 °C durante 1 hora, se extrajo el carotenoide que contiene
astaxantina. Luego, se retiraron las células bacterianas por filtracién, y el aglomerado de células bacterianas se
lavaron con acetona para obtener 2,3 kg de solucion de extracto que contenia un 0,0034 % (p/p) de astaxantina y
gue tenia una concentracion en peso de carotenoides del 0,077 % (p/p).
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Etapa 3: Etapa de concentracion de la solucion de extracto, y depésito

2,3 kg de la solucién de extracto que se obtuvo en la etapa 2 de este ejemplo se concentraron a presion reducida
utilizando un evaporador para obtener una solucion concentrada (aproximadamente 80 g) que contenia un
precipitado y también una solucion retirada (aproximadamente 2 kg de acetona). La solucién concentrada se agitd
mientras se enfriaba a una temperatura ambiente de 5 °C durante 1 hora.

Etapa 4: Etapa de filtracion del precipitado, y secado

Aproximadamente 80 g de la solucion concentrada enfriada que se obtuvo en la etapa 3 de este ejemplo se filtraron
a presion reducida para obtener un aglomerado de precipitado que contenia carotenoides. Se afiadieron 20 g de
acetona en el aglomerado, y la sustancia resultante se filtr6 y lavd, y luego se sec6 a presion reducida a 35 °C
durante una noche para obtener 2,13 g de precipitado seco. Los contenidos de astaxantina y carotenoides en esta
sustancia seca eran del 34 % y 71 %, respectivamente.

Etapa 5: Etapa de lavado con etanol, y secado

A 2,13 g de precipitado seco que se obtuvo en la etapa 4 de este ejemplo, se afiadieron 80 g de etanol, y el
precipitado resultante se agitd y lavd a temperatura ambiente durante 1 hora en el estado en el que el carotenoide
gue correspondia al 1,8 % estaba suspendido. La sustancia lavada resultante se muestreé por filtracién a presién
reducida y se sec6 a presion reducida a 35 °C durante una noche para obtener 1,49 g de sustancia seca lavada con
etanol. Los contenidos de astaxantina y carotenoides en esta sustancia seca lavada con etanol eran del 47 % y 98
%, respectivamente.

Etapa 6: Etapa de recuperacion de los disolventes por destilacion a presion reducida

Aproximadamente 100 g (aproximadamente 120 ml) del filtrado generado en la etapa 4 se destil6 a presion reducida
para recuperar 80 g de acetona el lado de solucion retirada. Aproximadamente 80 g (aproximadamente 100 ml) del
filtrado generado en la etapa 5 se destilé a presion reducida para recuperar 76 g de etanol en el lado de solucién
retirada.

[Ejemplo 6] Produccion de carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto contenido utilizando
disolvente recuperado -- 3

A 25 g de células bacterianas secas que se obtuvieron en la etapa 1 del Ejemplo 5, se afiadieron 1,1 kg de solucion
retirada (acetona) que se obtuvo en la etapa 3 del Ejemplo 5, y la sustancia resultante se tratd por extraccion de
carotenoides vy filtracion de las células bacterianas conforme a la etapa 2 del Ejemplo 5 para obtener 1,2 kg de
solucién de extracto. La solucién de extracto se concentr6 a presion reducida conforme a la etapa 3 del Ejemplo 5
para obtener aproximadamente 40 g de solucion concentrada enfriada. La solucion concentrada enfriada se tratd
conforme a la etapa 4 del Ejemplo 5 para obtener un precipitado por filtracidon. Luego, se afiadieron 10 g de acetona
recuperada en la etapa 6 del Ejemplo 5, y la sustancia resultante se lavo y se secé conforme a la etapa 5 del
Ejemplo 5 para obtener 0,72 g de sustancia seca lavada con etanol. Mientras que los contenidos de astaxantina y
carotenoides en la sustancia secada a presion reducida pero antes de lavarse con etanol eran respectivamente del
33 % y 70 %, los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia seca lavada con etanol eran
respectivamente del 46 % y el 97 %.

A partir de lo anterior, se confirmé que la reutilizacion de disolventes recuperados no presentaba ningdn problema.
[Ejemplo 7] Produccion de carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto contenido -- 4

Las etapas de cultivo bacteriano, extraccién y concentracion y depésito se llevaron a cabo como las etapas 1 a 3 del
Ejemplo 5, y aproximadamente 80 g de la solucién concentrada enfriada que se obtiene en la etapa 3 se filtraron a
presion reducida conforme a la etapa 4 del Ejemplo 5 para obtener un aglomerado precipitado que contenia
carotenoides. Se afiadieron 20 g de acetona en el aglomerado, y la sustancia resultante se filtré y lavd. Luego, una
parte del aglomerado se muestre6 con el fin de comprobar el contenido de carotenoides en el precipitado. La etapa
de secado se omiti6. Luego se afiadieron 80 g de etanol en el aglomerado, y la sustancia resultante se volvio a filtrar
y lavar. El aglomerado que se obtuvo por filtracion y lavado se sec6 a presién reducida a 35 °C durante una noche
para obtener 1,50 g de sustancia seca lavada con etanol. Mientras que los contenidos de astaxantina y carotenoides
en la sustancia secada a presion reducida pero antes de lavarse con etanol eran respectivamente de 33 % y 70 %,
los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia seca lavada con etanol eran respectivamente del 46 %
y 97 %.

De los aproximadamente 100 g (aproximadamente 120 ml) del filtrado que se obtuvieron por filtracion del precipitado
gue se llevd a cabo conforme la etapa 4 del Ejemplo 5, se recuperaron 85 g de acetona. De los aproximadamente 80
g (aproximadamente 100 ml) del filtrado que se obtuvo en la etapa de lavado con etanol que se llevd a cabo
conforme a la etapa 5 del Ejemplo 5, se recuperaron 75 g de etanol contaminado con una cantidad traza de acetona.
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[Ejemplo 8] Produccion de carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto contenido utilizando
disolventes recuperados -- 4

A 25 g de las células bacterianas secas que se utilizaron en el Ejemplo 7, se afiadieron 1,1 kg de la solucion retirada
(acetona) que se obtuvo en el Ejemplo 7, y la sustancia resultante se trat6 por extraccion de carotenoides vy filtracion
de las células bacterianas conforme con la etapa 2 del Ejemplo 5 para obtener 1,1 kg de soluciéon de extracto. La
solucion de extracto se concentr6 a presion reducida conforme a la etapa 3 del Ejemplo 5 para obtener
aproximadamente 40 g de solucion concentrada enfriada. La soluciéon concentrada enfriada se traté conforme a la
etapa 4 del Ejemplo 5 para obtener un precipitado por filtracién. Luego, se afiadieron 10 g de la acetona que se
obtuvo en el Ejemplo 7 en el aglomerado precipitado, y la sustancia resultante se filtré y lavé. La etapa de secado se
omiti6 como en el Ejemplo 7. Se afiadieron 40 g de etanol recuperado en el Ejemplo 7 a la misma, y la sustancia
resultante se volvié a filtrar y lavar. El aglomerado obtenido por la filtracién y lavado se sec6 a presion reducida a 35
°C durante una noche para obtener 0,73 g de sustancia seca lavada con etanol. Mientras que los contenidos de
astaxantina y carotenoide en la sustancia secada a presion reducida pero antes de lavarse con etanol eran
respectivamente de 34 % y 71 %, los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia seca lavada con
etanol eran respectivamente del 46 % y 97 %.

En el Ejemplo 8, se confirmd que incluso cuando se utiliza el etanol contaminado con acetona recuperado por
destilacion a presion reducida, no se reconoce una reduccién en la capacidad del lavado. Sin embargo,
considerando que el etanol se recupera y se reutiliza una pluralidad de veces, se considera preferible proporcionar
algunos medios para filtrar el precipitado bajo tal condicién para que la acetona permanezca en el precipitado a un
nivel minimo posible, antes de la etapa de lavado con etanol.

[Ejemplo 9] Produccion de carotenoides altamente puros que contienen astaxantina con un alto contenido -- 5

El procedimiento se llevé de la misma manera que en el Ejemplo 5 excepto que en el lavado se llevé a cabo con
acetona en vez de con etanol. Los contenidos de astaxantina y carotenoides en la sustancia seca que se obtenian
eran respectivamente del 45 % y el 91 %.

[Ejemplo de referencia 1] Medicion de la concentracion de astaxantina disuelta a temperatura ambiente

La concentracion de astaxantina (producida por Sigma) que se disuelve a temperatura ambiente se midid y se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1
Tipo Disolvente Concentracion % (p/p)
Hexano 0,003
) Ciclohexano 0,001
Hidrocarburos
Tolueno 0,03
Benceno 0,05
Metanol 0,003
Alcoholes Etanol 0,002
Isopropanol 0,002
Acetona 0,02
Metiletilcetona 0,03
Cetonas — -
Metilisobutilcetona 0,02
Ciclohexanona 0,2
. 1,4-dioxano 0,3
Eteres -
Tetrahidrofurano 0,7
3 Diclorometano 2,3
Halégenos
Cloroformo 0,7

Como esta claro en la Tabla 1, se descubrié que la concentracion disuelta en disolventes distintos de disolventes
halégenos que tiene carcinogenicidad o mutagenicidad era del 1 % o menos. A partir de lo presente, se reveld que
siempre que se utilice un disolvente organico general que tenga un nivel relativamente bajo de peligrosidad en una
distribucion liquido-liquido de la técnica convencional, es muy dificil realizar una purificacién de alto nivel utilizando
una solucion que tenga una concentracion de carotenoides que exceda el 1 %. Esto es un grave problema para la
produccién industrial.
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El método de la presente invencion utiliza la solidificacion/lavado de sélidos, en vez de distribucion liquido-liquido.
Cuando se utiliza un disolvente que se puede utilizar con seguridad que disuelve una concentracion de un 1 % o
menos, los métodos convencionales necesitan utilizar una gran cantidad de solucion diluida para la soluciéon de
separacion y por lo tanto se necesitan grandes instalaciones y esto es ineficaz. Por el contrario, el método de la
presente invencion se lleva a cabo en una escala pequenia.

[Ejemplo comparativo 1] Método de produccién conforme al Ejemplo 1-1 de la Publicacién de Patente Japonesa
abierta a inspeccion publica N° H 8-253695

A 2,3 kg (2,9 1) de solucién de extracto que se obtuvo sustancialmente de la misma manera que en las etapas 1 a 2
del Ejemplo 5, que tenia una concentracion de astaxantina de 0,034 % (p/p) y una concentracion de carotenoides de
0,077 % (p/p), se afiadieron 1,9 kg (2,9 1) de hexano y 2,9 kg (2,9 I) de solucién salina al 1 %, y la sustancia
resultante se agit6 durante 1 hora. Tras dejarlo en reposo, la sustancia resultante se separé en dos capas para
obtener 3,7 | (2,5 kg) de una capa superior de hexano y 5 | (4,6 kg) de una capa inferior de agua. La capa de hexano
gue se obtuvo se concentrd a presion reducida por un evaporador para preparar aproximadamente 0,3 | de solucién
concentrada. Después se dejé la solucién concentrada en reposo a 4 °C durante 12 horas, se filtré la sustancia
resultante y se lavd, y luego se sec6 a presion reducida durante una noche para obtener 1,45 g de sustancia seca
que tenia un contenido de astaxantina del 47 % y un contenido de carotenoides del 98 %.

Con respecto a las condiciones de purificacion de carotenoides, por ejemplo, en el Ejemplo 5, era suficiente
aproximadamente un 1,8 % (p/p) de suspension de carotenoide; mientras que en el Ejemplo comparativo 1, era
necesario poner en contacto 5 | de capa de agua con 3,7 | de solucién de hexano que tenia una concentracion de
carotenoide de aproximadamente 0,07 % (p/p). A partir de lo presente, se descubrié que la presente invencion es
mas eficaz industrialmente que el método del Ejemplo comparativo 1.

También con respecto a la cantidad total de las soluciones, el volumen total de acetona y etanol que se utilizan, por
ejemplo, en el Ejemplo 5 era de 2,925 |, mientras que el volumen total de acetona, hexano y solucion salina al 1 %
que se utilizaba en el Ejemplo comparativo 1 era de 8,725 I. La cantidad de las soluciones que se utilizaron en las
etapas del Ejemplo comparativo 1 era aproximadamente 3 veces mayor. Por lo tanto, se descubrioé que el método de
la presente invencion es mas eficaz industrialmente.

De los aproximadamente 2,9 | de acetona que se utilizaron para la extraccién, se recuperaron aproximadamente 2,8
I, por ejemplo, en los Ejemplos 5 y 7 como solucién retirada a la vez que se concentraba la solucién de extracto a
presion reducida durante la produccion. Por el contrario en el Ejemplo comparativo 1 se necesitaba una operacion
de recuperacién de acetona y hexano que se lleva a cabo por fraccionamiento de nuevo de aproximadamente 3,4 |
de la solucién retirada de acetona y hexano que se obtuvieron por concentracion de la capa de hexano a presién
reducida, y también una operacion de recuperacion de acetona de nuevo de aproximadamente 5 | de capa de agua.
A partir de lo presente, se descubri6 que el método de la presente invencién puede recuperar mas facilmente el
disolvente.

[Ejemplo de alimento 3] Margarina

La composicidn de astaxantina que se obtuvo en el Ejemplo 5 se afiadié como un antioxidante y agente colorante a
un aceite vegetal tal que la composicién de astaxantina estuviera contenida en un 5 % por peso de margarina. La
sustancia resultante se agité en conjunto con un emulsificador y similar de forma que estuviera uniforme, y se
produjo la margarina por un método habitual. En comparacién con la margarina habitual, la margarina que se obtuvo
mostraba un color rojo pélido debido a la presencia de astaxantina.

[Ejemplo de alimento 4] Huevas de salmén artificiales

La composicién de astaxantina que se obtuvo en el Ejemplo 5 se afiadié a una solucién acuosa con un 1 % de
alginato sédico con una proporcién del 0,6 %, y se dispers6 con un homogeneizador. La sustancia resultante se dejé
caer en una solucién acuosa al 5 % de cloruro célcico como coagulante y se molde6 en esferas que tenian un
diametro de 5 mm. Las esferas tenian una apariencia externa préxima a la natural, y eran muy similares a las
huevas de salmén en términos de forma, color y sabor.

[Ejemplo de formulacion 3] Comprimido que contiene astaxantina

A 120 partes por peso de una composicién que contenia carotenoides que se obtuvo en el Ejemplo 5, se mezclaron
330 partes por peso de celulosa cristalina, 15 partes por peso de carmelosa-calcio, 10 partes por peso de
hidroxipropilcelulosa y 60 partes por peso de agua purificada con un método habitual, y la sustancia resultante se
secO. Luego se afiadieron 10 partes por peso de estearato magnésico a la misma, y la sustancia resultante se
comprimié para obtener 100 mg de comprimidos que contenian una composiciéon que contiene carotenoides en una
proporcion de 20 mg/pieza.
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[Ejemplo de formulacion 4] Capsula blanda que contiene astaxantina

Una parte por peso de la composicidn que contiene astaxantina que se obtuvo en el Ejemplo 5 se suspendi6 en
aceite de soja con una parte por peso 5 veces mayor, y la sustancia resultante se mezcl6 suficientemente para que
estuviera uniforme. Luego, la sustancia resultante se cargd en capsulas utilizando un cargador de capsulas para
obtener unas capsulas marron rojizo que contenian cada una 300 mg.

[Ejemplo de cosmético] Crema que contiene astaxantina (sustancia cosmética)

La composicién que contiene astaxantina que se obtuvo en el Ejemplo 5, se afiadié a vaselina blanca de forma que
contenia una proporcién del 10 % por peso, y la sustancia resultante se agité en conjunto con un agente aromatico y
similares de forma que estaba uniforme. Luego, se produjo la crema por un método habitual.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion puede proporcionar una composicion que contiene un alto contenido de carotenoides de
origen natural, altamente puros, de bajo coste y seguros, y un método para producir industrialmente los mismos. Por
lo tanto, la presente invencién puede proporcionar también un alimento funcional, una composicién farmacéutica y
una sustancia cosmética que comprende tal composicion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una composicidon que contiene carotenoides, que comprende las siguientes etapas 1) a
3):

1) llevar a cabo la extraccion en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo o una sustancia
seca del mismo con al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en metanol, etanol, n-
propanol, isopropanol, acetona, metiletilcetona y tetrahidrofurano;

2) concentrar la soluciéon de extracto que se obtiene para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en metanol, metanol
gque contiene agua, etanol, etanol que contiene agua, n-propanol, n-propanol que contiene agua, isopropanol,
isopropanol que contiene agua, acetona y metiletilcetona.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende las siguientes etapas 1) a 3):

1) llevar a cabo la extraccién con etanol o acetona en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del
cultivo o una sustancia seca del mismo;

2) concentrar la solucion de extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con etanol, etanol que contiene agua o acetona.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende las siguientes etapas 1) a 3):

1) llevar a cabo la extraccién con etanol en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo o una
sustancia seca del mismo;

2) concentrar la solucion de extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con etanol que contiene agua.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende las siguientes etapas 1) a 3):

1) llevar a cabo la extracciéon con acetona en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo o una
sustancia seca del mismo;

2) concentrar la solucion de extracto obtenida para obtener un precipitado; y

3) lavar el precipitado con etanol.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende las siguientes etapas 1) a 3):
1) llevar a cabo la extracciéon con acetona en un cultivo de un microorganismo, un concentrado del cultivo o una
sustancia seca del mismo;
2) concentrar la solucién de extracto obtenida para obtener un precipitado; y
3) lavar el precipitado con acetona.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas la siguiente
etapa:

4) lavar adicionalmente con hexano el precipitado que se obtiene en la etapa 3).

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la composiciéon que contiene
carotenoide contiene un 80 % o mas de carotenoide.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el carotenoide contiene un 40 %
0 mas de astaxantina.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que una secuencia de bases de
ADN del microorganismo correspondiente al ARN 16S ribosémico es sustancialmente homoéloga a la secuencia de
bases representada por la SEC ID N° 1.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el microorganismo es la cepa
E-396 (FERM BP-4283) o un mutante de la misma.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composiciéon que contiene
carotenoides se incorpora en un alimento, una composicion farmacéutica o una sustancia cosmética.
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