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DESCRIPCION
Método para la fabricacién de una sustancia bioactiva liposoluble
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de produccién de una sustancia bioactiva lipdfila, que comprende
extraer la sustancia bioactiva lipdfila a partir de una suspensiéon acuosa de células microbianas que contienen la
sustancia bioactiva lipéfila o un homogenato de células microbianas de la misma.

Antecedentes de la técnica

Hay muchas sustancias bioactivas lipéfilas conocidas utiles para los organismos vivos. Entre ellas, la coenzima Q es
un componente esencial ampliamente distribuido en organismos vivos desde bacterias hasta mamiferos y se conoce
que es un componente constitutivo del sistema de transporte de electrones de la mitocondria en las células de
organismos vivos. La coenzima Q funciona como un componente de transporte en el sistema de transporte de
electrones repitiendo la oxidacion y reduccion en mitocondrias y de la coenzima Q, la coenzima Q reducida se
conoce que tiene una accién antioxidante. En seres humanos, la coenzima Q10, que es una coenzima Q que tiene
10 estructuras repetidas en la cadena lateral, es el componente principal y, generalmente, aproximadamente un 40-
90% de la misma en los organismos vivos es del tipo reducido. Las acciones fisiolégicas de la coenzima Q incluyen
la activacion de la produccién de energia activando la mitocondria, activacion de la funcion cardiaca, efecto
estabilizante de membranas celulares, efecto de proteccion celular mediante una accién oxidante y similares.

De la coenzima Q10, la coenzima Q10 oxidada ha sido convencionalmente usada como un farmaco para el fallo
cardiaco congestivo o alimentos saludables y, en los Ultimos afios, es conocida la coenzima Q10 reducida que tiene
una actividad fisiolégica superior.

Las sustancias bioactivas lipdfilas como la coenzima Q10 y similares pueden ser obtenidas, por ejemplo, mediante
sintesis, fermentacion, extraccion a partir de sustancias que se producen de forma natural y similares. Cuando sea
necesario la coenzima Q10 que tiene una pureza superior puede ser obtenida también sometiendo el extracto
obtenido a purificacion mediante cromatografia o cristalizacion mediante precipitacion de cristales. Por ejemplo, un
método general para obtener coenzima Q10 incluye cultivar un microorganismo que produce Q10 y extraer la
coenzima Q10 en el microorganismo a partir de una suspension del microorganismo usando un disolvente organico.

Para una operacion para extraer un componente Util contenido en una célula microbiana, son convencionalmente
conocidos un método que incluye deshidratar una suspension acuosa de un microorganismo cultivado para
proporcionar una estructura de hongos himedos y poner la misma en contacto con un disolvente organico, un
método que incluye deshidratar una suspension acuosa, secar la misma para proporcionar una estructura de hongos
secos y poner los mismos en contacto con un disolvente organico y un método que incluye poner una suspension
acuosa directamente en contacto con un disolvente organico y realizar una extraccion liquido-liquido.

El documento de patente 1 describe un ejemplo en el que una suspension de levadura Phaffia cultivada se
centrifugd para recuperar hongos, la estructura de hongos recuperada se seco por aspersion y la astaxantina en la
estructura de hongos se extrajo mientras se homogeneizaba con un disolvente mixto de hexano, etanol y similares.
Ademas, en un ejemplo en el que una estructura de hongos del género Mortierella fue cultivada, una suspension de
la estructura de hongos se deshidratd y se sec6 y un aceite que contenia acido araquidénico se extrajo con hexano
(documento de patente 2) y es conocido un ejemplo en ejemplo en el que la estructura de hongos del género Mucor
fue cultivada, el medio de cultivo fue homogeneizada, liofilizada y acido y-linolénico se extrajo con un disolvente
como hexano y similares (documento de patente 3). En estos métodos de extraccion, se mezclaron una estructura
de hongos secos y un disolvente organico como un disolvente de extraccion y se realizdé una separacion sélido-
liquido después de completarse la operacion de extraccion para separar residuos de estructuras de hongos, con lo
gue se puede obtener una fase orgéanica que contiene la sustancia objeto.

El documento de patente 4 describe un ejemplo en el que una estructura de hongos hiimeda o estructura de hongos
seca de un microorganismo que contiene coenzima Q10 se puso en contacto con metanol a baja temperatura, se
retiraron los contaminantes de dentro y fuera de la estructura de hongo y seguidamente la estructura de hongos se
puso en contacto con metanol y seguidamente la estructura de hongos se puso en contacto con metanol a una
temperatura elevada, con lo que se extrajo la coenzima Q10. Esta operacion de extraccién sélido-liquido es
ventajosa ya que es facil una separacion solido-liquido después de la extraccion debido a una gran diferencia en la
densidad aparente entre una estructura de hongos y un disolvente de extraccion, la pérdida de la sustancia objeto es
pequefia y la extraccion se puede realizar con una eficacia elevada.

Por el contrario, estos métodos tienen problemas en cuanto que requieren una etapa de deshidratacion y secado
antes de la extraccion, una gran cantidad de agua de una suspension acuosa de un microorganismo cultivado
mediante un aparato como centrifugacion, secado por aspersion, liofilizador y similares, puede que no se consigue
una velocidad de extraccion suficiente en algunos casos dependiendo del contenido de agua que permanece en la
estructura de hongos, el coste del aparato y el coste de funcionamiento pueden resultar elevados y similares.
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Como un ejemplo en el que una suspensién acuosa de un microorganismo es extraida sin deshidratacién y secado,
es conocido un ejemplo en el que una suspensién homogeneizada de un microorganismo cultivado se puso en
contacto con un disolvente organico como hexano, 2-propanol y similares, en el que se extrajo coenzima Q10 en la
estructura de hongos (documento de patente 5). En esta operacién de extracciéon liquido-liquido, una sustancia
objeto puede ser extraida con un rendimiento elevado en una cantidad de tratamiento grande sin deshidratar y secar
el microorganismo. Sin embargo, cuando una suspension acuosa de una célula microbiana o un homogenato celular
de la misma, particularmente una suspension acuosa del homogenato celular, especialmente una suspension
acuosa del homogenato celular mediante un tratamiento fisico es sometida a extracciéon con un disolvente organico,
se producen problemas ya que tiende a producirse el fendmeno de la emulsién debido a la presencia de
componentes celulares como proteina parcial, una gran cantidad de fase organica que contiene la sustancia objeto
es atrapada en la suspensién de homogenato de la célula microbiana, la fase organica no puede ser separada
eficazmente, lo que a su vez no solamente disminuye el rendimiento, sino que rebaja también la velocidad de
recuperacion del disolvente de extraccion usado. Ademas, el funcionamiento complicado y el aumento de los costes
han sido un problema ya que, a parte del disolvente organico hidréfobo, es necesario utilizar un disolvente hidréfilo
en una cantidad que sobrepasa un cierto nivel.

El documento de patente 6 se refiere a un procedimiento para la extraccion de carotenos a partir de células
microbianas con una mezcla disolvente que contiene ésteres de acido acético y alcoholes C1-C4 y un aceite.

El documento de patente 7 se refiere a un procedimiento para producir coenzima Q10 reducida extrayendo la
coenzima con un disolvente organico.

El documento no patente 1 se refiere a la extraccion de lipidos como carotenoides y coenzima Q10 a partir de
biomasa de fermentacion derivada de microorganismos. Para la extraccion se usan dimetil-éter y/o dioxido de
carbono supercriticos.

Convencionalmente, cuando se usa un tensioactivo para una extraccion liquido-liquido, la afinidad entre una fase
acuosa y una fase de disolvente organico se hace elevada debido a un efecto de superficie interfacial, como
consecuencia de lo cual se produce facilmente la homogeneizacion y la fase acuosa y la fase de disolvente organico
necesitan un tiempo de separacion prolongado o, a menudo, no se separan incluso cuando ha transcurrido un
tiempo en la misma y, en algunos casos, es necesario una separacion forzada mediante una operacién como
centrifugacién y similares. Por lo tanto, el uso de un tensioactivo en una etapa de extraccidon en una extraccion
liquido-liquido general se ha considerado que no es preferible.

Lista de documentos

Documentos de patentes

Documento de patente 1: JP-A-7-41687

Documento de patente 2: JP-A-2009-120840

Documento de patente 3: JP-A-5-17796

Documento de patente 4: JP-B-4275621

Documento de patente 5: JP-A-2008-253271

Documento de patente 6: US-A-5.714.658

Documento de patente 7: EP-A-1466983

Literatura no de patentes

Documento no patente 1: O. Catchpole et al., J. of Supercritical Fluids, 53, 2010, pags. 34-41.
Descripcion de la invencién

Problemas que van a ser resueltos mediante la invencion

Como se mencion6 anteriormente, una operacion de extraccion de un componente Gtil como una sustancia bioactiva
lipéfila a partir de células microbianas convencionales esta asociada con problemas de funcionamiento complicado y
aumento de costes, ya que es necesaria una instalacion especial para la deshidratacion, secado y similares del
microorganismo antes de la extraccion, capacidad de separacion entre un disolvente que contiene un componente
util y componentes de estructuras de hongos después de la extraccion es escasa, el rendimiento es insuficiente y es
necesario usar varios disolventes.

La presente invencién se dirige a proporcionar un método de produccién de una sustancia bioactiva lipéfila, que
incluye extraer la sustancia bioactiva lip6fila a partir de una célula microbiana que contiene dicha sustancia, sin usar
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una deshidratacién especial, instalacion de secado y sin provocar una diminucién en el rendimiento debido a la
capacidad de separacion degrada entre el disolvente y el componente de estructura de hongos, consiguiéndose asi
una produccién industrial eficaz.

Medios para solucionar los problemas

Los presentes inventores han realizado estudios intensivos para intentar resolver los problemas anteriormente
mencionados y encontraron que una operacion de extraccion de una suspension acuosa de una célula microbiana o
un homogenato de células microbianas que contienen una sustancia bioactiva lip6fila con un disolvente organico en
presencia de un tensioactivo particular, no solamente mejora la afinidad del disolvente organico y la suspension
acuosa, sino que permite también que se produzca rapidamente una separacion de aceite-agua después de mezclar
y sedimentar, proporcionando asi una extraccion eficaz de la sustancia bioactiva lipéfila, y que el método es también
adecuado para una produccion industrial, lo que dio lugar a que se complementase la presente invencion.

Consecuentemente, la presente invencion proporciona lo siguiente:

[1] Un método de produccién de una sustancia bioactiva lipéfila, que comprende mezclar una suspension acuosa de
una célula microbiana que contiene una sustancia bioactiva lipdfila o un homogenato de células microbianas de la
misma con un disolvente organico en presencia de al menos un tipo de tensioactivo no iénico seleccionado entre el
grupo que consiste en tensioactivos de copolimeros de bloques de polioxietileno-polioxipropileno, ésteres de acidos
grasos y sacarosa, ésteres de acidos grasos y glicerol, ésteres de acidos grasos y sorbitan, tensioactivos de poliéter-
poliol, tensioactivos de polioxietileno-alqui-éter y tensioactivos de alquil-éter y extraer la sustancia bioactiva lipd&fila,
en que la cantidad del tensioactivo no iénico que va a ser afiadido es de 0,01% p-10% p de la suspensién acuosa de
la célula microbiana o el homogenato de células microbianas, en que la sustancia bioactiva lipéfila se selecciona
entre coenzimas Q, vitaminas, carotenoides, polifenoles liposolubles, flavonoides, esteroles, acido a-lipoico y L-
carnitina y en que el disolvente organico es un disolvente que contiene un disolvente orgénico hidr6fobo o un
disolvente hidréfobo.

[2] El método de produccion del apartado [1], en el que la sustancia bioactiva lipéfila es coenzima Q10.

[3] El método de produccion del apartado [2], en el que la coenzima Q10 es coenzima Q10 reducida o una mezcla de
coenzima Q10 reducida y coenzima Q10 oxidada.

[4] El método de produccion de cualquiera de los apartados [1]-[3], en el que el tensioactivo no iénico es al menos un
tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno.

[5] EI método de produccion de uno cualquiera de los apartados [1] a [4], en el que se usa ademas un disolvente
organico hidréfilo en combinacién con el disolvente hidréfobo.

[6] EI método de produccion de uno cualquiera de los apartados [1]-[5], en el que la extraccién es una extraccion
continua.

Los métodos convencionales de extraccion de componentes Utiles a partir de células microbianas tienen problemas
en la instalacion, costes de produccion y estabilidad de funcionamiento y tienen también problemas similares como
un método de produccion de una sustancia bioactiva lipdfila. Sin embargo, una sustancia bioactiva lipéfila puede ser
eficazmente extraida mediante una operacién de extraccion liquido-liquido segun el método de produccién de la
presente invencion, y el método es también adecuado para una produccion industrial.

Ademas, usando el tensioactivo particular encontrado en la presente invencién para una operacion de extraccion
liquido-liquido, una fase de dispersién que contiene la sustancia objeto puede ser finamente dispersada en un
disolvente de extraccion durante la extraccion, se puede favorecer la transferencia de la sustancia objeto en un
disolvente de extraccion y se puede realizar rapidamente una separacion de aceite-agua sedimentando la fase
organica y la fase acuosa. Por lo tanto, puede ser establemente producida una sustancia bioactiva lipéfila con un
rendimiento elevado, se puede suprimir también la pérdida de disolvente de extraccion de vida a la transferencia de
la fase orgénica en la fase acuosa. Ademds, incluso cuando son necesarios convencionalmente varios tipos de
disolventes de extraccidon para una operacion de extraccion para obtener la sustancia objeto con un rendimiento
superior, se puede realizar una operacion de rendimiento elevado con un Unico disolvente solo en la presente
invencion, lo que simplifica el aparato y la operacién, proporcionando también efectos de reduccién de la energia
necesaria para la recuperacion del disolvente y reduccién de la carga medioambiental.

Descripcion de realizaciones
La realizacién de la presente invencion se describe en detalle en lo que sigue.

La presente invencion es un método de produccion de una sustancia bioactiva lipéfila, que comprende mezclar una
suspension acuosa de células microbianas que contienen que contienen una sustancia bioactiva lipéfila o un
homogenato celular de la misma con un disolvente organico que comprende un disolvente organico hidr6fobo en
presencia del tensioactivo no iénico particular mencionado con posterioridad y extraer la bioactiva en la fase del
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disolvente organico.

En el método de produccion de la presente invencion, la sustancia bioactiva lipéfila que va a ser el objetivo de la
extraccion es producida en una célula microbiana, muestra afinidad por disolventes organicos (liposolubles) y es una
sustancia fisiolégicamente activa Util para organismos vivos. La sustancia bioactiva lipéfila se selecciona entre
coenzimas Q como enzima Q10, vitaminas como vitamina A, vitamina D, vitamina E, vitamina K, carotenoides como
caroteno, astaxantina, fucoxantina, polifenoles liposibles, flavonoides, esteroles como ergosterol, acido a-lipoico y L-
carnitina. De estas, son particularmente preferibles la coenzima Q10, astaxantina, ergosterol.

La coenzima Q10 incluye el tipo oxidado y el tipo reducido, como se mencioné anteriormente. La presente invencion
se dirige, como enzima Q10, tanto a coenzima Q10 oxidada como coenzima Q10 reducida. La coenzima Q10 que
incluye coenzima Q10 reducida, a saber, coenzima Q10 reducida sola o coenzima Q10 que es una mezcla de
coenzima Q10 reducida y coenzima Q10 oxidada es preferentemente la diana. En la presente memoria descriptiva,
cuando se indica solamente como coenzima Q10, puede ser coenzima Q10 oxidada o coenzima Q10 reducida y
cuando se mezclan las dos, se quiere indicar la mezcla completa.

Como el microorganismo que contiene una sustancia bioactiva lipéfila que va a ser usada en la presente invencion,
se puede usar cualquiera de una bacteria, levadura y moho sin limitacion, en la medida en que sea un
microorganismo que produzca la sustancia bioactiva lipdfila objeto o un precursor de la misma en la estructura de
hongos o un microorganismo que contiene inherentemente la sustancia en una cantidad dada o mas. De estos, es
preferible un microorganismo que produce la sustancia bioactiva lipdfila en la estructura de hongos.

Ejemplos especificos del microorganismo anteriormente mencionado incluyen microorganismos como el género
Agrobacterium, el género Aspergillus, el género Acetobacter, el género Aminobacter, el género Agrornonas, el
género Acidiphilium, el género Bullerornyces, el género Bullera, el género Brevundirnonas, el género Cryptococcus,
el género Chionosphaera, el género Candida, el género Cerinosterus, el género Exisophiala, el género Exobasidium,
el género Fellomyces, el género Filobasidiella, el género Filobasidium, el género Geotrichum, el género Graphiola, el
género Gluconobacter, el género Kockovaella, el género Kurtzmanornyces, el género Lalaria, el género
Leucosporidium, el género Legionella, el género Methylobacterium, el género Mycoplana, el género Oosporidium, el
género Pseudomonas, el género Psedozyrna, el género Paracoccus, el género Petromyces, el género Rhodotorula,
el género Rhodosporidium, el género Rhizomonas, el género Rhodobiun, el género Rhodoplanes, el género
Rhodopseudomonas, el género Rhodobacter, el género Sporobolomyces, el género Sporidiobolus, el género
Saitoella, el género Schizosaccharomyces, el género Sphingomonas, el género Sporotrichum, el género
Syrnpodiomycopsis, el género Sterigmatosporidium, el género Tapharina, el género Tremella, el género
Trichosporon, el género Tilletiaria, el género Tilletia, el género Tolyposporium, el género Tilletiopsis, el género
Ustilago, el género Udeniomyces, el género Xanthophllomyces, el género Xanthobacter, el género Paecilomyces, el
género Acremonium, el género Hyhomonus, el género Rhizobium, el género Phaffia, el género Haematococcus y
similares. A partir de los aspectos de facilidad de cultivo y productividad, es preferible una bacteria o levadura y la
bacteria es méas preferentemente una bacteria no fotosintética, ademas, el género Agrobacterium, el género
Gluconobacter, el género Methylobacterium, el género Pseudomonas, el género Paracoccus, el género Rhodobacter
y la levadura es de forma particularmente preferida del género Schizosaccharomyces, el género Saitoella, el género
Phaffia.

La presente invencidn abarca también microorganismos que producen una sustancia bioactiva lipofila fuera de la
estructura de hongos, es decir, en un medio de cultivo.

Como el microorganismo que produce una sustancia bioactiva lipéfila, se pueden usar preferentemente no solo las
cepas salvajes de los microorganismos anteriormente mencionados sino también, por ejemplo, variantes y
recombinantes en los que la actividad de transcripcion y traduccion del gen implicado en la biosintesis de la
sustancia bioactiva lip6fila objeto para el microorganismo anteriormente mencionado, o la actividad enzimatica de la
proteina expresada, ha(n) sido alterado(s) o mejorado(s).

Las células microbianas que contienen una sustancia bioactiva lipéfila como coenzima Q10 y similares pueden ser
obtenidas cultivando el microorganismo anteriormente mencionado. El método de cultivo no esta particularmente
limitado y se puede seleccionar apropiadamente un método de cultivo adecuado para el microorganismo diana o
adecuado para la produccién de la sustancia bioactiva lipéfila objeto. El periodo de cultivo no esta particularmente
limitado, y solo es necesario producir una cantidad deseada de la sustancia bioactiva lipéfila objeto en una célula
microbiana. Aunque la cantidad de produccién (contenido) de la sustancia bioactiva lipéfila en este caso no esta
particularmente limitada por el objeto, el contenido de la sustancia bioactiva lipéfila por medio es, por ejemplo, no
menos de 0,5 pug/ml, preferentemente no menos de 1 ug/ml, mas preferentemente no menos de 2 ug/mil.

En el método de produccién de la presente invencion, para la extraccién de una sustancia bioactiva lipéfila a partir
de las células microbianas anteriormente mencionadas que contienen la sustancia bioactiva lip&fila, esta puede ser
directamente extraida a partir de las células microbianas. Cuando se desee, las células microbianas anteriormente
mencionadas pueden ser homogeneizadas para proporcionar un homogenato de células microbianas y la sustancia
puede ser extraida a partir del homogenato. La homogeneizacion celular contribuye a una extraccion eficaz de una
sustancia bioactiva lipdfila producida y acumulada en una célula microbiana. Aunque no siempre es necesario un
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tratamiento de homogeneizacién celular para bacterias, preferentemente se realiza cuando se usan células de
levaduras 0 mohos. Cuando se usan células de levaduras o de mohos y las células no son homogeneizadas,
disminuye la eficacia de recuperaciéon de la sustancia bioactiva lipéfila producida y acumulada en las células
microbianas. No es necesario decir que la homogeneizacion y extraccion celular se pueden realizar
simultaneamente.

Para la “homogeneizacion” en la presente invencion, es suficiente un deterioro de la estructura de la superficie como
la pared celular hasta el alcance en que la sustancia bioactiva lipéfila objeto pueda ser extraida, y no es necesario
que se rompa o fragmente la célula del microorganismo.

En la presente solicitud, una “suspensiéon acuosa de células microbianas o un homogenato de células microbianas
de las mismas” se refiere a una suspension de células microbianas o un homogenato de células microbianas de las
mismas en un disolvente acuoso como agua, solucion salina, tampon, medio y similares, preferentemente agua y/o
medio.

La forma de las células microbianas que van a ser la diana para la homogeneizacion celular anteriormente
mencionada puede ser una suspension acuosa de células microbianas, medio de cultivo de las mismas, medio de
cultivo concentrado de las mismas, células microbianas como estructura de hongos hiumeda recogida a partir de un
medio de cultivo, las cuales después de un lavado, la estructura de hongos himeda se puso en suspension en un
disolvente (que incluye, por ejemplo, agua, solucién salina, tampén, etc.), en que la estructura de hongos seca es la
estructura de hongos himeda anteriormente mencionada después de secar, la estructura de hongos seca se pone
en suspension en un disolvente (que incluye, por ejemplo, agua, solucion salina, tampon, etc.). Son preferidas las
suspensiones acuosas de células microbianas, medio de cultivo de las mismas, medio de cultivo concentrado de las
mismas, las cuales después de un lavado, y méas preferentemente desde el punto de vista de la funcionalidad son un
medio de cultivo, medio de cultivo concentrado de las mismas y después de un lavado.

Las células microbianas anteriormente mencionadas son homogeneizadas realizando uno o mas de los siguientes
métodos de homogeneizacion en un orden opcional. Ejemplos de métodos de homogeneizacion incluyen tratamiento
fisico, tratamiento quimico, tratamiento enzimatico asi como tratamientos con calor, autolisis, lisis osmética o
plasmdlisis.

Ejemplos del tratamiento fisico anteriormente mencionado incluyen homogeneizador a presion elevada,
homogeneizador de paletas rotatorias, homogeneizador por ultrasonidos, prensa francesa, molino de bolas o sus
combinaciones.

Ejemplos del tratamiento quimico anteriormente mencionado incluyen un tratamiento usando un acido como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico (preferentemente &cido fuerte), tratamiento usando una base como hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio (preferentemente base fuerte) y combinaciones con los mismos.

Ejemplos del tratamiento enzimatico anteriormente mencionado incluyen métodos que usan lisozima, zimoliasa,
glucanasa, novozima, proteasa, celulasa y estas pueden ser usadas también en combinaciones apropiadas.

Ejemplos del tratamiento con calor anteriormente mencionado incluyen un tratamiento a 60-140 °C durante
aproximadamente 30 minutos-3 horas.

Ejemplos de la autolisis anteriormente mencionada incluyen un tratamiento con un disolvente como acetato de etilo.

Ademas, puede ser inducida también una lisis osmotica y plasmdlisis de las células mediante un tratamiento con una
solucién que tiene una concentracion diferente de sales intracelulares. Sin embargo, como el uso de este método
solo da lugar a menudo a un efecto insuficiente de homogeneizacién celular, se usa preferentemente en
combinacion con el tratamiento fisico, tratamiento quimico, tratamiento enzimatico, tratamiento con calor o autolisis
anteriormente mencionados.

En la presente invencidon, como un método de homogeneizacion celular para un pretratamiento de extraccion y
recuperacion de una sustancia bioactiva lipéfila, desde el punto de vista de la eficacia de la homogeneizacién es
mas preferentemente un tratamiento fisico, tratamiento quimico (particularmente tratamiento con acidos,
preferentemente acidos fuertes (por ejemplo, tratamiento con un acido con un pKa de 2,5 0 menos en solucion
acuosa)) y un tratamiento con calor, entre los métodos de homogeneizacion anteriormente mencionados.

En la presente invencion, las células microbianas que contienen una sustancia bioactiva lipdfila, 0 un homogenato de
células microbianas que contienen una sustancia bioactiva lipdfila, que es obtenida como se menciono
anteriormente, son tratadas en forma de una suspension acuosa y se extrae la sustancia bioactiva lipéfila. En la
presente invencion, el método para preparar una suspension acuosa de células microbianas o un homogenato de
células microbianas no esta particularmente limitado. Por ejemplo, un medio de cultivo después del cultivo de un
microorganismo que produce una sustancia bioactiva lip6fila, el medio de cultivo después de una concentracion y/o
lavado o la estructura de hongos himeda o la estructura de hongos seca de las células microbianas se pone en
suspension en agua o un disolvente acuoso. Alternativamente, una suspension acuosa de células microbianas
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puede ser homogeneizada mediante el método anteriormente mencionado.

En el método de produccion de la presente invencién, la concentracion de la estructura de hongos en una
suspension acuosa de células microbianas o un homogenato de células microbianas que va a ser la diana de
extraccion no esta particularmente limitada. Sin embargo, generalmente esta en el intervalo de 1-25% p en términos
del peso seco de la estructura de hongos y econdmica de forma preferente en el intervalo de 10-20% p.

En el método de la presente invencién, en presencia de una tensioactivo no iénico particular, una suspensién acuosa
de células microbianas o un homogenato de células microbianas que contiene la sustancia bioactiva lipofila
anteriormente mencionada y un disolvente organico que comprende un disolvente organico hidréfobo se mezclan y
la sustancia bioactiva lipofila es extraida en la fase del disolvente organico mediante extraccion liquido-liquido, con lo
que se separan aceite y agua sedimentando la mezcla preferentemente sin necesidad de una etapa de separacion
forzada aceite-agua, y la sustancia bioactiva lip6fila se recupera a partir de la fase separada del disolvente organico.
Es decir, se puede realizar continuamente una etapa de extraer una sustancia bioactiva lipéfila a partir de una
mezcla de dicha suspensién acuosa y el disolvente organico y una etapa de sedimentar la mezcla para proporcionar
la separacién aceite-agua, para obtener eficazmente la sustancia.

En el método de produccién de la presente invencion, es necesario el uso de un éster de acido graso y glicerol, éster
de acido graso y sacarosa, éster de &cido graso y sorbitdn, tensioactivo de poliéter-poliol, tensioactivo de
polioxietileno-alquil-éter, tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno o un tensioactivo
de alquil-éter, como un tensioactivo no ionico para la extraccion. Se pueden usar dos o mas tipos de estos
tensioactivos no iénicos en combinacion o se pueden usar en combinacion estos tensioactivos no ionicos y otros
tensioactivos.

Ejemplos de los ésteres de acidos grasos y glicerol anteriormente mencionados incluyen glicéridos parciales de
acidos grasos, éster de acido graso y poliglicerol, o ricinoleato condensado de poliglicerol. Ejemplos de los glicéridos
parciales de acidos grasos incluyen ésteres de &cidos grasos y monoglicerol como monocaprilato de monoglicerol,
monocaprato de monoglicerol, dicaprilato de monoglicerol, dicaprato de monoglicerol, dilaurato de monoglicerol,
dimiristato de monoglicerol, diestearato de monoglicerol, dioleato de monoglicerol, dierucato de rnonoglicerol,
dibehenato de monoglicerol, ésteres de acidos organicos y acidos grasos y monoglicerol como éster de &cido
caprilico y acido succinico y monoglicerol, éster de &cido esteérico y acido citrico y monoglicerol, éster de acido
estearico y acido acético y monoglicerol, éster de acido esteéarico y acido succinico y monoglicerol, éster de acido
estearico y &cido lactico y monoglicerol, éster de acido estearico y acido diacetiltartarico y monoglicerol, éster de
acido oleico y 4cido citrico y monoglicerol. Ejemplos del éster de acido graso y poliglicerol incluyen un poliglicerol en
que el poliglicerol que tiene un grado de polimerizaciéon de 2 a 10, como componente principal es esterificado con un
acido graso que tiene 6-22 atomos de carbono en uno o mas grupos hidroxilo del poliglicerol. Ejemplos especificos
incluyen monocaprilato de hexaglicerol, dicaprilato de hexaglicerol, monocaprilato de decaglicerol, monolaurato de
triglicerol, monolaurato de tetraglicerol, monolaurato de pentaglicerol, monolaurato de hexaglicerol, monolaurato de
decaglicerol, monomiristato de triglicerol, monomiristato de pentaglicerol, trimiristato de pentaglicerol, monomiristato
de hexaglicerol, monomiristato de decaglicerol, monooleato de diglicerol, monooleato de triglicerol, monooleato de
tetraglicerol, monooleato de pentaglicerol, monooleato de hexaglicerol, monooleato de decaglicerol, monoestearato
de diglicerol, monoestearato de triglicerol, monoestearato de tetraglicerol, monoestearato de pentaglicerol,
triestearato de pentaglicerol, monoestearato de hexaglicerol, triestearato de hexaglicerol, diestearato de hexaglicerol,
monoestearato de decaglicerol, diestearato de decaglicerol o triestearato de decaglicerol. Ejemplos del ricinooleato
condensado con poliglicerol incluyen los que tienen un grado de polimerizaciéon medio de poliglicerol de 2-10 y un
grado de condensacion medio de acido poliricinoleico (nimero medio &cido ricinoleico condensado) de 2-4, por
ejemplo, ricinoleato condensado con tetraglicerol, ricinooleato condensado con pentaglicerol o ricinooleato
condensado con hexaglicerol.

Ejemplos de los ésteres de sacarosa anteriormente mencionados incluyen aquellos en los que uno 0 mas grupos
hidroxilo de sacarosa estan esterificados con un &cido graso que tiene 6-18, preferentemente 6-12 atomos de
carbono. Ejemplos especificos incluyen palmitato de sacarosa o estearato de sacarosa.

Ejemplos de los ésteres de acidos grasos y sorbitdn anteriormente mencionados incluyen aquellos en los que uno o
mas grupos hidroxilo de sorbitan estan esterificados con un acido graso que tiene 6-18, preferentemente 6-12
atomos de carbono. Ejemplos especificos incluyen monoestearato de sorbitan o monooleato de sorbitan.

Ejemplos del tensioactivo de poliéter-poliol anteriormente mencionado incluyen la serie Adekanol LG (LG-109, LG-
126, LG-294, LG-295S, LG-299, LG-805) fabricados por la empresa ADEKA CORPORATION.

Son preferidos como el tensioactivo de polioxietileno-alquil-éter anteriormente mencionado aquellos obtenidos
mediante polimerizacion por adicion de 6xido de etileno a un alcohol alfatico que tiene 12-22 tomos de carbono.
Ejemplos incluyen la serie Emulgen (103, 104P, 105, 106, 108, 109P, 120, 123P, 147, 150, 210, 220, 306P, 320P,
350, 404, 408, 409PV, 420, 430, 705, 707, 709, 1108) fabricados por la empresa Kao Corporation.

Como el tensioactivo de copolimero de blogues de polioxietileno-polioxipropileno anteriormente mencionado se
incluyen aquellos que tienen una cadena de 6xido de propileno (PO) entre cadenas de 6xido de etileno (EO)
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(EPOXPOYEOZz), copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno de tipo inverso, copolimero de bloques de
etilenodiamina-polioxietileno-polioxipropileno, que son copolimeros de bloques obtenidos afiadiendo 6xido de etileno
a ambos extremos de polipropilenglicol.

Ejemplos del copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno anteriormente mencionado que tienen una
cadena de 6xido de propileno (PO) entre cadenas de éxido de etileno (EO) incluyen la serie Pluronic L (L-31, L-34,
L-44, L-61, L-62, L-64, L-71, L-72, L-101, L-121), la serie Pluronic P (P-65, P-84, P-85, P-103, P-105, P-123)
fabricadas por la empresa ADEKA CORPORATION, la serie Pluronic F (F-68, F-108, F-127), la serie Pluronic PE
fabricadas por la empresa BASF.

Ejemplos del copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno de tipo inverso anteriormente mencionado
incluyen la serie Pluronic R (25R-1, 25R-2, 17R-2,17R-3, 17R-4) fabricada por la empresa ADEKA CORPORATION,
la serie Pluronic RPE fabricada por la empresa BASF.

Ejemplos del copolimero de bloques de etilenodiamina-polioxietileno-polioxipropileno anteriormente mencionado
incluyen la serie Pluronic TR (TR-701, TR-702, TR-704) fabricada por la empresa ADEKA CORPORATION, la serie
Tetronic (poloxamina) fabricada por la empresa BASF.

Ademas, un tensioactivo de tipo copolimero tribloques (EOXxBOYEOZz) que tiene una cadena de 6xido de butileno
(BO) entre dos cadenas de oxido de etileno (EO) (EOxPOyYEOz), que tiene una estructura similar a la de un
tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno, puede sr usado también en el método de
produccion de la presente invencion, como el tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-
polioxipropileno.

De los tensioactivos de copolimeros de blogues de polioxietileno-polioxipropileno (y sus analogos) anteriormente
mencionados, es preferible un tensioactivo que tiene un peso molecular medio masico en el intervalo de 500-8.000,
y es mas preferible un tensioactivo que tiene un peso molecular medio masico en el intervalo de 1.000-4.000.

Ejemplos del tensioactivo de tipo no iénico de alquil-éter anteriormente mencionado incluyen la serie Adekatol LB
(LB-53B, LB-720, LB-820, LB-54C, LB-83, LB-93, LB-103, LB-1220, LB-1520), o la serie Adekatol LA (LA-675B, LA-
775, LA-875, LA-975, LA-1275) fabricadas por la empresa ADEKA CORPORATION.

No es necesario decir que dos o mas tipos de los tensioactivos no idénicos mostrados en la presente memoria
descriptiva pueden ser usados también en la combinacion.

Es preferible usar al menos un tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno entre los
tensioactivos no idnicos anteriormente mencionados. En este caso, puede ser usado solo un tipo de tensioactivo de
copolimeros de bloque de polioxietileno-polioxipropileno y es particularmente preferible usar dos o mas tipos de los
tensioactivos de copolimeros de bloques de polioxietileno-polioxipropileno en combinacién o un tensioactivo de
copolimero de blogues de polioxietileno-polioxipropileno y un tensioactivo no iénico diferente en combinacion.
Ejemplos del tensioactivo no idnico que va a ser combinado con el tensioactivo de copolimero de bloques de
polioxietileno-polioxipropileno incluyen los tensioactivos no iénicos anteriormente mencionados, a saber, ésteres de
acidos grasos y glicerol, ésteres de acidos grasos y sacarosa, ésteres de acidos grasos y sorbitan, tensioactivos de
poliéter-poliol, tensioactivos de tipo polioxietileno-alquil-éter y tensioactivos de alquil-éter. Entre estos, es
particularmente preferible una combinacién de dos tipos de tensioactivos de copolimeros de bloques de
polioxietileno-polioxipropileno y una combinacién de un tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-
polioxipropileno y un éster de &cido graso y sacarosa, es mas preferible una combinacion de dos tipos de
tensioactivos de copolimeros de blogues de polioxietileno-polioxipropileno y es particularmente preferible una
combinacion de copolimero de blogues de polioxietileno-polioxipropileno que tiene una cadena de 6xido de propileno
(PO) entre cadenas de Oxido de etileno (EO) y un copolimero de bloques de etilenodiamina-polioxietileno-
polioxipropileno.

Cuando se combina un copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno y un tensioactivo no iénico diferente,
la cantidad del tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polipropileno que va a ser usado es
preferentemente mas que la del tensioactivo no iénico diferente. Por ejemplo, es preferentemente 50% p o mas, mas
preferentemente 60% p o mas, de forma adicionalmente preferente 75% p 0 més con relacion a la cantidad total de
los tensioactivos no idnicos que van a ser usados.

Usando un tensioactivo para una operacion de extraccion liquido-liquido, puede ser finamente dispersada una fase
de dispersion que contiene la sustancia bioactiva lipofila objeta en un disolvente organico que es un disolvente de
extraccion, durante la extraccion. Como consecuencia, se mejora la eficacia del contacto entre el disolvente de
extraccion y la sustancia bioactiva lipofila y se favorece la transferencia de la sustancia bioactiva lipéfila en la fase
del disolvente organico. Convencionalmente, cuando se usa un tensioactivo para una extraccion liquido-liquido, la
afinidad entre la fase acuosa y la fase del disolvente organico se hace elevada debido a un efecto interfacial, como
consecuencia de lo cual se produce facilmente una homogeneizacion y la fase acuosa y la fase del disolvente
organico requieren un tiempo prolongado para la separacién o, a menudo, no se separan incluso cuando se agota el
tiempo en las mismas y, en algunos casos, requieren una separacion forzada mediante una operaciéon como una
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centrifugacion o similar. Por lo tanto, el uso de un tensioactivo en una extraccion liquido-liquido general se ha
considerado que no es preferible. Sin embargo, se encontré por primera vez en la presente invencion que la
extraccion liquido-liquido de una sustancia bioactiva lipéfila en la fase de disolvente organico de una suspension
acuosa de células microbianas o un homogenato de células microbianas que contiene la sustancia bioactiva lipofila
con un disolvente organico en presencia del tensioactivo dado anteriormente mencionado, particularmente un
tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno, no solamente mejora la afinidad del
disolvente organico y la suspensién acuosa, sino que permite que se produzca también rapidamente una separacion
aceite-agua después de mezclar y sedimentar. Por lo tanto, el método de produccion de la presente invencion puede
recuperar la fase de disolvente organico que contiene la sustancia bioactiva lipéfila objeto disuelta en el mismo de
forma estable y con un rendimiento elevado.

Cuando se usa un tensioactivo no iénico en pasta o en copos en el método de produccion de la presente invencion,
se usa preferentemente un disolvente para disolver el tensioactivo. Incluso cuando se usa un tensioactivo liquido, se
usa preferentemente un disolvente cuando su viscosidad es elevada. Como disolvente que va a ser usado para ello,
son deseables agua y alcoholes, que pueden ser usados aisladamente o en forma de un disolvente mixto de agua y
alcohol.

En el método de produccion de la presente invencion, la cantidad del tensioactivo no ionico particular anteriormente
mencionado que va a ser usada durante la operacion de extraccion esta en el intervalo de 0,01-10% p, de forma
adicionalmente preferible en el intervalo de 0,1-5% p, de forma particularmente preferible en el intervalo de 0,5-5% p,
como una concentracion relativa a la suspension acuosa de células microbianas u homogenato de células
microbianas. Cuando la cantidad del tensioactivo anteriormente mencionado que va a ser afiadido es 0,01% p o
menos, no se produce la dispersion fina de la suspension acuosa en el disolvente organico y no se puede asegurar
una eficacia suficiente de la extraccion. Por otra parte, cuando la cantidad del tensioactivo anteriormente
mencionado que va a ser afiadido sobrepasa 10%p, la afinidad del disolvente organico y la suspensidn acuosa se
hace mayor de lo necesario. Como consecuencia, se favorece la dispersion fina de la suspension acuosa en el
disolvente organico, pero a veces se degradan la capacidad de separacion de aceite-agua en el disolvente organico
y la suspension acuosa en un estado mixto durante la sedimentacion.

En el método de produccion de la presente invencidn, un método de extraccion en presencia del tensioactivo no
ibnico particular anteriormente mencionado no esta particularmente limitado en la medida en que una suspension
acuosa y un disolvente organico contiene una cantidad dada de un tensioactivo durante la extraccion. Ejemplos del
método incluyen un método que incluye la adicién de un tensioactivo a una suspension acuosa de células
microbianas o un homogenato de células microbianas antes de la extraccion, un método que incluye la adicién de un
tensioactivo a un disolvente organico usado para la extraccién, un método que incluye la adicion de un tensioactivo a
una mezcla de un disolvente organico y una suspension acuosa, un método que incluye la adicion de un tensioactivo
por adelantado durante la preparacion o antes de la preparacion de una suspension acuosa de células microbianas
0 un homogenato de células microbianas, un método que incluye utilizar un tensioactivo usado para la
homogeneizacion de células microbianas directamente para la extraccion.

En el método de produccién de la presente invencién, ejemplos del disolvente organico que contiene un disolvente
orgéanico hidréfobo o un disolvente organico hidréfobo que va a ser usado para la extraccion incluyen hidrocarburos,
ésteres de &cidos grasos, éteres, alcoholes, acidos grasos, cetonas, compuestos de nitrégeno (incluidos nitrilos o
amidas) o compuestos de azufre.

Aunque los hidrocarburos no estan particularmente limitados, ejemplos de los mismos incluyen hidrocarburos
alifaticos, hidrocarburos aromaticos o hidrocarburos halogenados. De estos, son preferibles los hidrocarburos
alifaticos e hidrocarburos aromaticos y son mas preferibles los hidrocarburos alifaticos.

Aunque el hidrocarburo alifatico puede ser ciclico o aciclico, o saturado o insaturado, y no esta particularmente
limitado, generalmente son usados de forma preferente los saturados. Generalmente, se usan de forma preferente
los que tienen 3-20 atomos de carbono, preferentemente 5-12 4tomos de carbono, mas preferentemente 5-8 atomos
de carbono. Ejemplos especificos incluyen propano, butano, isobutano, pentano, 2-metilbutano, hexano, 2-
metilpentano, 2,2-dimetilbutano, 2,3-dimetilbutano, heptano, isomero de heptano (por ejemplo, 2-metilhexano, 3-
metilhexano, 2,3-dimetilpentano, 2,4-dimetilpentano), octano, 2,2,3-trimetilpentano, isooctano, nonano, 2,2,5-
trimetilhexano, decano, dodecano, 2-penteno, 1-hexeno, 1-hepteno, 1l-octeno, 1-nonano, 1-deceno, ciclopentano,
metilciclopentano, ciclohexano, metilciclohexano, etilciclohexano, p-mentano, ciclohexeno y similares. Son preferidos
pentano, 2-metilbutano, hexano, 2-metilpentano, 2,2-dimetilbutano, 2,3-dimetilbutano, heptano, 2-metilhexano, 3-
metilhexano, 2,3-dimetilpentano, 2,4-dimetilpentano, octano, 2,2,3-trimetilpentano, isooctano, nonano, 2,2,5-
trimetilhexano, decano, dodecano, ciclopentano, metilciclopentano, ciclohexano, metilciclohexano, etilciclohexano, p-
mentano y similares. Son mas preferidos pentano, 2-metilbutano, hexano, 2-metilpentano, 2,2-dimetilbutano, 2,3-
dimetilbutano, heptano, 2-metilhexano, 3-metilhexano, 2,3-dimetilpentano, 2,4-dimetilpentano, octano, 2,2,3-
trimetilpentano, isooctano, ciclopentano, metilciclopentano, ciclohexano, metilciclohexano, etilciclohexano y
similares, y son adicionalmente preferidos pentano, hexano, ciclohexano, metilciclohexano y similares.

Aunque el hidrocarburo aromatico no esta particularmente limitado, generalmente se usa un hidrocarburo aromatico
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que tiene de 6 a 20 atomos de carbono, preferentemente de 6 a 12 atomos de carbono, mas preferentemente de 7 a
10 atomos de carbono. Ejemplos especificos de los mismos incluyen benceno, tolueno, xileno, o-xileno, m-xileno, p-
xileno, etilbenceno, cumeno, mesitileno, tetralina, butilbenceno, p-cumeno, ciclohexilbenceno, dietilbenceno,
pentilbenceno, dipentilbenceno, dodecilbenceno, estireno. Preferentemente es tolueno, xileno, o-xileno, m-xileno, p-
xileno, etilbenceno, cumeno, mesitileno, tetralina, butilbenceno, p-cumeno, ciclohexilbenceno, dietilbenceno,
pentilbenceno, mas preferentemente, tolueno, xileno, o-xileno, m-xileno, p-xileno, cumeno, tetralina y lo mas
preferentemente cumeno.

El hidrocarburo halogenado puede ser ciclico o aciclico, saturado o insaturado y no esta particularmente limitado. En
general, se usa preferentemente uno aciclico. Son mas preferibles los hidrocarburos clorados e hidrocarburos
fluorados y son todavia mas preferibles los hidrocarburos clorados. Ademas, se usa apropiadamente un
hidrocarburo halogenado que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, preferentemente de 1 a 4 atomos de carbono, mas
preferentemente 1 o 2 atomos de carbono. Ejemplos especificos de los mismos incluyen diclorometano, cloroformo,
tetracloruro de carbono, 1,1-dicloroetano, 1,2-dicloroetano, 1,1,1-tricloroetano, 1,1,2-tricloroetano, 1,1,1,2-
tetracloroetano, 1,1,2,2-tetracloroetano, pentacloroetano, hexacloroetano, 1,1-dicloroetileno, 1,2- dicloroetileno,
tricloroetileno, tetracloroetileno, 1,2- dicloropropano, 1,2,3-tricloropropano, clorobenceno, 1,1,1,2-tetrafluoroetano.
Son preferidos diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono, 1,1-dicloroetano, 1,2-dicloroetano, 1,1,1-
tricloroetano, 1,1,2-tricloroetano, 1,1-dicloroetileno, 1,2-dicloroetileno, tricloroetileno, clorobenceno, 1,1,1,2-
tetrafluoroetano y similares, y los méas preferidos son diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetileno, tricloroetileno,
clorobenceno, 1,1,1,2-tetrafluoroetano.

Aunque los ésteres de &cidos grasos no estan particularmente limitados, por ejemplo, se pueden mencionar
propionato, acetato o formiato. Son preferidos los acetatos y formiatos y son més preferidos los acetatos. Aunque el
grupo éster no esta particularmente limitado, en general, se usa un éster alquilico que tiene de 1 a 8 atomos de
carbono y un éster aralquilico que tiene de 7 a 12 atomos de carbono, preferentemente un éster alquilico que tiene
de 1 a 6 atomos de carbono, méas preferentemente un éster alquilico que tiene de 1 a 4 atomos de carbono.

Ejemplos especificos de propionatos incluyen propionato de metilo, propianato de etilo, propionato de butilo y
propionato de isopentilo, dandose preferencia al propionato de etilo.

Ejemplos especificos de acetatos incluyen acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de
isopropilo, acetato de butilo, acetato de isobutilo, acetato de sec-butilo, acetato de pentilo, acetato de isopentilo,
acetato de sec-hexilo, acetato de ciclohexilo o acetato de bencilo. Preferentemente es acetato de metilo, acetato de
etilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo, acetato de butilo, acetato de isobutilo, acetato de sec-butilo, acetato
de pentilo, acetato de isopentilo, acetato de sec-hexilo, acetato de ciclohexilo, mas preferentemente acetato de
metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo, acetato de butilo, acetato de isobutilo, y lo mas
preferentemente acetato de etilo.

Ejemplos especificos de formiato incluyen formiato de metilo, formiato de etilo, formiato de propilo, formiato de
isopropilo, formiato de butilo, formiato de isobutilo, formiato de sec-butilo o formiato de pentilo. Preferentemente
formiato de metilo, formiato de etilo, formiato de propilo, formiato de butilo, formiato de isobutilo, formiato de pentilo y
lo mas preferentemente formiato de etilo.

Los éteres pueden ciclicos o aciclicos, saturados o insaturados y no estan particularmente limitados. Generalmente,
se usan los saturados. Generalmente, se usa un éter que tiene de 3 a 20 atomos de carbono, preferentemente de 4
a 12 atomos de carbono, mas preferentemente de 4 a 8 atomos de carbono. Ejemplos especificos incluyen dietil-
éter, metil terc-butil-éter, dipropil-éter, diisopropil-éter, dibutil-éter, dihexil-éter, etil-vinil-éter, butilvinil-éter, anisol,
fenetol, butilfenil-éter, metoxitolueno, dioxano, furano, 2-metilfurano, tetrahidrofurano, tetrahidropirano, etilenglicol-
dimetil-éter, etilenglicol-dietil-éter, etilenglicol-dibutil-éter, etilenglicol-monometil-éter, etilenglicol-monoetil-éter,
etilenglicol-monobutil-éter y similares. Son preferidos como éteres dietil-éter, metil terc-butil-éter, dipropil-éter,
diisopropil-éter, dibutil-éter, dihexil-éter, anisol, fenotol, butilfenil-éter, metoxitolueno, dioxano, 2-metilfurano,
tetrahidrofurano, tetrahidropirano, etilenglicol-dimetil-éter, etilenglicol-dietil-éter, etilenglicol-dibutil-éter, etilenglicol-
monometil-éter y etilenglicol-monoetil-éter y similares. Son mas preferidos dietil-éter, metil terc-butil-éter, anisol,
dioxano, tetrahidrofurano, etilenglicol-monometil-éter, etilenglicol-monoetil-éter y similares. Son adicionalmente
preferidos dietil-éter, metil-terc-butil-éter, anisol y similares y el mas preferido es metil-terc-butil-éter.

Los alcoholes pueden ser ciclicos o aciclicos, saturados o insaturados y no estan particularmente limitados v,
generalmente, se usan preferentemente los saturados. Normalmente, se usa un alcohol que tiene de 1 a 20 atomos
de carbono, preferentemente de 1 a 12 4tomos de carbono, méas preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono. Entre
estos, son preferibles un alcohol monovalente que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un alcohol divalente que tiene
de 2 a 5 atomos de carbono y un alcohol trivalente que tiene 3 atomos de carbono.

Ejemplos de este alcohol incluyen un alcohol monovalente como metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol,
2-butanol, alcohol isobutilico, alcohol terc-butilico, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-metil-1-butanol, alcohol
isopentilico, alcohol terc-pentilico, 3-metil-2-butanol, alcohol neopentilico, 1- hexanol, 2-metil-1-pentanol, 4-metil-2-
pentanol, 2-etil-1-butanol, 1-heptanol, 2-heptanol, 3-heptanol, 1-octanol, 2- octanol, 2-etil-1-hexanol, 1-nonanol, 1-
decanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, alcohol alilico, alcohol propargilico, alcohol bencilico, ciclohexanol, 1-
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metilciclohexanol, 2-metilciclohexanol, 3-metilciclohexanol, 4-metilciclohexanol; un alcohol divalente como 1,2-
etanodiol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,2-butanodiol, 1,3-butanodiol, 1,4-butanodiol, 2,3-butanodiol, 1,5-
pentanodiol; y un alcohol trivalente como glicerol.

Son preferidos como el alcohol monovalente metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, alcohol
isobutilico, alcohol terc-butilico, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-metil-1-butanol, alcohol isopentilico, alcohol
terc-pentilico, 3-metil-2-butanol, alcohol neopentilico, 1-hexanol, 2-metil-1-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-etil-1-
butanol, 1-heptanol, 2-heptanol, 3-heptanol, 1-octanol, 2-octanol, 2-etil-1-hexanol, 1-nonanol, 1-decanol, 1-
undecanol, 1-dodecanol, alcohol bencilico, ciclohexanol, 1-metilciclohexanol, 2- metilciclohexanol, 3-
metilciclohexanol, 4-metilciclohexanol. Son mas preferidos metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-
butanol, alcohol isobutilico, alcohol terc-butilico, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-metil-1-butanol, alcohol
isopentilico, alcohol terc-pentilico, 3-metil-2- butanol, alcohol neopentilico, 1-hexanol, 2-metil-1-pentanol, 4-metil-2-
pentanol, 2-etil-1-butanol, ciclohexanol y similares. Mas preferidos son metanol, etanol, 1-propanol, 2- propanol, 1-
butanol, 2-butanol, alcohol isobutilico, alcohol terc-butilico, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-metil-1-butanol,
alcohol isopentilico, alcohol terc-pentilico, 3-metil-2-butanol o alcohol neopentilico. Son particularmente preferidos
metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, alcohol isobutilico, 2-metil-1-butanol, alcohol
isopentilico y el mas preferido es 2-propanol.

Como el alcohol divalente son preferibles 1,2-etanodiol, 1-2-propanodiol o 1,3-propanodiol y el mas preferible es 1,2-
etanodiol. Como el alcohol trivalente es preferible glicerol.

Ejemplos de los acidos grasos incluyen &cido formico, acido acético o acido propiénico. Son preferidos acido férmico
y &cido acético y el més preferido es &cido acético.

Las cetonas no estan particularmente limitadas y se usa preferentemente una cetona que tiene de 3 a 6 4&tomos de
carbono. Ejemplos especificos de las mismas incluyen acetona, metil-etil-cetona, metil-butil-cetona o metil-isobutil-
cetona. Son preferidas la acetona y metil-etil-cetona y la més preferida es acetona.

Los nitrilos pueden ser ciclicos o aciclicos, saturados o insaturados y no estan particularmente limitados. En general
se usa uno que sea saturado. Generalmente se usa un nitrilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono,
preferentemente de 2 a 12 atomos de carbono, mas preferentemente de 2 a 8 atomos de carbono.

Ejemplos especificos de los mismos incluyen acetonitrilo, propionitrilo, malononitrilo, butironitrilo, isobutironitrilo,
succinonitrilo, valeronitrilo, glutaronitrilo, hexanonitrilo, cianuro de heptilo, cianuro de octilo, undecanonitrilo,
dodecanonitrilo,  tridecanonitrilo,  pentadecanonitrilo,  estearonitrilo,  cloroacetonitrilo,  bromoacetonitrilo,
cloropropionitrilo, bromopropionitrilo, metoxiacetonitrilo, cianoacetato de metilo, cianoacetato de etilo, tolunitrilo,
benzonitrilo, clorobenzonitrilo, bromobenzonitrilo, acido cianobenzoico, nitrobenzonitrilo, anisonitrilo, ftalonitrilo,
bromotolunitrilo, metilcianobenzoato, metoxibenzonitrilo, acetilbenzonitrilo, naftonitrilo, bifenilcarbonitrilo,
fenilpropionitrilo, fenilbutironitrilo, metilfenilacetonitrilo, difenilacetonitrilo, naftilacetonitrilo, nitrofenilacetonitrilo,
cianuro de clorobencilo, ciclopropanocarbonitrilo, ciclohexanocarbonitrilo, cicloheptanocarbonitrilo,
fenilciclohexanocarbonitrilo o tolilciclohexanocarbonitrilo.

Preferentemente es acetonitrilo, propionitrilo, succinonitrilo, butironitrilo, isobutironitrilo, valeronitrilo, metilo
cianoacetato, cianoacetato de etilo, benzonitrilo, tolunitrilo o cloropropionitrilo, mas preferentemente acetonitrilo,
propionitrilo, butironitrilo o isobutironitrilo, lo mas preferentemente acetonitrilo.

Ejemplos de los compuestos de nitrégeno distintos de nitrilos incluyen amidas como formamida, N-metilformamida,
N,N- dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, N-metilpirrolidona y similares, nitrometano, trietilamina o piridina.

Ejemplos de los compuestos de azufre incluyen dimetilsulfoxido o sulfolano.

Es preferible seleccionar disolventes entre los disolventes organicos anteriormente mencionados considerando las
propiedades como el punto de ebullicion, punto de fusion, viscosidad y similares. Por ejemplo, el punto de ebullicion
esta preferentemente en el intervalo de aproximadamente 30-150 °C a 1 atm, desde los aspectos de la facilidad de
un calentamiento adecuado para aumentar la solubilidad, separacion del disolvente de una estructura humeda
mediante secado y recuperacion de un disolvente a partir de un filtrado de cristalizacién y similares. El punto de
fusién es preferentemente de aproximadamente 20 °C o menos, preferentemente de aproximadamente 10 °C o
menos, todavia mas preferentemente de aproximadamente 0°C o menos, considerando la solidificacién dificil en el
manejo a temperatura ambiente y después de enfriar a una temperatura no superior a la temperatura ambiente y la
viscosidad es preferentemente inferior, como de aproximadamente 10 cp o0 menos a 20 °C.

De los disolventes organicos anteriormente mencionados, se usa un disolvente que contiene un disolvente organico
hidréfobo o un disolvente organico hidréfobo como disolvente de extraccién para una extraccion liquido-liquido en un
sistema de dos fases para extraer y recuperar una sustancia bioactiva lipéfila a partir de una suspensién acuosa de
células microbianas o un homogenato de células microbianas.

El disolvente organico hidr6fobo que va a ser usado en este caso no esta particularmente limitado y, de los
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disolventes organicos anteriormente mencionados, se puede usar un disolvente hidr6fobo que forme un sistema de
dos fases mezclando completamente con agua. Son preferidos los disolventes organicos hidréfobos como
hidrocarburos, ésteres de acidos grasos, éteres y son mas preferidos los hidrocarburos y son adicionalmente
preferidos los hidrocarburos alifaticos. Entre los hidrocarburos alifaticos se pueden usar preferentemente los que
tienen 5-8 atomos de carbono. Ejemplos especificos del hidrocarburo alifatico anteriormente mencionado que tiene
5-8 atomos de carbono incluyen pentano, 2-metilbutano, hexano, 2-metilpentano, 2,2-dimetilbutano, 2,3-
dimetilbutano, heptano, 2-metilhexano, 3-metilhexano, 2,3-dimetilpentano, 2,4-dimetilpentano, octano, 2,2,3-
trimetilpentano, isooctano, ciclopentano, metilciclopentano, ciclohexano, metilciclohexano, etilciclohexano. Son
particularmente preferidos hexano, heptano y metilciclohexano y los mas preferidos son hexano y heptano.

En el método de produccion de la presente invencidn, la extraccién se realiza en presencia de un tensioactivo, en el
gue se mejora la afinidad de una suspensiéon acuosa de una célula microbiana o un homogenato de células
microbianas y el disolvente organico hidréfobo anteriormente mencionado y se puede conseguir una eficacia de
extraccion suficiente. Es mas preferible usar, como un disolvente organico para la extraccion, una combinacién de
un disolvente organico hidréfobo como una ayuda y el disolvente organico hidr6fobo anteriormente mencionado, ya
que la suspension acuosa en el disolvente organico puede ser adicionalmente dividida en forma fina y se puede
mejorar la estabilidad de la separacion aceite-agua durante la sedimentacion.

En el método de produccion de la presente invencién, el disolvente organico hidréfilo que va a ser usado en
combinacion con el disolvente organico hidréfobo no esta particularmente limitado y, de los disolventes organicos
anteriormente mencionados, se puede usar un disolvente hidréfilo, que es preferentemente un alcohol. Entre los
alcoholes, se usa preferentemente un alcohol monovalente que tiene 1-5 atomos de carbono. Ejemplos especificos
del mismo incluyen metanol, etanol, 1- propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, alcohol isobutilico, terc-butilico
alcohol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2- metil-1-butanol, alcohol isopentilico, alcohol terc-pentilico, 3-metil-2-
butanol o alcohol neopentilico. Son particularmente preferidos metanol, etanol, 1-propanol y 2-propanol, y el mas
preferido es 2-propanol.

En el método de produccion de la presente invencion, la cantidad del disolvente organico hidréfobo que va a ser
usado como un disolvente de extraccion no esta particularmente limitada. La concentracion durante la extraccion
esta preferentemente en el intervalo de 25-80% en volumen, més preferentemente 50-75% en volumen, con relacion
al volumen total de las soluciones del sistema de extraccion (solucion mixta de una suspension acuosa de células
microbianas o un homogenato celular de las mismas, extraccion con disolventes, tensioactivo no idnico, etc.).
Ademas, la cantidad del disolvente orgéanico hidréfilo que va a ser usado en combinacion con un disolvente organico
hidréfilo como se menciond anteriormente no esté particularmente limitada en la medida en que se pueda mantener
el sistema de dos fases. Preferentemente esta en el intervalo de 0,1-50% en volumen, mas preferentemente 0,1-
10% en volumen, de forma adicionalmente preferida 0,2-5% en volumen con relacién al volumen total de las
soluciones. Incluso aunque la cantidad del disolvente organico hidrdéfilo que va a ser usado es una cantidad residual
de 0,2-2% en volumen con relacion al volumen total de las soluciones, el efecto del mismo puede ser exhibido en la
presente invencion.

Cuando se usan un disolvente organico hidréfilo y un disolvente orgénico hidr6fobo en combinacién en el método de
produccién de la presente invencién, el método de adicién del disolvente no esta particularmente limitado y se
pueden mezclar y usar apropiadamente un disolvente organico hidréfilo y un disolvente orgénico hidréfobo como un
disolvente de extraccion, o se puede afiadir un disolvente organico hidrofilo a una suspensién acuosa de una célula
microbiana o un homogenato de células microbianas y seguidamente se puede afiadir un disolvente organico
hidr6fobo o se pueden afiadir en el orden inverso.

En el método de produccion de la presente invencion, la temperatura para la extraccion no esta particularmente
limitada y la extraccion se puede llevar a cabo generalmente a 0-60 °C, preferentemente en el intervalo de 20-50 °C.

Como el método de extraccion se puede realizar cualquier extraccion discontinua y extraccion continua.
Industrialmente, la extraccion continua es preferible considerando la productividad. De la extraccion continua, es
particularmente preferible una extraccion de multiples fases en contracorriente. El tiempo de agitacion en el caso de
la extraccion discontinua no esta particularmente limitado y es generalmente de 5 minutos o mas. El tiempo de
residencia medio en el caso de la extraccidon continua no esta particularmente limitado y es generalmente de 10
minutos 0 mas.

En el método de produccion de la presente invencion, generalmente, una suspension acuosa de células microbianas
o un homogenato celular de las mismas, un disolvente organico y el tensioactivo anteriormente mencionado se
mezclan durante un tiempo dado para realizar la extraccién, la mezcla se deja sedimentar para permitir la separacion
de la fase acuosa y la fase del disolvente organico que contiene la sustancia bioactiva lipéfila. Cuando la separacion
de la superficie de aceite-agua es considerablemente lenta, la separacion se puede realizar también de forma
forzada usando una centrifugadora, centrifugadora continua, ciclon liquido y similares.

Adoptando el método de produccién anteriormente mencionado de la presente invencién, una sustancia bioactiva
lipdfila contenida en una suspension acuosa de células microbianas o un homogenato de células microbianas puede
ser extraido con una eficacia elevada. La velocidad de extraccion en el método de produccién de la presente
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invencion es generalmente de 70% o mas, mas preferentemente 80% o mas, de forma adicionalmente preferida
90% 0 mas.

La velocidad de extraccion en este caso es una relacion de la cantidad de una sustancia bioactiva lipéfila contenida
en el extracto después de completarse la operacion de extracciéon respecto a la cantidad total de la sustancia
bioactiva lipofila contenida en una suspension acuosa de células microbianas o un homogenato de células
microbianas antes de la extraccion, que se puede obtener especificamente como en los ejemplos mencionados con
posterioridad.

En el método de produccién de la presente invencion, una sustancia bioactiva lipéfila puede ser aislada y recuperada
extrayendo la sustancia bioactiva lipéfila a partir de células microbianas o un homogenato de células microbianas
que contiene la sustancia bioactiva lip6fila en un disolvente organico mediante la operacién que antecede. Se puede
utilizar directamente la solucién de disolvente organico que contiene la sustancia bioactiva lipofila obtenida, o la
sustancia puede ser altamente purificada aplicando sucesivamente un método de purificacién general.

Por ejemplo, después de una purificacion con un adsorbente como carbon activado, arcilla blanca y similares, el
disolvente organico se evapora para proporcionar un extracto que contiene una sustancia bioactiva lipdfila o un
producto purificado de una sustancia bioactiva lipéfila. Ademas, se puede aplicar un tratamiento de purificacion como
cromatografia de columna o distribucion liquido-liquido generalmente usado, lavando con agua o un disolvente
organico y similares. Estos tratamientos de purificacion se pueden realizar aisladamente o se pueden aplicar varios
tipos de los mismos en combinacion. De forma méas necesaria, se pueden afiadir también etapas de saponificacion,
oxidacion, reduccion, otro tratamiento de reaccion sintética y similares. Ademas, la sustancia bioactiva lipéfila puede
ser obtenida también en forma cristalina mediante una operacion de cristalizacion y similares.

Por ejemplo, cuando la sustancia bioactiva lipofila objeto es coenzima Q10, la coenzima Q10 puede ser obtenida
mediante el método de produccion de la presente invencidn extrayendo coenzima Q10 a partir de una coenzima Q10
que contiene células microbianas o un homogenato de células microbianas de las mismas con un disolvente
organico y purificando el extracto obtenido que contiene coenzima Q10 mediante un método publicamente conocido.
Por ejemplo, el cristal altamente puro coenzima Q10 puede ser obtenido purificando, cuando se desee, un
tratamiento con un adsorbente como carbdn activado, arcilla blanca y similares, cromatografia de columna y
similares y realizando, en la medida necesaria, un tratamiento de oxidacion o reducciéon antes o después de la
purificacién, que esta seguido de una operacion de cristalizacion.

Ejemplos

La presente invencién se explica seguidamente mas en detalle haciendo referencia a ejemplos, que no estan
concebidos como una limitacion.

La velocidad de extraccién en cada ejemplo se calculé como sigue. Se afiadié una mezcla de metanol-cloroformo
(3:1) a un homogenato de células microbianas que contiene coenzima Q10 (1 ml) antes de la extraccion hasta una
cantidad total de 50 ml y la mezcla se agit6 a 25 °C durante 30 minutos. Un sélido derivado de la estructura de
hongos se sometié a una separacion solido-liquido, la concentracion de coenzima Q de la capa liquida obtenida se
midié bajo las siguientes condiciones de HPLC y se calcul6 la cantidad de coenzima Q contenida en el homogenato
de células microbianas diana de extraccion.

Anéalogamente, se midid la concentracién de coenzima Q del extracto después de la operacion de extraccion bajo las
siguientes condiciones de HPLC y se calcul6 la cantidad de coenzima Q extraida y se determiné la velocidad de
extraccion mediante la siguiente formula:

velocidad de extraccion (%) = peso de coenzima Q contenida en extracto/ peso de coenzima Q contenida en el
homogenato de células microbianas antes de la extraccion x 100.

Condiciones del analisis HPLC

columna: YMC-Pack 4.6 x 250 mm (fabricada por la empresa YMC. Co., Ltd.)
fase movil: metanol/n-hexano = 85/15

caudal: 1 ml/min

deteccién: UV 275 nm

Ejemplo 1

La cepa Saitoella complicata IFO10748 que produce coenzima Q10 fue anaerébicamente cultivada usando 10 | de
un medio (peptona 5 g/l, extracto de levadura 3 g/l, extracto de malta 3 g/l, glucosa 20 g/l, pH 6,0) a 25 °C durante 72
h. El medio de cultivo obtenido que contenia la estructura de hongos del microorganismo se homogeneizé dos veces
en un homogeneizador a presién (fabricado por la empresa Rannie) a una presién de homogeneizacion de 80 mPa

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2676 369 T3

para preparar una solucién de homogenato de células microbianas que contenia coenzima Q10.

A la solucién de homogenato de células microbianas obtenida se afiadio tensioactivo de copolimero de bloques de
polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic L-62, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION) hasta una
concentracién de 3,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen)
y la mezcla se sometié a una operacion de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar
durante un tiempo dado, la solucién se dejé sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una separacion de aceite-
agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido (fase acuosa de la capa inferior que contenia un sélido
derivado de microorganismos) con relacion a la cantidad de liquido total de la mezcla fue de 0,37. La fase de hexano
separada se recogi6 en forma de una solucién del extracto y se analizé6 mediante HPLC. La velocidad de extraccion
de coenzima Q10 fue de 90,8%.

Ejemplo 2

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afadio tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic L-62, fabricado por la
empresa ADEKA CORPORATION) hasta una concentracion de 1,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen)
se mezclé con hexano (69 partes en volumen) y 2-propanol (1 parte en volumen) y la mezcla se sometié a una
operacion de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar durante un tiempo dado, la
solucién se dej6 sedimentar. Como consecuencia, se confirmd una separacion de aceite-agua rapida y la relacion en
volumen del residuo extraido con relacién a la cantidad de liquido total fue de 0,33. La fase de hexano separada se
recogio en forma de una solucidn del extracto y se analizd6 mediante HPLC. La velocidad de extraccion de coenzima
Q10 fue de 92,5%.

Ejemplo 3

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afiadié un tensioactivo de poliéter-poliol (Adekanol LG-126, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION)
hasta una concentraciéon de 3,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezcl6 con hexano (70 partes
en volumen) y la mezcla se sometié a una operacion de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después
de mezclar durante un tiempo dado, la solucién se dejé sedimentar. Como consecuencia, se confirmd una
separacion aceite-agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacion a la cantidad de liquido
total fue de 0,39. La fase de hexano separada se recogié en forma de una solucion del extracto y se analizd
mediante HPLC. La velocidad de extraccién de coenzima Q10 fue de 79,5%.

Ejemplo 4

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afadio tensioactivo de alquil-éter (Adekatol LA-775, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION) hasta una
concentracion de 3,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen)
y la mezcla se someti6 a una operacion de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar
durante un tiempo dado, la solucién se dej6 sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una separacion aceite-
agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacion a la cantidad de liquido total fue de 0,35. La
fase de hexano separada se recogié en forma de una solucién del extracto y se analiz6 mediante HPLC. La
velocidad de extraccion de coenzima Q10 fue de 85,3%.

Ejemplo 5

A una soluciéon de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afnadio tensioactivo de alquil-éter (Adekatol LA-1275, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION) hasta una
concentracion de 0,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen)
y la mezcla se sometio a una operacién de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar
durante un tiempo dado, la solucién se dejo sedimentar y se sometié a una separacion aceite-agua forzada mediante
una centrifugadora. La fase de hexano separada se recogié en forma de una solucién del extracto y se analizd
mediante HPLC. La velocidad de extracciéon de coenzima Q10 fue de 71,3%.

Ejemplo 6

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afadio tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic L-62, fabricado por la
empresa ADEKA CORPORATION) hasta una concentracion de 1,3% p y estearato de sacarosa (S-1670, fabricado
por la empresa Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation) hasta una concentracion de 0,3% p, la mezcla resultante (30
partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen) y la mezcla se sometié a una operacion de
extraccién discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar durante un tiempo dado, la solucién se dej6
sedimentar. Como consecuencia, se confirmd una separacién aceite-agua rapida y la relacion en volumen del
residuo extraido con relacién a la cantidad de liquido total fue de 0,32. La fase de hexano separada se recogié en
forma de una solucién del extracto y se analizd6 mediante HPLC. La velocidad de extraccion de coenzima Q10 fue de
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84,6%.
Ejemplo 7

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afadié un tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic L-62, fabricado por la
empresa ADEKA CORPORATION) hasta una concentracién de 1,3% p y un tensioactivo de polimero de bloques de
polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic TR-702, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION) hasta una
concentracion de 0,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen)
y la mezcla se sometié a una operacién de extraccién discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar
durante un tiempo dado, la solucién se dej6é sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una separacién aceite-
agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacién a la cantidad de liquido total fue de 0,30. La
fase de hexano separada se recogié en forma de una solucién del extracto y se analiz6 mediante HPLC. La
velocidad de extraccion de coenzima Q10 fue de 83,0%.

Ejemplo 8

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afiadié un tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic L-62, fabricado por la
empresa ADEKA CORPORATION) hasta una concentracion de 1,3% p y un tensioactivo de polimero de bloques de
etilenodiamina-polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic TR-701, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION)
hasta una concentracion de 0,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezcl6 con hexano (70 partes
en volumen) y la mezcla se sometié a una operacion de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después
de mezclar durante un tiempo dado, la solucién se dej6 sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una
separacion aceite-agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacion a la cantidad de liquido
total fue de 0,31. La fase de hexano separada se recogi6 en forma de una soluciéon del extracto y se analiz6
mediante HPLC. La velocidad de extraccion de coenzima Q10 fue de 89,9%.

Ejemplo 9

La cepa Saccharomyces cerevisiae IFO0309 que produce ergosterol fue anaerébicamente cultivada usando 10 | de
un medio (peptona 5 g/l, extracto de levadura 3 g/l, extracto de malta 3 g/l, glucosa 20 g/l, pH 6,0) a 28 °C durante 72
h. La estructura de hongos del microorganismo obtenida se homogeneizé dos veces en un homogeneizador a
presion (fabricado por la empresa Rannie) a una presion de homogeneizacion de 80 mPa para preparar una solucion
de homogenato de células microbianas que contenia coenzima ergosterol.

A la solucién de homogenato de células microbianas obtenida se afiadio un tensioactivo de copolimero de bloques
de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic L-62, fabricado por la empresa ADEKA CORPORATION) hasta una
concentracion de 3,3% p, la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen)
y la mezcla se someti6 a una operacién de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar
durante un tiempo dado, la solucién se dejé sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una separacion de aceite-
agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacién a la cantidad de liquido total fue de 0,35. La
fase de hexano separada se recogié en forma de una solucidn del extracto y se analiz6 mediante HPLC. La
velocidad de extraccion de ergosterol fue de 89,1%.

Ejemplo comparativo 1

A una solucion de homogenato de estructura de hongos (30 partes en volumen) preparada de la misma manera que
en el ejemplo 1 se mezclé con hexano (70 partes en volumen) y la mezcla se sometié a una operacién de extraccion
discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar durante un tiempo dado, la solucion se dejé
sedimentar. Como consecuencia, se confirmd una separacion aceite-agua rapida y la relacion en volumen del
residuo extraido con relacion a la cantidad de liquido total fue de 0,35. La fase de hexano separada se recogié en
forma de una solucién del extracto y se analizd6 mediante HPLC. La velocidad de extraccion de coenzima Q10 fue de
60,2%.

Ejemplo comparativo 2

A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afiadio lisolecitina (fabricada por la empresa Degussa) hasta una concentracion de 0,7% p, la mezcla resultante (30
partes en volumen) se mezclé con hexano (70 partes en volumen) y la mezcla se someti6 a una operacion de
extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar durante un tiempo dado, la solucion se dejo
sedimentar. Sin embargo, no se produjo una separacion aceite-agua y, por lo tanto, la soluciéon se sometié a una
separacion aceite-agua forzada mediante una centrifugadora. La fase de hexano separada se recogi6 en forma de
una solucion del extracto y se analiz6 mediante HPLC. La velocidad de extraccién de coenzima Q10 fue de 62,2%.

Ejemplo comparativo 3
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A una solucién de homogenato de estructura de hongos preparada de la misma manera que en el ejemplo 1 se
afiadio poli(alcohol vinilico) (preparado por la empresa Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) hasta una
concentracion de 3,3% p y la mezcla resultante (30 partes en volumen) se mezcl6 con hexano (70 partes en
volumen) y la mezcla se someti6é a una operacion de extraccion discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de
mezclar durante un tiempo dado, la solucién se dejé sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una separacion
aceite-agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacion a la cantidad de liquido total fue de
0,35. La fase de hexano separada se recogié en forma de una solucion del extracto y se analiz6 mediante HPLC. La
velocidad de extraccion de coenzima Q10 fue de 61,9%.

Ejemplo de referencia

A una soluciéon de homogenato de estructura de hongos (30 partes en volumen) preparada de la misma manera que
en el ejemplo 1 se mezcl6 con hexano (52 partes en volumen) y 2-propanol (18 partes en volumen) a esta relacion y
la mezcla se sometié a una operacion de extraccién discontinua a 45 °C durante 60 minutos. Después de mezclar
durante un tiempo dado, la solucién se dej6é sedimentar. Como consecuencia, se confirmé una separacién aceite-
agua rapida y la relacion en volumen del residuo extraido con relacién a la cantidad de liquido total fue de 0,48. La
cantidad del disolvente de extraccion que se transfirid a la fase acuosa fue considerablemente grande. La fase de
hexano separada se recogié en forma de una solucién del extracto y se analiz6 mediante HPLC. La velocidad de
extraccién de coenzima Q10 fue de 91,5%.

La tabla 1 muestra las condiciones de introduccion de los ejemplos 1-9, ejemplos comparativos 1-3 y ejemplo de
referencia, la velocidad de extraccion de sustancias bioactivas lipéfilas y los resultados de la relacion en volumen de
los residuos extraidos.

Tabla 1
partes introducidas tensioactivo
cantidad (% . o
homogenato p) introducida velocidad relacion en
dge disolvente | disolvente en la solucion de volumen de
estructura organico orgénico tipo de extra;ccmn residuo
do honaos | Nidréfobo | hidréfilo homogenato (%) extraido ()
9 de estructura
de hongos
Ejemplo 1 30 70 - P'““ég'c L- 33 90,8 037
Ejemplo 2 30 69 1 P'““ég'c L- 1,3 92,5 0,33
Ejemplo 3 30 70 - A|_O(|§.k1aztgl 33 79,5 0,39
Ejemplo 4 30 70 - Al_‘ﬁ';f;tg' 3,3 85,3 0,35
. Adekatol separacion
Ejemplo 5 30 70 - LA-1275 0,3 71,3 forzada
Pluronic L-
. 62 1,3
Ejemplo 6 30 70 - estearato 03 84,6 0,32
de sacarosa
Pluronic L-
. 62 1,3
Ejemplo 7 30 70 - Pluronic 03 83,0 0,30
TR-702
Pluronic L-
. 62 1,3
Ejemplo 8 30 70 - Pluronic 03 89,9 0,31
TR-702
Ejemplo 9 30 70 - P'”rgrz“c L- 33 89,1 035
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Ejemplo
comparativo 30 70 - - - 60,2 0,35
1
Ejemplo separacion
comparativo 30 70 - lisolecitina 0,7 62,2 p
> forzada
Ejemplo .
comparativo 30 70 - pol!(a}l_cohol 3,3 61,9 0,35
3 vinilico)
Ejemplo de 30 52 18 - ; 91,5 0,48
referencia
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de una sustancia bioactiva lipéfila, que comprende mezclar una suspension acuosa de
células microbianas que contiene una sustancia bioactiva lipéfila o un homogenato de células microbianas de la
misma con un disolvente organico en presencia de al menos un tipo de tensioactivo no iénico seleccionado entre el
grupo que consiste en tensioactivos de copolimeros de bloques de polioxietileno-polioxipropileno, ésteres de acidos
grasos y sacarosa, ésteres de acidos grasos y glicerol, ésteres de acidos grasos y sorbitan, tensioactivos de poliéter-
poliol, tensioactivos de polioxietileno-alquil-éter y tensioactivos de alquil-éter y extraer la sustancia bioactiva lip&fila,

en el que la cantidad del tensioactivo no i6nico que va a ser afadido esta en el intervalo de 0,01-10% p de la
suspension acuosa de la célula microbiana u homogenato de células microbianas, y en que la sustancia bioactiva
lipdfila se selecciona entre coenzimas Q, vitaminas, carotenoides, polifenoles liposolubles, flavonoides, esteroles,
acido a-lipoico y L-carnitina, y

en que el disolvente organico es un disolvente que contiene un disolvente organico hidréfobo o un disolvente
organico hidréfobo.

2. El método de produccion segun la reivindicacion 1, en el que la sustancia bioactiva lipéfila es coenzima Q10.

3. El método de produccién segun la reivindicacién 2, en el que la coenzima Q10 es coenzima Q10 reducida o una
mezcla de coenzima Q10 reducida y coenzima Q10 oxidada.

4. El método de produccion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tensioactivo no i6nico es
al menos un tensioactivo de copolimero de bloques de polioxietileno-polioxipropileno.

5. El método de produccion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el disolvente organico
hidréfilo es usado adicionalmente en combinacion con el disolvente organico hidréfobo.

6. El método de produccion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la extraccion es una
extraccién continua.
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