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DESCRIPCION

Método para producir una mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos que tiene un potencial de oxidacion-
reduccion de 0 mv o menos

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para producir una mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos
obtenida al someter un microorganismo a un tratamiento hidrotérmico.

Antecedentes de la técnica

La levadura residual descargada de las plantas de produccién de alimentos, tales como las cervecerias, se somete a
tratamientos de desecho por incineracion o similares, a excepcion de parte de la levadura residual que se utiliza como
materia prima para los extractos de levadura y preparaciones de levadura, alimentos para ganado, fertilizantes y
similares. Mientras tanto, una porcioén de las paredes celulares de levadura que quedan después de la extraccion de
los extractos de levadura se descarta principalmente, mientras que la otra porcion de las paredes celulares de levadura
se usa para alimentos saludables, alimentos para ganado, y similares.

Sin embargo, los tratamientos de residuos implican costos de transporte a los sitios de eliminacion y los costos de
eliminacién. Ademas, en los casos en que la levadura residual se usa para los alimentos, alimentos para animales,
fertilizantes y similares descriptos anteriormente, los usos convencionales tienen algunas limitaciones en términos de
las aplicaciones, la cantidad utilizada y los valores agregados de los productos, cuando se toma en consideracion la
cantidad de levadura residual generada. Por lo tanto, existen expectativas para un material tratado que se puede usar
para nuevas aplicaciones, puede aumentar la cantidad utilizada y tiene valores agregados mas altos, y para un método
de tratamiento de estos.

La literatura de patentes 1 describe un método para obtener una sustancia intracelular mediante la destrucciéon de
células con vapor de alta presion a alta temperatura, y muestra a las levaduras como un microorganismo preferido.
Dado que la reaccion se lleva a cabo en una region de baja temperatura, que es una region de reaccion de ionizacion,
la descomposicion en sustancias de bajo peso molecular apenas tiene lugar, y la cantidad de sustancias reductoras
producidas es muy pequefia. Por lo tanto, es dificil mantener el potencial intrinseco dentro de una region reductora.

La literatura de patentes 2 describe un método para obtener una fraccion soluble en agua de las paredes celulares de
un microorganismo mediante el uso de agua a alta temperatura y alta presion a una temperatura mayor de 100 °C y a
una presion no superior a la presion de vapor de saturacion a la temperatura, y muestra la levadura como el
microorganismo. La fraccion soluble en agua obtenida por el método tiene un potencial de oxidacion-reduccion de 0
mV o menos inmediatamente después de ser obtenido, pero pronto el potencial de oxidacién-reduccion se convierte
en 0 mV o mas.

Lista de citas

Literaturas de patente

Literatura de patente 1: Publicacién de solicitud de la patente japonesa N° Sho 62-224281
Literatura de patente 2: Publicacién de solicitud de la patente japonesa N° 2005-185187
Compendio de la invencion

La presente invencion se ha realizado a la vista de las circunstancias descritas anteriormente, y un objeto de la
presente invencion es proporcionar un método de tratamiento que permite la conversion de un microorganismo,
particularmente levadura residual en un material tratado que tenga un alto valor agregado y proporcionar el material
tratado.

La presente invencion proporciona un método para producir una mezcla reductora obtenida a partir de
microorganismos que tiene un potencial de oxidacion-reduccion de 0 mV o menos, el método que comprende someter
una levadura o un extracto de levadura a un tratamiento de vapor sobrecalentado en la presencia de acido silicico o
un silicato, donde el tratamiento de vapor sobrecalentado se realiza en ausencia de oxigeno con vapor sobrecalentado
a una presioén de 0,9 MPa a 1,9 MPa a 150 °C a 210 °C.

Ademas, se describe una mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos que tiene un potencial de oxidacion-
reduccion de 0 mV o menos, la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos se obtiene por cualquiera de
los métodos de produccion.

Ademas, la presente descripcion proporciona una mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos que tiene
un potencial de oxidacién-reduccion de 0 mV o menos, donde un aumento en el potencial de oxidacion-reduccion 14
dias después de la preparacion de dicha mezcla es 40% o menos de un potencial mas bajo.
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Ademas, se describe una composicién que comprende la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos.

Ademas, se describe una composicion mejoradora de calidad del suelo que comprende la mezcla reductora obtenida
a partir de microorganismos.

Ademas, se describe una composicién mejoradora de la resistencia a las enfermedades de las plantas que comprende
la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos.

Ademas, se describe un promotor de crecimiento vegetal que comprende la mezcla reductora obtenida a partir de
microorganismos.

La sustancia reductora obtenida por la presente invencion tiene una capacidad reducida. En consecuencia, cuando se
usa la sustancia reductora para plantas agricolas, la sustancia reductora se puede introducir en un estado cercano al
potencial de reduccién de la oxidacion en las células, de modo que se puede esperar un aumento de la funcionalidad
de la sustancia. La sustancia reductora también se puede usar para la tecnologia de inundacién, que es una de las
tecnologias de esterilizacion del suelo. Ademas, dado que la sustancia reductora tiene actividades antioxidantes tales
como la inhibicion de SOD, se puede esperar que la sustancia reductora se aplicara a agentes antienvejecimiento para
la piel, y similares, mediante la utilizacion de la capacidad antioxidante.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo de la temperatura dentro de un reactor debido al vapor
sobrecalentado en el Ejemplo 1.

La Fig. 2 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo de la presion dentro del reactor debido a al vapor
sobrecalentado en el Ejemplo 1.

La Fig. 3 es una fotografia que muestra los resultados de una prueba para investigar un efecto sobre la resistencia a
enfermedades de plantas del Ejemplo 2.

La Fig. 4 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo del potencial de oxidacion-reduccién de un material
fertilizante liquido en el Ejemplo 3.

La Fig. 5 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo del potencial de oxidacion-reduccion del suelo en un
estado de inundacién en el Ejemplo 4.

La Fig. 6 es un grafico que muestra el porcentaje de inhibicion del radical DPPH de una mezcla reductora obtenida a
partir de levadura de cerveza en el Ejemplo 6.

La Fig. 7 es un grafico que muestra el porcentaje de inhibicion de SOD de la mezcla reductora obtenida a partir de
levadura de cerveza en el Ejemplo 7.

La Fig. 8 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo del potencial de oxidacion-reduccion de la mezcla
reductora obtenida a partir de levadura de cerveza en el Ejemplo 8.

La Fig. 9 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo del potencial de oxidacidon-reduccion de un microorganismo
anaerdbico y el de los mohos de Koji y mezcla reductora obtenida a partir de levadura de Shochu en el Ejemplo 9.

La Fig. 10 es un grafico que muestra el cambio con el tiempo del potencial de oxidacion-reduccion de un material
tratado en el Ejemplo comparativo 2.

La Fig. 11 es un grafico que muestra la comparacion de las motilidades de los nematodos en el Ejemplo 12.

La Fig. 12 es un grafico que muestra la comparacion de los pesos de parte comestible de Molokheiya en el Ejemplo
13.

La Fig. 13 es un grafico que muestra la comparacion de los pesos de parte comestible de Garland chrysanthemum en
el Ejemplo 14.

La Fig. 14 es un grafico que muestra la comparacion de los rendimientos de tomate cherry en el Ejemplo 17.
Descripcion de las realizaciones

El microorganismo utilizado en la presente invencién es una levadura o un extracto de levadura, y las levaduras que
se han ingerido y similares son preferibles desde el punto de vista de la seguridad. Cuando las levaduras se utilizan
para fertilizantes, alimentos para animales, alimentos, bebidas, suplementos, medicamentos y similares, se puede
esperar que los consumidores acepten estos productos faciimente debido a la alta seguridad. Como levaduras, se
puede usar las levaduras cultivadas solo para este propdsito. Sin embargo, el uso de una levadura obtenida como
material residual sobrante de las industrias cerveceras de cerveza, sake, pasta de soja, salsa de soja o similares es
ventajoso en términos de reduccioén en la cantidad de materiales residuales y en los costos de eliminacion de residuos.
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Por ejemplo, es particularmente preferible una levadura de cerveza, que puede ser suministrada estable e
industrialmente.

La forma del microorganismo utilizado puede ser una levadura como un todo. Alternativamente, se puede usar un
extracto de levadura o un componente de microorganismo tal como, por ejemplo, paredes de células de levadura que
permanecen después de la produccion de un extracto de levadura. El estado de la levadura, el extracto de levadura,
las paredes celulares de levadura o similares puede ser cualquiera, y, por ejemplo, el estado puede ser una
suspension, una cuyo contenido de agua se reduce por prensado, uno cuyo contenido de agua se reduce aun mas
por secado, un polvo, una suspension o similar. Son preferibles una suspension de levadura de cerveza, una levadura
de cerveza prensada, una levadura de cerveza seca, una suspension de levadura de cerveza, paredes celulares de
levadura seca, una suspension de pared celular de levadura y un material inorganico que contiene levadura de
cerveza.

En la presente invencion, el vapor sobrecalentado se refiere al vapor a una temperatura mayor de 100 °C. En la
presente invencion, el tratamiento de vapor sobrecalentado se realiza con vapor sobrecalentado a 150 °C a 210 °C.
Mas aun, el tratamiento de vapor sobrecalentado se realiza con vapor sobrecalentado a 0,9 MPa a 1,9 MPa, con
preferencia 1,2 MPa a 1,8 MPa. El tratamiento de vapor sobrecalentado se realiza con preferencia con vapor
sobrecalentado a una presion de 1,2 MPa a 1,8 MPa a 150 °C a 210 °C. En la presente invencion, el tratamiento de
vapor sobrecalentado se realiza en ausencia de oxigeno. Los ejemplos de un método para realizar el tratamiento de
vapor sobrecalentado en ausencia de oxigeno incluyen un método en el que el gas dentro de un recipiente de reaccion
se reemplaza con un gas tal como gas de diéxido de carbono, gas nitrégeno o argoén, y similares. En la presente
invencion, el tratamiento con vapor sobrecalentado se realiza en presencia de acido silicico o un silicato. Como el
acido silicico o el silicato utilizado, se puede usar un mineral siliceo derivado de diatomeas, que es econémico y tiene
un volumen de poros estable. El acido silicico o el silicato utilizado en el tratamiento con vapor sobrecalentado no esta
particularmente limitado, y sus ejemplos incluyen acido silicico, silicatos y similares, tales como zeolita y arcilla acida,
que se clasifican en este.

La cantidad del acido silicico o el silicato afiadido con preferencia es 1% en p/p a 40% en p/p, y con mas preferencia
15% en p/p a 20% en p/p. Cabe sefalar que, la cantidad agregada se ajustara segun corresponda, de acuerdo con la
calidad de la levadura y la concentracion de la levadura en el momento de ser utilizada para el tratamiento.

La mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida por el método descripto anteriormente de la
presente invencion tiene un potencial de oxidacion-reduccion de 0 mV o menos. La mezcla reductora obtenida a partir
de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencién con preferencia tiene un potencial de oxidacion-
reduccion de-50 mV o menos. Mas aun, la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida por el
método descripto anteriormente realizado de acuerdo con la presente invencion es tal que un aumento en el potencial
de oxidacion-reduccion 14 dias después de la preparacion de dicha mezcla es 40% o menos de un potencial mas bajo.
La mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos de la presente invencién con preferencia es tal que el
porcentaje del aumento en el potencial de oxidacion-reduccion 14 dias después de la preparacion de dicha mezcla es
35% o menos, y con mas preferencia de modo que el porcentaje del aumento en el potencial de oxidacién-reduccion
14 dias después de la preparacion de dicha mezcla es 10% o menos.

Mas aun, el potencial de oxidacion-reduccién de la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida
de acuerdo con la presente invencién puede ser 0 mV o positivo en el periodo de inmediatamente después de 1 0 2
dias después del tratamiento. Sin embargo, el potencial de oxidacion-reduccion disminuye gradualmente, cambia a un
valor negativo en 3 a 4 dias, y permanece estable en un valor negativo.

El potencial de oxidacién-reduccion en la respiracion de las células de eucariotas es alrededor de-180 mV. Por lo tanto,
la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion, que se
convierte en una sustancia reductora, tiene una afinidad excelente por el interior de las células, y permite que el
componente derivado de levadura actie efectivamente.

Mas aun, debido a que se usa una levadura de cerveza o similar como materia prima, se puede asegurar la estabilidad
de la calidad de la materia prima y se puede esperar la conversion en un producto de alto valor afiadido. Mediante la
adicién de una nueva tecnologia de produccion a las tecnologias basicas acumuladas hasta el momento, tal materia
prima se puede aplicar a diversos campos como material reductor.

En el caso del uso en el campo agricola, un componente derivado de levadura conocido hasta ahora se produce en
forma reductora, y se introduce en un estado cercano a un potencial de oxidacion-reduccion en células de plantas
agricolas. Por lo tanto, se puede mejorar la funcionalidad de la sustancia. Como resultado, es posible obtener efectos
tales como la promocion del crecimiento, aumento del rendimiento y mejora de la resistencia a las enfermedades de
las plantas.

Mas aun, mediante el aprovechamiento de que la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos es una
sustancia reductora, la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos se puede usar para una tecnologia de
reduccion de inundaciones, que es una tecnologia de esterilizacion de suelo notable. La tecnologia de reduccion de
inundaciones es un método en el cual el agua se mantiene en el suelo como en el caso de un arrozal, y el estado del
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suelo bajo la superficie del agua cambia a un estado reducido de este modo para reducir los patdgenos en el suelo.
Sin embargo, la tecnologia de reduccion de inundaciones carece de versatilidad, por ejemplo, porque se necesita una
gran cantidad de agua, el agua se debe mantener durante un largo periodo y la tecnologia se puede implementar solo
en el periodo de alta temperatura debido a la mediacién de microorganismos. Mas aun, la inundacién mas bien lleva
a la proliferaciéon de patdgenos en algunos casos. Cuando la sustancia obtenida de acuerdo con la presente invencion
se usa como una composicion mejoradora del suelo, se puede usar la capacidad reductora de la propia sustancia. En
consecuencia, es posible controlar el potencial en el suelo a-200 mV o menos, independientemente de la temperatura.
Por consiguiente, se puede usar la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con
la presente invencion para preparar una composicion mejoradora de calidad del suelo. Ademas en la mezcla reductora
obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencién, la composicion mejoradora de
la calidad del suelo puede contener cualquiera de las sustancias humicas, zeolita, diatomita, silicato de calcio,
vermiculita y turba, que se utilizan para la mejora del suelo. Se espera que la mejora del suelo mediante el uso de la
composicion mejoradora de la calidad del suelo logre efectos tales como la promocion del crecimiento y el aumento
del rendimiento.

En contraste con los materiales reductores proporcionados convencionalmente, el producto tratado tiene una excelente
capacidad antioxidante y estabilidad tal que el potencial de oxidacién-reduccion del producto tratado se retiene de
manera estable a un potencial negativo durante un periodo prolongado. Por consiguiente, la mezcla reductora obtenida
a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencidon se puede usar para preparar una
composicion cosmética. Ademas de la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo
con la presente invencion, se puede usar cualquier otro componente cosmético generalmente utilizable para la
composicion cosmeética, y los componentes cosméticos se pueden seleccionar de las siguientes sustancias de acuerdo
con la eficacia y el efecto. Los ejemplos de estos incluyen excipientes, fragancias y similares que se usan generalmente
para cosméticos, asi como diversos componentes cosméticos tales como grasas y aceites grasos, tensioactivos,
humectantes, agentes blanqueadores, agentes de ajuste de pH, aglutinantes, alcoholes polivalentes, aceites
esenciales, fragancias, espesantes, conservantes, antioxidantes, absorbentes de ultravioletas, pigmentos, materiales
de plantas pulverizadas, farmacos crudos, sales inorganicas, acidos inorganicos, detergentes, emulsionantes y
similares.

Mas aun, la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion se
puede usar para alimentos para ganado, peces y similares, para mejorar los sintomas de la piel causados por oxigeno
activo (humedad, sequedad, opacidad de color, manchas, pecas, flacidez, arrugas, textura de la piel, firmeza y
similares), para la prevencion o tratamiento de enfermedades tales como por ejemplo, accidente cerebrovascular,
arteriosclerosis, infarto de miocardio, reumatismo, inflamacion, llcera de estémago, catarata, cancer, SIDA, y
similares, para la prevencion de envejecimiento, y para un restaurador de cabello.

Mas aun, debido a que el método mencionado anteriormente de la presente invenciéon puede suprimir la reaccion de
Maillard durante el tratamiento, el producto tratado es menos coloreado, y se espera que se use para una gama mas
amplia de aplicaciones.

La mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencién se puede
usar para preparar una composicion mejoradora de resistencia a las enfermedades de plaga. Ademas en la mezcla
reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion, la composicion
mejoradora de la resistencia a las enfermedades de las plantas se puede mezclar con componentes tales como
solventes y tensioactivos solubles en agua, siempre que no se deteriore el efecto de mejorar la resistencia a
enfermedades, plagas, y los nematodos logrados por la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos
obtenida de acuerdo con la presente invencion.

Mas aun, un material que contiene una o mas sustancias que tienen actividades inductoras seleccionadas de péptidos,
polisacaridos, glicoproteinas y lipidos también se puede afiadir a la composicion mejoradora de la resistencia a las
enfermedades de las plantas. Varias sustancias especificas para plantas individuales se han conocido como las
sustancias que tienen actividades inductoras, y las sustancias que tienen actividades inductoras se pueden seleccionar
segun sea apropiado de acuerdo con la planta que sera sometida.

Mas aun, un agente de control de crecimiento de plantas también se puede afiadir a la composicién mejoradora de la
resistencia a las enfermedades de las plantas.

En general, los organismos son afectados por el potencial de oxidacidon-reduccion de sus ambientes en crecimiento.
Se puede decir que aquellos que prefieren ambientes con altos potenciales de oxidacion-reduccién son aerdbicos,
mientras que aquellos que prefieren ambientes con potenciales de oxidacién-reduccion bajos son altamente
anaerdbicos. Los metandgenos son bien conocidos como organismos que requieren estados anaerdbicos
particularmente altos, y el potencial de oxidacion-reduccion de los medios de cultivo para metandgenos debe ser de-
330 mV o menos. Ademas, las bacterias nitrificantes ordinarias, bacterias desnitrificantes, bacterias reductoras de
sulfato y similares requieren bajos potenciales de oxidacion-reduccion. Los ejemplos de organismos que prefieren
ambientes aerdbicos incluyen, casi todos los animales, casi todos los hongos, algunas bacterias tales como bacterias
del género Bacillus, el género Pseudomonas y similares, nematodos y similares. Como se describié anteriormente, los
microorganismos individuales tienen sus respectivas regiones preferidas de potencial de oxidacion-reduccion. Al
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controlar el potencial de oxidacion-reduccion, los microorganismos especificos se pueden ser activar o inactivar.
Cuando se crea un ambiente con un bajo potencial de oxidacion-reduccion mediante el uso de la mezcla reductora
obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencién, se pueden suprimir las
actividades de microorganismos que prefieren ambientes aerébicos. Por lo tanto, la mezcla reductora obtenida a partir
de microorganismos se puede usar como un fungicida, un agente antiviral o similares. De la misma manera, los
microorganismos que prefieren ambientes anaerdbicos pueden ser activados. Por lo tanto, la mezcla reductora
obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion se puede usar para el cultivo de
bacterias de acido lactico, metandgenos y similares; elaboracion de bebidas alcohdlicas por fermentacion anaerdbica,
tal como la elaboracion de cerveza; produccion de bebidas de bacterias de acido lactico; y similares.

Cuando se usa para la mejora de los sintomas de la piel, la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos
obtenida de acuerdo con la presente invencion se puede preparar, por ejemplo, en forma de un suplemento. Se puede
emplear un método conocido para la preparacion. La forma de dosis no esta particularmente limitada, y los ejemplos
de esta incluyen preparaciones orales que incluyen preparaciones sdlidas tales como un comprimido, un polvo,
granulos finos, granulos, una capsula y una pildora; y preparaciones liquidas tales como una solucién acuosa, una
suspension, un jarabe y una emulsion; y similares. Estas preparaciones orales pueden ser producidas por un método
generalmente empleado. En la presente, cualquiera de los excipientes, desintegrantes, aglutinantes, lubricantes,
tensioactivos, alcoholes, agua, polimeros solubles en agua, edulcorantes, correctores, acidulantes, portadores de
farmacos, y similares, que se usan generalmente en la técnica, se puede afadir a las preparaciones orales de acuerdo
con las formas de estas.

Mas aun, se puede producir una bebida para la mejora del sintoma de la piel mediante la mezcla reductora obtenida
a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion con una bebida. Los ejemplos de la bebida
incluyen jugos de frutas, jugos de verduras, té de cebada tostado, té verde, té negro, café, bebidas de yogur, bebidas
de bacterias de acido lactico, bebidas poco alcohdlicas y similares. Al beber la bebida con la que se combine la mezcla
reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion, los sintomas de la piel
descriptos anteriormente se previenen o mejoran en forma segura.

Ademas, se puede producir un alimento para la mejora del sintoma de la piel mediante la combinacién de la mezcla
reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion con un alimento. Los
ejemplos del alimento incluyen productos lacteos tales como leche fermentada, queso y manteca; productos de
confiteria tales como caramelos, galletitas, goma de mascar, torta de mantequilla; panes; y similares. Tomando el
alimento con el que se mezcla la mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la
presente invencion, los sintomas de la piel descritos anteriormente se evitan o mejoran en forma segura.

Mas aun, se puede producir un cosmético para la piel. Los ejemplos del cosmético para la piel incluyen locion,
emulsién, crema cosmeética, base, colorete, polvos faciales, y similares. El cosmético para la piel se puede preparar
de acuerdo con un método ordinario. Mediante el uso de un cosmético para la piel con el que se combina la mezcla
reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion, se previenen o mejoran
los sintomas de la piel descritos anteriormente.

Mas aun, se puede producir un cosmético para la piel mediante la combinacién de la mezcla reductora obtenida a
partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion. Los ejemplos del cosmético para la piel
incluyen locion, emulsién, crema cosmética, base, colorete, polvo facial, y similares. El cosmético para la piel se puede
preparar de acuerdo con un método ordinario. Mediante el uso del cosmético para la piel con el que se combina la
mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion, se previenen
o0 mejoran los sintomas de la piel descritos anteriormente.

Ademas, se puede producir una preparacion farmacéutica para la mejora de los sintomas de la piel que contiene la
mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion como
ingrediente activo. La forma de dosis de la preparacion farmacéutica para la mejora de los sintomas de la piel de la
presente invencion no esta particularmente limitada, y su ejemplo incluye preparaciones orales que incluyen
preparaciones sélidas tales como un comprimido, un polvo, granulos finos, granulos, una capsula, una pildora y
similares; preparaciones liquidas tales como una solucién acuosa, una suspensién, un jarabe y una emulsion; y
similares. Estas preparaciones orales pueden ser producidas por un método generalmente empleado. En la presente,
cualquiera de los excipientes, desintegrantes, aglutinantes, lubricantes, tensioactivos, alcoholes, agua, polimeros
solubles en agua, edulcorantes, correctores, acidulantes, portadores de farmacos, y similares, que se usan
generalmente en la técnica, se pueden afadir a las preparaciones orales de acuerdo con sus formas. Tomando la
preparacion farmacéutica para la mejora de los sintomas de la piel que contiene la mezcla reductora obtenida a partir
de microorganismos obtenida de acuerdo con la presente invencion como ingrediente activo, se previenen o mejoran
los sintomas de la piel descritos anteriormente.

Ejemplos
(Ejemplo 1: Produccién de la mezcla reductora obtenida a partir de la levadura de cerveza en ausencia de Oxigeno)

Después de la operacion de calentamiento, se introdujeron 500 L de agua auxiliar en un sistema de conversion de
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materiales multiproposito (equipo obtenido por Rumoi Biomass Center). Cuando la temperatura en una porcion inferior
alcanzo6 67 °C, se introdujeron 500 kg de levadura de cerveza seca (nitrogeno: 8%). Estos se mezclaron entre si
durante 10 minutos; y luego se inici6 la introduccién de vapor sobrecalentado. El oxigeno disuelto se redujo mediante
la realizacion de una operacién de desaireacion de tal manera que se introdujo vapor sobrecalentado en un espacio
superior, mientras que la temperatura de agua se dejo elevar y se abrié una valvula de escape superior. Las Figs. 1y
2 muestran cambios de nieve con el tiempo de la temperatura y la presién en el reactor debido al vapor sobrecalentado.
Después del tratamiento en condiciones de una presién de 1,6 MPa o mas y una temperatura de 180 °C durante 10
minutos, se obtuvieron 1,13 t de una mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza (liquido, nitrégeno:
3%). El potencial de oxidacion-reduccion de la mezcla fue de-110 a-160 mV.

(Ejemplo 2: Prueba para investigar el efecto sobre la resistencia a enfermedades de plantas)

Se realiz6 una prueba para investigar un efecto del producto de tratamiento hidrotérmico derivado de levadura sobre
la resistencia a enfermedades de plantas. Se preparé una muestra liquida que contenia 250 ppm de la mezcla
reductora obtenida a partir de levadura obtenida en el Ejemplo 1, 10 ug/ml de Rifamcina, y-500 pyg/ml de ampicilina.
Se uso el agua como control.

La resistencia a la enfermedad se evalué mediante un método de evaluacion de la actividad inductora basado en el
método de Yoshikawa, M., et al. (Nature 275, 546-547 (1978)). La actividad inductora es una accién para inducir la
sintesis de una sustancia antimicrobiana tal como una fitoalexina en el cuerpo de una planta. Especificamente, se
sembraron sojas (Glycine, max cv. Green Homer) en un suelo de cultivo obtenido mediante la mezcla de vermiculita y
suelo de humus, y luego se cultivaron bajo luz fluorescente durante 10 a 14 dias bajo condiciones de luz de 16 horas,
una condicion de 8 horas de oscuridad y 25 °C. Después de eso, se cortaron los cotiledones, y sus superficies traseras
se eliminaron con una rasuradora, y se dejaron caer 80 ul de la muestra liquida descrita anteriormente sobre cada
cotiledon. Los cotiledones se mantuvieron quietos durante 24 horas a 25 °C bajo una condicion de luz y se determind
la lesion estaba enrojecida, Una lesion que se enrojecio indica que se indujo la sintesis de la gliceolina, que es una
fitoalexina de la soja. Los resultados de la determinacion se muestran en la Tabla 1. La Fig. 3 muestra una fotografia
utilizada para la determinacion (en la fotografia de la Fig. 3, las lesiones que se enrojecieron se reconocieron como
porciones negras).

Como se describié anteriormente, se hallé que la mezcla reductora obtenida a partir de levadura que se sometié al
tratamiento hidrotérmico tuvo un efecto de mejora de la resistencia a enfermedades de una planta.

Tabla 1
Muestra Determinacion de actividad
Grupo control (agua) -
Grupo de prueba (se uso la mezcla del Ejemplo 1) +

(Ejemplo 3: Produccion de fertilizante usando la mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza)

La mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza del Ejemplo 1 (liquido, nitrégeno: 3% en p/p), como
estaba, se us6 como un ingrediente activo liquido. A 500 L de una solucién de urea al 12% p/p, se afadieron 250 L
del ingrediente activo liquido, y los materiales se mezclaron entre si, y se dejaron reposar durante 10 dias. Por lo tanto,
se produjo un material fertilizante liquido. La Fig. 4 muestra el cambio con el tiempo en el potencial de oxidacion-
reduccion del material fertilizante liquido. Cabe sefialar que, el potencial de oxidacién-reduccién en el Dia 0 es el de
la solucién de urea 12%. Como es evidente a partir de la Fig. 4, el material fertilizante liquido mantuvo la capacidad
reductora incluso después de que habian transcurrido 10 dias, y el potencial de oxidacion-reduccion fue de-173 mV
después de que habian transcurrido 10 dias.

A 1000 L del material fertilizante liquido, se afiadieron 350 kg de un mineral siliceo en polvo (nhombre comercial: North
Keido, distribuidor: Hokkaido Natural Ltd.). Los materiales se mezclaron entre si y se secaron durante tres semanas
bajo la condicién de un flujo de aire. Por lo tanto, se produjo un material de fertilizacién en polvo con un contenido de
agua del 35%.

(Ejemplo 4: Tratamiento de inundacioén en el suelo de campo de granja por uso de material fertilizante en polvo)

Se utilizé un suelo arenoso con una conductividad eléctrica EC de 1,7 m/S. Con 40 L de suelo arenoso, se mezclaron
10 L del material fertilizante en polvo del Ejemplo 3. La mezcla se colocé en un recipiente bien cerrado y en forma de
caja. Como grupos de control, el polvo de mineral siliceo se us6 en una cantidad igual a la cantidad de polvo mineral
siliceo contenido en 10 L del material fertilizante en polvo, y el material fertilizante liquido se usé en una cantidad igual
a la cantidad del material fertilizante liquido contenido en 10 L del material fertilizante en polvo, en lugar del material
de fertilizante en polvo. Cada mezcla se colocé en un estado de inundacion y se dejé en reposo durante 15 dias a
temperatura normal. El cambio en el potencial de oxidacion-reduccion se midié durante 15 dias. La Fig. 5 muestra los
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resultados.

(Ejemplo comparativo 1: Produccion de la mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza en presencia de
oxigeno)

En un reactor de alta presion que tiene una capacidad de 1 |, se introdujeron 500 g de una solucién que
contiene un 5% en masa de paredes celulares de levadura de cerveza seca, y se calentaron a 195 °C con agitacion.
Cuando la temperatura alcanzo los 195 °C, la presion dentro del contenedor fue de 1,4 MPa. Luego, la reaccion se
dejo avanzar durante 5 minutos bajo las condiciones. El material tratado inmediatamente después de su obtencion
tenia un potencial de oxidacién-reduccion de-200 mV. La cromaticidad del material tratado se midié con un colorimetro
en un modo ASCE (componente especular excluido). Como resultado, L = 28,68; a =-0,45; y b = 0,96.

(Ejemplo 5: Producciéon de mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza en ausencia de Oxigeno)

En un reactor de alta presion con una capacidad de 1 L, se introdujeron 500 g de una soluciéon que contiene un 5% en
masa de paredes celulares de levadura de cerveza seca. El aire dentro del reactor se reemplazé con nitrégeno, y
luego la solucién se calenté a 195 °C con agitacion Cuando la temperatura alcanzé los 195 °C, la presion dentro del
contenedor fue de 1,4 MPa. Luego, la reaccion se dejé avanzar durante 5 minutos bajo las condiciones. El material
tratado inmediatamente después de su obtencién tenia un potencial de oxidacion-reduccion de-226 mV. Los resultados
medidos con el colorimetro fueron los siguientes: L = 38,65; a=4,79; y b=10,91. La comparacion se realiza entre los
resultados del Ejemplo comparativo 1 y los resultados del Ejemplo 5 en la siguiente Tabla 2. Como se evidencia a
partir de la Tabla 2, el potencial de oxidacion-reduccion fue mas bajo en el Ejemplo 5 que en el Ejemplo comparativo
1. Mas aun, sobre la base de los valores L, el material tratado del Ejemplo 5 tuvo un color mas claro que el del Ejemplo
comparativo 1.

Tabla 2
Potencial de oxidacion-reduccién Colorimetro
Valor L Valor a Valor b
Ejemplo comparativo 1 -200 mV 28,68 -0,45 0,96
Ejemplo 5 -226 mV 38,65 4,79 10,91

Cabe sefalar que el potencial de oxidacion-reduccion generalmente se reduce por la reaccion de Maillard. En el
Ejemplo comparativo 1, el potencial de oxidacion-reduccion se redujo al provocar la reaccion de Maillard (= cambio a
un color oscuro). Por el contrario, el potencial de oxidacion-reduccion en el Ejemplo 5 se redujo sin producir la reaccion
de Maillard (= color claro restante). Es facil reducir un potencial de oxidacién-reduccién mediante la aplicacion calor
para producir la reaccion de Maillard. La presente invencion es diferente de las tecnologias convencionales porque el
potencial de oxidacion-reduccion se reduce sin producir la reaccién de Maillard.

(Ejemplo 6: Porcentaje de inhibicion de radicales DPPH de la mezcla reductora obtenida a partir de levadura de
cerveza)

La mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza obtenida en el Ejemplo 1 se sometié a una medicion
para la actividad de extincion del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). El método de medicion fue el siguiente.
La sustancia de prueba se suspendi6 en agua, y la suspension se transfiri6 a una placa de 96 pocillos donde se
prepararon series de dilucién (100 pl por pocillo). A cada pocillo, se afiadieron 100 pl de una solucién DPPH 750 uM
(disuelta en metanol 100%). La placa se dej6 en reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacion,
se midio la absorbancia a 550 nm. El porcentaje de inhibicién se calcul6 a partir de la absorbancia de acuerdo con la
siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion (%) = (A-B)/(C-D) x 100
A: solucién de muestra + enzima, B: solucién de muestra + sin enzima, C: agua + enzima, D: agua + no enzima

La Fig. 6 muestra los resultados. Mas aun, se determiné una concentracion final de la sustancia de prueba a la que se
redujo la absorbancia 50% (IC50), y esto se empled como un indice de la intensidad de la actividad. Como
comparacion, se usaron levadura de cerveza seca y una levadura de cerveza seca tratada a alta presion y alta
temperatura. La levadura de cerveza seca tratada a alta presion y alta temperatura se obtuvo tratando una levadura
de cerveza seca en condiciones presurizadas de 2 atm (0,2 MPa) a 121 °C durante 25 minutos. La mezcla reductora
obtenida a partir de levadura de cerveza tenia una IC50 de 2463 ppm, y la levadura de cerveza seca tenia una IC50
de 18704 ppm. La levadura de cerveza seca tratada a alta presion y alta temperatura tenia una actividad tan
extremadamente débil que fue imposible calcular su IC50. La mezcla reductora obtenida a partir de la levadura de
cerveza exhibié una actividad notablemente mas fuerte que la levadura de cerveza seca y la levadura de cerveza seca
tratada a alta presion y alta temperatura. Estos resultados mostraron que la mezcla reductora obtenida a partir del
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material obtenido por tratamiento de la levadura de cerveza tenia una alta capacidad antioxidante, y que la presente
invencion mejoro la capacidad antioxidante de la levadura de cerveza seca.

(Ejemplo 7: Porcentaje de inhibicion de SOD de la mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza)

La mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza obtenida en el Ejemplo 1 La mezcla reductora obtenida
a partir de levadura de cerveza obtenida en el Ejemplo 1 se sometié a una medicién de actividad de SOD (superéxido
dismutasa). La medicion se realizé usando el kit de ensayo SOD-WST de Dojindo Laboratories de acuerdo con el
protocolo estandar. Especificamente, las muestras diluidas se introdujeron en una placa de 96 pocillos (20 pl por
pocillo). Luego, se afiadieron 200 pl de una solucion de WST (sal de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil )-5-(2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolio) y 20 pl de una solucién de xantina oxidasa a cada uno de los pocillos. La placa se dejo reposar a 37 °C
durante 20 minutos. Después de eso, se midio la absorbancia a 460 nm. El porcentaje de inhibicion se calcul6 a partir
de la absorbancia de acuerdo con la siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion (%) = (A-B)/(C-D) x 100
A: solucién de muestra + enzima, B: solucion de muestra + no enzima, C: agua + enzima, D: agua + no enzima

La Fig. 7 muestra los resultados. Se determiné una concentracion final de la sustancia de prueba en la que se redujo
la actividad a 50% (IC50), y esto se emple6 como un indice de la intensidad de la actividad. Como comparacion, se
usaron levadura de cerveza seca y una levadura de cerveza seca tratada a alta presion y alta temperatura como las
del Ejemplo 6. La mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza exhibié una actividad notablemente mas
fuerte que la levadura de cerveza seca y la levadura de cerveza seca tratada a alta presion y alta temperatura. La
mezcla reductora obtenida a partir de levadura de cerveza tuvo una IC50 de 2445 ppm, y la levadura de cerveza seca
tuvo una IC50 de 20619 ppm. Levadura de cerveza seca tratada a alta presion y alta temperatura tenia una actividad
débil por lo que fue imposible calcular su IC50. Estos resultados mostraron que la mezcla reductora obtenida a partir
de levadura de cerveza tenia alta capacidad antioxidante, y que la presente invencion mejoro la capacidad antioxidante
de levadura de cerveza seca.

(Ejemplo 8: Tratamiento de vapor sobrecalentado en presencia de mineral siliceo)

Se realizé una prueba para evaluar el efecto de un catalizador durante un tratamiento de vapor sobrecalentado. Las
células de levadura de cerveza seca en polvo se disolvieron en agua al 25% p/p. Para un experimento de prueba, se
afadié un mineral siliceo (diatomita) al 16% p/p como catalizador, mientras que no se afiadio catalizador para un
experimento de control.

Se llevd a cabo un tratamiento con vapor sobrecalentado de la misma manera que en el Ejemplo 1. Cuando la
temperatura alcanzé 160 °C, la presion dentro del recipiente fue de 1,86 MPa. Luego, la reaccion se dej6 avanzar
durante 10 minutos bajo las condiciones.

Los colores de los materiales tratados se observaron visualmente. El color del material tratado del experimento de
control fue mas profundo que el del liquido de levadura antes el tratamiento. La cromaticidad del material tratado del
experimento de prueba fue casi la misma que la del liquido de levadura de materia prima antes del tratamiento. Esto
sugirioé que el mineral siliceo afiadido como catalizador suprimié ain mas la reaccion de Maillard.

A continuacion, se midi6 el color de los materiales tratados. Cada uno de los materiales tratados se mezclo bien, y se
muestrearon 40 ml de estas y se colocaron en un vaso de precipitado con una capacidad de 100 ml. Cada una de las
muestras se fotografié con una camara digital, y se midié una imagen impresa de esta con un aparato de medicion de
laboratorio (Konica Minolta Sensing, Inc., un espectrofotometro CM-2600d) en un modo SCE (componente especular
excluido). La Tabla 3 muestra los resultados. Cada uno de los materiales tratados se diluyd con agua para alcanzar
una concentracion celular de 10% p/p, y se midié el cambio en el potencial de oxidacién-reduccion (Fig. 8). Los
aumentos en el potencial de oxidacién-reduccion de las mezclas reductoras derivadas de levadura de cerveza seca
14 dias después de la preparacion de dicha mezcla fueron 3,5% del potencial mas bajo en el caso del experimento de
prueba, y 26,3% en el caso del experimento de control.

Tabla 3 Cromaticidad del material tratado sometido al tratamiento de vapor sobrecalentado en presencia de mineral
siliceo

Colorimetro
Valor L valor a valor b
Experimento de prueba 57,88 2,49 25,09
Experimento control 35,31 3,64 6,32
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(Ejemplo 9: Tratamiento de vapor sobrecalentado en microorganismo anaerébicos y en mohos de Koji (Aspergillus) y
levadura Shochu (bebida destilada japonesa))

Un lodo digerido anaerébicamente que contiene principalmente microorganismos anaerébicos (un lodo que se obtuvo
de una planta de tratamiento de excrementos humanos y se deshidrata con una prensa de tornillo hasta un contenido
de agua del 48 a 52% en p/p) y un depdsito de Shochu que contiene principalmente mohos de Koji y levadura Shochu
(que tiene un contenido de agua de 43 a 45 p/p) se sometieron a un tratamiento de vapor sobrecalentado de la misma
manera que en el Ejemplo 1. Cabe sefialar, sin embargo, que la temperatura de tratamiento fue de 185 °C a 190 °C,
y el tiempo de tratamiento fue de 20 minutos. Se separo un liquido de cada uno de los materiales tratados mediante
centrifugacion. El liquido tratado se diluyé 10 veces con agua, y se midi6 el potencial de oxidacion-reduccion durante
14 dias. La Fig. 9 muestra los resultados. El aumento del potencial de oxidacién-reduccion de la mezcla reductora
obtenida a partir de los microorganismos anaerébicos 14 dias después de la preparacion de dicha mezcla fue 35,3%
del potencial mas bajo. Mientras tanto, el aumento del potencial de oxidacién-reduccion de la mezcla reductora
obtenida a partir de los mohos de Kaoji y la levadura Shochu 14 dias después de la preparacion de dicha mezcla fue
22,2% del potencial mas bajo.

(Ejemplo comparativo 2)

Las paredes celulares de levadura (un residuo que queda después de que se produjo un extracto de levadura) se
diluyeron con agua purificada a 3% en masa y a 5% en masa. En un recipiente de acero inoxidable resistente a la
presion con una capacidad de 100 ml, se cargaron 50 ml del liquido de pared celular de levadura diluida y se calentaron
en un dispositivo termostatico. Las condiciones de tratamiento térmico fueron 205 °C y 30 minutos. Después del
tratamiento, el recipiente se dejo enfriar en forma natural durante dos horas en un estado herméticamente cerrado,
luego se abrid, y se midio el potencial de oxidacion-reduccion del material tratado. Como es evidente a partir del grafico
mostrado en la Fig. 10, los potenciales de oxidacion-reduccion de los materiales tratados fueron de-142 mV a-188 mV
inmediatamente después del tratamiento, y aumentaron a 0 mV o mas en un dia. Como se describio anteriormente, el
potencial de oxidacion-reduccién del material tratado obtenido de acuerdo con la presente invencion fue estable
después de que el potencial de oxidacion-reduccion llegé a 0 mV o menos después del tratamiento. En contraste, el
potencial de oxidaciéon-reduccion de cada uno de los materiales tratados del Ejemplo comparativo 2 se elevo
inmediatamente, y alcanzé 0 mV o mas en un dia.

Tabla 4 Potencial de oxidacion-reduccion de los materiales tratados

Inmediatamente después del tratamiento Después de un dia
3% de paredes celulares de -142 58
levadura diluidas
5% de paredes celulares de -188 19
levadura

(Ejemplo 10: Produccién de material en polvo con el cual se combiné la mezcla reductora obtenida a partir de pared
celular de levadura de cerveza)

A 100 L de la mezcla reductora obtenida a partir de la pared celular de levadura de cerveza obtenida en el Ejemplo 1,
se afadieron 600 kg de un polvo de mineral siliceo (nombre comercial: North Keido, distribuidor: Hokkaido Natural
Ltd.). Los materiales se mezclaron entre si y se secaron durante tres semanas bajo la condicién de un flujo de aire.
Por lo tanto, se produjo un material en polvo, que tiene un contenido de agua de 35%.

(Ejemplo 11: Tratamiento de inundacion en campo agricola con material en polvo)

Mediante el uso de un campo agricola (Biratori cho, Hokkaido) para la produccioén real de tomate, se mezclaron 100
kg del material en polvo del Ejemplo 10 por 10 a de campo agricola. El campo agricola se inundd suficientemente y
se cubrié con una lamina de plastico. Para el control, se mezclaron 2.000 kg de salvado de trigo, que se usa
generalmente para la esterilizacion por reducciéon de inundaciones, por cada 10 a de campo agricola en lugar del
material en polvo. El campo agricola se inund6 suficientemente y se cubrié con una lamina de plastico. El tratamiento
de inundacion se realiz6 del 7 de mayo de 2009 al 6 de junio de 2009. La siembra se realizé el 18 de junio. Los suelos
ubicados a una profundidad de 20 cm se muestrearon en cada uno de los dias 14 de mayo, 25 de mayo y 6 de junio
y se midi6 el potencial de oxidacidon-reduccion de una solucién obtenida mediante la dilucion del suelo muestreado 10
veces con agua de la canilla. Ademas, el suelo ubicado a una profundidad de 20 cm se muestred en cada uno de los
dias 25 de mayo, 18 de junio, 18 de julio y 18 de agosto, y se midi6 la cantidad (células/g de suelo seco) de las
bacterias Fusarium, que son bacterias patdgenas del suelo. Las tablas 5 y 6 muestran los resultados. Aqui el area no
tratada fue un area donde solo se realizé el tratamiento de inundacion sin la introduccion del material. El potencial de
oxidacion-reduccioén del area de prueba fue menor que el del area no tratada. Ademas, el efecto de esterilizacion sobre
la bacteria Fusarium después de la esterilizacion por reduccion de inundacion del area de prueba fue alto, y estaba en
el mismo nivel que el del area de salvado de trigo. La proliferacion de la bacteria Fusarium después de la plantacion
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fue mas suprimida en el area de prueba que en el area no tratada y el area de salvado de trigo.

Tabla 5 Cambio en el Potencial de oxidacién-reduccion (mV)

14 de mayo 25 de mayo 6 de junio
Area no tratada 269 244 270
Area de salvado de trigo -98 -160 86
Area de prueba -92 -149 51

Tabla 6 Cambio en la cantidad de bacterias Fusarium (células/g de suelo seco)

Antes del 25 de mayo 18 de junio 18 de julio 18 de agosto
tratamiento
Area no tratada 2,7x105 2,4x108 9,7x102 2,8x102 3,7x102
Area de salvado de 7,7x10° 1,4x102 3 4,9x102 9,8x102
trigo
Area de prueba 2,7x105 1,4x102 1 3,6x10 5,1x10

(Ejemplo 12: Tratamiento de inundacion en el campo agricola con material en polvo)

Los nematodos aislados de un campo agricola (prefectura de Chiba) para producir realmente tomate se cultivaron en
un medio de agar, y luego el gel se cortd y se transfirié a una placa de Petri. El gel se sumergié en una solucién acuosa
5% del material en polvo del Ejemplo 10 para lograr un estado de inundacién. Para un grupo no tratado para el control,
el gel se sumergié en agua destilada para lograr un estado de inundacion. Diez dias mas tarde, se observaron 25
nematodos en cada uno de los grupos de prueba y no tratados con un microscopio, se evaluaron su movilidad y se
clasificaron en los siguientes cinco grados: 0 (los nematodos no se movieron del todo) a 4 (los nematodos se movieron
vigorosamente).

0: Los nematodos no se movieron en absoluto.

1: Solo las porciones finales de los nematodos se movieron ligeramente.

2: Los cuerpos enteros de los nematodos se movieron ligeramente.

3: Los cuerpos enteros de los nematodos se movieron sin cambio de ubicacion.
4: Los nematodos se movieron vigorosamente con el cambio de ubicacion.

La Fig. 11 muestra los resultados. En contraste con el grupo no tratado, la actividad de los nematodos en el grupo de
prueba se suprimié fuertemente.

(Ejemplo 13: Efecto de promocion en Molokheiya)

Mediante el uso de un campo agricola (ciudad de Moriya, prefectura de Ibaraki) para la produccién real de Molokheiva,
se mezclaron 1000 kg del material en polvo del Ejemplo 11 por cada 10 a del campo agricola. Molokheiya se sembré
el 17 de junio de 2009 y se cosecho el 3 de agosto de 2009. Se midio el peso de la parte comestible. La Fig. 12
muestra los resultados. El rendimiento en el area de prueba fue mayor en aproximadamente el 74% que en el area no
tratada.

(Ejemplo 14: Efecto de promocion del Garland Chrysanthemum)

Mediante el uso de un campo agricola (ciudad de Moriya, prefectura de Ibaraki) para la produccion real de Garland
chrysanthemum, se mezclaron 1000 kg del material en polvo del Ejemplo 11 por cada 10 a del campo agricola. Garland
chrysanthemum se sembré el 17 de junio de 2009 y se cosechd el 3 de agosto de 2009. Se midio el peso de la parte
comestible. La Fig. 13 muestra los resultados. El rendimiento en el area de prueba fue mayor en aproximadamente el
70% que en el area no tratada.

(Ejemplo 15: Accion bacteriostatica sobre Staphylococcus aureus)

El material en polvo del Ejemplo 11 se afiadié a un medio de cultivo (0,08% de caldo nutriente y 0,05% de extracto
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de levadura) al 20% (p/v). Dos dias mas tarde, se inoculé Staphylococcus aureus (4,1x10° células/ml) y se someti6 a
cultivo estatico a 25 °C durante dos dias. Luego, se determind el numero de células viables. La Tabla 7 muestra los
resultados. Aumento la cantidad de bacterias Staphylococcus aureus del experimento no tratado. Por el contrario, la
proliferacion de la bacteria Staphylococcus aureus se suprimio en el experimento de prueba, y la cantidad de bacterias
se redujo.

Tabla 7 Cambio en la cantidad de bacterias Staphylococcus aureus (células/ml)

En la inoculacién Después del cultivo
Experimento no tratado 4.1x10° 6,4x101°
(medio de cultivo)
Experimento de prueba 4,1x10° 7,4x10°

(Ejemplo 16: Acciones bacteriostaticas sobre Staphylococcus chromogenes y Bacillus thuringiensis)

El material en polvo del Ejemplo 11 se afiadié a un medio de cultivo (0,08% de caldo nutriente y 0, 05% de extracto
de levadura) al 20% (p/v). Diez dias mas tarde, se inocularon Staphylococcus chromogenes (5,6x10 células/ml) y
Bacillus thuringiensis (1,8x10 células/ml) que se aislaron de la leche de una vaca de inflamacién mamaria, y se
sometieron a cultivo estatico a 25 °C durante dos dias. Luego, se determiné el nimero total de células viables.

La Tabla 8 muestra los resultados. La cantidad de bacterias en el experimento no tratado se incrementd en gran
medida, mientras que las bacterias no proliferaron en absoluto en el experimento de prueba.

Tabla 8 Cambio en la cantidad de bacterias de Staphylococcus chromogenes y Bacillus thuringiensis (células/ml)

En la inoculacién Después del cultivo
Experimento no tratado 7,2x10 3,5x10°
(medio de cultivo)
Experimento de prueba 7,2x10 0

(Ejemplo 17: Efecto de aumento del rendimiento sobre tomate cherry)

Se utilizd un campo agricola (ciudad de Moriya, prefectura de Ibaraki) para la produccion real de tomate cherry. El
tomate Cherry se sembré el 4 de marzo de 2009 y se sembro6 el 6 de abril. Después de la siembra, el material liquido
del Ejemplo 11 diluido 1000 veces se administr6 a través de un tubo de alimentacion de agua una vez a la semana. El
tomate cherry se coseché del 25 de mayo al 5 de agosto y los rendimientos totales se compararon entre si. La Fig. 14
muestra los resultados. El rendimiento en el area de prueba fue mayor en aproximadamente 12% que el del area no
tratada.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una mezcla reductora obtenida a partir de microorganismos que tiene un potencial de
oxidacion-reduccion de 0 mV o menos, que comprende someter una levadura o un extracto de levadura a un
tratamiento de vapor sobrecalentado en presencia de acido silicico o un silicato donde el tratamiento de vapor
sobrecalentado se realiza en ausencia de oxigeno y con un vapor sobrecalentado a una presién de 0,9 MPa a 1,9
MPa a 150°C a 210°C.

2. El método de produccion segun la reivindicacion 1, en el que un extracto de levadura se somete al tratamiento de
vapor sobrecalentado.

3. El método de produccion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el componente de levadura o
extracto de levadura es uno o una combinacion de una pluralidad de miembros seleccionados del grupo que consiste
en suspensiones de levadura de cerveza, levaduras de cerveza prensadas, levaduras de cerveza seca, suspensiones
de levadura de cerveza, paredes celulares de levadura seca, suspensiones de pared celular de levadura y materiales
inorganicos que contienen levadura de cerveza.

4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la mezcla reductora producida obtenida a partir
de microorganismos se usa como una composicion mejoradora de calidad del suelo.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la mezcla reductora producida obtenida a partir
de microorganismos se usa como una composicion mejoradora de la resistencia a las enfermedades de las plantas.

6. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la mezcla reductora producida obtenida a partir
de microorganismos se usa como una composicion de promotor de crecimiento vegetal.
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