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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ブラケスレア・トリスポラ（Ｂｌａｋｅｓｌｅａ　ｔｒｉｓｐｏｒａ）由来の微生物バイ
オマスからのβ－カロチン結晶の単離方法であって、
前記ブラケスレア・トリスポラの細胞壁を破壊する破壊工程、
前記破壊工程で得られた破壊細胞塊又はβ－カロチンを含有する残さを、低級アルコール
又はアセトンで洗浄する洗浄工程、
細胞細片を前記残さから分離する分離工程、
前記分離工程で得られた前記β－カロチン結晶を水中に懸濁して前記β－カロチン結晶を
浮遊させる懸濁工程、
前記β－カロチン結晶を回収する回収工程、
を含む事を特徴とする方法。
【請求項２】
前記回収工程の後に、前記β－カロチン結晶を精製する精製工程を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
前記細胞壁は、機械的、酵素的又は化学的に破壊される、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
水と混和しない溶剤が、前記細胞壁の破壊前、破壊中又は破壊後、更なる処理がされる前
に前記ブラケスレア・トリスポラの細胞に添加される、請求項１～３のいずれか一項に記
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載の方法。
【請求項５】
前記水と混和しない溶剤は、油、ヘキサン又は酢酸エチルである、請求項４に記載の方法
。
【請求項６】
前記細胞細片は、前記残さからデカンテーション又は遠心分離によって除去される、請求
項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
前記残さは、前記洗浄工程で低級アルコール又はアセトンで洗浄される前に水で洗浄され
る、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
前記分離工程は、１回以上繰り返される、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
前記懸濁工程で前記β－カロチン結晶を浮遊させる為の水は、塩及び／又は油を含有する
、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
前記油は、植物油である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
前記懸濁工程における前記β－カロチン結晶の浮遊は、前記残さを水で懸濁した懸濁液中
にガスを通して泡立たせる事によって改善される、請求項１～１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２】
前記ブラケスレア・トリスポラ由来の微生物バイオマスは、湿潤細胞塊の形態である、請
求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
前記ブラケスレア・トリスポラ由来の微生物バイオマスは、乾燥形態である、請求項１～
１１のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、微生物的に産生されるカロテノイド化合物の分野に関する。
発明の背景
現在、高純度（９６％以上）β－カロチン結晶は化学合成によって製造される。天然資源
由来の場合は、β－カロチンは、主に、油状抽出物（パームオイル、藻類オイル）の形態
である。又、天然資源、例えば、野菜（例えばニンジン）又は微生物（例えば、藻類デュ
ナリエラ（（Dunaliella）、又は菌類ブラケスレア（Blakeslea）、）からβ－カロチン
結晶を得る事が出来るが、前記の天然資源から比較的純粋な結晶を得る為の現に利用可能
な方法は、重大な欠点を有している。
天然資源からのβ－カロチン結晶の精製は、適当な抽出剤で前記資源からβ－カロチンを
抽出する事を含み、任意に、更に、所望の純度が得られるまで追加の精製工程を含む。
抽出は、様々な抽出剤：有機溶剤、例えば、酢酸エチル、酢酸ブチル、ヘキサン；植物油
、又は超臨界液体、例えば、プロパン、エチレン、炭酸ガスで行われる。続いて、β－カ
ロチン結晶は、前記の天然資源の溶剤抽出後に得られた抽出物から、例えば、溶剤の蒸発
によって直接結晶化される。
溶剤抽出方法の主な欠点は、β－カロチン結晶が先ず溶剤に溶解され、直ぐに、βーカロ
チン含有溶剤からバイオマス残さを分離した後、β－カロチンを再度結晶化しなければな
らない点である。更に、β－カロチンの相当な損失が簡単に引起こされる。
β－カロチンを溶解するのに必要な大量の溶剤の使用を回避する為には、β－カロチン或
いはその他のカロテノイドを、結晶の形で、微生物バイオマスから直接単離する事が望ま
しい。
発明の説明
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本発明は、微生物資源からのカロテノイド化合物の単離方法に関する。本発明方法は、カ
ロテノイド化合物が結晶形態で存在する微生物資源に適用できる。本発明によれば、カロ
テノイド結晶は、微生物資源から直接分離される。本発明の重要な利点は、大量の溶剤の
使用なしに適用可能である事である。特に、本発明方法で使用される溶剤の量は、通常の
溶剤－抽出方法を使用してカロテノイドを溶解するのに必要とされる大量の溶剤に比較し
て実質的に減少される。
本発明方法は、微生物の細胞壁を破壊する工程、微生物資源、破壊された細胞塊、或いは
カロテノイド含有残さを、脂質除去に適する溶剤で洗浄する事を含む、カロテノイド含有
残さから細胞細片を分離する工程、得られたカロテノイド結晶を水中に浮遊させる工程、
そして任意に、更に結晶を精製する工程を含む。
本発明方法の以下の工程を更に詳細に説明する。
カロテノイド含有微生物は、バクテリア、イースト、真菌又は藻類微生物である事が出来
る。好ましくは、カロテノイド含有微生物はイースト、菌類又は藻類である。更に好まし
くは、ファフィア（Phaffia）属のイースト、ムコラテス（Mucorales）目の菌類又はデュ
ナリエラ（Dunaliella）属の藻類である。
微生物カロテノイド含有生物資源は、上述の通り、選択されたカロテノイド産生微生物の
適当な醗酵によって得られる。
本発明方法に掛けられる微生物バイオマスは、湿潤細胞塊の形態でも、乾燥形態であって
も良い。経済的理由から、湿潤細胞塊の使用が好ましい。乾燥バイオマスは、例えば、Ｗ
Ｏ９７／３６９９６に記載されている様な押出物の形態であっても良い。
細胞破壊は、当該技術分野において公知の方法を介して引起こしても良い。破壊は、物理
的に（機械的に）、酵素的に及び／又は化学的に引起こしても良い。好ましくは、細胞破
壊は、機械的手段によって行われる。機械的破壊は、例えば、高圧下にホモジナイザー中
で微生物バイオマスをホモジナイズするか、或いはビーズミルを使用して、或いは超音波
によって引起こしても良い。化学的破壊は、低い又は高いｐＨ環境で、或いは、オクタノ
ールの様な溶剤の添加によって引起こしても良い。酵素的破壊は、微生物の細胞壁の構成
物質を分解する酵素又は酵素混合物の作用によって引起こしても良い。
効率的な細胞破壊の為には、バイオマスは、一般に、約１０～約２００ｇ／ｌの乾燥物含
有量を有しても良い。好ましくは、醗酵後に直接得られる、約５０ｇ／ｌの乾燥物含有量
を有する醗酵ブロスが使用される。出発物質が乾燥バイオマスの時は、前記バイオマスは
、上述の様な約１０～約２００ｇ／ｌの乾燥物含有量を得る為に十分な量の水と混合され
る。
本発明の回収方法の収率を改善する為に、水と混和しない有機溶剤が、任意に、更なる処
理工程に掛けられる前に破壊された細胞塊に添加されても良い。適用される破壊方法のタ
イプによって、前記溶剤の添加は、細胞破壊の前、最中又は後の添加を含む。例えば、細
胞がホモジナイジングで破壊される場合は、溶剤は、破壊工程の後に添加されるのが好ま
しい。油又は溶剤は、バイオマス懸濁液又は破壊細胞塊の量の１％～１００％、好ましく
はバイオマス懸濁液又は破壊細胞塊の量の３％～１０％の量で添加される。水と混和しな
い適当な有機溶剤は、例えば、油、ヘキサン又は酢酸エチルである。好ましくは、油が破
壊細胞塊に添加される。適当な油の例は、大豆油の様な植物油である。
得られる破壊細胞塊から、細胞細片の実質的な部分がデカンテーション又は遠心分離によ
って除去される。好ましくは、遠心分離工程が適用される。前記遠心分離は、上部が固体
で、中間が液体で、下部は固体の層を生成し、固体上層はカロテノイド結晶を含有し、又
、カロテノイド含有残さを伴う。カロテノイドの極少量がこの工程で失われるだけである
。
任意に、カロテノイド結晶、微生物脂質及び残留細胞細片から本質的に成るカロテノイド
含有残さを伴う固体上層は、水で一回以上洗浄して付随的な細胞細片を除去する。前記の
水は、任意に、或る種の塩、例えば、塩化ナトリウムを含んでいても良い。塩は２５％（
ｗ／ｗ）までの濃度で存在しても良い。
本発明方法は、微生物脂質の実質的な部分及び、任意に、破壊細胞に前以って添加された
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油を除去する為の適当な溶剤での洗浄工程を更に含む。
脂質除去の為の適当な溶剤は、脂質及び水混和性溶剤であって結晶カロテノイドの溶解が
少ない溶剤である。好ましくは、前記溶剤は、低級アルコール、例えば、メタノール、エ
タノール、イソプロパノール、又はアセトンである。更に好ましくは、前記溶剤はエタノ
ールである。脂質除去の為に必要な溶剤の量は、微バイオマスからのカロテノイドの溶剤
抽出の為に必要な量よりも実質的に少ない点に注目すべきである。
本発明の好ましい実施態様においては、細胞細片の分離後に得られるカロテノイド含有残
さは、脂質除去の為の前記の適当な溶剤で洗浄される。前記の洗浄は、カロテノイド含有
残さを都合のよい時間、例えば、約１０分間、前記溶剤と共に攪拌し、遠心分離後に固体
上層を回収する事によって行われる。任意に、前記溶剤での前記洗浄が、一回以上繰返さ
れる。
本発明のその他の実施態様では、脂質は、細胞破壊が起る前に微生物資源から除去する事
が出来る。この選択的実施態様は、特に、出発バイオマスが乾燥形態である場合に適用で
きる。一般に、乾燥バイオマスは、溶剤１リットル当たり１０ｇ～４００ｇのバイオマス
の量で、選択された溶剤中に懸濁される。除去される脂質の量を増加させる為に、昇温、
例えば、５０℃の温度を適用しても良い。この様に処理されたバイオマスは、脂質含有溶
剤から、濾過又は遠心分離によって分離される。任意に、この処理が繰返される。
本発明での洗浄とは、選択された溶剤の適当な量で洗浄されるべき材料を懸濁又は攪拌す
る工程及びデカンテーション又は遠心分離工程並びにその後の適当な層の回収工程を含む
。
細胞細片と脂質除去後に得られる結晶は、次いで、カロテノイド結晶を浮遊させる為に水
中に懸濁される。結晶の浮遊は、懸濁液中にガスを通して泡立たせる事によって改善され
る。一般に、バッチ操作では、ガスバブルは、上層が実質的に無色となるまで続けられる
。使用されるガスに制限はなく、例えば、空気又は窒素であっても良い。この浮遊工程に
引続いて、結晶は、遠心分離又はデカンテーションによって回収される。この方法では、
上層に存在する結晶は、中間の液層によって、下層に存在する残留細胞細片から分けられ
る。
結晶の浮遊は、粗結晶を懸濁する為の水に塩又は油を存在させて改善しても良い。従って
、水は、任意に、塩、例えば、塩化ナトリウム、及び／又は植物油、例えば、大豆油を含
んでも良い。塩は、２５％（ｗ／ｗ）までの濃度で、油は２％までの濃度で存在しても良
い。好ましくは、油は、カロテノイド結晶が懸濁されている水中に存在する。
溶剤洗浄と結晶の浮遊後に得られる粗結晶は、乾燥されるか、所望の純度水準まで更に精
製される。
付加的精製工程は、適当な溶剤での付加的洗浄工程を含んでも良い。例えば、結晶の更な
る処理は、結晶性カロテノイドが溶け難い溶剤を使用して有利に行われる。前記溶剤処理
は、不純物の溶解を可能とするのに十分な時間の間、前記溶剤中で粗カロテノイド結晶を
攪拌し、結晶を濾過し、新たな溶剤で数回結晶を洗浄する工程を含む。前記の攪拌は、約
２０～８０℃の範囲内の所望の温度で行う事が出来る。攪拌が比較的高温度で行われる時
は、混合物を、結晶を濾過する前に冷却する事が好ましい。
任意に、この処理は、一回以上繰返され、それによって処理は、同じ溶剤又は最初に使用
された溶剤とは異なる溶剤でもって繰返す事が出来る。最終洗浄工程後に、残留溶剤は蒸
発される。
更なる精製の為の適当な溶剤は、カロテノイドが溶け難い溶剤、即ち、２５℃でせいぜい
１ｇ／ｌの溶解度の溶剤である。好ましくは、溶剤は水又は有機溶剤である。水が使用さ
れる時は、水のｐＨは、７以下が好ましいが処理の為の限定要因ではない。更に好ましく
は、水のｐＨは４～６である。有機溶剤は、低級アルコール又はそれらの低級アシルエス
テルが好ましく、ここで低級とは１～５個の炭素原子を含むものであり、或いはアセトン
である。更に好ましくは、有機溶剤は、エタノール又は酢酸エチルである。
本発明方法は、カロテノイド化合物が主に結晶形態で存在する微生物に有利に適用される
。好ましくは、本発明方法は、少なくとも５０％が結晶形態にある、更に好ましくは、少
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有する微生物を使用して行われる。
細胞環境におけるそれらの低溶解性の故に、特に無極性カロテノイドは、細胞内で主に結
晶形態で存在する。無極性カロテノイド化合物の例は、例えば或る種のファフィア・ロー
ドチマ（Phaffia rhodozyma）株中に存在するフィトエン、或いは、例えば、ブラケスリ
ア・トリスポラ（Blakeslea trispora）又はサイコマイセス・ブラケスレアヌス（Phycom
yces blakesleanus）中に存在するβーカロチンである。
本発明の適用によって得られるカロテノイド結晶は、高純度を有し、食品、薬剤又は化粧
品組成物に有利に使用される。
実施例１
ブラケスリア・トリスポラ（Blakeslea trispora）からのβ－カロチン結晶の直接単離
０．１６４％（ｗ／ｗ）のβ－カロチンを含有するブラスケリア・トリポラス（Blakesle
a trispora）の２リットルの醗酵ブロスを、８００～１０００ｂａｒの圧力で二度ホモジ
ナイズした。混合物の遠心分離後、上層を７５０mlの脱塩水と混合した。混合物を遠心分
離に掛け、上層を７５０mlの脱塩水と再度混合した。混合物の遠心分離後、上層を７５０
mlのエタノールと共に５分間攪拌した。遠心分離後、上層をデカントした。下層を連続的
に４回エタノールで洗浄し（前述の様に）、７００mlの脱塩水と共に１０分間攪拌し（第
一段階）、結晶を浮遊させた。遠心分離後に得られた結晶を真空下で乾燥した。
実施例２
塩又は油の存在での浮遊
脱塩水に代えて、塩化ナトリウム水溶液の塩水（２５％（ｗ／ｗ））又は大豆油含有水（
１％）を第一段階で添加した。この方法では、全体に高いβーカロチン収率が得られた。
実施例３
β－カロチン結晶の更なる精製
最後の遠心分離（実施例１参照）後に得られた結晶懸濁液の７ｇの量を４５mlの脱塩水と
一度混合した。遠心分離後、３００mlのエタノールを上層に添加し、混合物を混合して遠
心分離に掛けた。上層をデカントし、下層を３００mlのエタノールと混合した。再度上層
をデカントし、その後、下層（結晶スラリー）を２０mlの酢酸エチルと共に５０℃で窒素
下で３０分間攪拌した。懸濁液を３０分で５℃まで冷却した。結晶を連続的に濾過し、５
℃の５mlの酢酸エチルで二度洗浄し、２０mlのエタノールと共に５０℃で窒素下で３０分
間攪拌した。懸濁液を３０分で２０℃まで冷却した。結晶を濾過し、５mlのエタノールで
二度洗浄し、真空下で室温で乾燥し、ＨＰＬＣにより９３．９％の純度のβ－カロチン１
．２２ｇを得た（９２．８％のトランスβ－カロチンと１．１％の１３－シスβーカロチ
ン）。全体の収率は３５％であった。
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