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(57)【要約】
　本発明は、第１脂肪酸、特に第１ポリ不飽和脂肪酸を
、第２脂肪酸および第３脂肪酸の少なくとも１つをさら
に含む初期混合物を使用して精製するための方法であっ
て、少なくとも、
　初期混合物を使用し、一方では第１脂肪酸が濃縮され
た第１フローを回収し、そして他方では第２脂肪酸が濃
縮されたフローを回収することを可能にする、液相にお
ける第１クロマトグラフィ分離ステップと、
　第１脂肪酸が濃縮された第１フローを使用し、一方で
は第１脂肪酸が濃縮された第２フローを回収し、そして
他方では第３脂肪酸が濃縮されたフローを回収すること
を可能にする、液相における第２クロマトグラフィ分離
ステップであって、固定床クロマトグラフィ分離ユニッ
ト中で実施する第２クロマトグラフィ分離ステップと
　を含む前記方法に関する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１脂肪酸を、少なくとも１つの第２脂肪酸、第３脂肪酸および第４脂肪酸をさらに含
む初期混合物を使用して精製する方法であって、前記方法は少なくとも、
　前記初期混合物を使用し、第１クロマトグラフィ分離用ユニット中で実施され、一方で
は第１脂肪酸が濃縮された第１フローを回収し、他方では第２脂肪酸が濃縮されたフロー
を回収することを可能にする、液相における第１クロマトグラフィ分離ステップと、
　第１脂肪酸が濃縮された前記第１フローを使用し、第２クロマトグラフィ分離用ユニッ
ト中で実施され、一方では第１脂肪酸が濃縮された第２フローを回収し、そして他方では
第３脂肪酸が濃縮されたフローを回収することを可能にし、前記第２クロマトグラフィ分
離用ユニットが固定床クロマトグラフィ分離ユニットである、液相における第２クロマト
グラフィ分離ステップと、
　第１脂肪酸が濃縮された前記第２フローを使用し、第３クロマトグラフィ分離用ユニッ
ト中で実施され、一方では第１脂肪酸が濃縮された第３フローを回収し、そして他方では
第４脂肪酸が濃縮されたフローを回収することを可能にする、液相における第３クロマト
グラフィ分離ステップと、
　を含む方法。
【請求項２】
　前記第１クロマトグラフィ分離用ユニットは、複数のカラム、ならびに好ましくは擬似
移動床もしくは移動床システムまたは前記フローの注入ポイントおよび回収ポイントが非
同期方式で周期的に変位されたシステムを備えたクロマトグラフィ分離ユニットである、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第３クロマトグラフィ分離用ユニットが固定床クロマトグラフィ分離ユニットであ
る、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記第１クロマトグラフィ分離用ユニット、前記第２クロマトグラフィ分離用ユニット
および前記第３クロマトグラフィ分離用ユニットのうちの少なくとも１つは、シングルカ
ラムを備えた固定床クロマトグラフィ分離ユニットであって、好ましくは定常状態でリサ
イクルするシステムであり、
　好ましくは、前記第１クロマトグラフィ分離用ユニット、前記第２クロマトグラフィ分
離用ユニットおよび前記第３クロマトグラフィ分離用ユニットのうちの少なくとも２つは
、シングルカラムを有する固定床クロマトグラフィ分離ユニットであって、好ましくは定
常状態でリサイクルするシステムであり、
　適用可能ならば、前記第１クロマトグラフィ分離用ユニット、前記第２クロマトグラフ
ィ分離用ユニットおよび前記第３クロマトグラフィ分離用ユニットは、シングルカラムを
有する固定床クロマトグラフィ分離ユニットであって、好ましくは定常状態でリサイクル
するシステムである、
　請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記第２クロマトグラフィ分離用ユニットは、シングルカラムを有するクロマトグラフ
ィ分離ユニットであって、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムであり、および
／または、
　前記第３クロマトグラフィ分離用ユニットが、シングルカラムを有するクロマトグラフ
ィ分離ユニットであって、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムである、請求項
１から４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記第１クロマトグラフィ分離ステップは、水－有機溶離液である第１溶離液で実施さ
れ、および／または、
　前記第２クロマトグラフィ分離ステップは、水－有機溶離液である第２溶離液で実施さ
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れ、および／または、
　前記第３クロマトグラフィ分離ステップは、水－有機溶離液である第３溶離液で実施さ
れる、請求項１から５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記第１溶離液は前記第２溶離液とは異なり、前記第３溶離液は前記第１溶離液および
前記第２溶離液とは異なり、
　好ましくは、前記第１溶離液はケトン／水混合物であり、より好ましくはアセトン／水
であり、
　好ましくは、前記第２溶離液はアルコール／水混合物であり、より好ましくはメタノー
ル／水であり、
　好ましくは、前記第３溶離液はケトン／水混合物であり、より好ましくはアセトン／水
である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１脂肪酸は第１ポリ不飽和脂肪酸であり、例えば、
　前記第１ポリ不飽和脂肪酸は、エイコサペンタエン酸であり、好ましくは前記方法の最
後に８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９６％以上の純度で回収され、または、
　前記第１ポリ不飽和脂肪酸は、ドコサヘキサエン酸であり、好ましくは前記方法の最後
に７０％以上、もしくは８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９５％以上の純度で
回収され、または、
　前記第１ポリ不飽和脂肪酸は、アラキドン酸であり、好ましくは前記方法の最後に７０
％以上、もしくは８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９５％以上の純度で回収さ
れ、または、
　前記第１ポリ不飽和脂肪酸は、ドコサペンタエン酸であり、好ましくは前記方法の最後
に７０％以上、もしくは８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９５％以上の純度で
回収される、
　請求項１から７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記第１クロマトグラフィ分離ステップは、前記第１脂肪酸と、前記第１脂肪酸よりも
保持される少なくとも１つの化合物とを分離するステップであり、および／または、
　前記第２クロマトグラフィ分離ステップは、前記第１脂肪酸と、前記第１脂肪酸よりも
保持される少なくとも１つの化合物とを分離するステップであり、および／または、
　前記第３クロマトグラフィ分離ステップは、前記第１脂肪酸と、前記第１脂肪酸よりも
保持されない少なくとも１つの化合物とを分離するステップである、
　請求項１から８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　複数のクロマトグラフィ分離ユニットを備えた装置で実施され、前記クロマトグラフィ
分離ユニットの少なくとも１つは、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃ
ｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしく
は５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の長さを有する、および／または、１０ｃｍ以上
、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０
ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の直径を有する分離カラムを備
える、請求項１から９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　初期混合物を使用して第１脂肪酸を精製するための装置であって、
　初期混合物の供給ダクト（１）によって供給され、出口で、一方では第１脂肪酸が濃縮
されたフローの第１ダクト（５）が接続され、他方では第２脂肪酸が濃縮されたフローの
ダクト（４）が接続されている、液相における第１クロマトグラフィ分離用ユニット（３
）と、
　第１脂肪酸が濃縮されたフローの前記第１ダクト（５）により供給され、出口で、一方
では第１脂肪酸が濃縮されたフローの第２ダクト（９）が接続され、他方では第３脂肪酸
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が濃縮されたフローのダクト（８）が接続されている、液相における第２クロマトグラフ
ィ分離用ユニット（６）であって、固定床クロマトグラフィ分離ユニットである、第２ク
ロマトグラフィ分離用ユニット（６）と、
　第１脂肪酸が濃縮されたフローの前記第２ダクト（９）により供給され、出口で、一方
では第１脂肪酸が濃縮されたフローの第３ダクト（１２）が接続され、他方では第４脂肪
酸が濃縮されたフローのダクト（１３）が接続されている、液相における第３クロマトグ
ラフィ分離ユニット（１０）と、
　を含む装置。
【請求項１２】
　前記第１クロマトグラフィ分離用ユニット（３）は、複数のカラムを有するクロマトグ
ラフィ分離ユニットであり、好ましくは擬似移動床もしくは移動床システムまたは前記フ
ローの注入ポイントおよび回収ポイントが非同期方式で周期的に変位するシステムである
、請求項１１に記載の装置。
【請求項１３】
　前記第３クロマトグラフィ分離用ユニット（１０）は、固定床クロマトグラフィ分離ユ
ニットである、請求項１１または１２に記載の装置。
【請求項１４】
　前記第２クロマトグラフィ分離用ユニット（６）は、シングルカラムを有するクロマト
グラフィ分離ユニットであり、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムである、お
よび／または、
　前記第３分離ユニット（１０）は、シングルカラムを有するクロマトグラフィ分離ユニ
ットであり、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムである、
　請求項１１から１３のいずれか１項に記載の装置。
【請求項１５】
　前記第１クロマトグラフィ分離用ユニット（３）、前記第２クロマトグラフィ分離用ユ
ニット（６）および前記第３クロマトグラフィ分離ユニット（１０）のうちの少なくとも
１つは、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ
以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは
６０ｃｍ以上の長さを有する、および／または、１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、
もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃ
ｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の直径を有する分離カラムを含む、請求項１１から１４の
いずれか１項に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、脂肪酸、特にポリ不飽和脂肪酸（多価不飽和脂肪酸）、例えばエイコサペン
タエン酸を製造するためのクロマトグラフィ法、およびこの方法を実施するために適した
装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ポリ不飽和脂肪酸（ＰＵＦＡと略記する）を含む脂肪酸は、例えば細胞膜の構築および
維持などの多くの生物学的過程や、血小板凝集、炎症過程および免疫応答などに関与する
ホルモン（例えばプロスタグランジン）の合成に介入するので、特に重要な生体化合物で
ある。
【０００３】
　必須脂肪酸と呼ばれる、食品から摂取しなければならないＰＵＦＡの２つのファミリー
を除いて、ほとんどのＰＵＦＡは人体によって合成することができる。
【０００４】
　必須脂肪酸の２つのファミリーとは：
　クルミ、ヒマワリ、大豆、ブドウ種子またはトウモロコシおよび脂肪質の家禽（例えば
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アヒル）の油中で特に豊富な、オメガ－６；
　クルミの油中、ナタネおよびフラックスシードなどの植物中、ならびに脂肪質の魚（例
えば、サケ、マグロ、イワシ、サバまたはニシン）中に特に存在するオメガ－３である。
微細藻類、形質転換酵母またはオキアミを使用してオメガ－３製造する方法が最近開発さ
れた。
【０００５】
　オメガ－３は、特にそれらの抗酸化効力の点で興味深いＰＵＦＡである。これらのオメ
ガ－３のうち、精製したＥＰＡ（エイコサペンタエン酸、Ｃ２０－５ω３）およびＤＨＡ
（ドコサヘキサエン酸、Ｃ２２－６ω３）ならびにそれらの濃縮した組み合わせが、トリ
グリセリドレベルや心血管系リスクを低減し、認知力または視力などを改善するために、
栄養補助食品として、または薬物として最も一般的に使用される。
【０００６】
　最近の臨床試験で、トリグリセリドレベルが５００ｍｌ／ｄＬを上回る患者を、ＤＨＡ
を含まない９６％ＥＰＡエチルエステル１日あたり４グラムで治療することによってＬＤ
Ｌレベル（「悪玉」コレステロール）を増加させることなくトリグリセリドレベルを減少
させることが可能になり、一方、１日あたり４グラムのＥＰＡエチルエステルおよびＤＨ
Ａエチルエステルそれぞれ約５０％および３５％の混合物で治療すると、ＬＤＬレベルの
増加と同時にトリグリセリドの減少に至ることが示された。
【０００７】
　現在までのところ、使用するＰＵＦＡ、特にオメガ－３の栄養補助食品は、３０～６０
％のＥＰＡとＤＨＡとの混合物を含む混合物に実質的に基づく。今日使用されている分離
方法では、トリグリセリドをエチルエステルにエステル交換し、次いで分子蒸留ならびに
／または飽和およびモノ不飽和脂肪酸の尿素との共結晶化によりオメガ－３を濃縮するこ
とによって、混合物を得る。濃縮したエチルエステルを、おそらくは化学的または好まし
くは酵素によりトリグリセリドに戻す。
【０００８】
　しかしながら、これらの分離方法は、ＥＰＡ、ＤＨＡまたはステアリドン酸（ＳＤＡ、
Ｃ１８－Ｓω３）などのオメガ－３を８０％超、さらには９６％超にて、特にエステル化
形態で製造するためには満足できるものではない。
【０００９】
　しかしながら、オメガ－３の精製は繊細である。なぜなら、これらの化合物が複数の炭
素－炭素二重結合を含み、この二重結合のために酸化または分解に対して感受性になるか
らである。酸素の存在下で加熱する場合、これらのＰＵＦＡは、特に異性化、酸化、過酸
化およびオリゴマー化の反応を受ける。
【００１０】
　そのため、本明細書中で上述した分離技術によって、良好な収率および許容できる程度
の純度のＰＵＦＡ混合物を得ることが可能になるが、それらをＰＵＦＡの個々の分離のた
めに実施することはできない。したがって、それらの分離技術によって、オメガ－３同士
を分離することはできない。実際、例えば分子蒸留はＤＨＡをＥＰＡまたはＳＤＡから経
済的に除去することはできず、Ｃ２０およびＣ２２タイプの長鎖オメガ－３の有効な分離
はできない。尿素での包接化と分子蒸留との組み合わせによって、概して低い収量および
高い操作コストと引き換えに、より純度の高いオメガ－３混合物を得ることが可能になる
が、長鎖オメガ－３同士、ならびに特にＥＰＡおよびＤＨＡからの長鎖オメガ－３の分離
のためには使用できない。
【００１１】
　したがって、非常に高純度のエステル化形態のオメガ－３の工業的精製のための方法を
提供することが必要とされる。
【００１２】
　クロマトグラフィは、光や空気から遠ざけた穏やかな状態で分子の有効な精製または濃
縮を可能にする繊細な分離技術である。
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【００１３】
　この技術は、様々な相互作用をする固定相と接触させた分子の分離に基づく。移動相ま
たは溶離液と称する１つまたは複数の流体の使用によって、様々な分子の様々な速度での
透過が可能になる。この様々な速度のために、分子を物理的に分離すること、そして１つ
または複数のカラムを用いたクロマトグラフィ法の最後で分子を精製された形態で回収す
ることが可能になる。精製されたフラクションを、一般的には、真空中での蒸発またはメ
ンブラン法などによって周囲温度または中温の穏やかな条件で濃縮する。
【００１４】
　場合によっては、クロマトグラフィ精製の出発製品は、分子蒸留によりすでに濃縮され
た脂肪酸エステルから構成され、好ましくは３０％を上回る関心対象のオメガ－３を含む
油であり、これは、酸化化合物を除去するための処理、あるいは最後の分子蒸留によるか
、または好ましくはシリカ誘導体（シリカゲル、ベントナイト、珪藻土）もしくは例えば
活性炭での吸着による処理に付されたものである。
【００１５】
　高純度のオメガ－３を得るためのいくつかのクロマトグラフィ法が記載されている。
【００１６】
　そのようなものとして、特許文献１は、超臨界溶離液（加圧下の炭酸ガス）を使用して
、そして特にＳＭＢ（「擬似移動床：Ｓｉｍｕｌａｔｅｄ　Ｍｏｖｉｎｇ　Ｂｅｄ」）上
でＰＵＦＡを分離する方法を記載している。
【００１７】
　特許文献２は、擬似移動床クロマトグラフィの技術を使用する、オメガ－３を精製する
ための別の方法を記載する。その文献は、特に、１つの酵素エステル交換ステップと２つ
の分子蒸留ステップと１つのＳＭＢタイプのステップとの連続を記載し、これら最後の３
つのステップによって製品を保持時間の順で２つのフラクションに分けることができる。
【００１８】
　特許文献３は、直列に配置された２つのＳＭＢクロマトグラフィ機器と洗浄ゾーンとを
備える機器を使用したオメガ－３の精製を記載し、各ＳＭＢクロマトグラフィ機器は分離
ゾーンを規定し、複数のカラムから構成される。抽出物フローと、ラフィネートフローと
を得るために、処理する装填物を第１分離ゾーンに注入し、関心対象の化合物を含む前記
ラフィネートフローを、第１ゾーンのカラムに隣接しない第２分離ゾーンのカラムに注入
する。
【００１９】
　特許文献４は、水性－有機溶離液を用いて逆相でのＳＭＢまたはＡＭＢによる２つのク
ロマトグラフィ分離によるオメガ－３の精製を記載し、この場合、ＳＭＢまたはＡＭＢに
よる２つの分離は、同じクロマトグラフィ機器で連続して実施するか、または２つの異な
る機器で、第１機器によって精製した中間体を第２機器に導入して実施する。
【００２０】
　特許文献５は、第１クロマトグラフィ分離と、それに続いて各ステップで水－有機溶離
液を用いて逆相においてＳＭＢまたはＡＭＢによる２つのクロマトグラフィ分離を行い、
第１クロマトグラフィ分離によって精製した中間体を第２クロマトグラフィ分離に導入し
、第２クロマトグラフィ分離によって精製した中間体を第３クロマトグラフィ分離に導入
する、９０％を超える純度でのＥＰＡの精製を記載している。
【００２１】
　ここでも、従来技術のものよりも簡単なクロマトグラフィ装置であって、さらには比生
産性（固定相の質量あたり単位時間あたりの精製された製品の質量）が高く、かつ溶媒の
消費が低い装置で投資費用を低減するような方法で実施できる、脂肪酸、好ましくはポリ
不飽和脂肪酸を精製する方法が必要とされる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】



(7) JP 2017-504683 A 2017.2.9

10

20

30

40

50

【特許文献１】ＵＳ５，７１９，３０２
【特許文献２】ＵＳ２０１１／００９１９４７
【特許文献３】ＷＯ２０１１／０８０５０３
【特許文献４】ＷＯ２０１３／００５０５１
【特許文献５】ＷＯ２０１３／００５０４８
【発明の概要】
【００２３】
　本発明は、まず、第１脂肪酸を、少なくとも１つの第２脂肪酸および第３脂肪酸をさら
に含む初期混合物を使用して精製する方法であって、少なくとも、
　初期混合物を使用し、第１クロマトグラフィ分離用ユニットで実施され、一方では第１
脂肪酸が濃縮された第１フロー（流れ）を回収し、他方では第２脂肪酸が濃縮されたフロ
ーを回収することを可能にする、液相における第１クロマトグラフィ分離ステップと、
　第１脂肪酸が濃縮された第１フローを使用し、第２クロマトグラフィ分離ユニットで実
施され、一方では第１脂肪酸が濃縮された第２フローを回収し、他方では第３脂肪酸が濃
縮されたフローを回収することを可能にし、第２クロマトグラフィ分離用ユニットが固定
床クロマトグラフィ分離ユニットである、液相における第２クロマトグラフィ分離ステッ
プと、
　を含む方法に関する。
【００２４】
　１つの実施形態によると、第１クロマトグラフィ分離用ユニットは、複数のカラムと、
好ましくは擬似移動床もしくは移動床（実移動床）システムまたはフローの注入ポイント
（注入点）および回収ポイント（回収点）が非同期方式で周期的に変位するシステムとを
有するクロマトグラフィ分離ユニットである。
【００２５】
　１つの実施形態によると、初期混合物は第４脂肪酸をさらに含み、前記方法は、
　第１脂肪酸が濃縮された第２フローを使用し、第３クロマトグラフィ分離ユニットで実
施され、一方では第１脂肪酸が濃縮された第３フローを回収し、他方では第４脂肪酸が濃
縮されたフローを回収することを可能にし、第３クロマトグラフィ分離用ユニットが好ま
しくは固定床クロマトグラフィ分離ユニットである、液相における第３クロマトグラフィ
分離ステップを含む。
【００２６】
　１つの実施形態によると、
　第１クロマトグラフィ分離用ユニット、第２クロマトグラフィ分離用ユニットおよび第
３クロマトグラフィ分離用ユニットのうちの少なくとも１つは、好ましくは定常状態でリ
サイクルするシステムである、シングル（単一）カラムを有する固定床クロマトグラフィ
分離ユニットである；
　好ましくは、第１クロマトグラフィ分離用ユニット、第２クロマトグラフィ分離用ユニ
ットおよび第３クロマトグラフィ分離用ユニットのうちの少なくとも２つは、好ましくは
定常状態でリサイクルするシステムである、シングルカラムを有する固定床クロマトグラ
フィ分離ユニットである；
　適用可能ならば、第１クロマトグラフィ分離用ユニット、第２クロマトグラフィ分離用
ユニットおよび第３クロマトグラフィ分離用ユニットは、好ましくは定常状態でリサイク
ルするシステムである、シングルカラムを有する固定床クロマトグラフィ分離ユニットで
ある。
【００２７】
　１つの実施形態によると、
　第２クロマトグラフィ分離用ユニットは、シングルカラムを有するクロマトグラフィ分
離ユニットであり、好ましくは定常状態でリサイクル（再循環）するシステムである；お
よび／または、
　適用可能ならば、第３クロマトグラフィ分離用ユニットはシングルカラムを有するクロ
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マトグラフィ分離ユニットであり、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムである
。
【００２８】
　１つの実施形態によると、
　第１クロマトグラフィ分離ステップは、水－有機（水性－有機性）溶離液である第１溶
離液で実施される；および／または、
　第２クロマトグラフィ分離ステップは、水－有機溶離液である第２溶離液で実施される
；および／または、
　適用可能ならば、クロマトグラフィ分離ユニットの第３ステップは、水－有機溶離液で
ある第３溶離液で実施される。
【００２９】
　１つの実施形態によると、
　第１溶離液は第２溶離液とは異なり、適用可能ならば、第３溶離液は第１溶離液および
第２溶離液とは異なる；
　好ましくは、第１溶離液はケトン／水混合物であり、より好ましくはアセトン／水であ
る；
　好ましくは、第２溶離液はアルコール／水混合物であり、より好ましくはメタノール／
水である；
　適用可能ならば、好ましくは、第３溶離液はケトン／水混合物であり、より好ましくは
アセトン／水である。
【００３０】
　１つの実施形態によると、第１脂肪酸は第１ポリ不飽和脂肪酸である。
【００３１】
　例として、
　第１ポリ不飽和脂肪酸はエイコサペンタエン酸であり、好ましくは方法の最後に８０％
以上、もしくは９０％以上、もしくは９６％以上の純度で回収される；または
　第１ポリ不飽和脂肪酸はドコサヘキサエン酸であり、好ましくは方法の最後に７０％以
上、もしくは８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９５％以上の純度で回収される
；または
　第１ポリ不飽和脂肪酸はアラキドン酸であり、好ましくは方法の最後に７０％以上、も
しくは８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９５％以上の純度で回収される；また
は
　第１ポリ不飽和脂肪酸はドコサペンタエン酸であり、好ましくは方法の最後に７０％以
上、もしくは８０％以上、もしくは９０％以上、もしくは９５％以上の純度で回収される
。
【００３２】
　１つの実施形態によると、
　第１クロマトグラフィ分離ステップは、第１脂肪酸と、第１脂肪酸よりも保持される１
つもしくは複数の化合物との分離ステップである；および／または
　第２クロマトグラフィ分離ステップは、第１脂肪酸と、第１脂肪酸よりも保持される１
つもしくは複数の化合物との分離ステップである；および／または
　適用可能ならば、クロマトグラフィ分離ユニットの第３ステップは、第１脂肪酸と、第
１脂肪酸よりも保持されない１つもしくは複数の化合物との分離ステップである。
【００３３】
　１つの実施形態によると、方法は、クロマトグラフィ分離ユニットを含む装置で実施さ
れ、クロマトグラフィ分離ユニットの少なくとも１つは、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ
以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは
４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の長さを有する；および／
または１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ
以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の直径を有
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する分離カラムを含む。
【００３４】
　本発明は目的として、初期混合物を用いる第１脂肪酸（好ましくは第１ポリ不飽和脂肪
酸）の精製のための装置も有し、装置は：
　初期混合物の供給ダクトによって供給され、出口で、一方では第１脂肪酸が濃縮された
フローの第１ダクト、他方では第２脂肪酸が濃縮されたフローのダクトが接続された、液
相における第１クロマトグラフィ分離用ユニットと、
　第１脂肪酸が濃縮されたフローの第１ダクトにより供給され、出口で、一方では第１脂
肪酸が濃縮されたフローの第２ダクト、他方では第３脂肪酸が濃縮されたフローのダクト
が接続された、液相における第２クロマトグラフィ分離用ユニットであって、固定床クロ
マトグラフィ分離ユニットである第２クロマトグラフィ分離用ユニットと、
　を備える。
【００３５】
　１つの実施形態によると、第１クロマトグラフィ分離用ユニットは、複数のカラム；お
よび好ましくは擬似移動床もしくは移動床システムまたはフローの注入ポイントおよび回
収ポイントが非同期方式で周期的に変位されたシステムを有するクロマトグラフィ分離ユ
ニットである。
【００３６】
　１つの実施形態によると、装置は：
　第１脂肪酸が濃縮されたフローの第２ダクトによって供給され、出口で、一方では第１
脂肪酸が濃縮されたフローの第３ダクト、他方では第４脂肪酸が濃縮されたフローのダク
トに接続された、液相における第３クロマトグラフィ分離ユニットであって、好ましくは
固定床クロマトグラフィ分離ユニットである第３クロマトグラフィ分離用ユニットを備え
る。
【００３７】
　１つの実施形態によると、
　第２クロマトグラフィ分離用ユニットは、シングルカラムを有するクロマトグラフィ分
離ユニットであり、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムである；および／また
は、
　適用可能ならば、第３分離ユニットは、シングルカラムを有するクロマトグラフィ分離
ユニットであり、好ましくは定常状態でリサイクルするシステムである。
【００３８】
　１つの実施形態によると、第１クロマトグラフィ分離用ユニット、第２クロマトグラフ
ィ分離用ユニットおよび第３クロマトグラフィ分離ユニットの少なくとも１つは、５ｃｍ
以上、もしくは１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは
３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の
長さを有する；および／または１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ
以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは
６０ｃｍ以上の直径を有する分離カラムを備える。
【００３９】
　本発明は、従来技術の欠点を克服することを可能にする。本発明は、さらに詳細には、
従来技術のものよりも簡単なクロマトグラフィ装置で実施することができ、さらに比生産
性が高くかつ溶媒の消費が少ない、脂肪酸（特にポリ不飽和脂肪酸）を精製するための方
法を提供する。
【００４０】
　これは、擬似移動床などを有するユニットなどの、複数のカラムを有する分離ユニット
で実施することができる分離ユニットでの第１分離ステップの後に、固定床分離ユニット
（好ましくはシングルカラム）での分離ステップを実施した結果として達成される。
【００４１】
　好ましい実施形態において、本発明は、前記第１ステップの後に、固定床分離ユニット
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（好ましくはシングルカラム）での２つの連続ステップを提供する。
【００４２】
　本発明は、高純度の脂肪酸（特にポリ不飽和脂肪酸）を提供することを可能にし、それ
によってチャージマルチコンパウンドを使用して栄養補助食品または薬物の組成物で使用
することが可能になり、このことは使用するクロマトグラフィカラムの数を最小にするこ
とによって可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】図１は、本発明を実施するための装置の一実施形態を図示する。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
　本発明を次に以下の説明でさらに詳細かつ非限定的方法で説明する。
【００４５】
　概して、表示した比率は、特に指示のない限り質量比である。
【００４６】
　以下の全説明は、第１脂肪酸が「第１ＰＵＦＡ」と呼ばれるＰＵＦＡである好ましい実
施形態に関連して行う。しかしながら、この説明は、第１脂肪酸がポリ不飽和でない場合
も同様に妥当である。したがって、「第１ＰＵＦＡ」を本明細書中の以下の記載でさらに
一般的な用語「第１脂肪酸」と置き換えることが好適である。このために、第１脂肪酸は
、飽和脂肪酸、モノ（一価）不飽和脂肪酸、または分岐、天然もしくは修飾脂肪酸などの
脂肪酸誘導体であってもよい。
【００４７】
調製方法
　本発明の方法は、初期混合物を使用して、第１ＰＵＦＡを精製形態で得ることを可能に
する。初期混合物は、第１ＰＵＦＡに加えて他の望ましくない脂肪酸、すなわち概して飽
和またはモノ不飽和脂肪酸および他のＰＵＦＡ、ならびに他の可能な不純物も含む。本明
細書中で前述の第２脂肪酸、第３脂肪酸および第４脂肪酸は他の可能な不純物の一部であ
る。
【００４８】
　初期混合物は、魚、植物、藻類および／または酵母由来の、好ましくは魚由来の脂肪酸
の混合物であってもよい。初期混合物は、例えば魚油もしくは藻類油、または酵母油など
の原材料であってもよい。初期混合物は、本明細書中で上述の原材料由来の、例えば魚油
、藻類油および／または酵母油由来であってもよい。油は、例えば天然または遺伝子組換
え植物、藻類もしくは酵母から抽出できる。
【００４９】
　「原材料由来の製品」とは、１つまたは複数の処理ステップに供した原材料を意味する
。これらの処理ステップは、細胞分裂、粉砕、分離もしくは精製（例えば分画）の１つも
しくは複数のステップ、ならびに／またはトリグリセリドを遊離脂肪酸に変換するための
加水分解のステップ、ならびに／または脂肪酸をアルキルエステルに、好ましくはエチル
エステルに変換するためのエステル交換のステップ、ならびに／または過酸化物価および
／もしくはアニシジン価（以下参照）を減少させるステップ、ならびに／または分子蒸留
のステップ、ならびに／または１つもしくは複数のクロマトグラフィ分離ステップなどを
含む。
【００５０】
　有利な実施形態によると、初期混合物は、エステル化またはエステル交換製品、例えば
魚油、植物油、藻類油またはエステル交換酵母油である。
【００５１】
　そのため、本発明の方法で入手または使用する各脂肪酸（特に各ＰＵＦＡ）は、特に、
モノグリセリド、ジグリセリドもしくはトリグリセリド、エステル、リン脂質、アミド、
ラクトンまたは塩の形態の脂肪酸誘導体であってもよい。
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【００５２】
　遊離脂肪酸およびエステル形態が好ましく、エステルが非常に好ましい。エステルは、
典型的にはアルキルエステル、例えばＣ１～Ｃ６アルキルエステル、特にＣ１～Ｃ４、例
えばメチルエステルおよびエチルエステルである。エチルエステルが好ましい。
【００５３】
　そのため、本願で記載する第１ＰＵＦＡ、第２脂肪酸、第３脂肪酸および第４脂肪酸は
、例えば遊離脂肪酸またはエステルの形態であってもよく、好ましくはエチルエステル化
合物の形態である。
【００５４】
　図１に関して、本発明の方法は、第１クロマトグラフィ分離用ユニット３を備えた装置
で実施できる。第１クロマトグラフィ分離用ユニット３は第１ＰＵＦＡと第２脂肪酸とを
分離させる。
【００５５】
　第１ＰＵＦＡと所定の脂肪酸との間の分離について本願で言及する場合は常に、所定の
脂肪酸に関する分離と同時に他の脂肪酸も第１ＰＵＦＡから分離され得ると理解される。
【００５６】
　概して、各クロマトグラフィ分離は第１ＰＵＦＡをそれよりも極性が高い化合物または
それよりも極性が低い化合物から分離する。分離は、脂肪族鎖長のサイズおよび不飽和数
の基準にしたがって実施することもできる。さらに一般的には、その効果は使用する溶離
液に依存し得るので、分離は、場合によって異なる保持時間の基準にしたがって実施され
、そのため、第１ＰＵＦＡをそれよりも保持されるかまたは保持されない不純物から分離
することが可能になる。
【００５７】
　分離の温度は、当業者に周知の基準にしたがって、５℃～９０℃、優先的には１５～６
０℃、さらに優先的には周囲温度～４５℃の範囲内に調節できる。適用可能ならば、カラ
ム中で単相状態、好ましくは液体または超臨界を維持するために圧力が調節される。
【００５８】
　第１クロマトグラフィ分離用ユニット３に、供給ダクト１によって脂肪酸の混合物を供
給し、同様に供給ダクト２によって第１溶離液を供給する。
【００５９】
　第１クロマトグラフィ分離用ユニット３の出口で、一方では第１ＰＵＦＡが濃縮された
フローの第１ダクト５が、他方では第２脂肪酸が濃縮されたフローのダクト４が接続され
ている。
【００６０】
　本願において、「濃縮された」という語は、相対的な意味を有し、すなわち、化学種Ａ
が濃縮されたフローを回収することを可能にする、初期フローから始まる化学種Ａと化学
種Ｂとの分離は、回収されたフローが初期フローの質量比（Ａ／Ｂ）よりも大きい質量比
（Ａ／Ｂ）を有することを意味する。
【００６１】
　初期混合物を上記で記載されるような予備的処理ステップに供していてもよく、その場
合、図示していない対応する処理ユニットを、本発明の装置に含むことができる。
【００６２】
　第１ＰＵＦＡと第３脂肪酸との分離を確実にするために、第２クロマトグラフィ分離ユ
ニット６を下流に提供する。この第２クロマトグラフィ分離ユニット６は第１ＰＵＦＡが
濃縮されたフローの第１ダクト５により供給され、同様に第２溶離液の供給ダクト７によ
り供給される。
【００６３】
　第２クロマトグラフィ分離用ユニット６の出口で、一方では第１ＰＵＦＡが濃縮された
フローの第２ダクト９が、他方では第３脂肪酸が濃縮されたフローのダクト８が接続され
ている。
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【００６４】
　好ましくは、第１ＰＵＦＡと第４脂肪酸との分離を確実にするために、第３クロマトグ
ラフィ分離ユニット１０を提供する。この第３クロマトグラフィ分離ユニット１０は、第
１ＰＵＦＡが濃縮されたフローの第２ダクト９によって供給され、同様に第３溶離液を含
む供給ダクト１１によって供給される。
【００６５】
　第３クロマトグラフィ分離用ユニット１０の出口で、一方では第１ＰＵＦＡが濃縮され
たフローの第３ダクト１２が、他方では第４脂肪酸が濃縮されたフローのダクト１３が接
続されている。
【００６６】
　好ましくは、方法は、本明細書中で前述の３つのユニットにちょうど３つのクロマトグ
ラフィ分離ステップを含む。
【００６７】
　別法として、方法は、クロマトグラフィ分離を２つだけ含み、この場合、第３クロマト
グラフィ分離用ユニット１０は省略される。
【００６８】
　さらに別法として、方法は、４つ（またはそれ以上）の連続したクロマトグラフィ分離
ステップを含むことができ、この場合、さらなるクロマトグラフィ分離ユニットを同様に
追加する。
【００６９】
　「クロマトグラフィ分離ユニット」という語は、シングルカラムを有するクロマトグラ
フシステムまたは複数のカラムを有するクロマトグラフシステムのいずれも意味する。
【００７０】
　それは、固定床を有するか、または有しないクロマトグラフシステムであってもよい。
固定床クロマトグラフシステム中で、分離する化合物の混合物は、概して円筒形の筐体（
またはカラム）中に透過する。カラムは、流体を透過可能である多孔性材料（固定相）床
を含む。混合物中の各化合物の透過速度は化合物の物理的特性に左右される。固定相上に
最も保持される化合物は、固定相上に最も保持されない化合物よりもゆっくりと透過する
。この原則によって、所望の分離を実施することが可能になる。
【００７１】
　そのような処理を直列または並列の複数のカラムで実施することが可能であるが、概し
て固定床システムにおける１つのクロマトグラフィ分離はシングルカラムで実施する。
【００７２】
　そのような固定床クロマトグラフシステムの例は、ＨＰＬＣ（高性能液体クロマトグラ
フィ）またはＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭ（定常段階でリサイクルするシステム）システムであ
る。
【００７３】
　ＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭシステムは、例えば明示的に参照される文献ＵＳ６，０６３，２
８４号に記載されている。これは、シングルカラムを備えた非連続的クロマトグラフィ分
離システムであり、このシステムでは、クロマトグラムの分離されなかった部分がメイン
ポンプによってリサイクルされながら、最も保持される化学種（ｉ）と、そして最も保持
されない化学種（ｉｉ）とがカラムの出口で別々に回収される。分離する混合物をクロマ
トグラムのリサイクルされた部分に注入ループによって周期的に注入する。注入ループを
、好ましくはメインポンプとカラムとの間に接続する。複数のクロマトグラフサイクル後
に、方法は、注入した製品の量がカラムの出口で別々に回収される製品の量に等しい、周
期的定常状態に達する。
【００７４】
　１つの実施形態によると、定常状態でリサイクルするシングルカラム固定床システムで
のクロマトグラフィ分離は、循環的であり、次のステップを含む：
　溶離液ポンプによってカラム中で循環するクロマトグラフプロファイルを確立し、維持
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するステップ、
　分離対象の少なくとも２つの化合物を含むサンプルを前記循環クロマトグラフプロファ
イルに非連続的かつ各サイクルで注入し、循環クロマトグラフプロファイル中に、ループ
中に存在するサンプルを注入するために、注入バルブにより注入の位置を制御した注入ル
ープによって注入を実施し、この際、注入バルブは、注入のはじめから、プロファイルの
全体がカラムから溶出され、その後、全プロファイルがカラム中にある場合に注入ループ
をロードするために注入バルブをローディング位置に切り替えるまで、注入位置にとどま
るステップ、および、
　循環プロファイルを使用して濃縮した少なくとも２つのフラクション（画分）を、非連
続的かつ周期的方法で回収するステップ。
【００７５】
　この分離は、次のステップも含むことができる：
　溶離液ポンプによってサイクル中に略連続的に、溶離液をカラム中に移動相として通す
ステップ。
【００７６】
　この分離は、次のステップも含むことができる：
　第１フラクションの回収の開始から始まって第１フラクションの回収の次の開始まで起
こる事象を記録するステップ；
　第３フラクションの回収中に溶離液ポンプを中断するステップであって、この中断が、
サイクルが一時的に再生できるような方法でサイクルの最後まで続くステップ。
【００７７】
　１つの実施形態によると、維持された循環プロファイルでの注入の間に循環するプロフ
ァイルの損失はない。
【００７８】
　このシステムの詳細な実施形態は、前記文献ＵＳ６，０６３，２８４号の第５欄第３６
行～第１０欄第４１行に記載されている。
【００７９】
　クロマトグラフィ分離ユニットは非固定床を有するクロマトグラフシステムでもあって
もよい。非固定床システムは、マルチカラムシステムであり、固定相床および注入の相対
的位置ならびに／またはフローの回収ポイントが時間とともに移動する。
【００８０】
　非固定床を有するそのようなクロマトグラフシステムの例は、ＳＭＢ、ｉＳＭＢ、ＳＳ
ＭＢ、ＡＭＢ、ＶＡＲＩＣＯＬＴＭ、ＭＯＤＩＣＯＮＴＭ、ＰＯＷＥＲＦＥＥＤＴＭ、Ｄ
ＣＣまたはＭＣＳＧＰシステムである。
【００８１】
　ＳＭＢシステムは、直列に接続された、吸着剤を含む複数の個々のカラムを備える。溶
離液のフローは第１方向にしたがってカラムを通過する。供給および溶離液のフローの注
入ポイント、ならびに分離した化合物の回収ポイントは、バルブセットによって周期的か
つ同時にシフト（移動）される。全体的効果は、固体吸着剤の移動床を含むシングルカラ
ムの操作をシミュレート（模擬）することであり、固体吸着剤は溶離液のフローに逆らう
方向に移動する。そのため、ＳＭＢシステムは、溶離液が通過する固体吸着剤の固定床（
静止床）を含むカラムから構成されるが、オペレーション（操作）は流れに逆らう連続移
動床をシミュレートするようなものである。
【００８２】
　ＳＭＢシステムのほとんどの従来型形態は４つのゾーンを有するＳＭＢシステムである
。他の可能な形態は、３つのゾーンを有するＳＭＢシステムおよび２つのゾーンを有する
ＳＭＢシステムである（例えば、明確に参照する、論文“Ｔｗｏ　Ｓｅｃｔｉｏｎ　Ｓｉ
ｍｕｌａｔｅｄ　Ｍｏｖｉｎｇ　Ｂｅｄ　Ｐｒｏｃｅｓｓ”　ｏｆ　Ｋｗａｎｇｎａｍ　
Ｌｅｅ，　ｉｎ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　３５（４）：５１９－５３４，　２０００で記載されているもの）。
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【００８３】
　ｉＳＭＢシステムは、例えば明示的に参照する、文献ＥＰ０３４２６２９号およびＵＳ
５，０６４，５３９号で記載されている。ＳＳＭＢシステムは、周期的に適用するサブシ
ーケンスへのフローの導入および回収を削除する。ｉＳＭＢおよびＳＳＭＢシステムには
、システムが製品の入口または出口のない閉鎖ループとして動作する少なくとも１つのス
テップがある。
【００８４】
　ＳＭＢシステムの他の代替物は、経時的に変化するＳＭＢシステムおよび、例えば明示
的に参照する、文献ＵＳ５，１０２，５５３号および論文“ＰｏｗｅｒＦｅｅｄ　ｏｐｅ
ｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｍｕｌａｔｅｄ　ｍｏｖｉｎｇ　ｂｅｄ　ｕｎｉｔｓ：　ｃｈ
ａｎｇｉｎｇ　ｆｌｏｗ－ｒａｔｅｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｉ
ｎｔｅｒｖａｌ”，　ｏｆ　Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　ｉｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ａ，　１００６：８７－９９，　２００３に記載されて
いるＰＯＷＥＲＦＥＥＤＴＭシステム；例えば、明示的に参照される、文献ＵＳ７，４７
９，２２８号で記載されているＭＯＤＩＣＯＮＴＭシステム；ならびに例えば明示的に参
照する文献ＵＳ８，２８２，８３１号で記載される、内部再循環を有するＳＭＢシステム
である。
【００８５】
　ＤＣＣクロマトグラフィシステムは、例えば明示的に参照する文献ＦＲ２８８９０７７
号で記載されている。ＤＣＣシステムは、常に開放ループ中にあるという特性を有する移
動相および分離する混合物の注入ポイントの周期的変位の逐次法である。それは２以上の
カラムを使用する。
【００８６】
　ＡＭＢシステムはＳＭＢシステムと類似したオペレーションを有する。しかしながら、
バルブシステムによる供給フローおよび溶離液の注入ポイント、ならびに回収ポイントの
変位の代わりに、吸着ユニット（カラム）セット（１セットの吸着ユニット）を供給ポイ
ントおよび回収ポイントに対して物理的にシフトさせる。ここでも、オペレーションによ
って、流れに逆らう連続移動床をシミュレートすることが可能になる。
【００８７】
　ＶＡＲＩＣＯＬＴＭクロマトグラフィシステムは、例えば明示的に参照する文献ＵＳ６
，１３６，１９８号、ＵＳ６，３７５，８３９号、ＵＳ６，４１３，４１９号およびＵＳ
６，７１２，９７３号に記載されている。ＶＡＲＩＣＯＬＴＭシステムは、直列に接続さ
れた、吸着剤を含む複数の個々のカラムを備える。溶離液を、第１方向に沿ってカラムを
通過させる。ＳＭＢシステムとは対照的に、分離する混合物および溶離液の注入ポイント
ならびにシステム中の分離した化合物の回収ポイントを、バルブセットによって周期的か
つ非同期的に変位させる。全体的効果は、経時的に様々な長さを有する分離ゾーンを生じ
させることであり、このため、固定相をそれが最も有用なゾーンに動的に割り当て、より
少ないクロマトグラフィ分離ユニットと同様の分離力を提供し、かつ、生産性の増加を可
能にすることである。ＳＭＢシステムと対照的に、ＶＡＲＩＣＯＬＴＭシステムは固体吸
着剤の移動床を含むシングルカラムの作業工程をシミュレートせず、固体吸着剤は溶離液
のフローに逆らう方向で移動し、そのため、ＶＡＲＩＣＯＬＴＭの動作原理は等価なＡＭ
Ｂシステムでは実施できない。
【００８８】
　本発明は、分離の第１ステップは、固定床分離ユニット中、または非固定床分離ユニッ
ト中のいずれか、そして好ましくは非固定床分離ユニット中で実施される；および分離の
第２ステップは、固定床分離ユニット中で実施されることを提供する。
【００８９】
　第３ステップは、存在する場合、固定床分離ユニット中、または非固定床分離ユニット
中のいずれかで、そして好ましくは固定床分離ユニット中で実施される。
【００９０】
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　そのため、１つの実施形態によると、第１ステップは非固定床ユニット中で実施され、
第２ステップは固定床ユニット中で実施され、そして適用可能ならば（すなわち第３クロ
マトグラフィ分離ステップが存在すると仮定して）、第３ステップは固定床ユニット中で
実施される。
【００９１】
　さらに、１つの実施形態によると、第１ステップはマルチカラムユニット中で実施され
、第２ステップは、シングルカラムを備えたユニット中で実施され、そして適用可能なら
ば、第３ステップは、シングルカラムを備えたユニット中で実施される。
【００９２】
　１つの実施形態によると、第１ステップはＶＡＲＩＣＯＬＴＭまたはＳＭＢまたはＡＭ
Ｂユニット中で実施され、第２ステップはＨＰＬＣまたはＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭユニット
中で実施され、そして第３ステップはＶＡＲＩＣＯＬＴＭまたはＳＭＢまたはＡＭＢユニ
ット中で実施される。
【００９３】
　別の好ましい実施形態によると、第１ステップはＶＡＲＩＣＯＬＴＭまたはＳＭＢまた
はＡＭＢユニット中で実施され、第２ステップはＨＰＬＣまたはＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭユ
ニット中で実施され、そして第３ステップはＨＰＬＣまたはＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭユニッ
ト中で実施される。
【００９４】
　好ましい代替案では、第１ステップはＶＡＲＩＣＯＬＴＭユニット中で実施され、第２
ステップはＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭユニット中で実施され、そして第３ステップはＣＹＣＬ
ＯＪＥＴＴＭユニット中で実施される。
【００９５】
　分離ステップは、物理的に分離したユニット中で同時に実施できるか、または物理的に
分離したユニットもしくは同じユニット中で連続して実施できる。
【００９６】
　クロマトグラフィ分離の２ステップをＳＭＢまたはＡＭＢタイプのシステムで実施する
場合、それらを同じＳＭＢまたはＡＭＢシステムで同時に実施することが可能であること
に留意しなければならない。同じ機器での同時実施の一例は、明確に参照する、文献ＷＯ
２０１１／０８０５０３号、または文献ＷＯ２０１３／００５０４８号、または文献ＷＯ
２０１３／００５０５１号で記載されている。
【００９７】
　好ましくは、クロマトグラフィ分離ユニットのすべては物理的に別個のものである。
【００９８】
　１つの実施形態によると、第１クロマトグラフィ分離用ユニット３の１つもしくは複数
の分離カラム（好ましくは複数の分離カラム）は、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ以上、
もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃ
ｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の合計または累積長さを有する；
および／または１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは
３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の
直径を有する。
【００９９】
　１つの実施形態によると、第２クロマトグラフィ分離用ユニット６の１つまたは複数の
分離カラム（好ましくは１つの分離カラム）は、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ以上、も
しくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ
以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の合計もしくは累積長さを有する；
および／または１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは
３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の
直径を有する。
【０１００】
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　１つの実施形態によると、第３クロマトグラフィ分離用ユニット１０の１つもしくは複
数の分離カラム（好ましくは１つの分離カラム）は、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ以上
、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０
ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ以上の合計または累積長さを有する
；および／または直径１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、も
しくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍ
以上の直径を有する。
【０１０１】
　１つの実施形態によると、本発明の方法または装置で使用するクロマトグラフィカラム
はすべて、５ｃｍ以上、もしくは１０ｃｍ以上、もしくは２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃ
ｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上、もしくは５０ｃｍ以上、もしく
は６０ｃｍ以上の合計もしくは累積長さを有する；および／または１０ｃｍ以上、もしく
は２０ｃｍ以上、もしくは２５ｃｍ以上、もしくは３０ｃｍ以上、もしくは４０ｃｍ以上
、もしくは５０ｃｍ以上、もしくは６０ｃｍの直径を有する。
【０１０２】
　カラムの長さおよび直径は、カラムの有用な寸法、すなわちカラム中の固定相床の寸法
である。様々なカラム形状があり、軸または放射円筒型だけでなく、明示的に参照される
、非円筒形セクションを有するセルもある（この場合、直径とはそのセクションの最大寸
法を指す）。
【０１０３】
　各クロマトグラフィ分離ステップを、吸着剤（固定相）として逆相で実施できる。例え
ば、吸着剤は、アルキル基（特にＣ４、Ｃ８、Ｃ１８、Ｃ２４、Ｃ３０）、フェニルなど
の有機基を有する化学的に修飾されたシリカ系の若干極性である樹脂または固定相をベー
スとして使用できる。
【０１０４】
　各クロマトグラフィ分離ステップは水－有機溶離液、すなわち１つまたは複数の有機溶
媒と水との混合物を使用することによって実施できる。好ましくは、クロマトグラフィ分
離ステップのすべては、水－有機溶離液を使用して実施される。別法として、あるクロマ
トグラフィ分離ステップを、純粋な有機溶離液を使用して実施することが可能である。
【０１０５】
　本発明の枠組みで（特に水－有機溶離液を形成するために）使用できる有機溶媒は、例
えばエタノール、プロパノール、およびさらに好ましくはメタノールなどのアルコール；
アセトンまたはメチルエチル－ケトンなどのケトン；アセトニトリルなどのニトリル；酢
酸メチルまたは酢酸エチルなどのエステル；テトラヒドロフランなどのフラン；ジエチル
エーテルまたはメチルエチルエーテルなどのエーテル；および前述のもののうちの２つも
しくはそれ以上の組み合わせである。メタノールおよびアセトンが好ましい有機溶媒であ
る。
【０１０６】
　各水－有機溶離液は、溶離液中の１つまたは複数の有機溶媒に対する水の体積比である
、水／有機比によって特徴づけられる。
【０１０７】
　各水－有機溶離液の水／有機比は、好ましくは０．０１：９９．９９から３０：７０、
好ましくは５：９５から２５：７５まで変化させることができる。
【０１０８】
　クロマトグラフィ分離の様々なステップを、同じ組成または異なる組成を有する溶離液
で実施できる。
【０１０９】
　異なる組成を有する溶離液、特に異なる水／有機比を有する溶離液を使用することが好
ましく、これによって分離の各ステップでの溶離液の溶離強度を調節すること、したがっ
て各ステップで異なる成分を分離することが可能になる。各分離ステップで分離されるこ



(17) JP 2017-504683 A 2017.2.9

10

20

30

40

50

とになる特定の化学種間におけるクロマトグラフィ選択性を調節し、それにより、各ステ
ップで異なる化合物を分離するために、様々なステップにおいて異なる有機溶媒から構成
される溶離液を使用することも望ましい可能性がある。
【０１１０】
　好ましくは、１つもしくは複数の有機溶媒中の第１溶離液の質量濃度を、約２％、好ま
しくは約１％、または約０．５％、または約０．２％、または約０．１％に調節し；適用
可能ならば、好ましくは１つもしくは複数の有機溶媒中の第２溶離液の質量濃度を約２％
、好ましくは約１％、または約０．５％、または約０．２％、または約０．１％に調節し
；適用可能ならば、好ましくは１つもしくは複数の有機溶媒中の第３溶離液の質量濃度を
約２％、好ましくは約１％、または約０．５％、または約０．２％、または約０．１％に
調節する。溶離液の組成の調節は、必要とされる調節を進めるために水および／または１
つもしくは複数の有機溶媒の供給を確実にすることによって実施される。
【０１１１】
　第１クロマトグラフィ分離ステップでは、第４ＰＵＦＡは好ましくは第４ＰＵＦＡより
も保持される化合物（特に第２脂肪酸）から分離される。第１クロマトグラフィ分離用ユ
ニット３が非固定床ユニットである場合、第１ＰＵＦＡが濃縮されたフローはラフィネー
トであり、第２脂肪酸が濃縮されたフローは抽出物である。
【０１１２】
　第２クロマトグラフィ分離ステップでは、第４ＰＵＦＡは好ましくは第４ＰＵＦＡより
も保持される化合物（特に第３脂肪酸）から分離される。
【０１１３】
　第３クロマトグラフィ分離ステップでは、第４ＰＵＦＡは好ましくは第４ＰＵＦＡより
も保持される化合物（特に第４脂肪酸）から分離される。
【０１１４】
　クロマトグラフィ分離のステップに由来する各フローは、好ましくは濃縮ステップを経
る。溶離液（有機溶媒および水）を除去するように、または有機溶媒および水中のフロー
の質量含有率を、９０％未満、もしくは８０％未満、もしくは７０％未満、もしくは６０
％未満、もしくは５０％未満、もしくは４０％未満、もしくは３０％未満、もしくは２０
％未満、もしくは１０％未満、もしくは５％未満、もしくは２％未満、もしくは１％未満
、もしくは０．５％未満、もしくは０．１％未満のレベルまで減少させるような方法で、
フローを濃縮する。
【０１１５】
　そのため、好ましい実施形態では、少なくとも１つの濃縮ユニット（図示せず）をクロ
マトグラフィ分離ユニット３、６、１０の各々と関連させる。
【０１１６】
　そのため、好ましくは、第１クロマトグラフィ分離の最後に回収される第１ＰＵＦＡが
濃縮された第１フローは濃縮フロー（溶離液が減少した、または有機溶媒および水を略含
まない）であり；同様に、第２クロマトグラフィ分離の最後に回収される第１ＰＵＦＡが
濃縮された第２フローは、好ましくは濃縮フロー（溶離液が減少した、または有機溶媒お
よび水を略含まない）であり；同様に、適用可能ならば、第３クロマトグラフィ分離の最
後で回収される第１ＰＵＦＡが濃縮された第３フローは、好ましくは濃縮フロー（溶離液
が減少した、または有機溶媒および水を略含まない）である。
【０１１７】
　場合により、第２脂肪酸が濃縮されたフロー、第３脂肪酸が濃縮されたフロー、および
適用可能ならば、第４脂肪酸が濃縮されたフローは濃縮フローである（溶離液が減少した
、または有機溶媒および水を略含まない）。
【０１１８】
　各濃縮ユニット中で、溶離液を脂肪酸の混合物から分離するような方法で蒸発させるこ
とができ、凝縮させることができる。例えば、再循環で流下薄膜を有するエバポレータ、
上昇流エバポレータ、スクレープトフィルムエバポレータ、薄膜エバポレータ、熱サイホ
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ンエバポレータ、ロータリーエバポレータ、蒸留カラム、精留カラムもしくはその他の任
意のエバポレータまたは装置の底部で溶離液の蒸発および濃縮脂肪酸の濃縮を可能にする
エバポレータの組み合わせを使用することが可能である。蒸発は、好ましくは大気圧より
低い圧力で、特に７５０ｍｂａｒ以下、または５００ｍｂａｒ以下、または３００ｍｂａ
ｒ以下の圧力で実施する。
【０１１９】
　別法として、１つもしくは複数の分離段階を有する膜分離デバイス、または蒸発手段お
よび膜分離手段の組み合わせを使用できる。
【０１２０】
　（例えば、蒸発されおよび凝縮され、または他の方法で分離される）濃縮ステップの最
後に得られる溶離液をリサイクルして、方法の１つまたは複数のステップ、特にクロマト
グラフィ分離の１つまたは複数のステップにリサイクルできる。
【０１２１】
　そのため、本発明の方法は好ましくはクロマトグラフィ分離の第１ステップで使用する
溶離液のリサイクルを行う。さらに好ましい方法で、クロマトグラフィ分離の第１ステッ
プで再使用するために、溶離液がリサイクルされる。
【０１２２】
　好ましくは、本発明の方法はクロマトグラフィ分離の第２ステップで使用する溶離液の
リサイクルを行う。さらに好ましい方法で、クロマトグラフィ分離の第２ステップで再使
用するために溶離液がリサイクルされる。
【０１２３】
　そのため、本発明の方法は好ましくはクロマトグラフィ分離の第３ステップで使用する
溶離液のリサイクルを行う。さらに好ましい方法で、クロマトグラフィ分離の第３ステッ
プで再使用するために溶離液がリサイクルされる。
【０１２４】
　特定の実施形態によると、第１ＰＵＦＡが濃縮された第１フローを使用して分離された
溶離液は、５０％超、好ましくは６０％超、好ましくは７０％超、好ましくは８０％超、
好ましくは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９８％超、好ましくは９９％超が
リサイクルされる。
【０１２５】
　特定の実施形態によると、第１ＰＵＦＡが濃縮された第２フローを使用して分離された
溶離液は、５０％超、好ましくは６０％超、好ましくは７０％超、好ましくは８０％超、
好ましくは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９８％超、好ましくは９９％超が
リサイクルされる。
【０１２６】
　特定の実施形態によると、第１ＰＵＦＡが濃縮された第３フローを使用して分離された
溶離液は、５０％超、好ましくは６０％超、好ましくは７０％超、好ましくは８０％超、
好ましくは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９８％超、好ましくは９９％超が
リサイクルされる。
【０１２７】
　特定の実施形態によると、第２脂肪酸が濃縮されたフローを使用して分離された溶離液
は、５０％超、好ましくは６０％超、好ましくは７０％超、好ましくは８０％超、好まし
くは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９８％超、好ましくは９９％超がリサイ
クルされる。
【０１２８】
　特定の実施形態によると、第３脂肪酸が濃縮されたフローを使用して分離された溶離液
は、５０％超、好ましくは６０％超、好ましくは７０％超、好ましくは８０％超、好まし
くは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９８％超、好ましくは９９％超がリサイ
クルされる。
【０１２９】
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　特定の実施形態によると、第４脂肪酸が濃縮されたフローを使用して分離された溶離液
は、５０％超、好ましくは６０％超、好ましくは７０％超、好ましくは８０％超、好まし
くは９０％超、好ましくは９５％超、好ましくは９８％超、好ましくは９９％超がリサイ
クルされる。
【０１３０】
　好ましくは、各クロマトグラフィ分離ユニットの入口で供給され、分離されることを意
図する供給製品は、可能な限り溶媒を含まない。
【０１３１】
　そのため、
　初期混合物は、８０％未満の有機溶媒、好ましくは６０％未満もしくは４０％未満もし
くは２０％未満もしくは１０％未満もしくは５％未満もしくは２％未満もしくは１％未満
の有機溶媒を含み、さらに好ましくは、有機溶媒を略含まない脂肪酸の混合物である；お
よび／または
　適用可能ならば、第２クロマトグラフィ分離用ユニット６に供給される第１ＰＵＦＡが
濃縮された第１フローは、８０％未満の有機溶媒、好ましくは６０％未満または４０％未
満または２０％未満または１０％未満または５％未満または２％未満または１％未満の有
機溶媒を含み、特に好ましくは有機溶媒を略含まない脂肪酸の混合物である；および／ま
たは
　第３クロマトグラフィ分離用ユニット１０に供給される第１ＰＵＦＡが濃縮された第２
フローが、８０％未満の有機溶媒、好ましくは６０％未満または４０％未満または２０％
未満または１０％未満または５％未満または２％未満または１％未満の有機溶媒を含み、
さらに好ましくは、有機溶媒を略含まない脂肪酸の混合物である。
【０１３２】
　本発明の方法は、場合によって、１回または複数回のクロマトグラフィ分離後の酸素化
された（酸素を含んだ）化合物の除去(または量の減少)のステップを提供する。
【０１３３】
　好ましくは、このステップはクロマトグラフィ分離のステップではなく、クロマトグラ
フィ分離ユニット中で実施されない。
【０１３４】
　好ましくは、このステップは、フロー中に存在する他の脂肪酸（アルデヒドおよび過酸
化物タイプの酸素化化合物を除く）から第１ＰＵＦＡを実質的に分離しない。
【０１３５】
　酸素化化合物を除去するステップは、第１ＰＵＦＡが濃縮されたフローの第３ダクト１
２により（または２つのクロマトグラフィ分離ステップしかない場合は第１ＰＵＦＡが濃
縮されたフローの第２ダクト９により）直接的または間接的に供給される処理ユニット１
４中で実施できる。このユニットの出口で、第１精製ＰＵＦＡの回収用ダクト１５が接続
されている。
【０１３６】
　処理ユニット１４は、特にショートパスを有する分子蒸留ユニットまたはエバポレータ
であってもよい。ショートパスを有するエバポレータは内部コンデンサ（凝縮器）を備え
、好ましくは１０００ｓ未満、好ましくは１００ｓ未満、好ましくは１０ｓ未満の滞留時
間、好ましくは１０ｍｂａｒ未満、好ましくは１ｍｂａｒ未満、好ましくは０．１ｍｂａ
ｒ未満、好ましくは０．０１ｍｂａｒ未満、好ましくは０．００１ｍｂａｒ未満の圧力下
、２００℃以下、好ましくは１５０℃以下、好ましくは１２０℃以下、好ましくは１００
℃以下、好ましくは８０℃以下の温度で、蒸発させることができる。
【０１３７】
　あるいは、処理ユニット１４は、吸着基材と接触させるためのユニットであってもよい
。
【０１３８】
　吸着基材は、過酸化物およびアルデヒド化合物などの酸素化化合物を吸着できる任意の
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基材である。それは、例えば、シリカ、アルミナ、活性炭およびそれらの誘導体、特にシ
リカゲル、シリケート、アルミネートおよびアルミノシリケートから選択できる。ベント
ナイトなどのクレイも珪藻土の基材と同様に好適な基材の一例である。
【０１３９】
　吸着は、吸着剤床を透過させることにより、非連続的に、すなわち「バッチ」で、また
は連続的に実施できる。好ましくは、脂肪酸をこのステップの間に希釈せず、そして特に
溶媒を添加しない。接触は、例えば５分～２４時間、特に１０分～１０時間、２０分～５
時間、３０分～２時間、および４５分～１時間３０分間持続し得る。
【０１４０】
　使用する吸着剤の量は、吸着剤の性質および酸素化化合物を捕捉するその能力に依存す
る。例えば、処理するフロー（脂肪酸の混合物）１ｋｇあたり１～１０００ｇの吸着剤、
特に１０～５００ｇ／ｋｇ、さらに詳細には２５～２００ｇ／ｋｇであってもよい。
【０１４１】
　接触させた後、吸着剤を脂肪酸の混合物から分離し、残存する吸着剤によるコンタミ（
汚染）を防止するために、脂肪酸の混合物をろ過できる。
【０１４２】
　好ましくは、酸素化化合物の吸着剤との結合は実質的に不可逆的であり、すなわち吸着
剤は再生されない。
【０１４３】
　しかしながら、例えば、体積および／または廃棄物の処理費用を制限するために、熱処
理により吸着剤を再生することが可能である。
【０１４４】
　処理ユニット１４中の処理ステップは、処理されたフローの過酸化物価を少なくとも２
５％、好ましくは少なくとも５０％、好ましくは少なくとも７５％、好ましくは少なくと
も８０％または少なくとも９０％または少なくとも９５％または少なくとも９８％減少さ
せることを可能にする。
【０１４５】
　処理ユニット１４中の処理ステップは、処理されたフローのアニシジン価を少なくとも
２５％、好ましくは少なくとも５０％、好ましくは少なくとも７５％、好ましくは少なく
とも８０％または少なくとも９０％または少なくとも９５％または少なくとも９８％減少
させることを可能にする。
【０１４６】
　過酸化物価は、脂肪酸の混合物中の過酸化物化合物の量を評価する。使用する分析法は
、好ましくは欧州薬局方の２．５．５の方法Ａである。
【０１４７】
　アニシジン価は、脂肪酸の混合物中のアルデヒド化合物の量を評価する。使用する分析
法は好ましくは欧州薬局方２．５．３６である。
【０１４８】
　１つの実施形態によると、処理ステップから生じるフロー（第１精製ＰＵＦＡを回収す
るためのダクト１５中に回収される製品）の過酸化物価は、１０以下、または９以下、ま
たは８以下、または７以下、または６以下、または５以下、または４以下、または３以下
、または２以下、または１．５，以下、または１以下である。
【０１４９】
　１つの実施形態によると、処理ステップから生じるフロー（第１精製ＰＵＦＡを回収す
るためのダクト１５中に回収される製品）のアニシジン価は、２０以下、または１８以下
、または１６以下、または１４以下、または１２以下、または１０以下、または９以下、
または８以下、または７以下、または６以下、または５以下である。
【０１５０】
　本明細書中で記載するものと類似した別の処理ステップ、さらに詳細には分子蒸留ステ
ップも、上流に、特にクロマトグラフィ分離の任意のステップの前に提供できる。
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【０１５１】
得られる製品
　１つの実施形態によると、第１ＰＵＦＡはオメガ－３脂肪酸である。
【０１５２】
　異なる実施形態によると、第１ＰＵＦＡは、ＥＰＡ、またはＤＨＡ、またはＡＲＡ、ま
たはＤＰＡ、またはＳＤＡであってもよい。
【０１５３】
　１つの実施形態によると、第１ＰＵＦＡはＥＰＡであり、第２脂肪酸は飽和またはモノ
不飽和脂肪酸であり、第３脂肪酸はＤＨＡまたはＳＤＡであり、第４脂肪酸はＤＨＡおよ
びＳＤＡのうち第３脂肪酸でないほうである。例えば、第３脂肪酸はＤＨＡであり、第４
脂肪酸はＳＤＡである。
【０１５４】
　方法の最後で得られた（第１精製ＰＵＦＡを回収するためのダクト１５中、または酸素
化化合物を除去するステップがない場合は第１ＰＵＦＡが濃縮されたフローを回収するた
めの第３ダクト１２中、または第３クロマトグラフィ分離ステップも酸素化化合物を除去
するステップもない場合は第１ＰＵＦＡが濃縮されたフローを回収するための第２ダクト
９中に回収された）最終製品中の第１ＰＵＦＡ中の濃度は（脂肪酸の全体に対して）、約
８０％以上、好ましくは約９０％以上、または約９５％以上、または約９７％以上、また
は約９８％以上、または約９９％以上であってもよい。
【０１５５】
　この最終製品中の第２脂肪酸の濃度は、（脂肪酸の全体に対して）約１％以下、または
約０．１％以下、または約０．０５％以下、または約０．０３％以下、または約０．０１
％以下であってもよい。
【０１５６】
　この最終製品中の第３脂肪酸の濃度は、（脂肪酸の全体に対して）約１％以下、または
約０．１％以下、または約０．０５％以下、または約０．０３％以下、または約０．０１
％以下であってもよい。
【０１５７】
　この最終製品中の第４脂肪酸の濃度は、（脂肪酸の全体に対して）約１％以下、または
約０．１％以下、または約０．０５％以下、または約０．０３％以下、または約０．０１
％以下であってもよい。
【０１５８】
　例えば、方法の最後で得られる最終製品は、（脂肪酸の全体に対して）約８０％以上、
または約９５％以上、または約９７％以上、または約９８％以上、または約９９％以上の
割合のＥＰＡ；および約１％以下、または約０．１％以下、または約０．０５％以下、ま
たは約０．０３％以下、または約０．０１％以下の割合のＤＨＡを含むことができる。
【０１５９】
　第１ＰＵＦＡが濃縮されたオイル（油）は、例えば最終的な剤形化（製剤化）および／
またはカプセル封入など、包装および／または使用するまで空気や光から遠ざけて保管さ
れる。
【０１６０】
　１つの実施形態によると、最終製品を医薬的および／または食事的（栄養学的）に許容
されるビヒクル（担体）ならびに／または賦形剤および／もしくは希釈剤と組み合わせる
。この製品はそのため、例えばカプセル、キャップ、もしくはタブレット（錠剤）の形態
（または経口もしくは局所もしくは非経口投与に適したその他の形態）に形成することが
できる。
【０１６１】
　個々の投与形態各形態（例えばキャップまたはカプセル）は、例えば２５０～１５００
ｍｇ、好ましくは３００～１０００ｍｇの本明細書中で上述の製品を含むことができる。
【０１６２】
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　製品は、例えば、高トリグリセリド血症、高コレステロール血症および高血圧などの心
血管疾患、ならびに不整脈、心房および／または心室細動、心代償不全および心不全など
の心血管疾患の危険因子の防止および／または治療および／または予防用；梗塞および再
梗塞の一次および二次予防用；例えば自己免疫疾患、潰瘍性大腸炎、腫瘍性病理、神経系
の疾患、細胞の老化、脳梗塞、虚血性疾患、乾癬などの前記ＰＵＦＡで治療できるその他
の病理の治療用の医薬組成物の調製のために使用できる。
【０１６３】
　あるいは、製品は、準医薬（ｐａｒａｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ）、そして特に食
事用途に使用できる。
【０１６４】
実施例
　以下の実施例は本発明を限定することなく示す。
【０１６５】
実施例１ａ－実験室規模の２ステップでの精製
　この実施例では、９４％を上回るＥＰＡのエチルエステルは、５０％を上回るＥＰＡを
含むエチルエステルの混合物を使用する２つのクロマトグラフィステップによって得られ
る。
【０１６６】
　ＥＰＡを、直径が平均で２０μｍの粒子を有するＣ１８逆相シリカ上で２つのクロマト
グラフィステップによって精製する。クロマトグラフィ条件は次のとおりである：
　ステップ１：
　長さ９ｃｍ、直径４．８ｃｍの５つのカラムを備えたＶＡＲＩＣＯＬＴＭ。
　溶離液：９０／１０（ｖ／ｖ）のアセトン／水。
【０１６７】
　ラフィネートは、ＥＰＡを約７０％（気相のクロマトグラフィの面積すなわちＣＰＧの
面積）で含む。真空中で作動するロータリーエバポレータ中での濃縮後、濃縮ラフィネー
トは１％未満の残留溶媒を含む。
【０１６８】
　ステップ２：
　先のステップで得られた濃縮ラフィネートを、長さ３９ｃｍ、直径５ｃｍの軸方向動的
圧縮のカラムを備えたＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭ中で精製する。
　溶離液：９３／７（ｖ／ｖ）のメタノール／水。
【０１６９】
　ＥＰＡを約９４％（ＣＰＧ中の面積）で、そして０．１％未満のＤＨＡを含むフラクシ
ョンを回収する。このフラクション中のＥＰＡの回収率は９５％を上回る。比生産性は１
日あたり１ｋｇの固定相につき２．７６ｋｇの純粋なＥＰＡである。溶離液の原単位（消
費量）は１ｋｇの純粋なＥＰＡあたり２２４Ｌである。
【０１７０】
　真空中で作動するロータリーエバポレータ中での濃縮後、濃縮フラクションは１％未満
の残留溶媒を含む。
【０１７１】
実施例１ｂ（比較例）
　この実施例では、前記実施例のステップ１で得られた濃縮ラフィネートは、長さ９ｃｍ
、直径４．８ｃｍの５つのカラムを備えたＶＡＲＩＣＯＬＴＭシステムで、９３／７（ｖ
／ｖ）メタノール／水溶離液で精製される。
【０１７２】
　ラフィネートは約９２％（ＣＰＧ中の面積）でＥＰＡと、０．１％未満のＤＨＡとを含
む。ラフィネート中のＥＰＡの回収率は９５％を上回る。比生産性は１日当たり１ｋｇの
固定相につき２．４６ｋｇの純粋なＥＰＡである。溶離液の原単位は１ｋｇの純粋なＥＰ
Ａにつき２５８Ｌである。
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【０１７３】
　ＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭの比生産性は、したがってＶＡＲＩＣＯＬＴＭの比生産性よりも
１２％高く、ＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭの溶離液の原単位はＶＡＲＩＣＯＬＴＭの原単位に対
して１３％未満である。驚くべきことに、ＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭは第２精製ステップにつ
いてＶＡＲＩＣＯＬＴＭよりも良好な性能をもたらす。
【０１７４】
実施例２ａ：ＣＹＣＬＯＪＥＴＴＭによる実験室規模での超精製
　この実施例では、９６％を上回るＥＰＡのエチルエステルは、実施例１ａで得られる製
品を使用するクロマトグラフィのステップによって得られる。
【０１７５】
　ＥＰＡは、平均２０μｍの直径の粒子を有するＣ１８逆相シリカで精製される。クロマ
トグラフィ条件は次のとおりである：
　長さ３９ｃｍ、直径５ｃｍの軸方向動的圧縮のカラムを備えたＣｙｃｌｏｊｅｔ。
　溶離液：７９／２１（ｖ／ｖ）のアセトン／水。
【０１７６】
　回収したフラクションのうちの１つはＥＰＡを約９６．８％（ＣＰＧ中の面積）で含み
、０．１％未満のＤＨＡを含む。抽出物中のＥＰＡの回収率は約９５％である。比生産性
は、１日あたり固定相１ｋｇあたり３．５８ｋｇの純粋なＥＰＡである。溶離液の原単位
は、１ｋｇの純粋なＥＰＡあたり１５３Ｌである。
【０１７７】
　真空中で作動するロータリーエバポレータ中での濃縮後、濃縮フラクションは１％未満
の残留溶媒を含む。
【０１７８】
実施例２ｂ（比較例）
　この実施例では、実施例１ａで得られた濃縮ラフィネートは、長さ９ｃｍ、直径４．８
ｃｍの５つのカラムを備えたＶＡＲＩＣＯＬＴＭ中、７９／２１（ｖ／ｖ）のアセトン／
水溶離液で精製される。
【０１７９】
　抽出物は、ＥＰＡを約９７％（ＣＰＧ中の面積）で含み、０．１％未満のＤＨＡを含む
。抽出物中のＥＰＡの回収率は約９５％である。比生産性は、１日あたり固定相１ｋｇに
つき３．３５ｋｇの純粋なＥＰＡである。
【０１８０】
　Ｃｙｃｌｏｊｅｔの比生産性はＶＡＲＩＣＯＬＴＭよりも７％高い。意外なことに、Ｃ
ｙｃｌｏｊｅｔは第２精製ステップについてＶＡＲＩＣＯＬＴＭよりも良好な生産性をも
たらす。
【０１８１】
実施例３－パイロット規模での精製
　この実施例では、９６％を超えるＥＰＡのエチルエステルが、５０％を超えるＥＰＡを
含むエチルエステルの混合物を使用するクロマトグラフィの３ステップにより得られる。
【０１８２】
　ＥＰＡを、Ｃ１８逆相シリカのクロマトグラフィの３ステップによって精製する。クロ
マトグラフィ条件は以下のとおりである：
　ステップ１：
　長さ９ｃｍ、直径５９ｃｍの５つのカラムを備えたＶＡＲＩＣＯＬＴＭ。カラムの構成
：ゾーン１／２／３／４それぞれ１／１．６／１．６／０．８。
　溶離液：９０／１０（ｖ／ｖ）のアセトン／水。
【０１８３】
　ラフィネートは約７０％（ＣＰＧ中の面積）でＥＰＡを含む。真空中で作動するロータ
リーエバポレータ中で濃縮後、濃縮ラフィネートは１％未満の残留溶媒を含む。
【０１８４】
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　ステップ２：
　長さ４９ｃｍ、直径３０ｃｍの軸方向動的圧縮カラムを備えたＣｙｃｌｏｊｅｔ。
　溶離液：９３／７（ｖ／ｖ）のメタノール／水。
【０１８５】
　ＥＰＡを約９４％（ＣＰＧ中の面積）で含み、０．１％未満のＤＨＡを含むフラクショ
ンが回収される。フラクション中のＥＰＡの回収率は９５％よりも高い。
【０１８６】
　真空中で動作するロータリーエバポレータ中で濃縮後に、濃縮フラクションは１％未満
の残留溶媒を含む。
【０１８７】
　ステップ３：
　長さ４９ｃｍ、直径３０ｃｍの軸方向動的圧縮カラムを備えたＣｙｃｌｏｊｅｔ。
　溶離液：７９／２１（ｖ／ｖ）のアセトン／水。
【０１８８】
　ＥＰＡを約９６．８％（ＣＰＧ中の面積）で含み、０．１％未満のＤＨＡを含むフラク
ションが回収される。フラクション中のＥＰＡの回収率は９５％よりも高い。
【０１８９】
　真空中で作動するロータリーエバポレータで濃縮した後、濃縮フラクションは１％未満
の残留溶媒を含む。

【図１】
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