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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Konzentrieren von wassrigen Epigallocatechin-
gallat-(hierin nachstehend als EGCG abgekirzt)-ldsungen.

[0002] Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zum Konzentrieren von wassrigen EGCG-Lésungen
unter Verwendung von selektiven Nanofiltrations- oder Umkehrosmosemembranen (hierin auf Membran ver-
klrzt).

[0003] US-Patentschrift 5,879,733 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von Griinteeextrakt mit verbes-
serter Klarheit und Farbe. Diese Extrakte werden durch Behandeln von wassrigem Griinteeextrakt mit einer
Menge eines Kationenaustauschharzes von Lebensmittelqualitat, die wirksam ist, Metallkationen zu entfernen,
die in dem Extrakt vorliegen, erhalten. Das mit einem Kationenaustauschharz behandelte Extrakt wird dann
mit einer Nanofiltrationsmembran kontaktiert, um die Materialien mit héherem Molekulargewicht, wie z.B. Pek-
tine, Proteine, Chlorophyll und Oxidationsprodukte, zu entfernen. Die Nanofiltrationsmembranen, die in US
5,879,733 beschrieben sind, werden aus Polymeren mit einer Molekulargewichtstrenngrenze von etwa 700 bis
etwa 5.000 Dalton (einer PorengréfRe- im Bereich von etwa 17 bis etwa 40 Angstréom entsprechend) hergestellit.
Polymere wie Celluloseacetate, Polysulfone, Polyvinylidenfluoride werden zur Herstellung dieser Nanofiltrati-
onsmembranen verwendet. Insbesondere ist die Verwendung einer OSMO SP-12 Nanofiltrationsmembran
(hergestellt von Osmonics, Inc. aus Minnetonka, Minn.) offenbart. Das Celluloseacetatpolymer, aus dem die
Membran hergestellt wird, weist eine Molekulargewichtstrenngrenze von 1.000 Dalton (einer Porengrof3e von
etwa 20 Angstrom entsprechend) auf. Bei Verwendung der Membran gehen die Teecatechine, die eine Mole-
kulargréRe aufweisen, die kleiner ist als der Porendurchmesser der Membran, zusammen mit Wasser durch
die Membran hindurch, wahrend die Materialien mit hherem Molekulargewicht von der Membran nicht durch-
gelassen werden.

[0004] US 5,879,733 offenbart keine Membran, die zum Konzentrieren von wassrigen EGCG-Ldsungen ge-
eignet ist. Es besteht daher immer noch ein Bedarf an einer Membran mit einer hohen Retentionsrate fir EG-
CG, die in der Lage ist, eine akzeptable FlieRgeschwindigkeit des Permeatstroms aufrechtzuerhalten.

[0005] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mehrschrittverfahren zum Konzentrieren von wassrigen Epigal-
locatechingallat-(EGCG)-I6sungen, wobei das Verfahren mindestens teilweise chargenweise oder kontinuier-
lich durchgeflihrt werden kann, und umfasst:
a) Einspeisen einer wassrigen EGCG-Ldsung mit einem Gehalt an geldsten Feststoffen von etwa 0,03
Gew.-% bis etwa 10 Gew.-% in mindestens ein Membranmodul unter einem Druck von etwa 5 bar bis etwa
100 bar, um ein abgefiihrtes Permeat und ein zuriickgeflihrtes Retentat bereitzustellen, wobei die Konzen-
tration von EGCG in dem zuruckgefuhrten Retentat im Verhaltnis zu der Konzentration in der Einspeisel6-
sung erhoéht ist, und wobei die Membran eine DESAL-5-Membran ist;
b) Sammeln des abgefihrten Permeats;
¢) Sammeln des zuriickgefihrten Retentats;
d) gegebenenfalls Rezirkulieren des zurtickgefuhrten Retentats zuriick zu der Membran;
e) gegebenenfalls Konzentrieren des zurlickgefiihrten Retentats der Schritte c) und/oder d);
f) gegebenenfalls Konzentrieren des abgefiihrten Permeats von Schritt b).

[0006] Die Anforderungen an die verwendete Membran sind: ein Retentionskoeffizient fur EGCG uber 90%,
eine PermeatflieRgeschwindigkeit tiber 5 I/m? h, ein Retentionskoeffizient fir das gegebenenfalls zugegebene
organische Ldsemittel und fiir jegliche Verunreinigungen, die vorliegen, von weniger als 50%.

[0007] Membrane werden im Allgemeinen in einem definierten Lésemittel-Membran-System durch den Re-
tentionskoeffizienten R und die PermeatflieRgeschwindigkeit J, charakterisiert.

[0008] In Bezug auf die Konzentration einer wassrigen EGCG-L6sung wird der Retentionskoeffizient R als R
=100 x (1 - C/C,) definiert, wobei C, die Konzentration von EGCG in dem Permeat und C, die Konzentration
von EGCG in dem Retentat ist.

[0009] Der Permeatfluss ist eine Funktion des osmotischen Drucks, der von allen gelésten Molekilen (z.B.
EGCG und organisches Losemittel) in dem Konzentrat verursacht wird.

[0010] Der Permeatfluss J, wird als J, = A x (AP — AN) definiert, wobei A eine Membrankonstante in I/m? h
bar, AP die Transmembrandifferenz des Drucks, Al die Transmembrandifferenz des osmotischen Drucks ist.
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[0011] Die notwendigen Anforderungen an die Membran werden durch die Membran DESAL-5 erfiillt, die im
Handel von OSMONICS/DESAL, Vista, Kalifornien, erhaltlich ist. Die DESAL-5-Membran ermdglicht die Kon-
zentration von EGCG in einem Bereich bis zu 200-fach.

[0012] Ein bevorzugter Druckbereich fiir die Membran ist von etwa 10 bar bis etwa 100 bar, insbesondere von
etwa 20 bar bis etwa 35 bar.

[0013] Das Verfahren der Erfindung kann bei einer beliebigen geeigneten und gewilinschten Temperatur, die
aus etwa 10°C bis etwa 60°C gewahlt ist, durchgefihrt werden.

[0014] Der Begriff "wassrige EGCG-L6sung" bezieht sich in diesem Zusammenhang auf eine Lésung von
EGCG in einer Mischung von Wasser und gegebenenfalls einem organischen Lésemittel. Das Lésemittel oder
die Lésemittelmischung umfasst vorzugsweise etwa 70 Vol.-% bis etwa 100 Vol.-%, vorzugsweise etwa 90
Vol.-% an Wasser und etwa 0 Vol.-% bis etwa 35 Vol.-%, vorzugsweise etwa 10 Vol.-% an einem organischen
Lésemittel. Das organische Losemittel ist vorzugsweise Methanol, Ethanol, Isopropanol oder Aceton. Die An-
fangskonzentration von EGCG in der Lésung betragt etwa 0,05 Gew.-% bis etwa 10 Gew.-%, vorzugsweise
etwa 0,05 Gew.-% bis etwa 2 Gew.-%.

[0015] Das Ausgangsmaterial ist ein Griinteeextrakt, der durch im Fachgebiet bekannte Verfahren hergestellt
werden kann, z.B. durch Extrahieren von Grinteeblattern. Teeextraktpulver sind auch im Handel erhaltlich, z.B.
von Highyin Biological Products Co., Guiyang, China.

[0016] EGCG wird von Teepolyphenolen, die in dem Extrakt vorliegen, durch Chromatographie getrennt, z.B.
wie in der europaischen Patentanmeldung 99116032.6 beschrieben, die sich auf ein Verfahren zum Herstellen
von EGCG bezieht, das die Schritte umfasst:
a) Bereitstellen eines Grinteeextrakts;
b) Unterwerfen des Griinteeextrakts einer Chromatographie an einem makroporésen polaren Harz bei einer
Temperatur im Bereich von etwa 30°C bis etwa 80°C;
¢) Eluieren des EGCG von dem makropordsen polaren Harz mit einem polaren Elutionslésemittel bei einer
Temperatur im Bereich von etwa 30°C bis etwa 80°C und bei einem Druck im Bereich von etwa 0,1 bar bis
etwa 50 bar;
d) Gegebenenfalls Konzentrieren des Eluats von Schritt ¢);
e) gegebenenfalls Regenerieren des makropordsen polaren Harzes durch Desorbieren der verbleibenden
Catechine und
f) gegebenenfalls Konzentrieren der desorbierten Catechine von Schritt e).

[0017] Eine mdgliche Ausfiihrungsform des vorstehenden Chromatographieverfahrens ist in Beispiel 1 be-
schrieben.

[0018] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung wird jetzt ausfihrlicher mit Bezug auf Fig. 1, die schema-
tisch eine Einstufenmembran-Nanofiltrationsvorrichtung zeigt, dargelegt.

[0019] Die Vorrichtung weist einen Einspeiselésungsbehalter (1) auf, der mit einem Membranmodul (3) ber
eine Einspeiserohrleitung durch eine Hochdruckpumpe (2) verbunden ist. Modul (3) weist ein spiralférmiges
oder flachfolienartiges Modul auf, das die Filtrationsmembran enthalt. Die Rohrleitung fir das abgefihrte Per-
meat Vp ist mit dem Permeatbehalter (4) verbunden. Die Ruckfuhrungsrohrleitung Vr wird verwendet, um das
zuruckgefuhrte Retentat wieder dem Behalter (1) zuzufihren. Ein spiralférmiges Modul wird bevorzugt.

[0020] Im Betrieb wird die wassrige Einspeiseldsung, die EGCG enthalt, unter einem Druck von etwa 5 bis
etwa 100 bar durch Pumpe (2) zu dem Modul (3) geleitet. Durch V, tritt das abgefiihrte Permeat aus, das Was-
ser und gegebenenfalls ein organisches Losemittel enthalt.

[0021] Durch die Rohrleitung V., tritt das zurtickgefiihrte Retentat aus, das EGCG enthalt, welches nicht durch
die Membran hindurchgeht.

[0022] Furdas in Fig. 1 dargestellte Verfahren kann das zuriickgefiihrte Retentat wieder in das Membranver-
fahren geschickt werden, in einem oder mehreren Zyklen, entweder in einem Chargen- oder in einem Mehr-
schrittverfahren (zusatzliche Konzentration des abgeflihrten Permeats) oder als ein kontinuierliches Verfahren.

[0023] Die folgenden Beispiele erklaren die Erfindung ausfihrlicher.
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Beispiel 1 Herstellung des Ausgangsmaterials.

[0024] Eine Chromatographiesdule wurde mit 2,2 kg des Harzes Amberlite® XAD-7 gefiillt. 50 g Griinteeext-
rakt von Highyin Biological Products Co., Guiyang, China wurden in 50 ml entionisiertem Wasser gel6st und
die erhaltene Lésung wurde auf das obere Ende der Saule bei 60°C adsorbiert und anschlieRend bei 60°C un-
ter einer Argonatmosphare durch einen Elutionsmittelstrom von 0,1 I/min eluiert. Das Elutionsmittel war eine
Mischung von Wasser/Isopropanol (Volumenverhaltnis von 9:1). Das Elutionsmittel wurde vor der Verwendung
entgast und unter einer Argonatmosphare gehalten. Es wurden drei Hauptfraktionen erhalten, die enthielten:

a) 10,0 g EGCG in 10,3 | Lésung (0,97 g EGCG/I)

b) 5,2 g EGCG in 10,4 | Lésung (0,50 g EGCG/I)

c) 1,39 EGCGin 5,6 | Lésung (0,23 g EGCG/).

[0025] Die Menge an EGCG wurde durch HPLC-Analyse bestimmt. Lésemittel, die spezifische Mengen an
EGCG enthielten, wurden als externe Standards verwendet, um die Menge an EGCG in den vorstehenden
Fraktionen durch HPLC quantitativ zu bestimmen. Die Fraktionen wurden vereinigt, was in einer Einspeiselo-
sung, die 0,63 g EGCG/I Wasser/Isopropanol 9/1 enthielt, resultierte.

Beispiel 2a: Konzentrieren der EGCG-Ldsung in einem spiralférmigen Membranmodul

[0026] Speicherbehalter (1) wurde mit der Einspeiselésung von Beispiel 1 geflillt. Das Ausgangsvolumen der
Einspeiseldsung betrug 6 |. Der Rest der Einspeiselésung wurde zu dem Membranmodul in 2 |-Anteilen zuge-
geben, wenn 2 | Permeat erhalten wurden. Die Lésung wurde bei Umgebungstemperatur durch das Membran-
modul (Totvolumen von etwa 2 |) mit einem spiralférmigen Membranelement DESAL DL 2540 F, das eine DE-
SAL-5-DL-Membran enthielt, hindurchgeleitet. Die PermeatflieRgeschwindigkeit betrug anfangs 12,2 I/m? h
und am Ende 6,8 I/m? h. Der Druck tiber der Membran wurde konstant bei 31 bar gehalten. Die Membranober-
flache betrug 2,5 m?. Das zuriickgeflihrte Retentat wurde in den Behalter (1) zurlickgefiihrt. 26,3 | Einspeisel6-
sung, die 0,63 g EGCG/I enthielt, wurden zu 2,06 | konzentriert. Es wurde gefunden, dass das Konzentrat min-
destens 15,6 g EGCG aufwies; Mindestausbeute 95%. Durch HPLC konnte kein EGCG in dem abgefihrten
Permeat nachgewiesen werden (die Nachweisgrenze betrug etwa 0,001 mg/ml). Der Retentionskoeffizient be-
trug daher etwa 99,99. Der Konzentrationsfaktor betrug etwa 13.

Beispiel 2b: Konzentrieren der EGCG-LAsung in einem Flachfolien-Membranmodul (wahlweise)

[0027] Aus praktischen Griinden wurde ein Flachfolien-Membranmodul mit einem Totvolumen von etwa 0,1 |
fur die weitere Konzentration des in Beispiel 2a erhaltenen Konzentrats verwendet.

[0028] Speicherbehalter (1) wurde mit der Einspeiseldsung von Beispiel 2a gefillt. Das Ausgangsvolumen
der Einspeiselésung betrug 0,6 |I. Der Rest der Einspeiselésung wurde kontinuierlich unter Stickstoffspulung
zugegeben, bis 14,7 g gelostes EGCG zugegeben wurden. Die Lésung wurde bei Umgebungstemperatur
durch das Membranmodul mit einem Flachfolien-Membranelement DESAL DL 5 hindurchgeleitet. Die Perme-
atflieRgeschwindigkeit betrug anfangs 16 I/m? h und am Ende 3,8 I/m? h. Der Druck tber der Membran wurde
konstant bei 43 bar gehalten. Die Membranoberflache betrug 0,0028 m?. Das zuriickgefiihrte Retentat wurde
in den Behalter (1) zurlickgefuhrt und auf ein Endvolumen von 126 ml konzentriert. Es wurde gefunden, dass
das Konzentrat mindestens 14,2 g EGCG aufwies; Mindestausbeute 97%. Spuren von EGCG wurden durch
HPLC in dem abgeflihrten Permeat nachgewiesen (die Quantitatsbestimmungsgrenze betrug etwa 0,01
mg/ml). Der Retentionskoeffizient betrug daher etwa 99,99. Der Konzentrationsfaktor betrug etwa 16.

Beispiel 3

[0029] Eine Einspeiseldsung, die 0,98 g EGCG/I Wasser/Isopropanol 9/1 enthielt, wurde in einem Flachfoli-
en-Membranmodul bei 35 bar und Umgebungstemperatur wie in Beispiel 2b beschrieben konzentriert. Der Re-
tentionskoeffizient betrug 99,8.

Beispiel 4:

[0030] Eine Einspeiseldsung, die 0,98 g EGCG/I Wasser/Isopropanol 9/1 (v/v) enthielt, wurde in einem Flach-
folien-Membranmodul bei 35 bar und Umgebungstemperatur unter Verwendung der folgenden im Handel er-
haltlichen Membranen konzentriert. Die NITTO-Membranen sind von Nitto Denko, Japan, erhaltlich. Die Mem-
branoberflache betrug 0,0028 m?. Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse, die auch das Ergebnis von Bei-
spiel 3 umfassen.
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Membran Permeat- | Retention | Permeat- Retention
flieRR- (Anfang) flief’- (Ende)
geschw. % geschw. %
(Anfang) (Ende)

1/m* h 1/m® h
NITTO 7250 NF {19 93,8 8 (nach 96,9
6,5 h)
DESAL 5 DL NF | 22 >99,1 10 (nach >99,8
6,5 h)
NITTO 7450 NF |32 95,0 10 (nach 91,1
7 h)
DESAL YK NF 23 88,0 8 (nach 86,3
7 h)

[0031] Die vorstehende Tabelle zeigt deutlich, dass die Nanofiltrationsmembran DESAL 5 DL NF eine uner-
wartet hohe Retention von EGCG erzielt, wahrend sie eine akzeptable FlieRgeschwindigkeit der zu filternden
Einspeiseldsung aufrechterhalt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Konzentrieren einer wassrigen Epigallocatechingallat-(EGCG)-I6sung, wobei das Ver-
fahren umfasst:
a) Einspeisen einer wassrigen EGCG-L6sung mit einem Gehalt an geldsten Feststoffen von etwa 0,03 Gew.-%
bis etwa 10 Gew.-% in mindestens ein Membranmodul unter einem Druck von etwa 5 bar bis etwa 100 bar, um
ein abgeflihrtes Permeat und ein zurlickgefiihrtes Retentat bereitzustellen, wobei die Konzentration von EGCG
in dem zuritickgeflihrten Retentat im Verhaltnis zu der Konzentration in der Einspeisel6sung erhéht ist, und wo-
bei die Membran eine DESAL-5-Membran ist;
b) Sammeln des abgefiihrten Permeats;
c) Sammeln des zuriickgefuhrten Retentats;
d) gegebenenfalls Rezirkulieren des zuriickgefiihrten Retentats zuriick zu der Membran;
e) gegebenenfalls Konzentrieren des zuriickgeflihrten Retentats der Schritte ¢) und/oder d);
f) gegebenenfalls Konzentrieren des abgefiihrten Permeats von Schritt b).

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Membranmodul ein spiralformiges Membranelement ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Druckbereich fiir die Membran bei etwa 10 bar bis etwa
100 bar liegt.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Druckbereich fiir die Membran bei etwa 20 bar bis etwa
35 bar liegt.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Verfahren bei einer Temperatur von etwa 10°C
bis etwa 60°C ausgefuhrt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die wassrige EGCG-LAsung eine Losung von
EGCG in einer Mischung von Wasser und gegebenenfalls einem organischen Lésemittel ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Mischung etwa 70 Vol.-% bis etwa 100 Vol.-%, vorzugsweise
etwa 90 Vol.-% Wasser und etwa 0 Vol.-% bis etwa 35 Vol.-%, vorzugsweise etwa 10 Vol.-% eines organischen
Losemittels umfasst.

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei das organische Lésemittel Methanol, Ethanol, Isopropanol
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oder Aceton ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1

Einspeise- und/oder Konzentratldsung
abgefihrtes Permeat

zuruckgefihrtes Retentat

Speicherbehalter far Konzentrat- und/oder
Einspeiseldsung

Pumpe

Membranmodul

Permeatbehalter
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