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(549) Zplsob izolace ergosterclu

1
Vyndlez se tykd zplsobu izolace ergosterolu ze sm&si sterold ziskanych po odstrsn&n{
/
nukleovych kyselin s alkalické hydrolyze pomocf extrakce hepolérnim rozpousdtédlem.

Izolace ergosterolu ze sm¥si sterold 8 vedle jich ldtek, produkovanych kvasinkami, se
dosud obyZejn& provéd{ extrskci benzenem, hexsnem nebo Jjinym organickym rozpoust&dlem g vy-
krystalovénim produktu bud pfimo, nebo po p¥idavku nizsich alkohold (methanol, ethsnol).
Nevyhodou t8chto postupd je z1skénf bud pom&rné mélo &istého produktu, wyZsdujfeciho rekry-
staelizaci, nebo nizky vyt&Zek ergosterdlu. Ne j¥ast¥ji pouZivangm rozpoudtddlem je benzen,
ktery sice poskytuje produkt Je&t& vyhovujivi kvality bez rekrystalizgce, dévd v3ak nizky
vyt&Zek krystalizace asi 75 % DalX{ nevyhodou je dlouhé doba krystalizace, v matedngch
louzich zbyvé znadné mnoistvi'ergosterolu, které spolednd 8 rozpousdtddlem odchéz{ do odpad-

nich vod.

Nové jeanponské metoda vyufivé k extrakei n-butanolu, izolaci suto¥i provéd& jf vlitim
zahuéténého extraktu do vody (Japen Kokai &. 75 142 787). Tato metoda visk vwZeduje jednak
rekrystalizsci produktu, jednak &asto plisobf zna¥né potiie rozvrstveni doufdzového systému
v disledku negativntho plsobeni solf vyS88ich mastnych kyselin vzniklyeh alkalickou hydro-
1lyzou. '

Uvedené nevyhody odstraﬁuJe zplsob 1izolgce ergosterolu ze smési steroll ziskené z hy-

drolyzovaného droZdf extrakef organickym rozpoudtZdlem s bud p¥imym oddestilovénim tohoto
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rozpoudt¥dls, nebo krystalizaci po Zéstelném zahuSt¥ni extraktu, nebo oddestilovénim roz-
poustédla z matednych louhd po této krystalizaci, podle tohoto vyndlezu. Podstata vyndlezu
~époéivé v tom, %e se ke sm&si sterold pfidd 2 a% 20ndsobné mnoZstvi alkoholu Cy aZ CS’

8 vyhodou C,, nebo scetonu s voda, Jjeji% mnoZstvi se pohybuje od 1 do 20 % hmotnostnfch,
na%e? se sm¥s zshfeje na 50 aZ 90 °C & ze vzniklého roztoku se ergosterol izoluje po ochla-
zeni na +5 a% -5 °C. Hodnots pH roztoku se miZe § kterékoliv fézi izolace upravit na 5 ai
9. K pfipsdné uprav& H roztoku ergosterolu je moZno pouz{t slabych kyselin, nap¥. octové
nebo kyselych solf, nsp¥. chloridu amonného, hydrogen = dihydrogenfosforednanu sodného,

hydrogensirsnu sodného.

V p¥ipad¥ zpracovéni extraktu zpisobem dle vynélezu, tj. po oddestilovén{ rozpodt¥dls
pouZitého k extrakci kvesnic se zfské ergosterol o &isto& kolem 90 % s obsahem krystalové
vody 5 a% 6 %, ktery je vhodny pro delsf zpracovéni ozafovénim na vitamin nz. Jestli%e po
nechéme ne jprve &ést produktu vykrystalovat a zpracovévéme jen mate¥né louhy, ziskéme
produkt &istoty kolem 75 %, ktery rekrystalizacf dé ¢istou létku. Mste&né louhy po izolaci o
ergosterolu ze sm¥si alkohol - voda obashujfc{ jest& delsf mnoZstvi ergosterclu, ktery
mdZe byt ziskén po Zéstedném zahust¥ni s dopln¥ni vody ve form& mén¥ &istyeh podily, které
lze vdak dodistit. '

'K rekrystalizaci lze uZft bud opakovéni postupu kryafelizace z vodného aslkoholu dle
zplsobu podle vyndlezu nebo samotnou krystalizaci z b&%Zn& ufivanych rozpoustddel, jako Je
bengzen, sm&a beqzen—etanol, etanol, izopropylalkohol aj. Lze téZ vyuiit krystalizace suro-
vého produktu pfiddnim k plvodnimu extraktu obsahujicimu sm&s sterold v org.rozpoudtidle a
vykrystalovénim, pfipsdn¥ krystalizaci za matednych louhd po izolaci prvafch pod{ld pro-
duktu v pripsd& pouZivéni dvoustupnové krystalizace. Matedné louhy po rekrystalizaci ergo-
sterolu je mofno zpracovat spole&n® s matednymi louhy po vykrystalovéni prvnich podfnﬁ
ergosterolu. Pro extrakeci sm&si steroll z droZdi po hydroljza jsou nejvyhodn&j8{ arométy,
jeko benzen, toluen pripadnd nssycené uhlovodiky, Jjako hexan a cyklohexan. Ke sniZent oxi-
dsce produktu v alkalickém roztoku je moZno pfidat malé mnoZstvi antioxidantu, nap¥. butyl-

hydroxy toluenu.

V§hoda postupu dle vynélezu spolivé ve zvgdeni vyt&iku ergosterolu o 5 aZ 15 % p¥i
zachovédni kvality, minimélnfch vlastnich nékladech, ve sniZenf doby krystalizace a sniZenf
mno¥stvl odpadnich létek.

Pro bli%3{ objasndni podstaty vyndlezu jsou déle uvedeny prikledy provedeni.

P¥{klad 1

Z mate&nych louhd /benzenovych) po izolaci ergosterolu byl oddestilovdn benzen aZ ds
teploty v bance 130 °C a zbytky benzenu byly oddegtilovény za sniZeného tlaku, aby destis
ladni zbyték obsshovsl mén& ne 2 % hmot. benzenu.

10,0 destils&nfho zbytku obsshujfcfhe 23,1 % hmot. sterolu bylo rozpudtZno ve 100 ml
Izoamylalkoholu zahfdtim na 80 8% 90 °C, nsde# bylo pfidéno 10 ml vody. Emulze byla miché-
ns 8 chlagens na + 5 °C, vypadlé krystaly byly odséty s promyty 3x 10 ml etsnolu. Po vysu--
Seni pri 50 °¢ vylo ziskéno 3,1 g produktu s obsshem 37,3 % ergosterolu, tJ. 50,2 % teorie.
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P¥{klad 2

100,0 g destiladnfiho zbytku, obsshujictho 22,3 % ergosterolu zfskaného podle p¥ikla-
‘du 1, bylo rozpusténo v lkOOO ml izobutylalkoholu a 200 ml vody zsh¥étim ns 70 a% 8C °C,
p¥idény 2,0 g aktivniho uhli, za horka zfiltrovéno s filtrét postupn® ochlsezen za michéni
na O °C.Krystalickj podil byl ostfe odsdt a promyt 3x100 ml etanclu ochlszeného na O °C.
Po vysuSeni p#i 50 °c bylo ziskéno 20,5 g produktu s obsshem 69,4 % hmotnostnich ergoste-
rolu, tJj. 63,8 % vyté&iku. ,

Pr{klad 3

300,0 g destilaintho zbyiku, obsshujfcihe 30,3 % ergosterolu zfskaného podle postupu
1, bylo rozpudtdno v 2 700 ml n-butanolu a 450 ml vody zah?dtim na 80 az 90 °C. Vznikly
roztok po pfidéni 2 g kifemeliny byl za horks zfiltrovén, pH roztoku upraveno pridavkem
chloridu amonného na hodnotu 5 a% € a filtrét postupn& ochlszen za mfchénf na O °C.
Krystalicky podil byl ogtfe odsét a promyt 3x 150 ml me thanolu ochlazeného na O °C. Po
vysudeni koléfe bylo ziskéno 87,2 g produktu obsshujictho 70,0 % hmot. ergosterolu, tj.
s vytétkem 67,1 % teorie. ‘

Prikled 4

Z benzenového extraktu sterold po hydrolyze droZdf, tj. bez &éstedné izolace ergo-
sterolu, byl oddestilovén benzen a% do teploty v bance 130 % o zby tky benzenu byly od-
destilovény za snifeného tlaku, aby destilalni zbytek obsahoval mén& ne% 2 % hmot. beneze-
nu.

218,0 g destila&nrtho zbytku obsshujicfho 50,8 % hmot. ergosterolu bylo rozpudténo
v 1 000 ml n-butanolu a 163 ml vody zahPdtim na 80 a% 85 °C, nsdef byl roztok postupni
ochlazen na - 2 °c. Vypedly produkt byl ost¥e odsdt a promyt 3x 200 ml me thanolu. Po vy-
suSenf bylo z{skéno 110,8 g produktu s obsahem 90,9 % hmot. ergosterolu, tj. s vyt¥Zkem
90,9 % teorie.

P#{klad 5

100 g surového ergosterolu s obsshem 78,3 % hmot. bylo rozpustdno ve 2 000 ml buta-
nolu zshiédtim na 80 °c, pridény 2 g karborafinu a zs horka zfiltrovéno. K filtrétu pridé-
no 400 ml horké vody a za michén{ ochlezeno ns 0 °C. Vylouéeny krystal byl ostfe odsét s
po vysuSeni bylo ziskdno 55 g ergosterolu s obsshem 90,2 % §&inné létky, co’ odpovidd vy-
t&2ku 63,4 % teorie. .

P¥{klad 6

218 g destilatnfho zbytku, obsshujicfho 50,8 % hmot. ergbsterolu bylo rozpusténe
v 2 000 ml gcetonu, pFiddno 100 ml vody, sm&s zah¥dta na 506 °C a roztok postupné chlazen
za michéni na 0 °C. Produkt byl ostfe odsét, promyt 3x 200 ml ethanolu. Bylo zfskéno 115,1
g produktu s obsshem 91,2 % hmot. ergosterolu, tj. s vytdZkem 94,2 % teorie.
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PREDMET VYNLKLEZU

1. Zpisob izolace ergosterolu ze am&si steroll ziskané ziskané z hydrolyzovaného droZdi
extrokeil organickym rozpoustddlem a bud p¥imym oddestilovénim tohoto rozpoustédla, nebo
krystalizaci po &éstedném zahudt&n{ z extraktu, nebo oddestilovdnim rozpouétéala Zz mated-
nych louhl po této krystalizaci, vyznalujfci se tim, Ze se ke am&ai steroll pridéd 2 a%
20ndsobné mnoZstvi slkoholu C4 aZ 05, 8 vyhodou 04, nebo acetonu a voda, jeji¥ mnoZstvi
ge pohybuje od 1 do 20 % hmotnostnich, naleZ se sm&s zshieje na 50 aZ 90 °C a ze vzniklého

roztoku se ergosterol izoluje po ochlazeni na +5 aZ -5 oc.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznafujicf se tim, Ze pH roztoku se v kterékoliv fézi izolace

upravi na hodnotu 5 aZ 9.
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