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4)  VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON ERGOSTEROL

»7) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Ergosterol aus Lipid-
ohlenwasserstoff-Extrakten, die bei der mikrobiellen Gewinnung von Futterhefen auf der Basis
on Kohlenwasserstoffen anfallen. Ziel der Erfindung ist die kostengiinstige Gewinnung von
rgosterol aus Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakten, die sich aus Kohlenwasserstoff-Anteilen > 10%
nd ggf. sehr unterschiedlichen Kohlenwasserstoff-Typen zusammensetzen, bei minimalem -
ilfsstoffverbrauch. Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, vor der Gewinnung des Ergosterols
1s Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakten eine Anreicherung des Ergosterols vorzunehmen.
rfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch gelést, daB die acertonlésliche, das Ergosterol
nthaltende Fraktion des Lipid-Kohlenwasserstoff-Extraktes einer diskontinuierlichen oder
>ntinuierlichen muitiplikativen Verteilung in einem ternaren Lésungsmittelgemisch, bestehend
1s einem Kohlenwasserstoff bzw. einem Kohlenwasserstoff-Gemisch, vorzugsweise im
iedebereich 50 bis 160°C, einem Alkohol (Kettenlange C, bis C,) und H,0 unterworfen wird. Aus
3n ergosterolhaltigen Ober- und Unterphasen, die den mindestens 20fachen Gehalt an Ergosterol

1 Vergleich zum Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakt enthalten, wird Ergosterol in bekannter Weise
drch Kristallisation gewonnen. : -

8 Seiten



10

15

20

262482 § -

Titel der Erfindung

Verfahren zur Gewinnung von Ergosterol

Anwendungsgebiet dexr Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von

~ Ergosterol aus Lipid-Kohlenwasserstoff~Extrakten, die

bei der mikrobiellen Gewinnung von EiweiB auf der Basis ‘
von Kohlenwasserstoffen anfallen. -
Sie ist in die IPK C 07 C einzuoxdnen,

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakte fallen bei der mikro-
biellen Gewinnung von EiweiB durch Extraktion der Bio=-
masge mit niedrigsiedenden Losungsmitteln oder Losungs-

mittelgemischen an. Sie sind durch einen Gehalt von

10 bis 80 % Phosphatiden, 10 bis 80 % Fettsduren, die
vorwiegend in gebundener Form vorliegen, sowie weiteren
biogenen Inhaltsstoffen ~ Ergosterol; fettléslichen Co~
enzymen und Vitaminen - gekennzeichnet, die im mikro-
biell nicht verwerteten Anteil der Kohlenwasserstoff-
Fraktion geltst sind. Demzufolge bestehen die Lipid-Koh-
lenwasserstoff-Extrakte aus einem Gemisch von Lipiden

und ggf. sehr unterschiedlichen Kohlenwasserstoff-Typen, o
z: B. der Siedelage 240 bis 380°C. Die Kohlenwasser-
stoffe kbnnen in erheblichen Mengen vorhanden sein (>10 %).

130064987+ 0323850
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Von den biologisch sktiven Verbindungen ist das Ergosterol
von besonderem_lnteresse; da es als Ausgangsprodukt fir die
Gewinnung von Vitamin D2 oder Steroidhormonen genutzt wer-
den kann. ' ' - '
Es sind Verfahren bekannt, die die Gewinnung von Ergo-

~ gterol aus Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakten ermoglichen.

In der SU-PS 568 676 wird iiber ein Verfahren berichtet, bei
dem der gesamte Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakt vergeift
und aus dem Unverseifbaren das Ergosterol durch Kilhlung
abgetrennt wird. In DD~PS 110 037 und DD-PS 151 007 sind -
Verfahren zur Gewinnung von Ergosterol aus dem acetonlos~ ‘
lichen Anteil des Lipid-Kohlenwasserstoff-Extraktes be--
schrieben. In DD-PS 110 037 wird der acetonldsliche Anteil
mit alkoholischer Lauge verseift, mit unpolaren Lﬁsungs;
mitteln unter Hinzufiigen von Ethanol extrashiert und aus dem
Riickstand nach Abtreibung des Extraktionsmittels bei O bis
15°¢ Ergosterol kristallin abgetrennt. Bei dem in DD-PS

151 007 beschriebenen Verfahren wird die acetonldsliche
Phase nach destillativer Entfernung des Losungsmittels auf
160 bis 200°C bei £ 2 Torr erwéirmt, um einen Teil der Koh~
lenwasserstoffe abzutrennen. Das Sumpfprodukt wird mit al=-

 koholischer bzw. wibBriger Kalilauge verseift und das Er-

gosterol aus dem Unverseifbaren bei Temperaturen von -10°¢
bis +20°C durch Kristallisation gewonnen.

‘Die angefiihrten Verfahren welsen eine Reihe von Nachteilen

auf,

Die Isolierung des Ergosterols erfordert zahlreiche Ver-
fahrengstufen, wie die Isolierung des Acetonldslichen,
Verseifung, Extraktion der Seifenltsung, Kristallisation
des Ergosterols aus dem Unverseifbaren. Bedingt durch den
hohen Kohlenwasserstoff-Anteil, insbesondere in der ace-
tonldslichen Phase und dem Unverseifbaren, ist der Ver-
brauch an Energie und Hilfsstoffen bei Verseifung, Extrake- |
tion und Kristallisation auBerordentlich groB. Dariiber .-
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hinaus wird bei allen beschriebenen Vérfahren der iliber-
wiegende Teil der Lipide des Lipid-Kohlenwasserstoff-
Extraktes einem Stoffwandlungsprozef unterworfen.

Ziel der Erfindung

7iel der Erfindung ist es, ein Verfahren zu entwickeln,
das die einfache und kostengilingtige Gewinnung von Er-
gosterol sus Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakten ermoglicht.

Darstellung des Vesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Ergosterol aus
Lipid-Kohlenwasserstoff-~Extrakten unter Ausnutzung der
unterschiedlichen Loslichkeiten der einzelnen Komponenten

des Llpld-Kohlenwasserstoff-Extraktes in 11pophllen und

hydrophilen Losungsmitteln anzureichern.
Erfindungsgemdf wird die Aufgabe dadurch geldst, daB man

“den Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakt in eine acetonunlts-

liche sowie eine acetonlosliche, das Ergosterol enthalten~
de Fraktion, trennt. Aus der 1osungsmittelfreien aceton=
16slichen Frektion wird Ergosterol durch multiplikative
Verteilung in einem terniren Losungsmittelgemisch soweit
angereichert, daB eine nachfolgende einfache Isolierung
moglich ist. Aus den ergosterolhaltigen Ober- und Unter=
phasen kann Ergosterol durch Kristallisation abgetrennf
und anschlieB8end gereinigt werden.

Im einzelnen wird dabei wie folgt verfahren:

Durch Acetonbehandlung wird der Llpld-Kohlenwasserstoff—
Extrekt in bekannter Weise in eine acetonunl@sliche,

die Phosphatide enthaltende Fraktion und eine acetonlis-
liche, die biologisch aktiven Verbindungen enthaltende
Prektion getrennt. Die acetonldsliche Fraktion wird nach
destillativer Entfernung des Acetons in einem Lﬁsungs4
mittelgemisch aus einem Kohlenwasserstoff bzw. einem Koh-
lenwagserstoff-Gemisch, vorzugsweise im Siedebereich 50
bis 160°C, einem Alkohol (Kettenliinge C, bis C, ) und
Vasser, beispielsweise einem Gemisch aus 50 Gew.-Teilen
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Siedegrenzenbenzin, 50 Gew.=Teilen Methanol und 0,5 bis

2 Gew.~Teilen Wasser einer multiplikativen Verteilung
unterworfen., Die multiplikative Verteilung kann diskon-
tinuierlich oder kontinuierlich vorgenommen werden.

Aus den ergosterolhaltigen Ober- und Unterphasen, die

im Ergebnis der multiplikativen Verteiluhg erhalten wer- -
den und die den mindestens 20-fachen Gehalt an Ergosterol
im Vergleich‘zum Lipid~Kohlenwasserstoff-Extrakt aufwei-
sen,'wird nach teilwelser Entfernung des Losungsmittels
Ergosterol bei -10°C bis +20°C, vorzugsweise.-SOC bis
+5°¢ abgetrennt. Die weitere Reinigung kann durch Umkri-
stallisation aus Aceton oder Alkohol erfolgen. Die er=
gosterolfreien Phasen, die > 90 % der acetonl®slichen
Fraktion darstellen, konnen nach Entfernuﬁg des Losungs=-
mittels in bekannter Weise, z. B. in Trenndlen der Bau=-
indusgtrie oder in Sammlerreagenzien fiir die Flotation
fluoridischer Erze, Verwendung finden. Sie ktnnen aber
auch zur Gewinnung weiterer Inhaltsstoffe des Lipid-Kohe
lenwagserstoff~Extraktes, wie Fettsturen oder Ubichinone,
eingesetzt werden. | '

Der wesentliche Vorteil des erfindungsgemiéBen Verfahrens
besteht darin, daB die Anreicherung des Ergosterols unter
AusschluB von Stoffwandlungsprozessen moglich ist. Da-
dorch verringert sich der Zeit- und Arbeitsaufwand sowie
der Verbrauch an Energie und Chemikslien bei der Isolie=
rung des Ergosterols. Alle im Verfahren genutzten Rohe
stoffe ktnnen dariiber hinaus einer wiederholten lNutzung
zugefthrt werden, ' ,

Die acetonldsliche Fraktion der Lipid-Kohlenwasserstoff-
Extrakte wird nur einer unwesentlichen stofflichen Ver-
énderung bei der erfindungsgeméfen Verfahrensweise unter-
worfen und ist einer weiteren Nutzugg zugéngige.
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Dags Verfahren gemiéR der Erfindung wird durch nachfolgendes

‘Beispiel erléutert:

Ein Lipid-KBhlenwasserstoff-Extrakt wurde aus einem Koh=
lenwasgserstoffe verwertenden Stamm der Hefe Lodderomyces
elongisporus gewonnen. o
Der Llpld-Kohlenwasserstoff-Extrakt ist wie folgt charak-
terigiert: -

Kohlenwasserstoffe 44 %
Phosphatide 37T %
freie Pettsduren und .
Glyceride E 18 %
- Ergosterol -0, 8 % (dav. Ergosterol-
, ester <10 %)
Ubichinone ' 0, 16 %

7ur Herstellung der Ober- und Unterphase fir die_Craig~
Verteilung werden 14 1 Siedegrenzenbenzin 100/140 mit

14 1 Methanol (Wassergehalt 1 %) zur gegenseitigen
Sdattigung versetzt.

100 g Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakt werden bel Raum=
temperatur 10 Minuten mit 200 g Aceton gemischt. Die
leichtere, ergosterolhaltige Phase (Ergosterolgehalt

1,3 %) wird abgetrennt, das Aceton destillativ entfernt
und der Riickstand (55 g) mit Oberphase auf 200 ml aufge-
fiillt und in die ersten beiden Verteilelemente einge~
geben, Die Verteilung erfolgie in einer Craig-Apparatur
mit einem Elementevolumen von 200 ml., Fiir die Verteilung
wurden folgende Parameter eingestellt: i

Elemente zur S#ttigung ' 5
Elemente zur Verteilung 100
Absetzzeit 5 min

Temperatur L - 22-25°%
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Die ergosterolhaltigen Elemente wurden diinnschichtchroma=-
tographisch festgestellt. Nach dem Einengen wurden 2,5 g
Produkt (Ergosterolgehalt 25,6 %), in welchem das gesamte
freie Ergosterol der aus dem Lipid-Kohlenwasserstoff-Ex-
trakt gewonnenen leichten Phase enthalten ist, erhalten.

" Nach dem Umkristallisieren aus Aceton wurden 530 mg
Reinergosterol erhalten. '
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Verfahren zur Gewinnung von Ergosterol sus Lipid-

 Kohlenwasserstoff-Extrakten, die durch Extraktion
von mikrobiell auf Kohlenwasserstoffbasis erzeugter
-Biomasse mit unpolaren bzw. Kombinationen aus' polaren

und unpolaren Losungsmitteln erhalten und mit Ace~

ton in eine acetonunlosllche sowie eine acetonlds~

liche, das Ergosterol enthaltende Fraktion getrennt
werden, dadurch gekennzeichnet, daf man die ldsungs-
mittelfreie acetonldsliche Fraktion einer multipli-
kativen Verteilung in einem terniren Losungsmittel-
gemisch zur Anreicherung des Ergosterols unterwirft
und ausg den angerelcherten Phasen Ergosterol durch

Krlsta111sat10n gewinnt.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, da8
fiir die multiplikative Verteilung ein Gemisch be-
stehend aus einem Kohlenwasserstoff bzw. einem Koh-
lenwasserstoff-Gemisch, vorzugsweise im Siedebereich
50 bis 160°C, einem Alkohol (Kettenliénge C, bis 04)
und Wasser verwendet wird.

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet,
daf die multiplikative Verteilung diskontinuierlich
oder kontinuierlich‘vorgenommen wird.
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