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{84) VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON USICHINONEN

(57) Die Erfindung batrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Ubichinonen aus Lipid- :
Kohlenwasserstofi-Extrakien, die bei der mikrobiellen Gewinnung von Futterhefen auf der Basis
von Kohlenwasserstoffen anfallen. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Ubichinone aus
Lépid-&(ohEenwas&ers&oﬁ«ﬁxtrakten unter Nutzung von Unterschieden in Molekitlgroie und -
struktur anzureichern und gletchzeitig von den Kohlenwasserstoffen abzutrennen.
Erfindungsgemal wird die Aufgabe dadurch geldst, dall aus der acetonidstichen, die Ubichinone
enthaltenden Fraktion des Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakies chromatographisch unter
Verwendung von Sephadex LH-20 Ubichinone als definierte Fraktion abgetrennt werden. Die
abgetrennte Fraktion weist gegeniber dem Acetonidslichen des Lipid&ahlenwassmsmf’-
Extraktes den mindestens 10fachen Gehaltan Ubichinonen auf und enthélt keine
Kohlenwasserstoffe.
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Titel

Verfehren zur Gewinnung von Ubichinonen

Anwendungsgebiet der Erfindqgg

Die Erfindung betrifft ein Verfeshren zur Gewinnung von
Ubichinonen aue Lipid-Kohlenwesserstoff-Extrakten, die
bei der mikrobiellen Gewinnung von Eiweif auf der Basis
von Kohlenwasserstoffen anfallen, Sie ist in die IPK

C 12 D - 13/00 einzuordnen.

Charekteristik der bekannten technischen Lésungen

Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakte fallen bei der mikro-
biellen Gewinnung von EiweiB durch Extraktion der Bio-
masse mit niedrigsiedenden Lésungsmitteln oder Losungs=-
mittel-Gemischen an, Sie sind durch einen Gehalt von

10 bis 80 % Phosphatiden, 10 bis 80 % Fettsiuren, die

vorwiegend in gebundener Form vorliegen, sowie weiteren
biogenen Inhaltestoffen - Sterolen, fettldéslichen Co-
enzymen und Vitaminen - gekennzeichnet, die im mikrobiell
nicht verwerteten Anteil der Kohlenwasserstoff-Fraktion
geldst sind,

Von den biogenen Inhaltsstoffen sind die Ubichinone
(Coenzym Q) von besondérem Interesse, Fir Ubichinone,

die coenzymatische Aktivitdt im Elektronentransportsystem
der Atmungskette aufweisen, wurden zahlreiche pharmakolo~
gische Wirkungen gefunden, So wurden beispielsweise be-
merkenswerte Effekte auf das Kongestions-Herzversagen,
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die Coronarinsuffizienz, die durch Fehlerndhrung verur-
sachte Muskeldystrophie und Anémien nachgewiesen,

Verfahren zur Gewinnung von Ubichinonen aus Lipid-Kohlen=
wesserstoff-Extrakten sind bekannt. So ist in der SU-PS
401.180 ain Verfashren beschrieben, des cdie gleichzeitige
Gewinnung von Bicmasse und Ubichinonen zum Ziel hat,

Der durch Extraktion isclierte Lipid=-Kohlenwasserstoff-
Extrakt wird in Gegenwart von Pyrogallel verseift und aus
der unverseifbasrsn Fraktion die Ubichinone sdulenchromato-
graphisch unter Vaerwendung von A1203 sbgetrennt, In der
DD-PS 115,899 wird Cber ein Verfahren zur gleichzeitigen
Gewinnung von Ergestarol und Ubichinon~-45 aus Lipidfrak=
rionen mikrobieller Herkunft berichtet, Aus der Lipid-
fraktion werden nach einer alkalisch-ethanolischen Ver-
seifung in Gegenwaert sines Reduktionsmittels die unver-
ceifbaren Bestandteile isoliert und daraus durch Kiihlung
Ergosterol sowie chromatographisch an A1203 Ubichinon=-45
abgetrennt., Werden dabei Lipid-Kohlenwasserstoff-Fraktionen
eingesetzt, bei denen die Kohlenwesserstoffe n-Alksne dar-
stellen, so trennt man die n-Alkane vor der edsorptions=-
chromatsgraphischen Isclierung der ubichinone durch Aus-
frieren sb. In dem beschriebenen verfehren betrégt dsr An-
teil der n-Alkane lediglich 7,2 %, wobei sich das Speaktrum
der n-Alkana von C11 bis Cz3 erstrackt, Naechteilig erweist
sich bei den in SU=PS 401,180 und DD-PS 115,839 beschrie=
benen Verfehren, da® der (berwiegende Teil der Lipide
einem Stoffwandlungsprozed unterwsrfen wird,

Die angefiihrten Verfehren weissn weitere wesentliche Naghe
teile suf, wenn der Gehalt an Kohlenwesserstoffen 10 %
betréagt und sich die Kohlenwasserstoffe gleichzeitig aus
ggf. sehr unterschiedlichen Kohlenwasserstoff-Typen, z. B.
der Siedelage 240 bis 280°C, zusammensetzen,
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Die Kohlenwasserstoffe, die denn einen Heuptbestandteil
der Lipid-Kohlenwesserstoff-Extrakte darstellen, werden
erst im letzten Verfahrensschritt abgetrennt und mindern
entscheidend die Effektivitét der vorgestellten Verfahren.
Verseifung, Extrektion der Seifenldsung sowie die Isolie-
rung des Ubichinons aus dem Unverseifbaren erfordern durch
die Anwesenheit der Kohlenwasserstoffe einen wesentlich
héheren Aufwand an Chemikalien, Arbeitszeit und Energile
als Ublicherweise fir eine Isolierung der Ubichinone aus
Lipidfrektionen notwendig ist.

Zisl der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein Verfahren, das die Gewinnung

Von Ubichinonen aus Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakten, die
durch Extraktion von mikrobiell erzeugter Biomasse auf
Kohlenwasserstoff-Basis mit unpolaren oder Kombinationen

aus polareﬁ und unpolaren Lésungsmitteln erhalten wurden,
kostenglinstig bei minimalem Hilfsstoffverbrauch und Arbeits-
aufwand ermdglicht.

Darstellung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Ubichinone aus
Lipid-Kohlenwesserstoff-Extrakten unter Nutzung von Unter-
schieden in MolekiilgréBe und =struktur anzureichern und
gleichzeitig von den Kohlenwasserstoffen abzutrennen,
Erfindungsgem&B wird die Aufgabe dadurch gelést, daB aus
der acetonléslichen, die Ubichinone enthaltenden Fraktion
chromatographisch unter Verwendung von Sephadex LH=20
Ubichinone als definierte Fraktion abgetrennt werden.

In einzelnen wird debei wie folgt verfahren:

Die acetonlésliche lésungsmittelfreie Phase des Lipid=-
Kohlenwasserstoff-Extraktes wird im doppelten Volumen
CHCl3 geldst und auf eine Chromatogrephiessule, die
Sephadex LH-20 als Trennmaterial enthalt, gegeben,
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Bei der Elution mit CHCIS/CH3OH erscheint ale zweite Frak-
tion das gesemte im Lipid=-Kohlenwssserstoff-Extrakt snte
haltene Ubichinon. Die Konzentration der Ubichinone in die-
ser Fraktion weist gegeniber derjenigen der acetonlbslichen

- Fraktion den mindestens 10=-fachen Wert auf, In der ubichi-

nonhaltigen Fraktion waren diinnschichtchromstographisch
keine Kohlsnwessserstoffe mehr nachweisbar,

Die Ieolierung der Ubichinone kann in bekannter Weiss aus
dem Unverseifbaren chromstogrephisch bzw. durch Umkristalli-
sation erfolgen, Alle weiteren in der acetonldslichen Frake
tion des Lipid-Kohlenwesserstoff-Extrektes enthaltenen Ine
haltsstoffe werden ohne weitere Auftrennung in der Fraktion
3 eluiert.

Die erfindungsgeméiBe Verfahrensweise weist eine Reihe von
Vortsilen auf, Kohlenwasserstoffe, die einen Hauptbestand-
teil der Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakte darstellen, werden
vor der Aufarbeitung der Ubichinone vollsténdig sbgetrennt,
Gleichzeitig werden die Ubichinone weitgehend von den anderen
lipophilen Bestandteilen abgetrennt und suf mindestens das
10-fache engereichert. Dadurch wird der Aufwand an Chemikalien,
Lésuhgamitteln,_ﬁnekgie und Arbeitezeit fiur die Isclierung
der Ubichinone entscheidend gesenkt.

Die als dritte Fraktion isoclierte lipophile Fraktion weist

im wesentlichen die gleichen Bestandteile wie vor der Ab=-
trennung der Ubichinone auf und kenn in bekannter Weise,

z, B, in Trenndlen oder Flotationshilfsmitteln Verwendung
findan, ’

Das Verfahren gemdB der Erfindung wird durch folgendes
Beispiel erlautert:

Eip Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakt wurde aus einem Kohlen=-
wasserstoff verwertendem Stemm der Hefe Lodderomyces
elongisporus H 128 gewonnen, die sus einer Fermentation
stammte, bei der die Hefe in Gegenwart eines im Bereich

von 240 bis 380°C siedenden, als Kohlenstoffquelle dienenden
Erdéldestillats kultiviert wurde,
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Die Gewinnung des Lipid-Kohlenwasserstoff-Extraktes er-
folgte nach Extraktion des Hefetrockenproduktes mit ei-
nem Benzin/Ethanol/Wasser-Gemisch bei 40°C., Nech destillea-
tiver Entfernung des Ldsungemittels wurde ein Lipid-Koh-
lenwasserstoff-Extrekt folgender Zusammensetzung erhalten:

Kohlenwasserstoffe u.a. unverseifbare

Bestandteile 44 Gew.~%
Phosphatide 37 "
freie Fettsduren und Glyceride 18 .
Ubichinon=-45 0.16 "
Nichtlipide u.a, 1 "

Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakt wird mit der doppelten
Menge Aceton 5 Minuten intensiv gerihrt, Nach Beruhigung
bilden sich 2 Phasen, die obere ubichinonhaltige Phase
wird ebdekantiert und nach Entfernung des L&sungsmittels

'_wird eine acetonldsliche Fraktion folgender Zusammen=-

setzung erhalten:

Kohlenwasserstoffe u.,a. unverseifbare

Bestandteile 65 Gew.-%
Phosphatide 5,5 "
freie Fettsduren und Glyceride 29 »
Ubichinon-45 0,25 *

Die acetonlésliche Frektion wird mit CH013/0H30H (2 : 1)
im Vol.-Verhdltnis 1 : 1 verdinnt. 20 ml dieser Mischung
werden suf eine Chromatographiesiule (Durchmesser 8 cm,

Héhe 75 cm) mit Sephadex LH-20 gegeben, Die Elution er-

folgt mit einem Gemisch CHC13/CH3OH (2 : 1) in folgenden
Fraktionen:

Vorlauf 880 ml
Fraektion 1 200 ml
Fraktion 2 380 ml
Fraktion 3 1580 ml
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Tn Fraktion 2 ist das gesamte Ubichinon=-45 enthalten,
Dinnschichtchromatographisch waren in dieser Fraktion
keine Kohlenwasserstoffe mehr nachweisbar.

Nach Abdestillieren des Lisungsmitiels von Fraktion 2
wird ein Riickstand vom 1,08 g erhalien (Ubichinongehalt
2,6 %), Nach Verseifung des Rilckstandes mit methanoli-
scher Kalilauge und Extraktion der Seifenldsung mit
Penzin wird aus dem Unverseifbaren durch Kristallisation
aus Aceton Ubichinon=45 ilscliert,

Ausbeute: 18 ng

Die Chromatographiestule ist nach Elution von Fraktion 3
ohne eine weitere Regenmerierung wieder einsatzbereit.
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Erfindungsanspruch

1,

2,

Verfahren zur Gewinnung von Ubichinonen aus
Lipid-Kohlenwasserstoff-Extrakten, die durch Ex-
traktionen von mikrobiell auf Kohlenwasserstoff-
Basis erzeugter Biomasse erhalten und mit Aceton
in eine acetonunlésliche sowie eine acetonlds~
liche, die Ubichinone enthaltende Fraktion ge-
trennt werden, dadurch gekennzeichnet, daB aus
der acetonldslichen Fraktion die Ubichinone chro-
matographisch unter Verwendung von Sephadex LH-20
angereichert und gleichzeitig von den Kohlenwasser-
stoffen abgetrennt werden.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
daB® als Elutionsmittel Mischungen aus Methanol
und Chloroform, vorzugsweise im Vol,.,~Verhdltnis
1 : 2, verwendet werden,

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die Aufgabe der acetonldslichen Fraktion und
Isolierung der Ubichinonfraktion mehrfach erfolgen
kann, bevor eine Regenerierung der Sephadex LH-20~
Sdule vorgenommen werden muB.
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