DK 166364 B

(19) DANMARK

12 FREMLAGGELSESSKRIFT ,166364 B

Patentdirektoratet
TAASTRUP

(21) Patenfansagning nr.: 5841/85 {51) Int.CLE C 07 F9/10
{22) Indleveringsdag: 16 dec 1985

{41) Alm. tilgeengelig: 18 jun 1986

(44) Fremlagt: 13 apr 1993

(86) International ansegning nr.: -

(30) Prioritet: 17 dec 1984 DE 3445949

’

{71) Anseger: *A. Nattermann & Cie GmbH; Nattermannallee 1; D-W-5000 Koein 30, DE
{72) Opfinder: Bernd-Rainer *Guenther; DE, Rainer *Losch; DE

(74) Fuldmeegtig: Th. Ostenfeld Patentbureau A/S

(54) Fremgangsmade til isolering af ledsagephospholipidfrit phosphatidylcholin fra en vegetabilsk lipid-
blanding

{56) Fremdragne publikationer

(57) Sammendrag:
5841-85

Fremgangsmide til isolering af phosp}natldylcholin fra vege-
tabilske lipidblandinger ved hvilken man oplgser lipidblandingen med
on opigsningsmiddelblanding af en laverekogende petroleumsether-
fraktion (40-80°C), en C.,-(:4 lavere alkanol og vand, kommer op-
igsningen pd en med silicagel fyidt sgjle ved en temperatur i om-
ridet fra 20-50°C, ved denne temperatur eluerer med samme op-
Igsningsmiddelblanding, og derved opn3r et ledsagephospholipidfrit
phosphatidylicholin i hovedigbet. ' :
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Den foreliggende opfindelse angar en serlig fremgangsmade til iso-
lering af hgjrent 1,2-diacyl-glycero-3-phosphocholin (phosphatidylcho-
Tin), som er frit for ledsagephospholipider, ved chromatografi af en 1i-
pidoplgsning pa silicagel.

Inden for farmacien anvendes vegetabilsk phosphatidylcholin som ak-
tivt stof og som hjzlpestof.

Til anvendelsen som aktivt stof kraves phospholipider med hgjt
phosphatidylcholinindhold (oral applikation) eller nasten lysophosphati-
dylcholinfrit phosphatidylcholin med hgj renhed (intravengs applika-
tion).

Til anvendelsen som hjelpestof, for eksempel som emulgator ved
fremstilling af fedtemulsioner til parenteral applikation eller ved dan-
nelsen af liposomer eller blandingsmiceller, md phosphatidylcholinet ve-
re frit for hzmolytisk virkende Tysophosphatidylcholin.

Som udgangsmateriale for udvindingen af vegetabilsk phosphatidyl-
cholin anvendes det ved sojaolie- eller spiseoliefremstillingen opstaede
sakaldte rasphosphatid, der ogsd betegnes ralecithin, handelssojaleci-
thin eller handelslecithin.

(Kirk-Othmer, Encycl. Chem. Technol. Vol. 14, side 250-269/P.H.
List, Pharm. Verfahrenstechn. heute 1 (7) 1-8 (1980)).

Sojalecithin (sojaraphosphatid) indeholder:

60 - 70 % polare lipider (phospholipider/glykolipider)
27 - 37 % sojaolie

1,5 - 2 % vand

0,5 - 2 % forskellige ledsagestoffer.

De polere lipider, der ogsi betegnes som renlecithin, og som opnas
ved fjernelse af olie fra ralecithinet eller sojalecithinet, har fglgen-
de sammensetning (cirkavardier):
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30 % phosphatidylcholin (PC)
2% lysophosphatidylcholin (LPC)
22 % - phosphatidylethanolamin (PE)
2% lysophosphatidylethanolamin  (LPE)
3% phosphatidylserin (PS)
15 % phosphatidylinosit (PI)
1% lysophosphatidylinosid (LPI)
13 % phytoglykolipider (PGL)
8 % phosphatidsyre (PA)

4% ledsagelipider

Et sojalecithin (sojaraphosphatid) af darlig kvalitet kan indeholde
indtil 5% lysophosphatidylcholin.

Der kendes en rakke fremgangsmiader til fremstilling af berigede
phosphatidylcholinfraktioner. Siledes opnis ved fjernelse af olie fra
sojaraphosphatid med acetone (US patentskrift nr. 3.268.335) en blanding
af polere lipider (renlecithin). Ved alkoholisk ekstraktion af sojara-
phosphatid (DE patentskrift nr. 1.492.952) opnds en olieholdig blanding
af phosphatidylcholinberigede polare lipider.

I den seneste tid er der beskrevet nye teknologier til udvinding af
polere Tipider for eksempel i DE offentliggsrelsesskrift nr. 3.011.185,
hvor olie fjernes fra sojaraphosphatid ved ekstraktion med overkritisk
COZ, eller i europapatentansggning nr. 0049914, hvor der ved hjalp af
ultrafiltrering opnds phosphatidylcholinberigede fraktioner fra oplegs-
ninger af phospholipider i hexan/2-propanol (75/25). Hvis der ved denne
fremgangsmade anvendes olieholdige phospholipidblandinger sasom sojara-
phosphatid, er hverken oliefjernelse med acetone eller anvendelse af en
oplgsningsmiddelgradient ngdvendig.

Udvindingen af et Tedsagephospholipidfrit phosphatidylcholin forud-
setter en chromatografisk adskillelse af phospholipiderne. Derved far
kombinationen af adsorptionsmidliet og elueringsmidlet og e]ueringstempe-
raturen en udslaggivende betydning.

Saledes opnar man, ved at ga ud fra sojaraphosphatid, ved en fler-
trinsproces et 3 - 4% lysophosphatidylcholinholdigt rent phosphatidyl-
cholin ved chromatografi pa aluminiumoxid med ethanol som elueringsmid-
del (US patentskrift nr. 3.031.478). Aluminiumoxidet opfyldes med phos-
pholipider sasom phosphatidylethanolamin, phosphatidy]inosit, phospha-
tidsyre og glykolipider. Da det ikke kan regenereres, ma det kasseres.
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Silicagel anvendes hyppigt som adsorptionsmiddel til adskillelse af
phospholipider. DE offentliggdrelsesskrift nr. 2.915.614 beskriver en
fremgangsmade til adskillelse af olie og steroler fra sojaraphosphatider
med det formil, at udvinde renlecithin ved chromatografi af en petro-
Teumsetheroplgsning pa silicagel. Herved bliver olie og steroler pd si-
Jicagelen, og de ma elueres med polere oplgsningsmidler i en anden hgst.
Ud fra alkoholiske oplgsninger tilbageholdes phospholipider af silicagel
ved stuetemperatur (H. Richter et al. Pharmazie 1977, 32, 164). Adskil-
Jelsen eller den selektive desorption af phosphatiderne sker enten med
alkohol/ammoniak (Japan Kokai 49093400) eller med biandinger af chloro-
form/methanol eller chloroform/methanol/vand (DDR patentskrift nr. 79
916). Principielt er det muligt at udvinde et lysophosphatidylicholinfrit
phosphatidylcholin ved chromatografi pd silicagel under anvendelse af en
elueringsmiddelgradient af chloroform/methanol eller chloroform/metha-
nol/vand. Genvindingen og fjernelsen af sadanne oplgsningsmiddelbland-

" inger fra slutproduktet er meget bekostelig, specielt nar der er tale om

en gradienteluering (til dels azeotrope blandinger).

Den i DE offentligggrelsesskrift nr. 3.047.048 beskrevne fremgang-
made til isolering af phosphatidylcholin fra alkoholiske phospholipidop-
1gsninger ved hjzlp af silicagelsgjlechromatografi ved forhgjet tempera-
tur bestar af to trin:

1. ekstraktion fra sojaraphosphatid
phosphatidylcholinudbytte: ca. 60%

2. sgjlechromatografisk rensning
phosphatidylcholinudbytte: ca. 73%

Over begge trin foreligger et phosphatidylcholinudbytte pa ca. 44%.
af det teoretiske beregnet ud fra sojaraphosphatid. Denne virkningsgrad
er utilfredsstillende. Phosphatidylcholinet indeholder desuden spor af
phosphatidylethanolamin og lysophosphatidylcholin. Da lysophosphatidy1-
cholinet pa grund af fremgangsmaden ikke kan fraskilles, er kun et soja-
raphosphatid af bedste kvalitet med et 1ysophosphatidylcholinindhold pa
0,5% egnet som udgangsmateriale. :

Alle hidtil beskrevne fremgangsmider til isolering af ledsagephos-
phatidfrit phosphatidylcholin fra sojardphosphatid er mere eller mindre
beheftet med mangler sasom:
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- fremgangsmdder i flere trin

- ringe phosphatidylcholinudbytter

- anvendelse af kun vanskeligt regenererbare
oplgsningsmiddelblandinger til den sgjlechromatografiske
adskillelse, til dels med elueringsmiddelgradienter

- anvendelse af toxiske oplgsningsmidlier

- selektivt valg af udgangsmaterialer med hensyn til lysophos-
phatidylicholin

- ikke regenererbare adsorptionsmidier

- tilstedevaerelse af ledsagephospholipider sdsom phosphatidyl-
ethanolamin og lysophosphatidylcholin i slutproduktet

- Tavere phosphatidylcholinindhoild

Disse ulemper indvirker ngdvendigvis pa fremstillingsomkostningerne
eller fgrer ikke til det #nskede Tedsagephospholipidfrie phosphatidyl-
cholin.

Den foreliggende opfindelse har som formdl at tilvejebringe en sim-
pel fremgangsmade til isolering af et ledsagephospholipidfrit, navnlig
lysophosphatidylcholinfrit phosphatidylcholin fra réaphosphatider (soja,
raps, solsikke).

Det har nu overraskende vist sig, at man ved en et-trins proces op-
ndr et ledsagephospholipidfrit phosphatidylcholin ud fra en riphospha-
tidoplgsning ved hjzlp af silicagelsgjlechromatografi.

Den foreliggende opfindelse angar i overensstemmelse hermed en sar-
1ig fremgangsmade til isolering af Tedsagephospholipidfrit phosphatidyl-
cholin fra en vegetabilsk lipidblanding, hvilken fremgangsmade er ejen-
dommelig ved, at man oplgser lipidblandingen med en oplgsningsmiddel-
blanding af en laverekogende petroleumsetherfraktion (40-80°C), en Cl-C4
lavere alkanol og vand, kommer oplgsningen pa en med silicagel fyldt
sgjle ved en temperatur i omradet fra 20-50°C, ved denne temperatur elu-
erer med samme oplgsningsmiddelblanding og derved opnar et ledsagephos-
pholipidfrit phosphatidylcholin i hovedigbet. Der anvendes fortrinsvis
en oplgsningsmiddelblanding af 1 volumendel letbenzin (65-73°C), 1 volu-
mendel 2-propanol og 0,175 volumendele vand.

I for- og efterlgbet fraskilles de i raphosphatidet forekommende
lipider. Det har overraskende vist sig, at det ud fra en sadan blanding
af mange stoffer er muligt ved en et-trins proces at isolere hgjrent
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phosphatidylcholin (hovedligb), som kun fortsat er forurenet med spor af
glykolipider.

Glykolipiderne kan fjernes pd kendt mide for eksempel ved ekstrak-
tion af phosphatidylcholin med ethanol (glykolipider er uoplgselige i
ethanol). Man opnir siledes et ledsagestof-, navnlig lysophosphatidyl-
cholinfrit phosphatidylicholin i hgj renhed. :

Phosphatidylcholinvirkningsgraden udger for eksempel ved rent soja-
phosphatidylcholin 88% af det teoretiske eller ved phosphatidylcholin af
hgj renhed 86% af det teoretiske beregnet ud fra det anvendte sojara-
phosphatid og Tigger dermed i en ikke tidligere opndet stgrrelsesorden.

Ud over den simple fremgangsmiade frembyder den nye fremgangsmade
ogsa den fordel, at ogsd mindreverdige raphosphatider kan anvendes. Det-
te gelder ogsa for de ud fra mindrevardige rdphosphatider ved kendte ma-
der fremstillede phosphatidyicholiner, som er forurenet med lysophospha-
tidylicholin.

Som silicagel kan anvendes sedvanlige produkter til chromatografi
af forskellig kornstgrrelse eller presset silicagel, som kan vere akti-
veret eller desaktiveret. Der anvendes fortrinsvis neutral silicagel.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen udféres ved en temperatur i omra-
det fra 20-50°C og kan udfgres ved normaltryk eller ved overtryk.

En ganske speciel fordel ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen be-
star i, at maﬁ efter udfert chromatografi igen kan anvende silicagelen.
Samtlige forureninger opfanges i forlgbet eller i efterlgbet. Der kan
desuden ses bort fra efterlgbet, da de i sgjlen verende forureninger ved
fornyet belastning af denne bliver elueret med det naste forigb.

En yderligere fordel ligger i anvendelsen af en let destillerbar
oplgsningsmiddelblanding.

Sammenligningen med kendte fremgangsmider viser de omkostningsmes-
sige fordele ved den nye et-trinsfremgangsmade. Sojaphosphatidylcholinet
udvindes for eksempel fra sojaphosphatid med en virkningsgrad pa 88%.
Ved en sgjlechromatografisk adskillelse adskilles 110 g sojaraphosphatid
over 200 g silicagel, hvortil der kun kraves 4,4 1 samlet eluat. Frem-
gangsmaden har snarere karakter af en filtrering end af en sgjlechroma-
tografisk rensning i sadvanlig forstand.

Opfindelsen belyses nzrmere i de efterfglgende eksempler nr. 1, 2,
4 og 5. Eksempel 3 er et sammenligningseksempel.
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Analysemetode

Phospholipiderne analyseredes ved hjzlp af tyndtlagschromatografi.
Olieindholdet blev sat 1ig med den dialyserbare del. Vandet bestemtes
efter Karl Fischer, og restopigsningsmiddelindholdet bestemtes gaschro-
matografisk.

Oplgsnings- og elueringsmiddelblanding
Der anvendtes en blanding af 1 volumendel letbenzin (65-73°C), 1
volumendel 2-propanol og 0,175 volumendele vand.

Sg¢jlechromatografi

Der anvendtes en dobbeltkappechromatografisgjle (indvendig diameter
4,5 cm, hgjde 37 cm). En varmeveké]er var indskudt fgr sgjlen. Séjlen
fyldtes med en opslemning af 200 g silicagel.(Woelm) i den angive oplgs-
ningsmiddelblanding. Efter udfgrt chromatografi kan silicagelen benyttes

igen.
Udgangsmateriale

Der anvendtes raphosphatider med fglgende sammensztning:

Soja Raps Solsikke

phosphatidylcholin (PC) 16% 18% 22%
phosphatidylethanolamin (PE) 17% - 13% 13%
lysophosphatidylcholin (LPC) 2,5% 2,6% 1,0%
phosphatidylinosit (PT) 9% 12% 13%
N-acyl-phosphatidyl-
ethanolamin (N-acy1-PE) 2% 1% 1%
phosphatidsyre (PA) 8% 7% 5%
olie 35% 36% 30%

Rest: andre lipider

Eksempel 1
450 m1 af en oplgsning af 110 g sojaraphosphatid (med 16% PC og

2,5% LPC) i den angivne oplgsningsmiddelblanding szttes til en med sili-
cagel (200 g) fyldt chromatografisgjle og elueres med samme oplgsnings-
middelblanding ved stuetemperatur. Det samlede eluat inddeles i tre
fraktioner. Fraktionerne inddampes, og remanensen analyseres.
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1. fraktion 0 - 1,6 1 Remanens: 89,5 g
indeholder neutrallipider, glykolipider og
phospholipider sasom PE, N-acyl-PE, PA, PI
og spor af PC

2. fraktion 1,8 - 4,4 1 Remanens: 18 g (rent phos-
phatidylcholin)
PC-indhold: 86%
olieindhold: 0,5%

Tyndtlagschromatografisk undersggelse viser ud over PC kun glykoli-
pider som forurening. PC-virkningsgrad: 88% af det teoretiske beregnet i

forhold til sojaraphosphatid.

3. fraktion 4,4 1 - 5,0 1 Remanens: 2 ¢
indeholder PC, LPC og spor af glykolipider

En ringe PC-mengde bliver tilbage i silicagelen.

18 g af fraktion 2 med 86% phosphatidylcholin rgres sammen med 200
ml 95%-ig ethanol ved stuetemperatur i en time. De uoplgselige glykoli-
pider frafiltreres over 1 g aluminiumoxid som filterhjelpemiddel. Fil-
tratet inddampes og remanensen analyseres.

Remanens: 15,8 g (phosphatidylcholin med hgj renhed)
PC-indhold: 96 %
vand: 1,6 %
olie: 0,5%
ethanol: 0,8 %

PC-virkningsgrad: 86 % af det teoretiske beregnet i forhold
til sojaphosphatid
renhed (TLC): der pavistes ingen yderligere forureninger.

Eksempel 2
Et forsgg svarende til eksempel 1 gennemfgrtes med en sgjletempera-

tur pa 50°C. Der foretoges samme fraktionsopdelinger med uforandret sam- -
Jet eluatvolumen. Den anden fraktion indeholdt 16,5 g faststof med 87%
PC (rent phosphatidylcholin). Renheden ved tyndtlagschromatografi svare-
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de ti1 produktet i eksempel 1.

Eksempel 3
(sammenligningseksempel, fremgangsmidde ifglge DE offentligggrelseskrift

nr. 3.047.048)

344 g sojaraphosphatid (16,5% PC og 2,5% LPC) rdres sammen med 1032
ml 96 %-ig ethanol ved 75°C i 5 minutter. Sedimentet fraskilles ved
stuetemperatur, og den overstdende ethanolfase inddampes.

Remanens: 110 g

PC-indhold: 30%

PC-virkningsgrad:  60% af det teoretiske beregnet i forhold til
~ sojaphosphatid

110 g remanens oplgses i 350 ml 95%-ig ethanol og adskilles i hen-
hold til DE offentligggrelsesskrift nr. 3.047.048 (eksempel 1) ved hjzlp
af sgjlechromatografi over silicagel ved 70°C under anvendelse af 96%-ig
ethanol som elueringsmiddel. Hovedlgbet inddampes, og remanensen analy-

seres.
Remanens: 27,7 g
PC-indhold: 87 %
LPC-indhold: 5%

PC-virkningsgrad: 73 %

30 g af remanensen fra hovedigbet med phosphatidylcholinet med 87%
PC og 5% LPC oplgses i 150 ml af en blanding af 1 volumendel letbenzin
(65-73°C), 1 volumendel 2-propanol og 0,175 volumendele vand, kommes pa
en med silicagel (200 g) fyldt chromatografisgjle og elueres med samme
oplgsningsmiddelblanding ved stuetemperatur. Efter 400 m1 forigb opfang-
es 3,5 1 hovedigb.

Hovedlgbet inddampes, og remanensen analyseres.
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Remanens: 22 g
PC-indhold: 95%
-0lieindhold: < 0,5%
LPC-indhold: < 0,2% (pavisningsgranse)

PC-virkningsgrad: 80% af det teoretiske beregnet i forhold til
det anvendte materiale
vand: 1,5%

Eksempel 4
500 m1 af en oplgsning af 125 g solsikkeraphosphatid med 22% PC og

1,0% LPC i den angivne oplgsningsmiddelblanding szttes til en med sili-
cagel (200 g) fyldt chromatografisgjie og elueres med samme oplgsnings-
middelblanding ved stuetemperatur. Det samlede eluat inddeles i to frak-
tioner. Fraktionerne inddampes, og remanensen analyseres.

1. fraktion 0 - 1,0 1 Remanens: 97 ¢
indeholder neutrallipider, glykolipider og
phospholipider sdsom PE, N-acyl-PE, PA,

PI og spor af PC.

2. fraktion 1,0 - 4,0 1 Remanens: 26 g
PC-indhold: 87 %
olieindhold: 0,7%

Undersggelse ved tyndtlagschromatografi viser, at der ud over PC
kun er glykolipider som forurening. PC-virkningsgrad: 83% af det teore-
tiske beregnet ud fra solsikkeraphosphatid.

Der bliver en Tille smule PC tilbage i silicagelen.

26 g af 2. fraktion med 87% phosphatidylcholin rgres sammen med 200
ml 95%-ig ethanol ved stuetemperatur i en time. De uoplgselige glykoli-
pider filtreres over 1 g aluminiumoxid som filterhjelpemiddel. Filtratet

inddampes, og remanensen analyseres.
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23,2 g (phosphatidylcholin i hgJj renhed)
97 %

0,7 %

1,5 % ,

82 % af det teoretiske beregnet i forhold
ti1 solsikkephosphatid

der pavistes ingen yderligere forureninger

500 m1 af en oplgsning af 160 g rapsraphosphatid (18% PC, 2,6% LPC)
i den angivne oplgsningsmiddelblanding behandiedes som i eksempel 4.

Remanens:
PC-indhold:
olieindhold:
tgrstoftab:
PC-virkningsgrad:

renhed (TLC):

20,7 g (phosphatidylcholin i hgj renhed)
9% %

1,3 %

2,0 %

69 % af det teoretiske beregnet i forhold
til1 solsikkephosphatid

der pavistes ingen yderligere forureninger
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til isolering af ledsagephospholipidfrit phos-
phatidylcholin fra en vegetabilsk lipidblanding, KENDETEGNET ved, AT man
oplgser lipidblandingen med en oplgsningsmiddelblanding af en laverekog-
ende petroleumsetherfraktion (40-80°C), en CI-C4 Tavere alkanol og vand,
kommer oplgsningen pad en med silicagel fyldt sgjle ved en temperatur i
omradet fra 20-50°C, ved denne temperatur eluerer med samme oplgsnings-
middelblanding og derved opnir et ledsagephospholipidfrit phosphatidyl-
cholin i hovedlgbet.

2.  Fremgangsmide ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, AT man anvender
en oplgsningsmiddelblanding af 1 volumendel af en petroleumsetherfrak-
tion (65-73°C), 1 volumendel 2-propanol og 0,175 volumendele vand.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, AT 1i-
pidblandingen kan vere sammensat af polare og upolare vegetabilske 1lipi-
der, siledes som de forekommer i raphosphatider (rdlecithiner).

4. Fremgangsmade ifglge krav 3, KENDETEGNET ved, AT Tipidblandingen
bestar af phosphatidylcholinholdige phospholipider.
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