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(57) Die Erfindung beruht auf einem Priifverfahren zur Kontrolle des Herstellungsprozesses eines zur Fermentation
geeigneten B-Sitosterolkristallisates. Das Ziel der Erfindung besteht in der Entwicklung eines einfachen
Prifverfahrens, dessen Ergebnis eine rasche Korrektur des B-Sitosterol-Herstellungsprozesses mit dem Ziel einer
optimal fermentierbaren fSitosterolbereitstellung ohne zusatzliche Verfahrensschritte zulaRt. Aufgabe der Erfindung
ist es, unter Umgehung des Fermentationstestes mit den jeweiligen Bakterienstdmmen im LabormaRstab ein
dkonomisches Priifverfahren zu entwickeln, das eine schnelle ProzeBanderung erlaubt. Die erfindungsgemaRe
Losung sieht vor, die Intensitdt der Deflexion der Grundlinie im Bereich von 50—80°C eines Thermogramms nach dem
Prinzip der thermomechanischen Analyse, durchgefihrt an einem zylindrischen Probekérper, einer Druckbelastung
von 0,2 bis 10 kg/cm? und Aufheizgeschwindigkeiten von 0,5—15°C min ' in Beziehung zur Fermentierbarkeit zu sehen.
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Patentanspruch:

Verfahren zur Beurteilung der Fermentierbarkeit von g-Sitosterolkristallisaten aus Sulfatharzseife oder deren
Verarbeitungsprodukten mittels der Thermomechanischen Analyse, in deren Verlauf man zylindrische Proben des Kristallisates
unter einem Stempeldruck von 0,2 bis 10kp cm~2 mit 0,5 bis 15°C min~" aufheizt und ihre Lingenénderung registriert, dadurch
gekennzeichnet, daf’ man die Intensitit der Deflexion der Grundlinie im Temperaturbereich von 50 bis 80°C als Ma@ fiir die
Fermentierbarkeit ermittelt.

Hierzu 1 Seite Zeichnung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ermittlung der Fermentierbarkeit von Sterolkristallisaten, insbesondere von
Sterolkristallisaten aus Sulfatharzseifen oder deren Verarbeitungsprodukten.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Sterole auf der Basis vegetabiler Fette und Ole werden weltweit erzeugt und einem mikrobiologischen Seitenkettenabbau
unterworfen. Je nach Selektivitdt des Mikroorganismus wird als Zielprodukt z.B. .

4-Androsten-3,17-dion isoliert und fir die

Partialsynthese von Steroiden benutzt. .

Auch Sterole auf der Basis von Sulfatharzseife werden als Rohstoffquelle fir den Seitenkettenabbau eingesetzt.

Das aus Sulfatharzseife isolierte im wesentlichen 3-Sitosterol enthaltende Kristallisat kann aus konomischen Grinden nicht
in einer 100%igen Reinheit hergestellt werden. Es wird jeweils das Verfahren der Gewinnung von 8-Sitosterolkristallisaten
angestrebt, das bei glinstiger Okonomie eine gute Fermentierbarkeit des -Sitosterolproduktes gewéhrleistet. Die Begleitstoffe
des B-Sitosterolkristallisates beeinflussen die Reaktivitat des jeweils fiir die Fermentation zu dem gewiinschten Zielprodukt
eingesetzten Bakterienstammes gravierend. ,

Fir die objektive Beurteilung der Fermentierbarkeit gegebener Sterolprodukte kann ein Verfahren angewendet werden, welches
die Umsetzung durch den gewéhlten Mikroorganismus zu den gewiinschten Zielprodukten beinhaltet und wie es in DE-

0S 2936125 A1 beschrieben ist, wobei vorausgesetzt wird, daR alle Konditionen fiir den Abbau konstant gehaiten werden
kénnen und die Reaktivitat des Mikroorganismus reproduzierbar ist. Das Verfahren zur Beurteilung der Fermentierbarkeit von
B-Sitosterolkristallisaten durch Mikroorganismen mit der anschlieBenden Isolation des Zielproduktes stellt ein sehr aufwendiges
Verfahren dar und kann in'keinem Falle fir die Kontrolle des Verfahrensablaufes zur Gewinnung von g-Sitosterolkristallisaten
6konomisch eingesetzt werden. Dieses Verfahren ist fiir die laufende Produktionskontrolle an Bedingungen gekniipft
(reproduzierbare Aktivitat des Bakterienstammes), die einmal nur unter hohem Kostenaufwand realisiert werden kdnnen und
deren Ergebnisse auf Grund der Zeitdauer der Priifung fiir die Uberwachung einer laufenden Produktion und fiir ein schnelles
Eingreifen in die ProzeRBparameter nicht nutzbar sind.

Eine haufige Methode zur Charakterisierung von Sterolkristallisaten ist die Gaschromatographie. Sie besitzt — bei gezielter
Durchfiihrung — den Vorteil der Konzentrationsermittiung z.B. des 3-Sitosterols neben Campesterol und den hydrierten
Formen und weiteren organischen Substanzen. Trotzdem ist sie nicht in der Lage, die oft in Spuren vorliegenden und auRerdem
synergistisch wirkenden Inhibitoren der Fermgntation komplex zu erfassen und damit ein 8-Sitosterolkristallisat fiir den
Mikroorganismus als geeignet zu identifizieren, Eine weitere Méglichkeit der Charakterisierung der 8-Sitosterolkristallisate ist
die Ermittlung des Schmelzpunktes. Hohe Sc'hrr)elzpunkte dokumentieren eine groe Reinheit, wahrend niedrige Schmelzpunkte
auf eine Vielzahl von Begleitsubstanzen verweisen. Hierbei kann aber bei Schmelzpunktdepressionen {iber den Charakter
(Qualitat und Quantitat) der Begleitstoffe keine Aussage gemacht werden.

Ferner kdnnen noch Ubliche Methoden, wie Drehwinkel, Farbe oder Léseverhaiten zur Charakterisierung der Sterolkonzentrate
eingesetzt werden, die aber stets nur jeweils einen Parameter ermitteln, der nicht ausreichend in Beziehung zur Fermentierbarkeit
des B-Sitosterolkristallisates steht.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht in der Entwickiung eines unter Betriebsbedingungen durchfiihrbaren Prifverfahrens, dessen
Ergebnisse so rechtzeitig vorliegen, daf eine Steuerung des Prozesses der Sitosterolherstellung auf eine optimale
Fermentierbarkeit des erzeugten Produktes ohne nachtragliche zuséatzliche Verfahrensschritte méglich ist.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein fiir den g-Sitosterolhersteller dkonomisches komplexes Verfahren zur Beurteilung
der Fermentierbarkeit zu entwickein, das chne den Fermentationstest durch das jeweilige Bakterium auskommt und eine
rasche Produktionssteuerung zulaRt. ErfindungsgemaR wird die Aufgabe durch ein Verfahren geldst, das dadurch charakterisiert
ist, daB die 8-Sitosterolkristallisatprobe in eine zylindrische Form gebracht wird, ihre Lingendnderung bei einer Druckbelastung
von 0,2 bis 10kp/cm und Aufheizgeschwindigkeiten von 0,5 bis 15° min~'im Temperaturbereich von 20°C bis 100°C registriert
und die Deflexion der Grundlinie (Null-Linie) im Bereich von 50 bis 100°C zur Beurteilung der Fermentierbarkeit herangezogen
wird.

So ist die in Fig. 1 definierte Deflexion der Grundlinie und die Intensitét in deutlicher Beziehung zur Fermentierbarkeit des
untersuchten g8-Sitosterolkristallisates gesetzt. Bei entsprechender Druckbelastung erfolgt in Abhéngigkeit von der Temperatur
ein Sintern des zylindrischen Probekérpers. Es wurde Uberraschend gefunden, daR das Ausmaf des Sinterns in Beziehung zur
Menge der spezifischen Begleitstoffe steht, die den FermentationsprozeR inhibierend beeinflussen.

Die Durchfiihrung des Prifungsverfahrens und die Auswertung des Thermogrammes sind in ca. 1 h abgeschlossen und gestatten
einen sofortigen Eingriff in die Technologie der Herstellung des B-Sitosterolkristallisates aus Sulfatharzseife bzw. deren
Verarbeitungsprodukte.

Gegenliber den bekannten Verfahren zur Beurteilung der Fermentierbarkeit von 3-Sitosterolkristallisaten weist die
erfindungsgeméBe Losung nachstehende Vorteile auf:



Das erfindungsgeméRe Verfahren ist einfach und gestattet es, (iber die Auswertung der Deflexion der Grundlinie aus einem
einzigen MeRvorgang geringste Veranderungen in der Zusammensetzung von 8-Sitosterolkristallisaten auf der Basis von
Sulfatharzseife zu erfassen, die in direkter Beziehung zur Fermentierbarkeit stehen. Das erfindungsgeméRe Verfahren erlaubt
einen raschen Eingriff in die Technologie der 8-Sitosterolherstellung. Es erspart umfangreiche Verfahrensschritte einer
simulierten Fermentation des 3-Sitosterolkristallisates und der Ermittlung von Zielprodukten der Fermentation.

Ausfiihrungsbeispiele

Die Erfindung soll an nachstehendem Ausflihrungsbeispiel ndher erlautert werden.

Jeweils 20mg B<Sitosterolkristallisatproben wurden in einen zylindrischen Probenbehalter geflillt (Proben 1-5). Nach
reproduzierter Verdichtung der Proben im Zylinder wird mittels eines Stempels ein Druck von 0,2kp cm~2 auf den zylindrischen
Probenkdrper gegeben. Der mit den Probenmaterialien geflllte Behalter wird mit einer Aufheizgeschwindigkeit von 8°C min™
aufgeheizt. Die Intensitét der Deflexion der Grundlinie (L&ngendnderung des Probenkdrpers) wird Giber eine Verstarkung zur
Anzeige gebracht. In Tabelle 1 sind die Ergebnisse beziiglich der Ermittlung der Intensitat der Deflexion aufgefiihrt und der
Ermittlung des Umsetzgrades zum Zielprodukt des Fermentationsversuches gegenibergestelit.

Tabelle 1

Auswertung der Deflexion der Grundlinie und Fermentierbarkeit von 8-Sitosterolkristallisaten

Probe Deflexion der Grundlinie Fermentierbarkeit
Nr. T Tw H
(°C) {mm) (%)
1 65 1,0 100*
2 70 1.3 96
3 68 1,0 98
4 70 14,0 50
5 65 1,0 99
X

Standardqualitat

Die Proben 1 bis 5 entstammen der laufenden B-Sitosterolkristallisat-Produktion. Nachdem in der Probe 4 ein hoher Wert der
Deflexionsintensitéat nach Bild 1 erkannt worden ist, wurden die Kristallisationsbedingungen fur die Probe 5 nachgebessert. Im
Ergebnis der Optimierung des Verfahrens lieferte die folgende B-Sitosterolkristalicharge die mit der Probe 5 ausgewiesenen
Parameter und eine wieder optimale Fermentierbarkeit.
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