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Fremgangsmide til isolering af lysophospholipidfrit phosphati-
dyicholin fra sggepulver ved hvilken man ekstraherer aggepulveret
med en oplgsningsmiddelblanding af en lavtkogende petroleums~
etherfraktion (40-80°C), en C.l-c:4 favere alkanol og vand, kommer
ekstraktfasen pd en med silicage! fyldt sgjle ved en temperatur i
omridet fra 20-50°C, ved denne temperatur eluerer med samme
oplgsningsmiddaliblanding og derved opndr rent phosphatidyicholin 1

hoved!gbet.
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Den foreliggende opfindelsen angar en serlig fremgangsmade til iso-
lering af hgjrent 1,2-diacyl-glycero-3-phosphocholin (phosphatidylcho-
lin), som er frit for lysophospholipider, ved ekstraktion af ®ggepulver
og efterfglgende chromatografi af den fremkomne 2ggepulverekstraktoplgs-
ning pa silicagel.

Phospholipider finder blandt andet anvendelse inden for levnedsmid-
delindustrien, til dyreernazring, til kosmetik og inden for farmacien.
Inden for farmacien anvendes rent phosphatidylcholin som aktivt stof og
som hjzlpestof, for eksempel som emulgator ved fremstilling af fedtemul-
sioner til parenteral applikation samt til fremstilling af Tiposomer.
Specielt til den parenterale anvendelse anvendes overvejende ggephos-
phatidylcholin, som skal vare frit for hemolytisk virkende lysophospho-
Tipider.

Ved fremstilling eller udvinding af @ggephospholipider gar man ud
fra ra ®ggeblomme, der ca. har fglgende sammensztning:

50 % vand

31 % »ggelipider

16 % proteiner

3 % askebestanddele

fggelipidandelen bestédr af neutrallipider (triglycerider, choleste-
rol og lignende) og phospholipiderne. Isoleringen af #ggelipidandelen
sker ved direkte ekstraktion af ®ggeblommen for eksempel med dimethyl-
ether (DE-PS 28 33 371j eller ved ekstraktion af den terrede ®ggeblomme
(2ggeblommepulver).

Ti1 udvinding af phospholipiderne anvendes fortrinsvis den tgrrede
aggeblomme der ca. har fglgende sammensztning:

31 % proteiner
50 % triglycerider/cholesterol
18 % phospholipider :

Phospholipiderne udvindes fortrinsvis ved ekstraktion med petro-
leumsether, ether, chloroform, methanol eller ethanol og udfzldning med
acetone: USP 20 13 804, DE-PS 260 886, DE-PS 261 212, DE-PS 272 057, DE-
PS 487 335, Jap Koka; 7961200. Phospholipidandelen bestar ifglge K. Or-
singer, Seifen-Ole-Fette-Wachse 109, 495-499 (1983) af:
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73 % phosphatidylchotin (PC)
5-6% lysophosphatidylcholin (LPC)
15 % phosphatidylethanolamin (PE)
2-3% lysophosphatidylethanolamin  (LPE)
1 % phosphatidylinosit - (PI)
2-3% sphingomyelin (SHA)
1 % plasmalogen (PLA)

Denne phospholipidblanding betegnes ogsa rent zggelecithin, P.H.
List et al., Pharmazeutische Verfahrenstechnik heute 1 (7) 1-8 (1980).
Dette ®ggelecithin finder anvendelse inden for nazringsmiddelindustrien
og farmacien.

Adskillelsen af denne phospholipidblanding i de enkelte phospholi-
pider er meget bekostelig og gennemfgres derfor ikke i stor malestok,
selv om specielt rent Tysophospholipidfrit phosphatidylcholin ville vere

gnskvardigt navnlig til anvendelse inden for farmacien. Der kendes en

rekke bekostelige laboratoriemetoder til udvinding af rent phosphatidyl-
cholin. Sdledes fas lysophosphatidylcholinfrit phosphatidylcholin ifglge
M. Marsh et al., Clinica Chimica Acta 43, 87-90 (1973) via en bekostelig:
dobbelt sgjlechromatografi, ved hvilken der blandt andet gennemfgres en
gradienteluering, hvortil der benyttes oplgsningsmiddelblandinger, som.
er toxikologisk .betenkelige inden for farmacien sasom chloroform/metha-
nol. Genvinding af op]ﬁsniﬁgsmid]erne er umulig (azeotrope blandinger).

N.S. Radin, J. Lipid Res. 13, 922-924 gar ud fra zggelecithin. Ag-
gelecithinet oplgses i ethanol og szttes til en aluminiumchromatografi-
sgjle og elueres med ethanol, hvorved phosphatidy]ethano]amin fraskil-
les. Det inddampede eluat, som indeholder phosphatidylcholin, lysophos-
phatidylcholin, sphingomylin og neutrallipider, oplgses i en oplgsnings-
middeTblanding af hexan, isopropanol og vand og szttes til en SiOz-sﬁj]e
og elueres med samme oplgsningsmiddelblanding, hvorved der kan opnas et
udbytte pa 40-43%. Der opnds sdledes et phosphatidylcholin med ringe
forureninger af lysophosphatidylcholin og sphingomylin, men dette er kun
muligt via en bekostelig fremgangsmide med fire trin og dertil kun med
fire forskellige oplgsningsmidler eller oplgsningsmiddelblandinger. Des-
uden er phosphatidy]cho]invifkningsgraden ved denne fremgangsmade kun
44% beregnet i forhold til det anvendte ®ggepulver.

Den foreliggende opfindelse har som formal at udvikle en simpel
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fremgangsmade til isolering af 1ysophospholipidfrit phosphatidylcholin
med hgj renhed direkte fra ®ggepulver.

Det har nu overraskende vist sig, at man kan udvinde 1ysophospholi-
pidfrit phosphatidylcholin i hej renhed ved ekstraktion af ®ggepulver
med en oplgsningsmiddelblanding af petroleumsether, 2-propanol og vand
og efterfglgende silicagelsgjlechromatografi af ekstrakten med samme op-
Tgsningsmiddelblanding.

Den foreliggende opfindelse angdr i overensstemmelse hermed en sar-
1ig fremgangsmide til isolering af 1ysophospholipidfrit phosphatidylcho-
Tin fra zggepulver, hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved, at man
ekstraherer ®ggepulveret med en oplgsningsmiddelblanding af en lavtkog-
ende petroleumsetherfraktion (kogepunkt 40-80°), en C1_4 Tavmolekulaer

~ alkohol og vand, kommer ekstraktfasen pa en med silicagel fyldt sgjle

ved en temperatur i omradet fra 20-50°C, ved denne temperatur eluerer
med samme oplgsningsmiddelblanding og derved i hovedigbet opndr et lyso-
phospholipidfrit phosphatidylcholin. I forlgbet opfanges blandt andet
triglycerider, cholesterol og phosphatidylethanolamin, i hovedligbet
phosphatidylcholin og i efterlgbet 1ysophosphatidylcholin og sphingomye-
1in. Fra forlgbet kan phosphatidylethanolamin isoleres i ren form ved
hjelp af kendte fremgangsmader.

Som silicagel kan anvendes sadvanlige produkter til chromatografi
af forske]]ig'kornstﬁrre1se eller presset silicagel, som kan vere akti-
veret eller desaktiveret. Der anvendes fortrinsvis neutrale silicagel-
produkter.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen udfgres ved en temperatur i omra-
det fra 20-50°C, fortrinsvis 20-25°C, og kan udfgres ved normaltryk el-
ler ved overtryk.

En ganske speciel fordel ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen be-
star i, at man hele tiden kan genanvende silicagelen efter udfert chro-
matografi. Samtlige forureninger opsamles enten i forlgbet eller i ef-
terlgbet. Der kan endda ses bort fra efterlgbet, da de i sdjlen verende
forureninger ved fornyet belastning af denne vil blive elueret i det na-
ste forlgb.

En yderligere fordel Tigger i anvendelsen af kun én, let gendestil-
lerbar oplgsningsmiddelblanding til ekstraktionen og den s¢j1echrom§to-
grafiske adskillelse. .

I sammenligning med kendte fremgangsmader udmerker den nye frem-
gangsmade sig ved en vasentligt simplere fremgangsmade. Phosphatidylcho-
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linet udvindes med en virkningsgrad pi 92% i'forho]d til &ggepulveret.

Ved en sgjlechromatografisk adskillelse med 200 g silicagel adskilles 90
g eggelipid, hvorved der kun krzves et samlet-eluat pid 4,2 1. Fremgangs-
maden har snarere karakter af en filtrering end af en sgjlechromatogra-

fisk rensning i sedvanlig forstand.
Opfindelsen belyses nzrmere i det efterfglgende eksempel nr. 1. Ek-

sempel 2 og 3 er sammenligningseksempler.

Analysemetode

Phosphatiderne analyseredes ved hjelp af tyndtlagschromatografi.

Olieindholdet blev sat 1ig med den dialyserbare andel.

Sgjlechromatografi, oplgsningsmiddelblanding

Der anvendtes en chromatografisgjle med en indvendig diameter pa
4,5 cm og en hgjde pa 37 cm.

Spjlen fyldtes med en opslemning af 200 g silicagel (Merck) i en
oplgsningsmiddelblanding af letbenzin (65-73°C)/2-propanol/vand i volu-
menforholdet 1/1/0,175. Samme oplgsningsmiddelblanding anvendtes til
ekstraktionen af ®ggepulveret og til elueringen. Efter udfgrt chromato-

grafi kan silicagelen benyttes igen.

Udgangsmateriale

Der anvendtes en sedvanlig aggepulverhandelsvare med fglgende sam-

mensatning:

11 %
4 %
3 %

1,5%

0,5 %
48 %
32 %

Eksempel 1

1. trin

phosphatidylcholin
sphingomyelin
phosphatidylethanolamin
lysophosphatidylcholin
andre phospholipider
neutrallipider/cholesterol
proteiner '

150 g =ggepulver rgres sammen med 300 ml1 oplgsningsmiddelblanding i
10 minutter ved 40°C. Proteinerne frasuges og eftervaskes med 1idt op-
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1gsningsmiddelblanding. Der opnas 300 mi filtrat med 90 g ®ggelipider.

2. trin

Filtratet kommes pa en med silicagel (200 g) fyldt sgjle og elue-
res med samme oplgsningsmiddelblanding ved stuetemperatur.
Det samlede eluat (5 1) inddeles i 3 fraktioner. Fraktionerne ind-

dampes, og remanenserne analyseres.
1.  Fraktion 0-1,6 1 Remanens: 69 g
indeholder neutrallipider (inklusive cholesterol),

PE, LPE, PI, spor af PC og spor af SPH

2. Fraktion 1,6 1 - 4,2 1 Remanens: 16,1 g

PC-indhold: 9% %

SPH-indhold: 2 %

LPC-indhold: <0,3 %

Olieindhold: <0,5 %

Rest: Lipider, vand etc.
PC-virkningsgrad: 92 % af det teoretiske beregnet ud

fra ®ggepulveret

3. Fraktion 4,2-5,0 1 Remanens: 4 g
indeholder SPH, LPC og spor af PC

Efter udtagning af den 2. fraktion kan der pa ny tilszttes zggeli-
pider, hvorved produkterne i 3. fraktion elueres sammen med produkterne

i 1. fraktion.

Eksempel 2 (sammenligningseksempel)

1. trin

Fremgangsmade ifglge Japan kokai 7961200.

150 g zggepulver rgres sammen med 1350 ml 95%-ig ethanol ved stue-
temperatur. Efter frafiltereing af de uoplgselige bestanddele og vask
med 95%-ig ethanol inddampes de samlede ethanolfiltrater.
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6
faststofudbytte: 36 g zggelipider
phosphatidylcholin-indhold: 42 %
sphingomyelin-indhold: 3%

1ysophosphatidylcholin-indhold: 2%
phosphatidylethanolamin-indhold: 8 %
rest: triglycerider, cholesterol etc.

2. trin ifglge DE-0S 30 47048
Der gennemfgres en spjlechromatografi (100 g silicagel) ved 65°C
under anvendelse af ethanol som elueringsmiddel.

Spjletilsatning: : 36 g zggelipider i 500 ml 95% i ethanol

Elueringsmiddel: 1)  95%-ig ethanol til 1,7 1 fgrsteeluat
2) 80%-ig ethanol til 1,2 1 andeteluat

Efter 1,7 1 forsteeluat opsamles 1,2 1 andeteluat. Det andet eluat
inddampes og analyseres.

faststofudbytte: 10,4 g
phosphatidylcholin-indhold: 85 %
sphingomyelin-indhold: 6%
1ysophosphatidylcholin-indhold: 5%
olieindhold: 0,5%

rest: vand, ethanol etc.
phosphatidylcholinvirkningsgrad: 54% af det teoretiske be-
regnet ud fra zggepulveret

3. trin
Sejlen md far genanvendelse bringes i ligevagt med 96%-ig ethanol.

Eksempel 3
Sammenligningseksempel

Fremgangsmide ifglge N.S. Radin, J. Lipid Res. 19, 922-924 (1978).

1. trin
150 g 2zggepulver ekstraheres med 1,35 1 95%-ig ethanol ved stuetem-
peratur, og ekstrakten frafiltreres og.inddampes. Der opnas 36 g ra zg-
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gelecithin med fglgende.sammensztning:

42 %  phosphatidylcholin
8 % phosphatidylethanolamin
2% Tysophosphatidylcholin
3% sphingomyelin
Rest: triglycerider, cholesterol etc.
2. trin

10 g af dette zggelecithin oplgses i absolut ethanol og underkastes
en sgjlechromatografi med 100 g A1203. Som elueringsmiddel anvendes ab-

solut ethanol.
Eluatet inddampes, og der opnds en phospholipidblanding (5 g) med

fglgende sammensztning:

51 % phosphatidylcholin

3% 1ysophosphatidylcholin

5% sphingomyelin

rest: neutrallipider, cholesterol etc.
3. trin

2,5 g af den efter det 2. trin udvundne phospholipidblanding oplg-
ses i 2,5 ml af en blanding af hexan/isopropanol/vand (1/1,3/0,2 pa vo-
Tumenbasis) og settes til en med 100 g silicagel fyldt sg¢jle. Efter til-
setning af yderligere 100 ml af samme oplgsningsmiddelbianding elueres
der med 1,4 1 af en blanding af hexan/isopropanol/vand (1/1,3/0,25 pa
volumenbasis). Efter forlgbet (triglycerider/cholesterol) opfanges ho-
vedlgbet og inddampes.

Remanens: 1,1 g

Sammensatning:
91 % phosphatidylcholin
2 % sphingomyelin
1% Tysophosphatidylcholin
6 % vand, restoplgsningsmiddel, triglycerider

PC-virkningsgrad: 44 % beregnet ud fra ®ggepulver
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4. irin
Spjlen md, for den anvendes igen, bringes i ligevagt med hexan/iso-
propanol/vand (1/1,3/0,2 pa volumenbasis).

Sammensatning:
Udgangsmateriale: =ggepulver

Eksempel 1 Eksempel 2 Eksempel 3

Antal ngdvendige trin fgr
genanvendelse af silicagelen 2 3 4

PC-virkningsgrad beregnet i
forhold til aggepulver: 92% 54% 449

Antal oplgsningsmidler eller
oplgsningsmiddelblandinger: 1 2 4

PC-indhold: 947% 85% 91%

Som sammenligningen af eksemplerne viser, kan der ved fremgangsma-
den ifglge opfindelsen ved en simpel fremgangsmade over 2 trin og med
kun én oplgsningsmiddelblanding udvindes phosphatidylcholin i hgjt ud-
bytte og hgj renhed. ‘ '
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til isolering af 1ysophospholipidfrit phosphati-
dylcholin fra zggepulver, KENDETEGNET ved, AT man ekstraherer ®ggepulve-
ret med en oplgsningsmiddelblanding af en lavtkogende petroleumsether-
fraktion (40-80°C), en Cl—C4 lavere alkanol og vand, kommer ekstraktfa-
sen pa en med silicagel fyldt sgjle ved en temperatur i omradet fra 20-
50°C, ved denne temperatur eluerer med samme op]ﬁsningsmidde]b1anding og
derved opnir lysophospholipidfrit phosphatidylcholin i hovedigbet.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, AT man anvender
en oplgsningsmiddelblanding af Tetbenzin (65-73°C), propanol og vand.

3. Fremgangsmade ifg@lge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, AT man
anvender en oplgsningsmiddelblanding af en volumendel Tetbenzin (65-
73°C), en volumendel 2-propanol og 0,175 volumendele vand.

4. Fremgangsmide ifglge et hvilket som helst af kravene 1-3, KEN-
DETEGNET ved, AT man gennemfgrer ekstraktionen i 10-20 minutter ved 20-
50°C.

5. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 1-4, KEN-
DETEGNET ved, AT man gennemfgrer spjlechromatografien ved 20-25°C.

A. Nattermann & Cie. GmbH
ved
TH. OSTENFELD PATENTBUREAU A/S

Birgitte Bagger-Sgrensen

Kgbenhavn, den 16. november 199é
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