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{54)  VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON ERGOSTEROL UND UBICHINONEN

(57) Die Erfindung betrifft gin Verfahren zur Gewinnung von Ergosterol und Ubichinonen aus
Lipid-KW-Extrakten mit KW-Anteilen >10%, die bei der mikrobiellen Gewinnung von Eiweils auf
der Basis von KW anfallen. Erfindungsgeméal werden Ergosterol und Ubichinone vor ihrer
Isolierung adsorptiv unter Verwendung von Silicagel aus dem Lipid-KW-Extrakt bzw. der
acetonléslichen Fraktion des Lipid-KW-Extraktes angereichert und gleichzeitig von den KW
abgetrennt. Die Anreicherung erfoigt bei einem Verhaltnis von 1 Gew.-Teii Silicagel zu 2 bis 4 Gew.-
Teilen Lipid-KW-Extrakt bzw. acetonitslicher Fraktion aus einem Kohlenwasserstoff bzw.
Kohlenwasserstoffgemisch vorzugsweise der Siedelage 50 bis180°C.
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-Titel

Verfahren zur Gewinnung von Ergosterol und Ubichinonen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinmung von
Ergostercl und Ubichinonen aus szid-Kohlenwasserstoff-
Extrakten, die bei der mikroblellen Gewinnung von Eiwelﬁ
auf der Basis von Kohlenwasserstoffen (xw) anfallen. Sie
ist in die IPK C 07 C einzuordren,

/

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Lipid-K¥=-Extrakts fallen bei der mikrobiellen\Gewinnnng von
EiweiB durch Extraktion der Biomasse mit niedrigsiedenden
Losungsmitteln oder-Lﬁsungsmittelgemiséhen_an; Sie sind durch
einen Gehalt von 10 bis 80 % Phosphatiden, 10 bis 80 % Feti-
sduren, die vorwiegend in gebundener Form vorliegen, sowie
weiteren'ﬁiogenen Inhaltsstoffen = Sterolen, fetildslichen
Coenzymen und Vitaminen - gekennzeichnet, die im mikrobiell
nicht verwerteten Anteil der EW-Fraktion gelést sind.

Von den biogenen Inhaltsstoffen sind das Ergosterol und die
Ubichinone von besonderem Interesse, Ergosterol kann als
Ausgangsprodukt fir die Gewinnung von Vitamin D cder Sterold-
hormonen genutzt werden, Ubichinone haben insbesonde*e als

Coranartherapeutika Bedeutimg erlangt.

Verfahren zur Gewinnung wvon Ergosterol und/oder Ublchlncnen
aus Lipid-K¥V-Extrakten sind bekannt. Diese Verfahren sind alle
mit Stoffwandlungsprozessen verbunden, In DD=PS 115 899 wird »

iber ein Verfahren zur gleichzeiiigen Gewinnung von Ergosterol
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‘und Ubichinon~43 aus Lipidextrakten mikrobieller Herkunft

berichtet., Aus dem Lipidextrakt werden nach einer alkalische
ethanolischen Verseifung in Gegenwart eines Reduktionsmittels
die unverseifbaren Bestandteile‘isoliert_und daraus durch
Kiihlung Ergosterol sSowie chromatographisch an Al 03 Ubichi=-
non-45 abgetrennt, Das angefiihrts Verfahren weist wesentliche
Nachteile auf, wemnn der Gehalt an KW im Llpidextrakt‘> 10 %
betrigt und sich die KW gleichzeitig aus ggf. sehr unter=
schiedlichen KW~Typen, z. B, der Siedelage 240 bis 380 °¢
zusammensetzen, Verseifung, Extraktion der Seifenlﬁsung-sowie
die Isolierung des Ergosterols und der Ubichinone aus dem
Unverseifbaren erfordern durch die Annesenheit der KW einen
wesentlich hoheren Aufwand an Chemikalien, Arbeitszeit und
Energie als iibiicherweise fiir die Isolierung dieser biologisch
aktiven Vérbiﬁdungen aus Lipidfraktionen notwendig ist,
Dariiber hinaus ist bei KW-Anteilen 2 350 4 im Lipidextrakt wmd
Ergosterolkonzentrationen £ 0,5 % die Gewinnung von Ergostefol
nur noch mif ungeniigenden Ausbeuten oder gar nicht mehr nog=
lich, In DD=PS 151 007 wirﬁ deshalb vorgeschlagen, zur Ge=-
winnung des Ergosterols aus dem Unverseifbaren eine adsorpiive
Anresicherung mittels Silicagel vorzunehmen, Die nach der De=
sorption des Silicagels gewonnene Lipidfraktian ehthﬁlt neben
dem Ergosterol und anderem Lipiden noch als weitere Haupt=

'komponents KW, bei denen die Arcmaten dominieren, Auf Grund

der Zhnlichen chemischeﬁ Strukturen werdsn diese Aromaten

gleichzeitig mit dem Ergostierol bevorzugt am Silicagel adsor=

‘_biert‘(ArOmatengehalt der K¥W-Fraktion ~ 63 %, Aromatengehalt

des Erdbldestillats =~ 30 %}, so daB fiir die nachfolgende
Reinigung des Ergostarols ein hoher Aufwand erfordsrlich ist,

‘Besonders nachteilig ist ein KW-Gehalt 7 10 % in der Lipid=

fraktion filir die Isoclierung des Ubichinons aus dem Unverself-
taren, E;ne Trennung des Ubichinons von dem XKW kann lediglich
adsorptionsbhrcmatographisch erfolgen. Die dafir benﬁtigten ,
Mengen an Adsorptionsmatérialien und Losungsmitteln sowie der

zeitliche Aufwand fiir die Elution sind auberordentlich hoch,
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In DD-PS 154 448 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem ein
Teil dexr XKW destillativ entfermt wird, Nach einer 2=-stufigen
Dimnschichtdestillation einer acetonldslichen Fraktion, die
63 % KV enth#lt, wird dabei ein Sumpfprodukt erhalten, das
noch A 30 % KW aufweist und bei der weiteren Aufarbeitumg
ebenfalls noch einen wesentlich htheren Aufwand erfordert

im Vergleich zur Gewinnung aus einem KW-freien Lipidextrakt,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, oin Verfahren zu entwickeln, das
die einfache und kostengiinstige Gewinnung vbn Brgosterol und
Ubichinonen aus Lipid-KW-Extrakien mit K¥-anteilen > 10 %
ermglicht, |

Darstellung des Wesens der Exrfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Ergosterol und Ubi=-
chinone aus Lipid-EKW-Extrakten unter Nuitzung von Unterschie-
den in der Haftfestigksit an Adsarbehtien anzureichern und
gleichzeitig von den KW abzutremnsn, bevor die Isolisrung der
biologisch aktiven Verﬁindungen vorgenommen wird, Erfindungs-

gemdB wird die Aufgabe dadurch geldst, dalB aus dem Lipid-Ki-

Extrakt oder dex acetonldslichen Fraktion des Lipid=KW=

Extraktes adsorptionschromatographisch an Silicagel Ergosterol
und Ubichinone angereichert und von den KV weitgehend getremnt
werden,’ ‘ .

Im einzelnen wird dabei wie folgt verfahren: Der Lipid-Ki-
Bxtrakt oder die acetonldsliche Fraktion des Lipid-KE-Extrakteé
werden im 3-fachen Volumen eines KXW bzw, eines KW-Gemischses
vorzugsweise der Siedelage 50 bis 160 °C geldst wund mit
Silicagel behandelt, Das Verh#iltnis von Silicagel zu Lipid-
K¥W-Extrakt betrigt dabei 1 Gew,-Teil zu 2 bis 4 Gew,-Teilen,
Nach Dekantieren wird das Silicagel nochmals mit dem gleichen
Lésungsmittel geﬁaaéhen. Die vereinigten Fraktionen weisen
nach Abdestillieren des Lisungsmittels eine gegeniiber dem

Ausgangsproduki pur unwesentlich veridnderte Zusammensetzung

auf, Die Désorption der am Silicagel adsorbierten Verbin=
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dungen erfolgt mit einem polaren Lﬁsungsmittelgemisch, beiw
~ spielsweise einem Gemisch aus Hexan/Methanol (60 : 40) oder
Hexan/Ethanol/Wasser (60 : 20 : 20). Der Riickstand enthalt
Ergosterél und Ubichinone in mindestens 5=facher Konzentrae
tion im Vergleich zum Einsatzprodukt und ist weitgehend frei
von KW. Die Gewinnung des Ergosterols und der Ubichinone
kann aus der KW-freien Fraktion in bekannter Weise durch
Kristallisation oder Adsorptionschrematographie-érfolgen¢
Das Silicagel kann nach der Regenerierung ermeut eingesetzt
werden, _

Das erfindungsgemiBe Verfahren weist eine Reihe von Vorteilen
“auf, Ergoéterol und Ubichinone werden von den K¥, die edinen
Hauptbestandteil der Lipid-K¥Extrakte darstellen, und weit-
gehend von den anderen lipophilen Bestandteilen abgetrennt
sowie auf mindestens das 5-fache angersichert. Dadurch wird
der Aufwand an Chemikalien, LSsungsmitteln, Energie wmd
Arbeitszeit fir die Isolierung und Reinigung des Ergosterols
und der Ubichinone entscheidend gesenkt. Dariiber himaus ist
es mdglich, Ergcstefol'auch aus solchen Lipid=KW-Extrakten
zu gewinnen, die Ergosterolgehalte £ 0,5 % bei gleichzeitig
hohem K¥W-dnteil aufweisen.

Der nach der adsorptiveﬁ Entfernung des Epgosterols und der
Ubichinone zurtickbleibende Lipid=-EKW=-Extrakt bzw, die acetonm
ldsliche Frakfion wird keinem Stoffwandiunésproﬁeﬁ untervorfen
md enthilt im wesenilichen die gleichen Bestandteile wie vor
der Abtrennpngvder biologisch aktiven Verbindungen und kann

- in bekannter Weise, z. B. in Tremndlen oder Flotationshilfs-
mitteln Verwendung finden. |

Das Verfahren gemiB der_Effindung wird durch folgende Deispiew

le erliutert:

Ein Lipid-Koklenwasserstoff-Extrakt wurde aus einem Kohlene
wasserstoffé verwertenden Stamm def Eefe>Lodderomyces elongispo-
rus gewonnen. Die Hefe wurde in Gegenwart eines im Bereich von
240 bis 380 OC:siedenden, als Kchlenstoffquelle dienenden Erd-

6ldestillats in kontinuierlichér Fermentation kultiviert.
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Die Gewinnung des Lipid-Kohlenwasserstoff-Extraktes erfolgte
nach Extraktion des Hefetrockenproduktes mit einem Benzin/
Ethanol/¥asser-Gemisch bei 40 °C, Nach destillativer Entfer-
nung des Losungsmittels wurde ein Lipid-Kohlenwasserstoffe
Extrakt folgender Zusammensetzung erhalten:

Kohlenwasserstcffe u.a, , 35 Gew.=%
unverseifbare Bestandtsile-

‘Phosphatide , 29 Gew.=%
freie Fettsiuren und Glyceride 34 Gew,=%
Ubichinen~45 , 0,24 CGew.-%
Ergosterol » , 0,8 Gew.=% 1)
Nichtlipide ' 1,0 Gew.-%

1) Ergosterolester {10 %

Beispiel 1

30 . g Extrakt werden mit 100 ml Hexan versetzt und nach Zugabe
von 15 g Silicagel (KorngroBe 32 bis 100/u) 10 Minuten ge=-
schiittelt, Es wird dekantiert und noch 3mal mit 50 ml Hexan
Jewedils 5 Mznuten geschiittelt, Dle Hexanfraktionen werden
vereinigt und eingesenst.

Die Hexanfraktion Zhmelt in ihrer Zusammensetzung dem Ausgangs-

produkt, Zur Desorption wird das Szlicagel zundchst 10 ﬁxnu-
ten und anschlieBend 5 Minuten jeweils mit 100 ml Hezan/
Ethanol/Wasser {60 : 20 : 20) geschiittelt,

Die Fraktionen werden vereinigt, dié wiéBrige Phase abgeirennt
und die organische Phase nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat
am Rotationsverdampfer singeengt., Ausbeuts: 3,2 ¢

Die angereicherte Fraktion weist folgende Zusammensetzung auf:

Ergosterol 4,91 Gew.=%
Ubichinon 1,25 Gow, ~%
Kohlenwasserstoffe 2,4  Gew.-%
Phosphatide 2,20 Gew,=%
weitere Lipide - >85,0 Gew,=%

(Glyceride, Fettsiuren)
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Nach Verseifﬁng-dér angereicherten Fraktion wird aus denm
Unverseifbaren das Ergosterol durch Kristallisation gewonnen
und das Ubichinon durch SZulenchromatographie an Silicagel
isoliert. '
Ausbsute: Ergostercl 117 mg

Ubichinon 34 me

Beispiel 2

Daé im.Beispiel 1 nach Hexanbehandlung érhaltene Silicagel
wird zur Desorption sdmtlicher Stoffe 2mal mit 100 ml Hexan/
Methanol (60 : 40) versetzt und geschiittslt. Das Lésungs=
mittel wird am Rotationsverdampfer entfernt,.

Ausbeute: 4,0 z - |

Die angereicherte Fraktion setzt sich wie folgt zusammen:

Ergosterol: L,h Gew.-%
Ubichinon: 1,4 Gew.=%
‘Kohlenwasserstoffe: 3:5 Gew,=%
~ Phosphatide: , 15,3 Gew.=%
" weitere Lipide: »385 Gew, =%

(Glyceride, Fettsiuren)

Aus der angereicherten Fraktion'wird das Epgostercl direkt
durch Kristallisation gewcnnen. Das Ubichinon wird nach Ver-
seifung und SZulenchromatographie des Unverseifbaren isoliert.
Ausbente: Ergostéroi 115 mg

| Ubichinon 48 mg

Beispiel 3

Lipid-KohlenWasserstoff-Extrakt wird mit der doppelten Menge

Aceton 5 Minuten intensiv gerithrt, Nach Beruhigung bilden

- sich 2 Phasen, die obere Phase wird abdekantiert und nach

Entfernung des Losungsmittels wird eime acetonlisliche Frak-
tion folgender Zusammensetzung erhalten: ’
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Kohlenwasserstoffe u. a, unverseifbare . 52 Gew, =%
Bestandteils

Phosphatide _ 4,0 Gew.=%
freie Fettsiuren und Glyceride b2 Géw;-%
Ergosterol 1,23 Gew,~%
Ubichkinon | | 0,29 Gew.=%

Die ace*onlssliche Fraktion wird weiterbehandelt wie es im
Beispiel 1 fir Extrakt beschrieben wurde.
Ausbeute; 3,15 g

Die erhaltene angereicherte Fraktion hat folgende Zusammene

setzung:

Ergosterol 6,22 Gew.,=%
Ubichinon 1,25 Gew,=%
Kohlenwasserstoffe . 3,40 Gew,=%
Phosphatide _ 2;50 Gew.=%
weitere Lipide , }8s5 Gew.~%

Aus der angereicherten Fraktion wird Ubichinon und Ergosterol
isoliert, wie es im Beispiel 1 beschrieben wurde.
Ausbeute: ZErgosterol 147 ng

Ubichinon 35 mg

Das Silicagel kommt nach Regenerierung wieder zum Einsatz.
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Erfindungsansgruchr

1. Verfahren zur Gewinhung von ErgoSte:ol und Ubichinonen
aus Lipid=KW-Extrakten, die durch Extraktion von mikro=-
biell auf KW-Basis erzeugten Bzomassen erhalten wurden,
dadurch gekennweichnet, daB aus dem Llpid-KW-Extrakt oder
der acetonlfslichen Fraktion des Lipid-KW-Extrakies
Ergosterol und Ubichinone adsorptiv unter Verwendung von
Silicagel angereichert und glelchzeltzg von den Kohlen—v

wasserstoffen abgetrennt werden,

2. Verfahren nach Pkt, 1, dadurch gekemnzeichnet, daB die
Anreicherung von Ergosterol und Ubichinonen bei einem
Verhiltnis von 1 Gew.~Teil Silicagel zu 2 bis U Gew.-
Teilen Lipid=-KW-Extrakt bzw. acetonltslicher Fraktion
erfolgt.

3. Verfahren nach Pkt, 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB
Silicagel der KormgrdBe 30 bis 500 & vorzugsweise 30 bis
- 100 Es verwendet wird,

4, Verfahren nach Pkt, 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB

die Adsorption am Silicagelfaus einem KW bzw. einem Kliw=-
Gemisch vorzugsweise der Siedelags 50 bis 160 °c erfolgt.
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