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Sposób wyodrębriiatlia cholekalcyferolu z kompleksu
chólekalcyferol-chdlfesterol

Wytwarzanie cholekalcyferolu czyli witaminy
D3 polega na naświetlaniu 7-dehydrocholesterolu
promieniami nadfioletowymi i wydzielaniu po¬
wstałego cholekalcyferolu z mieszaniny poreak¬
cyjnej. Do wydzielania wykorzystuje się tworze¬
nie trwałego kompleksu z cholesterolem. W tym
celu zadajęistię mieszaninę poreakcyjną z;choleste¬
rolem, przy czym krystalizuje powstały kom¬
pleks, który oczyszcza się przez dalszą krystaliza¬
cję. Kompleks cholekalcyferol^holesterol ma ce¬
chy raczej związku chemicznego niż adduktu,
gdyż zawiera ściśle równoważne ilości obu skład¬
ników, wykazuje ostrą temperaturę topnienia 118
— 119°, skręcalność właściwą (D = + 25,5 i aktyw¬
ność biologiczną 20.108 j.m./gram) oraz odznacza
się znacznie większą trwałością niż wolny chole¬
kalcyferol.

Kompleks bywa stosowany jako lek lub skład¬
nik leków, jednakże tylko w pewnych krajach,
gdyż farmakopeje innych krajów wymagają, aby
wszelkie formy leków witaminy D3 były oparte
na czystym krystalicznym cholekalcyferolu. Wy¬
maga to rozkładania wydzielonego i oczyszczone¬
go kompleksu w celu wyodrębnienia cholekalcy¬
ferolu. Znany jest sposób rozdzielania kompleksu
na składniki, polegający na działaniu digitoniną
lub tomatyną, które mając większe powinowactwo
do Cholesterolu niż cholekalcyferol tworzą z cho¬
lesterolem trwałe połączenie i wyzwalają wolny
cholekalcyferol. Nowopowstałe połączenia wytrą-
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cają się z roztworu, w którym obok cholekalcy¬
ferolu pozostają zanieczyszczenia. Otrzymanie
czystego krystalicznego cholekalcyferolu z tego
roztworu jest trudne i kłopotliwe oraz połączone
z jego rozkładem, a użycie bardzo kosztownych
odczynników jakimi są digitoniną lub tomatyną
wpływa niekorzystnie na koszt wytwarzania wi¬
taminy D3. Inny sposób wyodrębniania czystego
cholekalcyferolu polega na działaniu na mieszani¬
nę poreakcyjną po fotochemicznej przemianie 7-
dehydrosterolu kwasem dwUinitrobenzoesowym w
obecności środków katalizujących procesy estryfi-
kacji. Wytwarza się ester dwunitrobenzoesowy
cholekalcyferolu, który łatwo oczyszcza się przez
krystalizację. Po zmydleniu tego estru i usunię¬
ciu kwasu dwunitrobenzoesowego otrzymuje się
cholekalcyferol. Ten drugi sposób jest mniej
użyteczny, gdyż daje mniejszą wydajność produ¬
ktu.

Do rozdziału mieszanin, a zwłaszcza mieszanin
pokrewnych związków chemicznych stosuje się
metody chromatograficzne. Nie można było spo¬
dziewać się skuteczności tych metod wzastosowa¬
niu do wyodrębniania cholekalcyferolu z kom¬
pleksu będącego trwałym związkiem chemicznym,
a nie mieszaniną. Podczas prób mających na celu
oczyszczanie surowegokompleksu cholekaicyferol-
cholesterol polegających na itratobowaniu różnych
jego roztworów substancjami o rozwiniętej po¬
wierzchni, znanymi ze zdolności adsorpcyjnych,
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okazało się nieoczekiwanie, że w przypadku trak¬
towania roztworów kompleksu cholekalcyferol-
cholesterol w organicznych rozpuszczalnikach,
adsorbentami takimi jak tlenek glinu, tlenek ma¬
gnezu itd. zachodzi rozkład kompleksu iw pierw¬
szym (rzędzie odsorpcja cholesterolu.

Wynalazek polega ha rozkładaniu kompleksu
cholekalcyferol-cholesterol rozpuszczonego w or¬
ganicznych rozpuszczalnikach na powierzchni ad-
sorpcyjnej ciał chłonnych jak tlenek glinu lub
tlenek magnezu, stosowanych w takiej ilości, aby
nastąpiło również zaadsorbowanie obu składni¬
ków, a następnie na selektywnej desorpcji przy
użyciu większej ilości tego samego lub innego
rozpuszczalnika organicznego.

Najkorzystniejsza ze względu na prostotę mani¬
pulacji postać wykonania sposobu według wyna¬
lazku, polega na posługiwaniu się stałym złożem
adsorbenta w kolumnie chromatograficznej. Kom¬
pleks cholekalcyferol-cholesterol rozpuszczony w
jak najmniejszej ilości benzenu lub eteru nafto¬
wego wysuszonych sodem, przelewa się przez ko¬
lumnę, w której następuje całkowite pochłonię¬
cie substancji rozpuszczonej. Jako adsorbent moż¬
na stosować tlenek magnezu lub tlenek glinu z
tym, że przy zastosowaniu tego ostatniego należy
unikać jego odmian o wysokiej aktywności, któ¬
re spowodowałyby trudności przy późniejszej de¬
sorpcji. Na przykład do handlowego tlenku glinu
należy dodać odpowiednią ilość wody, aby obni¬
żyć aktywność do III stopnia według Brockmana.
Jako eluent można z powodzeniem stosować ten
sam rozpuszczalnik organiczny, to jest benzen lub
eter naftowy, a także etanol lub mieszaniny tych
rozpuszczalników z acetonem. Pierwszą dość ob¬
fitą frakcję stanowi eluent nie zawierający ani
cholekalcyferolu ani cholesterolu. Druga frakcja
zawiera czysty cholekalcyferol. Pojawienie się
cholekalcyferolu, a następnie znaczne zmniejsze¬
nie się jego stężenia stwierdza się barwną reak¬
cją za pomocą znanego odczynnika Nielda. Z
frakcji tej po odpędzeniu rozpuszczalnika otrzy¬
muje się do 90% cholekalcyferolu zawartego w
substancji wyjściowej, przy czym czystość pro¬
duktu jest bardzo wysoka. Trzecia frakcja zawie¬
ra minimalne ilości cholekalcyferolu i cholestero¬
lu oraz zanieczyszczenia. Czwarta i ostatnia frak¬

cja zawiera czysty choresterol, który może być u-
żyty do wytworzenia dalszych ilości kompleksu.

Okazało się, że cholekalcyferol o tej samej wy¬
sokiej czystości osiąga się zarówno przy zastoso¬
waniu jako produktu wyjściowego kompleksu
cholekalcyferol-cholesterol doskonale oczyszczone¬
go przez krystalizację, jak również surowego
kompleksu wprost wydzielonego z mieszaniny po¬
reakcyjnej. Wobec tego sposób rozkładania kom¬
pleksu cholekalcyferol-cholesterol według wyna¬
lazku stanowi zarazem doskonały sposób oczysz¬
czania cholekalcyferolu.
Przykład I. 1 g kompleksu cholekalcyferol-
cholesterol otrzymanego przez wydzielenie z mie¬
szaniny poreakcyjnej po fotochemicznej przemia¬
nie 7-dehydrocholesterolu, do której fto mieszaniny
dodano cholesterolu, a następnie oczyszczony
przez dwukrotną krystalizację z 85%-go acetonu
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rozpuszczono w minimalnej ilości benzenu osu¬
szonego sodem i wprowadzono na kolumnę chro¬
matograficzną zawierającą 50 g tlenku glinowego.
Tlenek ten stanowi produkt handlowy, do które-

5 go dodano 8% wody, gdyż jak stwierclzono do¬
datek ten obniża aktywność tlenku do III stopnia
według Brockmana. Nastąpiło całkowite pochłonię¬
cie rozpuszczonej substancji w absorfcencie. Na¬
stępnie przez kolumnę przeprowadzano" czysty

10 benzen. Po otrzymaniu w kolumnie około 90 ml
czystego eluentu, stwierdzono (pojawienie się cho¬
lekalcyferolu reakcją barwną za pomocą odczyn¬
nika Nielda, a mianowicie próbka benzenu z tym
odczynnikiem dawała zabarwienie żółte. Frakcja

15 ta wyniosła około 120 ml. Po odpędzeniu benze¬
nu', otrzymano z niej czysty cholekalcyferol w ilo¬
ści wynoszącej 00% zawartości tego związku w
kompleksie. Następna frakcja około 120 ml za¬
wierała minimalne ilości cholekalcyferolu oraz

20 cholesterolu. Następnie eluowano kolumnę mie¬
szaniną 80% benzenu i 20% acetonu, aż do całko¬
witego wymycia kolumny. Zużyto na to około 150
ml eluentu, który jak się okazało zawierał jedy¬
nie czysty cholesterol w ilości 80% zawairitości

25 jego w kompleksie, nadający się do zastosowania
w następnej szarży.
Przykład II. Jako produkt wyjściowy zastoso¬
wano surowy kompleks cholekalcyferol-choleste¬
rol otrzymany iprzez wydzielenie z mieszaniny po-

30 reakcyjnej po fotochemicznej przemianie 7-dehy-
drosterolu, do której to mieszaniny dodano chole¬
sterolu i postępowano ściśle jak w 'przykładzie I.
Wyniki otrzymane, praktycznie nie różniły się od
wyników otrzymanych w przykładzie I. Cholekal-

35 cyferol otrzymano w ilości takiej samej jak w
przykładzie I, a jedyna istotna różnica polegała
na tym, że frakcja pośrednia, która w przykładzie
I zawierała jedynie minimalne ilości czystego
choiekalcyferollu i czystego cholesterolu, w tym

40 przypadku zawierała różne zanieczyszczenia.
Przykład III. 1 g czystego przekrystalizowa-
nego kompleksu cholekalcyferol-cholesterol roz¬
puszczono w minimalnej ilości wrzącej mieszani¬
ny składającej się z 98% eteru naftowegjo i 2%

45 acetonu. Po ochłodzeniu do temperatury pokojo¬
wej roztwór wprowadzono na kolumnę chromato-
giraficzną zawierającą 50 g tlenku magnezowego.
Tlenek ten stanowił czysty odczynnik handlowy,
który najpierw przemywano wodą destylowaną,

50 następnie alkoholem, po czym wysuszono w tem¬
peraturze 110° do stałej wagi. Nastąpiła komplet¬
na adsorpcja substancji rozpuszczonej. Jako elu¬
ent zastosowano ten sam rozpuszczalnik. Wypływ
z kolumny regulowano stosując niewielkie nad-

55 ciśnienie azotu w górnej części kolumny. Pierw¬
sza frakcja stanowiąca czysty eluent wynosiła o-
koło 250 ml- Następna frakcja wynosząca około
290 ml zawierała 85% cholekalcyferolu zawartego
w kompleksie. Dalsza frakcja około 210 ml zawie-

60 " rała minimalne ilości cholekalcyferolu i choleste¬
rolu, które wyodrębniono z niej w postaci kom¬
pleksu cholekalcyferol-cholesterol po odparowa¬
niu do małej objętości. Ostatnia frakcja około 150
ml uzyskana przy kompletnym wymyciu kolumny

65 zawierała czysty cholesterol.
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Przykład IV. Postępując jak w przykładzie III,
rozdzielano 1,2 surowego kompleksu cholekalcyfe-
rol-cholesterol otrzymując wyniki identyczne do
wyników podanych w przykładzie III, z tą jedy¬
nie różnicą, że we frakcji drugiej, która w przy- 5
kładzie III zawierała wyłącznie minimalne ilości
czystego cholekalcyferolu i czystego cholesterolu,
w danym przypadku odnaleziono zanieczyszczenia.

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wyodrębniania cholekalcyferolu na
drodze rozkładania kompleksu cholekalcyferol-
cholesterol, znamienny tym, że rozkład kom¬
pleksu przeprowadza się na powierzchni ad-

sorpcyjnej ciał chłonnych takich jak tlenek gli¬
nowy lub magnezowy i uwolniony cholekalcy-
ferol eluuje rozpuszczalnikiem.

2. Sposób według, zastrz. 1, znamienny tym, £e
jako adsorbent stosuje się tlenek glinowy o
aktywności zmniejszonej dodatkiem wody do
aktywności III stopnia według Brockmana.

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
10 do zetknięcia z powierzchnią adsorpcyjną do¬

prowadza się surowy kompleks cholekalcyfe-
rol^chblesterol wydzielony z mieszaniny po¬
reakcyjnej po fotochemicznej przemianie 7-
dehydrocholesterolu, do której to mieszaniny

15 dodano cholesterolu.
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