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ELJARAS RUSCUS ACULEATUS SZTEROID GLIKOZID-
-SZARMAZEKAINAK ELOALLITASARA

KIVONAT

A taldlmany értelmében a dezglikodezramnoruszkint ugy
allitjdk el6, hogy a Ruscus aculeatus szteroid glikozidokat
(ruszkoszaponineket) a fenti glikozidokat tartalmazé szubsztrit
Aspergillus niger fajba tartozé gombaik segitségével torténd fer-

mentalasdval hidrolizaljak.
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ELJARAS RUSCUS ACULEATUS SZTEROID GLIKOZID-
-SZARMAZEKAINAK ELOALLITASARA

A taladlmény tirgya eljaras Ruscus aculeatus szteroid glii-
kozidok (ruszkoszaponinok) szarmazékainak eléallitasara.

Kozelebbrdl a talalmany dezgliikkodezramnoruszkin eléalli-
tasara vonatkozik ruszkozid €s/vagy dezgliikoruszkozid fermen-
tacios uton térténd hidrolizisével.

A dezglikoramnoruszkin, és a megfeleld szabad aglikonok,
a ruszkogenin és a neoruszkogenin, amelyek savas hidrolizissel
egyszeriien eléallithatdok dezgliikodezramnoruszkinbél, értékes,
gyégyészatiiag hatékony anyagok, amelyek gyulladasgatlo és
kot6szovet-véds aktivitdssal rendelkeznek.

A fenti hatéanyagok kémiai elballitisa azonban ruszkozid-
b6l vagy dezglukoruszkozidbél kiindulva problematikus, mivel
drasztikus koriilményekre van sziikség, példdul er6s savakkal
végzett hidrolizisre, és bonyolult miiveleti lépésekre, amelyek a
kéztitermékek és termékek nagyon heterogén elegyét eredmé-
nyezik.

Ezért volt igény olyan eljaras kidolgozasira a dezgliiko-
dezramnoruszkin el64llitasara, amellyel kikiiszobdlheték az is-
mert kémiai eljarasokkal kapcsolatos fent emlitett hatranyok.

A fenti igények kielégitésére a talalmany targya eljaras dez-

glikodezramnoruszkin eldallitasara oly médon, hogy a Ruscus
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aculeatus szteroid gliikozidokat (ruszkoszaponinok) hidrolizal-
juk a fenti gliikkozidokat tartalmazé szubsztrat Aspergillus niger
fajhoz tartozé gombakkal térténd fermentalasaval.

A tenyészlevet alkalmazzuk rendszerint tapanyagban gaz-
dag szubsztratként.

A fermentalast altalaban 25 - 30 °C-on, elénydsen 27 °C-on
végezziik, keverés és levegdztetés kdzben, amellyel > 50% pO,
értéket biztositunk.

A kiindulési szteroid glikozidok koncentraciéja rendszerint
5 - 15 vegyes%, elényésen 5 - 10 vegyes%, €s a tenyészlé pH-ja
4 - 6, elénydsen 4,5 - 5,5.

A talalmany szerinti biotechnolégiai eljarassal a teljes reak-
ciésorozatot egyetlen fermenticids 1épésben tudjuk végrehajta-
ni, mivel a megfelels mikrobiolégiai médszerekkel szelektalt
mikroorganizmus a kiindulasi komplex heteroglikozidtél a mo-
noglikozidig vagy az aglikon végtermékig képes az o6sszes
transzformaéciés reakcio lejatszatasahoz szitkséges enzimaktivi-
tas expresszaldsara. A fenti hidrolazos atalakitiasok valéjaban az
eljards soran egymast kévetden felszabadulé koztitermékek f-
-glikozidazos és a-ramnozidazos reakcidinak sorozatat foglal-
jak magukban. A szabad aglikont (ruszkogenin) egy tovabbi;
a-arabinoziddzos reakciéval kapjuk.

A fenti megkozelités teljesen 0j, mivel a fenti termékek
eloallitdsdra a fenti eljaras alkalmazisa szakirodalombdl nem
ismert.

A taldlmany szerinti atalakitisok végrehajtisara megfelels
mikroorganizmusokat szintetikus vagy félszintetikus téptalajo-

kon torténd szelektalassal kapjuk, amelyek az 4talakitands
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szubsztratokkal vannak adalékolva a szokdsos szénforrasok
(glikéz, szacharéz és hasonlék) helyett, vagy azok mellett. A
szobanforg6 szubsztratok (ruszkozid, dezglﬁkoruszkozid) ebben
az esetben még nagy koncenricidékban (példaul 90 - 100 g/l kon-
centracioban) is hozzaadhaték. Az agaros izoldl6 tapkszeg mik-
robiolégiai alkalmazasra szokasos Osszetételli, példaul malsta
agar vagy Czapek agar, vagy hasonlé Osszetétel, ahol a nitro-
génforrast peptonok, karbamid, ammoénium-nitrat és hasonlék
biztositjak, mig a szokésos szénforrasok (gliikéz, szachar(z)
ruszkoziddal vagy dezgliikoruszkoziddal vannak helyettesitve
vagy kiegészitve. A fenti kézeg adalékanyagként tartalmazhat
tovabba kalium-, magnézium-, mangan-, cink-, stb. 4asvanyi
sOkat, példaul foszfatokat, szulfatokat és/vagy kloridokat. Az
izolalé kézeg pH-ja 4 - 6, elénydsen 4,5 - 5,5.

A kivéant biotranszformaciéra alkalmas mikroorganizmuso-
kat sorozathigitassal, és a mintik vizes szuszpenzidinak talajra,
humuszra, névényi extraktumokra vagy egyéb hasonlé szerves
forrdsra torténd szélesztésével nyerhetjiik ki.

A fentiek szerint szelektalt mikrébatenyészeteket azonos
Osszetételli tenyészkozeget tartalmazéd mikrobidlégiai kémcss-
vekben izoliljuk, és a ruszkozid é&s dezgliikoruszkozid bio-
transzforméladsara alkalmazzuk, amelyeket nagy koncentracié-
ban (egészen 100 g/l-ig) adunk az izolilasra szolgdlé tapkézeg-
ben alkalmazott nitrogénforrasokat, példiul karbamidot vagy
peptont, foszfitok és egyéb fent emlitett asvanyi sokat tartal-
maz6 folyékony tipkszeghez, pPH 4 - 6, elénydsen 4,5 - 5,5 érté-
ken.

A fent ismertetett eljaras eredményeként azt talaltuk, hogy
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az Aspergillus niger szelektalt tenyészetei képesek a ruszkozid
és dezgliikoruszkozid a ruszkogeninek kézvetlen prekurzoriat
képviselé dezgliikodezramnoruszkinna torténd transzformalasa-
ra, egymast kéveté enzimatikus B-gliikozidaz és o-ramnozidaz
reakciokkal.

Ezt kdvetden egy a-arabinozidiz reakcioval kapjuk a szapo-
nint aglikon formaban (ruszkogenin - neoruszkogenin).

A fenti 4talakitdasokra képes szelektalt tenyészetet
kontrollalt (termosztalt) koriilmények kozott, optimalis h6mér-
séklettartomanyban, 25 °C - 30 °C-on tenyésztjiik rotacids razo-
gépen (200 - 300 fordulat/perc) torténéd keverés kozben. A fenti
fermentalast eltérd léptékben megfelelé bioreaktorban is végre-
hajthatjuk, a kivant szaponin-szarmazékok ipari el6allitasara.

A fenti biotranszformaciéra alkalmazott mikroorganizmu-
sok katalitikus aktivitdsuk 4llandé értéken tartasara képesek,
még ismételt fermentacios ciklusokban is, szakaszos vagy fo-
lyamatos eljarasban.

A taladlmany szerinti eljaras jelentds elénydket biztosit, pél-
daul az elvalasztiashoz és a termék kinyeréséhez kevésbé bonyo-
lult 1épések sziikségesek, és az eljards egyszeriien kivitelezhet6
€s gazdasigos. |

A szelektalt mikroorganizmusok hosszt idén keresztiili ta-
rolashoz lefagyaszthatok kriokonzervilészerekkel, példaul gli-
cerinnel, peptonnal és hasonlékkal dusitott szuszpenzidkban -80
°C és -196 °C (cseppfolyés nitrogén) kozoétti hdmérsékleten,
vagy fagyasztva szaritasos kezelésnek vetheték al4.

A biokonverzié lefolyasat TLC és HPLC analizissel kovet-

hetjik nyomon a tenyészlében, az alabbij analitikai médszerek



alkalmazasaval:
TLC analizis
- szilikagél lemez (60 F250 Merck)

- eluensek:

A) 9:1 arédnyt etil-acetdt/metanol
B) 100:15:10 aranyi etil-acetat/metanol/viz

- detektalas: 10%-os kénsavval térténd reagaltatas, és mele-
gités 120 °C-on 5 percen keresztiil, majd detektalas lithatd
és UV tartomanyban.
HPLC analizis

- oszlop: Supelcosil LC18, 250 x 4,6 mm, S um

- eluens: 60:40 arany\ acetonitril/viz
- hullamhossz: 200 nm

- injektalt térfogat: 10 pl

-  atfolyasi sebesség: 1 ml/min.

A biotranszformacié végtermékei, példaul a dezgliikodez-
ramnoruszkin, a tenyészlé n-butanollal térténd extrahdalasaval,
majd klérozott olddszerekkel (példaul trikléretannal) és szilika-
gélen torténd kromatografiaval térténd tisztitissal nyerhetdk ki.
Végiil a terméket kiilonféle oldészerekbdl, példaul izopropanol-
bol, etil-acetatbol, kloroformbél, acetonbél, metanolbol kris-
talyosithatjuk. A f6 terméken kiviil C-2 helyzetben példaul 2-
-hidroxi-3-metilpentansavval észterezett dezgliikkodezramno-
ruszkinok is el8allithaték.

A szaponinokat aglikon formaban (ruszkogeninek) a fenti
fermentacios termékek savas hidrolizisével allithatjuk el6.

A taldlmanyt részletesen az alabbi példak szemléltetik.



1. példa
Lombikonként 250 ml malaita cseppfolyés tenyésztékozeget

tartalmazé 2 lombikot malita agaron nevelt Aspergillus niger
tenyészetb8l szdrmazé sporakkal inokuldlunk, a fenti tenyésze-
tet 2% ruszkoziddal adalékolt, médositott agar malata tipko-
zegen szelektaltuk. A lombikokat 48 éran keresztiil 27 °C-on
inkubaljuk orbitalis keverdgépen, 250 fordulat/perc mellett. Az
inkubdlds végén az elStenyészetet bioreaktorba vissziik at,
amely korilbeliil 7 1 steril R090 cseppfolyés tenyésztékozeget
tartalmaz, és §sszetétele az alabbi (1 liter ionmentes vizre vo-
natkoztatva): 90 g ruszkozid szaraz extraktum, 1 g karbamid,
1 g pepton, 5 g MgS0,-7H,O0, 1,5 g KCl, 1 g KH,PO,, 0,2 g
MnSO4-H,0, 0,1 g ZnS0O,4-7H,0, 1,5 ml P2000 habzasgatlé,
pH ~ 5.

A fermenticiot az oldott oxigén szizaléka (pO,) alapjin a
keverési sebesség €s a levegbaram progressziv ndvelésével ugy
hajtottuk végre, hogy 50%-nal nagyobb pO, értéket kapjunk. A
biokonverzi6 lefolyasit HPLC és TLC analizissel kovettiik
nyomon. A fermentacié 27 °C-on 5 nap inkubalas utédn befeje-
z6dott. A tenyészlé TLC és HPLC analizise azt mutatta, hogy a
ruszkozid elfogyott, mikézben f6 termékként dezgliikodez-
ramnoruszkin keletkezett, nyomokban ruszkogeninekkel.

A tenyészlevet n-butanollal kimeritéen extahaltuk. A buta-
nolos extraktumot vakuumban +60 °C-on szarazra paroltuk,
70%-0s metanolban ujra oldottuk, és triklér-etannal vissza-
extrahaltuk. A klérozott oldatot vikuumban szirazra paroltuk. A
terméket kloroform/metanol elegyben ujra oldottuk, és oszlop-

kromatografiasan (Kieselgel, Merck) tisztitottuk, eluensként 9:1
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aranyu etil-acetat/kloroform elegy alkalmazasiaval. A frakciékat
TLC vagy HPLC analizissel ellenériztik. A tisztitott termék-
frakcidkat vakuumban koncentraltuk, majd acetonban ajra ol-
dottuk, és kristalyositottuk. Metanolbél torténé ujabb krista-
lyositassal koriilbeliil 7 g terméket kaptunk, amelyet spektrosz-
ko6pias analizissel dezgliikodezramnoruszkinként azonositottunk.
A f6termék mellett C-2’ helyzetben 2-hidroxi-3-metilpentansav-
val észterezett dezgliikodezramnoruszkint is kaptunk kis
mennyiségben (koriilbeliil 80 mg).

A fentiekben ismertetett fermenticiés termékek savas hid-
rolizisével kapjuk a szaponineket aglikon forméaban (ruszkoge-
ninek).

2. példa

Az 1. példaban leirt fermentorban dolgozva lejitszatjuk az
elsé biotranszformaciés ciklust, és ezutin a tenyészlé 90%-at
extrahalva kapjuk a terméket; a fennmaradé 10% fermentacids
kézeget kériilbeliil 7 1 végtérfogatra egészitjiikk ki friss R090
kézeggel. A masodik fermentacios ciklust a fent ismertetett pa-
raméterek és analitikai kontrollok alkalmazasaval hajtjuk végre.
A fermentalas 27 °C-on kériilbeliil 5 nap elteltével teljes.

A két fermenticiés ciklusbél kapott tenyészleveket az 1.
példaban leirtak szerint kezelve extrahaljuk és nyerjiik ki a ter-
méket. Az utols6 1épés végén koriilbeliil 14 g dezgliikodezram-

noruszkint kapunk.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras dezgliikodezramnoruszkin eldéllitasara, azzal jel-
lemezve, hogy a Ruscus aculeatus szteroid glikozidokat (rusz-
koszaponineket) a fenti glikozidokat tartalmazé szubsztrat As-
pergillus niger fajba tartozé gombakkal t6rténé fermentalasival
hidrolizéljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a szubsztratként egy folyékony tenyészlevet alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
fermentalast 25 - 30 °C hémérsékleten, keverés és levegé atfu-
vatas mellett végezziik, amellyel > 50% pO, nyomast biztosi-
tunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
hémérséklet 27 °C.

5. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szteroid glikozidok kiindulasi koncentraciéja 5 - 15 vegyes%.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a koncentracié 8 - 10 vegyes%.

7. A 2-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy a tenyészlé pH-ja 4-6.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
tenyészlé pH-ja 4,5 - 5.5.

A meghatalmazott:

D
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kt
drKiss 11diko

szabadalmi ligyvivé

Aktaszamunk: 95766-4023 SI
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