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(57)  Sammendrag

Fremgangsmate for fremstilling av
desglukodesrhamnoruscin som omfatter
hydrolysen av Ruscus aculeatus steroid glyko-
sider (ruscosaponiner) gjennom fermentering av
et substrat inneholdende nevnte glykosider ved
hjelp av sopp av Aspergillus niger spesien.
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Foreliggende oppfinnelse omhandler en fremgangsmate for
fremstilling av desglukodesrhamnoruscin omfattende hydro-
lyse av rhamnose/arabinose heterosidiske bindinger av
Ruscus aculeatus stereoglykosider via fermentering av et
substrat inneholdende nevnte glykosider ved hjelp av sopp
av Aspergillus niger-arten oppnadd ved utvelgelse pa et
dyrkningsmedium hvor den konvensijonelle karbonkilde har
blitt byttet ut eller supplementert med ruscosid eller
desglukoruscosid.

Desglukorhamnoruscin og de tilsvarende frie aglykoner, rus-
cogenin og neoruscogenin, som lett kan oppnas fra desgluko-
desrhamnoruscin ved sur hydrolyse, er verdifulle farmasgy-
tiske aktive prinsipper som har anti-inflammatoriske og
konnektivbeskyttende aktiviteter.

Den kjemiske fremstilling av nevnte aktive prinsipper som
starter fra ruscosid eller desglukoruscosid er imidlertid
problematisk siden det krever drastiske betingelser, slik
som hydrolyse med sterke syrer, og komplekse driftstrinn,
som gir en svaert heterogen blanding av mellomprodukter og
produkter.

Det ville derfor vare svart wnskelig & tilveiebringe en
fremgangsmate for fremstilling av desglukodesrhamnoruscin
som overkommer ulempene nevnt over forbundet med de kjente
kjemiske prosesser.

Det er tidligere kjent fra GB-A-1380253 en fremgangsmate
for fremstilling av desglukodesrhamnoruscin ved hydrolyse
av Ruscus aculeatus steroidglykosider ved enzymatisk
spalting med takadiastase eller cellulase og det er fra en
artikkel av Perepelitsa, E.D. et al., i Prikladnaya
biokhimiya i mikrobilogiys, vol. 11, nr.6,s. 901-905, kjent
a anvende enzymatisk ekstrakt fra Aspergillus niger for &

hydrolysere steroidsaponiner fra Tribulus terrestris.
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Foreliggende oppfinnelse tilfredsstiller slike behov, ved &
tilveiebringe en fremgangsmate for fremstilling av desglu-
kodesrhamnoruscin som omfatter hydrolyse av Ruscus aculea-
tus steroidglykosider (ruscosaponiner) gjennom fermentering
av et substrat inneholdende nevnte glykosider ved hjelp av

sopp av Aspergillus nigerarten som angitt ovenfor.

En dyrkningsnaringsbuljong blir typisk anvendt som et kom-
pleks nzringsmiddelsubstrat, hvor den konvensjonelle kar-
bonkilde har blitt byttet ut eller supplementert med
ruscosid eller desglukoruscosid.

Fermentering blir generelt utfert ved en temperatur pa 25-
30°C, foretrukket 27°C, under rering og lufting for & oppnad
et pO,; heyere enn eller 1lik 50%.

Konsentrasjonen av de startende stereoidglykosidene spenner
vanligvis fra 5 til 15% w/v, foretrukket fra 8 til 10% w/v
og pH til dyrkningsnaringsbuljongen spenner fra 4 til 6,
foretrukket 4,5-5,5.

Den bioteknologiske prosessen ifglge foreliggende oppfin-
nelse tillater & utfegre hele reaksjonssekvensen i ett en-
kelt fermenteringstrinn idet mikroorganismen, valgt med
passende mikrobiologiske teknikker, er i stand til & ut-
trykke de ngdvendige enzymatiske aktiviteter for operasjon
av alle de transformasjonssekvensielle reaksjoner fra ut-
gangskompleks heteroglykosidet til monoglykosidet eller det
ferdige aglykon. Nevnte hydrolasetransformasjoner omfatter
faktisk en sekvens av P-glukosidase-, o-rhamnosidasereak-
sjoner pa mellomproduktene som blir suksessivt frigitt i
lgpet av prosessen. En ytterligere oa-arabinosidasereaksjon

muliggjer oppnaelse av det frie aglykon (ruscogenin).

Nevnte tilnarmelse er ganske ny, idet ingen anvendbare
ecksempler pa nevnte fremgangsmate for fremstillingen av

nevnte produkter kan finnes i litteraturen.
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Mikroorganismene som er passende for & utfgre de involverte
transformasjoner blir oppnadd ved valg av syntetiske eller
semi-syntetiske medier tilsatt de samme substratene som
skal transformeres, i tillegg til eller i stedet for de
konvensjonelle karbonkilder (glukose, sakkarose, og lignen-
de). De involverte substrater (ruscosid, desglukoruscosid)
kan i dette tilfellet tilsettes i like hgye konsentrasjo-
ner, f.eks. 90-100 g/l. De agariserte isoleringsmediene om-—
fatter de vanlige formuleringer for mikrobiologi, slik som
Malt-agar og Czapek-agar, eller lignende formuleringer,
hvori nitrogenkilden er representert ved peptoner, urea,
ammoniumnitrat og lignende, mens den konvensjonelle kar-
bonkilden (glukose, sakkarose) har blitt substituert eller
supplementert av ruscosid eller desglukoruscosid. Nevnte
medier kan videre tilsettes med mineralsalter av kalium,
magnesium, mangan, sink, etc., slik som fosfater, sulfater
og/eller klorider. pH til isoleringsmediene kan spenne fra
4 til 6, foretrukket fra 4,5 til 5,5.

Mikroorganismene som er passende for de krevde biotrans-
formasjoner blir gjenvunnet ved skalar fortynning og “pla-
ting” av vandige suspensjoner av pregver av Jjord, humus,

vegetabilske ekstrakter og andre lignende organiske kilder.

De mikrobielle kulturene valgt som beskrevet over, blir
isclert 1 mikrobiologiske testrgr inneholdende de samme
dyrkningsmediene og anvendt for biotransformasjonen av rus-
cosid og desglukoruscosid, tilsatt i hgye konsentrasjoner
(til 100 g/1) til flytende kulturmedier inneholdende de
samme nitrogenkilder som anvendt i isolasjonsmediene, slik
som urea eller pepton, med tilsetning av fosfater og andre
mineralsalter, som beskrevet over, ved pH som spenner fra 4
til 6, foretrukket 4,5-5,5.

Ved & fglge fremgangsmatene beskrevet har det blitt funnet
at valgte kulturer av Aspergillus niger er i stand til &
omforme ruscosid og desglukoruscosid til desglukodesrhamno-

ruscin, et direkte forstadium til ruscogeniner, ved en se-
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kvens av enzymatisk P-glukosidase- og a-rhamnosidasereak-

sjoner.

En etterfglgende a-arabinosidasereaksjon tilveiebringer

saponinet i aglykonformen (ruscogenin-neoruscogenin).

Den valgte kulturen er i stand til & utfgre nevnte trans-
formasjoner, og den vokser i kontrollerte (termostatiske)
betingelser, ved optimale temperaturer som spenner fra 25°C
til 30°C, under rgring pa en roterende rister (200-300
rpm) . Nevnte fermentering kan ogsa utfgres i en passende
bioreaktor, ved forskjellige skalanivaer, for industriell

produksjon av de gnskede saponinderivater.

Mikroorganismene anvendt for nevnte biotransformasjon er i
stand til & stabilt opprettholde den katalytiske aktivitet,
til og med for repeterte fermenteringssykler, i porsjons-

vise eller kontinuerlige prosesser.

Foreliggende fremgangsmate tilveiebringer viktige fordeler,
slik som at trinnene for separasjon og gjenvinning av pro-
duktet er mindre komplekse, og ogsa er lette & utfore sa
vel som kostnadsbesparende.

De valgte mikroorganismer kan fryses for langtidslagring, 1
suspensjoner anriket med kryokonserveringsmidler, slik som
glyserol, pepton og lignende, ved temperaturer som spenner
fra -80°C til -196°C (i flytende nitrogen), eller utsatt
for frysetgrkende behandlinger.

Forlgpet av bioomformingen kan overvakes av TLC- og HPLC-
analyse pa dyrkningsneringsbuljongen, ved anvendelse av de

folgende analytiske metoder:

TLC-Analyse

- Silikagelplater 60 F250 Merck
- Eluenter:
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A) Etylacetat - Metanol 9:1

B) Etylacetat - Metanol - Vann 100:15:10

- Deteksjon: Reaksjon med 10% svovelsyre og oppvarming
til 120°C i 5 minutter, deretter synlig og UV-deteksjon.

HPLC-Analyse

- Kolonne: Supelcosil LC18, 250 x 4,6, 5 um
- Eluent: acetonitril - wvann 60:40

- Beglgelengde: 200 nm

- Injeksjonsvolum: 10pl

- Stregmning: 1 ml/min

De ferdige biotransformasjonsproduktene, slik som desgluko-
desrhamnoruscin, kan gjenvinnes ved ekstraksjon av dyrk-
ningsna&ringsbuljongen med n-butanocl, deretter rensetrinn
med klorerte lgsningsmidler (slik som trikloretan) og sili-
kagelkromatografi. Til slutt kan produktet krystalliseres
fra forskjellige lgsningsmidler, slik som isopropanol,
etylacetat, kloroform, aceton, metanol. I tillegg til
hovedproduktet kan desglukodesrhamnorusciner forestret ved
C-2', for eksempel med 2-hydroksy-3-metylpentansyre, opp-
nas.

Saponinene i aglykonformen (ruscogeniner) blir oppnadd ved
sur hydrolyse av fermenteringsproduktene beskrevet over.

De fglgende eksempler fremlegger oppfinnelsen i stgrre
detalj.

Eksempel 1

2 flasker av dyrkningsmedium (malt neringsbuljong, 250 ml
per flaske) blir inokulert med sporer fra en kultur av
Aspergillus niger pad Malt-agar, oppnadd ved valg pa modifi-
sert agar maltmedium (tilsatt 2% ruscosid). Flaskene blir
inkubert i 48 timer ved +27°C pad en orbitalrgrer ved 250
rpm. Etter inkubering blir prekulturen overfgrt til bio-
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reaktoren, inneholdende omkring 7 1 steril produksjonsner-
ingsbuljong RO90, som har den fslgende sammensetning (ver-
dier referert til én liter avionisert wvann): Ruscosid terr
ekstrakt (g 90), urea (g 1), pepton (g 1), MgSO, 7H,O0 (g 5),
KCl (g 1,5), KH,PO, (g 1), MnSO4s'H,O (g 0,2), ZnS0O4 7H.0 (g
0,1) antiskum P2000 (ml 1,5) ved omkring pH 5.

Fermenteringen blir utfeort pd basis av opplegst oksygen pro-
sentandel (p0:) ved & progressivt gke r@grehastigheten og
luftstrogmmen for & oppna en pO;-verdi som er hgyere enn
50%. Fremdriften av bioomformingen blir overvaket ved HPLC-
og TLC-analyse. Etter 5 dagers inkubasjon ved +27°C er fer-
menteringen over. TLC- og HPLC-analyse av naringsbuljongen
viser at ruscosid har forsvunnet mens desglukodesrhamnorus-

cin er tilstede som hovedprodukt, med spor av ruscogenin.

Dyrkningsnaringsbuljongen blir grundig ekstrahert med n-
butanol. Butanolekstrakten blir konsentrert til tgrrhet
under vakuum ved +60°C, opplest pa nytt i 70% metanol og
tilbakeekstrahert med trikloretan. Den klorerte opplgsning-
en blir konsentrert til et faststoff under vakuum. Etter
opplesning pa nytt 1 en kloroform-metanol-blanding, blir
produktet renset med kolonnekromatografi (Kieselgel,
Merck), med etylacetat-kloroform 9:1 som eluent. Fraksjon-
ene blir undersgkt ved TLC- eller HPLC-analyse. Den rensede
produktfraksjonen blir konsentrert under vakuum, deretter
opplest pa nytt i aceton og krystallisert. En ytterligere
krystallisasjon fra metanol gir omkring 7 g produkt identi-
fisert ved spektroskopisk analyse som desglukodesrhamnorus-
¢in, I tillegg til hovedproduktet blir et desglukodesrham-
noruscin forestret ved C-2’ med 2-hydroksy-3-metylpentan-

syre oppnadd i mindre mengde (omkring 800 mg).

Sur hydrolyse av fermenteringsproduktene beskrevet over gir

saponinene i aglykonformen (ruscogeniner).
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Eksempel 2

Ved drift i en fermenter som beskrevet i Eksempel 1, blir
en forste biotransformasjonssyklus utfert. Etter det blir
90% av dyrkningsnaringsbuljongen tatt for & ekstraheres for
4 oppnéd produktet; den gjenverende 10% fermenteringsnar-
ingsbuljong blir tilsatt til fermenteren med fersk RO90-me-
dium til et sluttvolum pa omkring 71. Denne andre fermen-
teringssyklusen blir utfgrt med de samme parametrene og
analytiske kontroller som beskrevet over. Etter omkring 5
dagers inkubasjon ved +27°C er fermenteringen fullfert.

Dyrkningsnaeringsbuljongene fra de to fermenteringssyklene
blir behandlet som beskrevet i eksempel 1 for ekstraksjon
og gjenvinning av produktet. Ved slutten av det siste

trinnet blir omkring 14 g desglukodesrhamnoruscin oppnadd.



10

15

20

25

30

Patentkravw

1. Fremgangsmdte for fremstilling av desglukodesrhamno-
ruscin,

karakterisert ved at den omfatter
hydrolyse av rhamnose/arabinose heterosidiske bindinger av
Ruscus aculeatus steroidglykosider via fermentering av et
substrat inneholdende nevnte glykosider wved hjelp av sopp
av Aspergillus niger-arten oppnadd ved utvelgelse pa et
dyrkningsmedium hvor den konvensjonelle karbonkilde har
blitt byttet ut eller supplementert med ruscosid eller
desglukoruscosid.

2. Fremgangsmdte ifelge krav 1,
karakterisert v ed at nevnte substrat er

en neringsmiddelbuljong.

3. Fremgangsmdte ifeslge krav 2,
karakterisert ved at nevnte fermentering
utfegres ved en temperatur pa 25-30°C, under rgring og luft-

bobling for & nad et pO, hgyere enn eller lik 50%.

4, Fremgangsmate ifglge krav 3,
karakterisert v ed at temperaturen er
27°C.

5. Fremgangsmate ifglge krav 3,
karakterisert ved at utgangskonsentra-
sjonen av nevnte steroidglykosider spenner fra 5 til 15%

w/v,

6. Fremgangsmate ifglge krav 5,
karakterisert ved at nevnte konsentrasjon

spenner fra 8 til 10% w/v.

7. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 2-6,
karakterisert ved at pH til
dyrkningsnaringsbuljongen spenner fra 4 til 6.



8. Fremgangsmate ifglge krav 7,
karakterisert ved at pH til dyrkningsnae-
ringsbuljongen spenner fra 4,5 til 5,5.
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