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ôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç ñòåðîèäíûõ ãëèêîçèäîâ
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íåî÷èùåííûõ ãèäðîëàç èç Aspergillus niger. Ñïîñîá
ïîçâîë åò ïîëó÷èòü äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèí ñ
âûñîêîé ñòåïåíüþ ýôôåêòèâíîñòè. 5 ç.ï. ô-ëû.

Ñòðàíèöà: 1

RU

R
U

2
2
4
9
0
4
2

C
2

2
C

2
4

0
9

4
2

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/ru?ty=29&docid=2249042


RUSSIAN FEDERATION

FEDERAL SERVICE
FOR INTELLECTUAL PROPERTY,

PATENTS AND TRADEMARKS

(51) Int. Cl.7

C 12 P 33/00, 19/44//(C 12 P
33/00, C 12 R 1:685)

(19) RU (11) 2 249 042(13) C2

(12) ABSTRACT OF INVENTION

(21), (22) Application: 2001132330/13, 29.05.2000

(24) Effective date for property rights: 29.05.2000

(30) Priority: 01.06.1999 IT MI99A001222

(43) Application published: 10.10.2003

(45) Date of publication: 27.03.2005 Bull. 9

(85) Commencement of national phase: 29.11.2001

(86) PCT application:
EP 00/04873 (29.05.2000)

(87) PCT publication:
WO 00/73483 (07.12.2000)

Mail address:
129010, Moskva, ul. B.Spasskaja, 25, str.3, OOO
"Juridicheskaja firma Gorodisskij i Partnery",
pat.pov. E.E.Nazinoj

(72) Inventor(s):     
PONDZONE Chezare (IT),
DE ROZA Mario (IT),
MORANA Alessandra (IT),
DI LATsTsARO Antonella (IT)

(73) Proprietor(s):  
INDENA S.P.A. (IT)

(54) METHOD FOR PREPARING DERIVATIVES OF STEROID GLYCOSIDES FROM RUSCUS
ACULEATUS BY METHOD OF ENZYMATIC HYDROLYSIS
(57) Abstract: 

FIELD: biotechnology, biochemistry, natural
compounds.

SUBSTANCE: invention relates to a method for
preparing derivatives of steroid glycosides from the
plant Ruscus aculeatus (ruscosaponins). Method for
preparing desglucodesrhamnoruscin involves

enzymatic hydrolysis of steroid glycosides from
Ruscus aculeatus (ruscosaponins) with crude
hydrolases from Aspergillus niger. Method provides
preparing desglucodesrhamnoruscin with the high
degree of effectiveness.

EFFECT: improved preparing method.
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  ïðîèçâîäíûõ ñòåðîèäíûõ
ãëèêîçèäîâ Ruscus aculeatus (ðóñêîñàïîíèíîâ).

Áîëåå êîíêðåòíî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè 
äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèíà íåïîëíûì ôåðìåíòàòèâíûì ãèäðîëèçîì ðóñöèíà,
äåñãëþêîðóñöèíà èëè ðóñêîçèäà.

Èçâåñòåí ñïîñîá ïîëó÷åíè  äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèíà èç ñàïîíèíîâ Ruscus aculeatus
ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà òàêàäèàñòàçîé (DE 2202393 A). Òàêàäèàñòàçó ïîëó÷àþò
ãèäðîëèçîì èç Aspergillus oryzae, ïðè÷åì â äàííîì èñòî÷íèêå íå óïîìèíàåòñ  ôåðìåíò
öåëëþëàçà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì ôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç ïðîâîä ò ñ
ïîìîùüþ íåî÷èùåííûõ ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ãèäðîëàç, ýêñòðàãèðîâàííûõ èç
Aspergillus niger. Óêàçàííûå ïðåïàðàòû ïðåäñòàâë þò ñîáîé êîììåð÷åñêè äîñòóïíûå
ìàòåðèàëû, êîòîðûå ïðèìåí þòñ  â âèíîäåëèè è ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè. Îñîáåííî
ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü ïðåïàðàò êîììåð÷åñêè äîñòóïíûé îò Gist Brocades ïîä
òîðãîâîé ìàðêîé Cytolase PCL5.

Óêàçàííûå ôåðìåíòàòèâíûå ïðåïàðàòû îäíîâðåìåííî
îáëàäàþò β-ãëþêîïèðàíîçèäàçíîé è α-ðàìíîïèðàíîçèäàçíîé àêòèâíîñò ìè è âñëåäñòâèå
ýòîãî îáåñïå÷èâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîå óäàëåíèå β-ãëþêîçèäíîãî è α-ðàìíîçèäíîãî
îñòàòêîâ ñ ïîëó÷åíèåì æåëàåìîãî ïðîäóêòà.

Ôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç ïðîâîä ò â âîäíîì ðàñòâîðå, çàáóôåðåííîì äî ðÍ 5, èëè â
âîäå, ñîäåðæàùåé äî 30 îá.% ýòàíîëà. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íà ïðàêòèêå ïðèñóòñòâèå
ýòàíîëà íå îêàçûâàåò íåæåëàòåëüíîãî âëè íè  íà ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü: â
ïðèñóòñòâèè ýòàíîëà íàáëþäàåòñ  óâåëè÷åíèå β-ãëþêîïèðàíîçèäàçíîé àêòèâíîñòè, è
õîò  α-ðàìíîïèðàíîçèäàçíà  àêòèâíîñòü íåñêîëüêî óìåíüøàåòñ , òàêîå ïàäåíèå
àêòèâíîñòè íèêîèì îáðàçîì íå âëè åò íà ðåàêöèþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Äë  ïîëíîãî
ðàñòâîðåíè  äåñãëþêîðóñöèíà íåîáõîäèìî ïðèñóòñòâèå îêîëî 30% îá./îá. ýòàíîëà, òîãäà
êàê äë  ðóñêîçèäà òðåáóþòñ  áîëåå íèçêèå êîëè÷åñòâà, ïîð äêà 17% îá./îá. Â ñâ çè ñ ýòèì
ïðèìåíåíèå ïîñëåäíåãî èç óêàçàííûõ âåùåñòâ â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïîñêîëüêó îíî íå òðåáóåò ñïåöèàëüíûõ ïðåäâàðèòåëüíûõ îáðàáîòîê, à
òàêæå â ñâ çè ñ òåì, ÷òî ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå ñâîéñòâà ýòîãî âåùåñòâà îáåñïå÷èâàþò
ðàñòâîðåíèå äåñãëþêîðóñöèíà, îáðàçóþùåãîñ  íà ïåðâîé ñòàäèè ôåðìåíòàòèâíîãî
ãèäðîëèçà, ïðè÷åì ïîñëåäóþùà  òðàíñôîðìàöè  â α-ðàìíîïèðàíîçèäàçó îñóùåñòâë åòñ 
áîëåå ýôôåêòèâíî.

Êîíöåíòðàöè  ðóñêîñàïîíèíà ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå â èíòåðâàëå 5-40% ìàñ./îá., ïðè÷åì
ðåàêöèþ ãèäðîëèçà ïðîâîä ò ïðè òåìïåðàòóðàõ â èíòåðâàëå 20-50°Ñ â òå÷åíèå âðåìåíè îò
3 äî 7 äíåé.

Ïî îêîí÷àíèè ïðîöåññà áèîïðåâðàùåíè  êîíå÷íûé ïðîäóêò - äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèí,
íå ðàñòâîðèìûé â ðåàêöèîííîé ñèñòåìå, ìîæåò áûòü ëåãêî âûäåëåí öåíòðèôóãèðîâàíèåì è
ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé ìåòàíîëîì. Êðîìå ýòîãî, áëàãîäàð  ñòàáèëüíîñòè èñïîëüçóåìîãî
ôåðìåíòà ñïîñîá ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  íåïðåðûâíî, ñ óäàëåíèåì
â îïðåäåëåííîå âðåì  ãèäðîëèçîâàííîãî ïðîäóêòà è íåïðåðûâíûì äîáàâëåíèåì ñâåæåãî
ñóáñòðàòà. Äë  ýòîé öåëè ñ òåì, ÷òîáû èñêëþ÷àòü íàêîïëåíèå èíãèáèòîðîâ è
äåíàòóðèðîâàííûõ ìîëåêóë, ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü áèîðåàêòîð, ñíàáæåííûé
óëüòðàôèëüòðàöèîííîé ìåìáðàíîé.

Ñëåäóþùèé íèæå ïðèìåð áîëåå ïîäðîáíî èëëþñòðèðóåò íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå.
Ïðèìåð
Ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò Cytolase PCL5 (Gist Brocades) ïåðåä ïðèìåíåíèåì ïîäâåðãàëè

äèàôèëüòðàöèè ïðîòèâ 0,1Ì öèòðàò-ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 5 â àïïàðàòå Amicon,
ñíàáæåííîì ìåìáðàíîé ÕÌ (îòñå÷åíèå 50 êÄà) ñ öåëüþ óäàëåíè  äåíàòóðèðóþùèõ àãåíòîâ
è èíãèáèòîðîâ.

Ñìåñü äë  èíêóáàöèè ãîòîâèëè äîáàâëåíèåì â óêàçàííîì ïîð äêå ñëåäóþùèõ
ìàòåðèàëîâ: ñóáñòðàòà (äåñãëþêîðóñöèí èëè ðóñêîçèä), 0,1Ì öèòðàò-ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ
ðÍ 5, Cytolase PCL5 è ïðè ìåäëåííîì ïåðåìåøèâàíèè ýòàíîëà. Êîíöåíòðàöè  ñóáñòðàòà
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ìîæåò èçìåí òüñ  â èíòåðâàëå 5-40% (ìàñ./îá.), à êîíöåíòðàöè  ýòàíîëà â èíòåðâàëå
0-30% (îá./ìàñ.). Õîä ðåàêöèè êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì ÒÑÕ íà ñèëèêàãåëåâûõ ïëàñòèíàõ
(60 F250 Merck), èñïîëüçó  ñìåñü ýòèëàöåòàò/ìåòàíîë/âîäà â ñîîòíîøåíèè 100:15:10, â
êà÷åñòâå ýëþåíòà. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòàòèâíîãî ïðåïàðàòà ñîñòàâë ëà 38
åäèíèö β-ãëþêîïèðàíîçèäàçû è 2,3 åäèíèöû α-ðàìíîïèðàíîçèäàçû â ðàñ÷åòå íà ìë
èíêóáàöèîííîé ñìåñè.

Áèîïðåâðàùåíèå ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå 25°Ñ. Òðàíñôîðìàöè  â
äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèí çàâåðøàëàñü çà 72 ÷àñà ïðè èñïîëüçîâàíèè äåñãëþêîðóñöèíà â
êà÷åñòâå èñõîäíîãî âåùåñòâà è çà 96 ÷àñîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðóñêîçèäà â êà÷åñòâå
èñõîäíîãî ìàòåðèàëà.

Ïîñëå ýòîãî èíêóáàöèîííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ñ íàãðóçêîé â 12100 ã â òå÷åíèå 30
ìèíóò ïðè 4°Ñ. Îñàäîê ïðîìûâàëè ìåòàíîëîì è ñíîâà öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè óêàçàííûõ
âûøå óñëîâè õ. Óêàçàííóþ ñòàäèþ ïîâòîð ëè ï òü ðàç è ñóïåðíàòàíòû ñëèâàëè. Çàòåì
ìåòàíîëüíûé ðàñòâîð âûïàðèâàëè â âàêóóìå è ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ïðîäóêò ðàñòèðàëè
â ïîðîøîê ñ ïîëó÷åíèåì òîíêîèçìåëü÷åííîãî òåìíî-æåëòîãî ïîðîøêà, ñîäåðæàùåãî 20%
äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèíà (àíàëèç ìåòîäîì ÂÝÆÕ).

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  äåñãëþêîäåñðàìíîðóñöèíà, âêëþ÷àþùèé ôåðìåíòàòèâíûé

ãèäðîëèç ñòåðîèäíûõ ãëèêîçèäîâ Ruscus aculeatus (ðóñêîñàïîíèíîâ) ñ ïîìîùüþ
íåî÷èùåííûõ ãèäðîëàç èç Aspergillus niger.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì íåî÷èùåííà  ãèäðîëàçà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðåïàðàò
Cytolase PCL5.

3. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïðåäûäóùèõ ïóíêòîâ, â êîòîðîì ãèäðîëèç îñóùåñòâë þò â
âîäíîì ðàñòâîðå ñ ðÍ 5, èëè â âîäíî-ýòàíîëüíîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé äî 30 îá.% ýòàíîëà.

4. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïðåäûäóùèõ ïóíêòîâ, â êîòîðîì êîíöåíòðàöè  ðóñêîñàïîíèíà
ñîñòàâë åò 5-40% ìàñ./îá.

5. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïðåäûäóùèõ ïóíêòîâ, â êîòîðîì ãèäðîëèç ïðîâîä ò ïðè
òåìïåðàòóðàõ â èíòåðâàëå 20-40°Ñ â òå÷åíèå âðåìåíè îò 3 äî 7 äíåé.

6. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïðåäûäóùèõ ïóíêòîâ, â êîòîðîì êîíå÷íûé ïðîäóêò âûäåë þò
öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ïðîìûâêîé ìåòàíîëîì.
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