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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania rutamaryny z ziela ruty zwyczajnej (Ruta
graveolens L.).

Ruta zwyczajna rodzina Rutowate (Ruta graveolens L., Rutaceae) jest rosling wieloletnig wy-
stepujgca naturalnie we wschodniej i potudniowo-wschodniej czeSci Europy, czesto uprawiana jako
ro$lina ozdobna. W Polsce jest rosling uprawiang w celach dekoracyjnych. Ziele ruty zwyczajnej ma
dtugg tradycje stosowana w medycynie ludowej jako $rodek rozkurczajacy w obrebie drog zétciowych,
pobudzajacy trawienie i uspokajajgcy. W dermatologii uzywana jest w leczeniu tuszczycy i bielactwa.
W zielu przewazajg trzy frakcje metabolitéw wtérnych — flawonoidowa, alkaloidowa i kumarynowa. We
frakcji kumarynowej wystepuje rutamaryna, ktérej dziatanie przeciwcukrzycowe, przeciwwirusowe
i cytotoksyczne (na liniach komérkowych raka ptuc, jelita grubego i biataczek) jest opisane w wielu
artykutach naukowych (ZHANG, Y., ZHANG, H., YAO, X.,G., (+)-Rutamarin as a dual inducer of both
GLUT4 translocation and expression efficiently ameliorates glucose homeostasis in insulin-resistant
mice. PLoS One, 2012, 7.2: e31811; WU, T., WANG, Y., YUAN, Y. Antiviral activity of topoisomerase ||
catalytic inhibitors against Epstein-Barr virus. Antiviral Research, 2014, 107: 95-101; XU, B., WANG L.,
GONZALEZ-MOLLEDA, L. Antiviral activity of (+)-rutamarin against Kaposi's sarcoma-associated
herpesvirus by inhibition of the catalytic activity of human topoisomerase |l. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 2014, 58.1: 563-573; YUAN, Y., XU, J., INVENTORS. Compositions and methods for
treating herpesvirus infection. PCTint. Appl. WO, 2015, 2015081199:A1; RICHARDSON, J. S. M.,
SETHI G., LEE, G. S. Chalepin: isolated from Ruta angustifolia L. Pers induces mitochondrial mediated
apoptosis in lung carcinoma cells. BMC Complementary and Alternative Medicine, 2016,16.1:389;
SUHAIMI, S. A., HONG, S. L., MALEK, S. N. A. Rutamarin, an active constituent from Ruta angustifolia
Pers., induced apoptotic cell death in the HT29 colon adenocarcinoma cell line. Pharmacognosy
magazine, 2017, 13.Suppl 2: S179; NAKANO, D., ISHITSUKA K., MATSUDA N. Screening of promising
chemotherapeutic candidates from plants against human adult T-cell leukemia/lymphoma (V): coumarins
and alkaloids from Boenninghausenia japonica and Ruta graveolens. Journal of Natural Medicines,
2017,71.1:170-180; WU, T. S,, SHI, L. S., WANG J. J. Cytotoxic and antiplatelet aggregation principles
of Ruta graveolens. Journal of the Chinese Chemical Society, 2003, 50.1: 171-178).

Dotychczas rutamaryna izolowana byta w wieloetapowych procesach ekstrakg;ji i izolacji z wyko-
rzystaniem tradycyjnej techniki chromatografii kolumnowej, gdzie kolumna wypetniona byta zelem
krzemionkowym, badz z wykorzystaniem preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC. Opisano 7 roznych metod otrzymywania rutamaryny w tym 4 z ziela ruty zwyczajnej. WW metodzie
opisanej przez Yang i wsp. rutamaryna zostata otrzymana z gatunku Boenninghausenia sessilicarpa.
Wysuszone nadziemne czesSci zostaly poddane 2-godzinnej ekstrakcji 95% alkoholem etylowym
w kolbie okrggtodennej pod chtodnicg zwrotng. Otrzymany ekstrakt poddano wieloetapowemu oczysz-
czaniu na kolumnie chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym z uzyciem uktadéw eter
naftowy/aceton (95:5) otrzymujgc frakcje pierwsza, F1 oczyszczang nastepnie przy uzyciu mieszaniny
rozpuszczalnikbédw sktadajgcych sie z eteru naftowego i acetonu w stosunku (9:1, 3:2, 1:5). Frakcja
druga F1.2 z otrzymanej izolacji zostata poddana dalszemu oczyszczaniu z zastosowaniem mieszani-
ny eteru naftowego i octanu etylu w stosunku (4:1, 1:1, 1:9). Otrzymana po tym etapie frakcja druga
F1.2.2 zostata znéw poddana oczyszczaniu z wykorzystaniem ukfadu eter naftowy/aceton (5:1), co
w efekcie dato 1.5 g rutamaryny z 8.4 kg materiatu roélinnego (YANG, Q.Y., TIAN, X.Y., FANG, W.S.
Bioactive coumarins from Boenninghausenia sessilicarpa. Journal of Asian Natural Products Rese-
arch, 2007, 9.1: 59-65). Kolejna metoda prezentowana przez Suhaimi i wsp. jako zrédto rutamaryny
wykorzystuje ekstrakt otrzymany z catej roSliny Ruta angustifolia. Ekstrakcje przeprowadzono
przez maceracje 90% metanolem przez 72 godziny, a otrzymany ekstrakt poddano wytrzgsaniu
z n-heksanem — otrzymana zostata frakcja nierozpuszczalna w n-heksanie ktdérg poddano wytrzgsaniu
w uktadzie 1:1 chloroform/woda. Otrzymana frakcja chloroformowa poddano oczyszczaniu z wykorzy-
staniem pétpreparatywnej HPLC (Agilent XDB-C18 column (9.4 x 250 mm, 5 um); 4.18 ml/min; 0.1 mL
nastrzyk). Rutamaryne wyizolowano po 32.5 minuty. Ze 108,66 g materiatu ro$linnego otrzymano
9,1 mg rutamaryny. (SUHAIMI, S. A., HONG, S. L., MALEK, S. N. A. Rutamarin, an active constituent
from Ruta angustifolia Pers., induced apoptotic cell death in the HT29 colon adenocarcinoma cell line.
Pharmacognosy magazine, 2017, 13.Suppl 2: S179).

Kolejng metode opisat Richardson i wsp. Wykorzystat on jako materiat ro$linny liscie gatunku
Ruta angustifolia. Ekstrakcja byta prowadzona podobnie jak w przyktadzie powyzej do momentu
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otrzymania frakcji rozpuszczalnej w chloroformie. Autor dodatkowo zastosowat oczyszczanie ekstraktu
z chlorofilu przy pomocy wegla aktywnego. Podobnie jak powyzej rutamaryne otrzymano w 32.5 minu-
cie po zastosowaniu pot-preparatywnej HPLC (Agilent XDB-C18 column (9.4 x 250 mm, 5 um);
4.18 mL/min; 0.1 mL injection), lecz wydajno$¢ jest nieznana. (RICHARDSON, J. S. M,, SETHI G.,
LEE, G. S. Chalepin: isolated from Ruta angustifolia L. Pers induces mitochondrial mediated apoptosis
in lung carcinoma cells. BMC complementary and alternative medicine, 2016, 16.1: 389).

Kolejne przyktady opisujg izolacje z wykorzystaniem gatunku Ruta graveolens L. Rollinger
i wsp. w 2009 r. otrzymali dichloromatanowo-metanolowy ekstrakt przez odttuszczenie wysuszonych
nadziemnych czesci rosliny eterem naftowym i dwuetapowg maceracje kolejno dichlorometanem
i metanolem (dwukrotnie kazdego dnia, przez 3 dni). Ekstrakt zostat poddany oczyszczaniu na kolum-
nie wypetnionej zelem krzemionkowym z uzyciem metanolu, w wyniku czego otrzymano 13 frakcji.
Frakcja 10 zawierajgca rutamaryne zostata dodatkowo oczyszczona na kolumnie z Sephadexem
w uktadzie chloroform/aceton (85:15). Wydajno$¢ catosci procesu wynosita 0,044%. (ROLLINGER,
J.M., SCHUSTER D., DANZL B. In silico target fishing for rationalized ligand discovery exemplified on
constituents of Ruta graveolens. Planta medica, 2009, 75.3: 195).

W 2003 roku Wu i wsp. n-heksanowy ekstrakt otrzymany przez wstepng ekstrakcje ziela ru-
ty z metanolem, a nastepnie wytrzgsanie z n-heksanem, poddali oczyszczaniu na kolumnie chro-
matograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym. Woykorzystano uktady rozpuszczalnikéw
n-heksan/aceton, eter diizopropylowy/n-heksan (1:20), eter diizopropylowy/benzen (1:20). Wydajnos¢
procesu wynosita 0.0003%. (WU, T. S., SHI, L. S., WANG J. J. Cytotoxic and antiplatelet aggregation
principles of Ruta graveolens. Journal of the Chinese Chemical Society, 2003, 50.1: 171-178).

W 2015 roku Mancuso i wsp. poddali ekstrakcji liscie, todygi i owoce ruty zwyczajnej poprzez
48 godzinng maceracje w metanolu w temperaturze pokojowej. Ekstrakt zostat oczyszczony na
kolumnie chromatograficznej z zelem krzemionkowym z wykorzystaniem ukfadéw rozpuszczalni-
kéw n-heksan/octan etylu w gradiencie od 7:3 do 0:1. Wydajno$¢ procesu byta najwyzsza dla owo-
céw i wynosita 0.0044%. (MANCUSO, G., BORGONOVO, G., SCAGLIONI L. Phytochemicals from
Ruta graveolens activate TAS2R bitter taste receptors and TRP channels involved in gustation and
nociception. Molecules, 2015, 20.10: 18907-18922.) Najbardziej efektywng dotychczas metode
otrzymywania rutamaryny opisat w 2017 roku Nakano i wsp. Korzenie ruty zwyczajnej zostaty podda-
ne ekstrakcji metanolem pod chtodnicg zwrotng, nastepnie metanolowy ekstrakt wytrzgsano z octa-
nem etylu i frakcje octanowg oczyszczano na kolumnie chromatograficznej podobnie jak w po-
przednich przypadkach. Zastosowano ukfad rozpuszczalnikéw heksan/octan etylu (13:2) i hek-
san/aceton (6:1). Wydajno$¢ procesu wynosita 0.045%. (NAKANO, D., ISHITSUKA K., MATSUDA
N. Screening of promising chemotherapeutic candidates from plants against human adult T-cell
leukemia/lymphoma (V): coumarins and alkaloids from Boenninghausenia japonica and Ruta graveolens.
Journal of Natural MMedicines, 2017, 71.1: 170-180; WU, T. S., SHI, L. S., WANG J. J. Cytotoxic and
antiplatelet aggregation principles of Ruta graveolens. Journal of the Chinese Chemical Society, 2003,
50.1: 171-178).

Metody te byly ucigzliwe i diugotrwate. Wieloetapowo$¢é opisanych procesdéw zwickszata
prawdopodobiefnstwo pomytki i zwiekszata straty izolowanej substancji. We wszystkich opisanych
metodach zostata wykorzystana chromatografia statego ztoza, co zwieksza prawdopodobiernstwo
nieodwracalnej adsorpcji substancji na kolumnie chromatograficznej. W konsekwencji wydajnosc¢
otrzymywanej substancji byta na niskim poziomie, wiec metody nie nadawaty sie do preparatyki
wiekszej ilosci zwigzku.

Przedmiotem wynalazku jest proces izolacji rutamaryny przy zastosowaniu techniki wysoko-
sprawnej chromatografii przeciwprgdowej (high performance counter-current chromatography-
-HPCCC). Okazato sie, ze zastosowanie techniki chromatografii przeciwpradowej do izolacji rutama-
ryny z metanolowego ekstraktu otrzymanego z ziela ruty zwyczajnej daje dwukrotnie wyzsza niz do-
tychczas opisywana wydajno$¢ procesu oraz pozwala uzyskaé rutamaryne o wysokiej czystosci.

Sposoéb izolacji rutamaryny wedtug wynalazku polega na trzech etapach. W pierwszym wy-
suszone, rozdrobnione ziele ruty zwyczajnej zebrane w trakcie kwitnienia poddaje sie ekstrakcji
wspomaganej ultradzwiekami z uzyciem dichlorometanu. Ekstrakcji dokonuje sie korzystnie trzy-
krotnie (30 minut), Swiezymi porcjami ekstrahenta. Ekstrakt poddaje sie rozdzielaniu przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii przeciwprgdowej z dwufazowg mieszaning rozpuszczalnikdw
o sktadzie n-heksan/octan etylu/metanol/woda, ktére wystepujg odpowiednio w stosunku od 5:2:5:2
do 4:1:4:1 (v/v/v) korzystnie 3:1:3:1 (v/v/v), przy czym ekstrakt przed rozdzielaniem rozpuszcza sie
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w prébce mieszaniny rozpuszczalnikéw o takim samym sktadzie jak dwufazowa mieszanina rozpusz-
czalnikéw, lub tylko w fazie gérnej lub dolnej stosowanego uktadu rozpuszczalnikéw, korzystnie
w mieszaninie o réwnym stosunku obu faz, a rozdzielanie prowadzi sie w uktadzie faz odwréconych,
w temperaturze 25-35°C korzystnie 26°C. Nastepnie po rozdzieleniu zbiera sie frakcje zawierajgce
rutamaryne.

Korzystnie, gdy rotacje kolumny prowadzi sie przy maksymalnej ilosci obrotéw kolumny, ko-
rzystnie 1600 rpm.

Korzystnie, gdy po rozdzieleniu frakcje odpowiadajgce eluowanemu zwigzkowi — rutamarynie
zbiera sie przy predkosci przeptywu 6 ml/min od pojawienia sie na chromatogramie pierwszego piku.

Rozdzielenie monitoruje sie przy dtugosci fali 335 nm, rutamaryne izoluje sie w czasie do
43 minut.

Proponowana metoda pozwala uzyskaé rutamaryne o wysokiej czystosci do 98.96% i wydajno-
Sci procesu na poziomie 0.081%. Ponadto metoda wedtug wynalazku pozwala zredukowac czas izo-
lacji. Nadaje sie do zastosowania w warunkach na skale przemystowg. Efekty te sg mozliwe dzieki
zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii przeciwpragdowej z uktadem rozpuszczalnikéw: n-hek-
san, octan etylu, metanol, woda i ekstraktu z ziela ruty zwyczajnej jako zrédta zwigzku.

Zastosowanie uktadu ciecz-ciecz i brak fazy statej jako fazy stacjonarnej zapewnia bezstratne
pozyskanie czystego zwigzku w krotkim czasie.

Rutamaryna ze wzgledu na swoje witasciwosci lecznicze moze byé wykorzystana jako lek
lub sktadnik leku o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym, przeciwnowotworowym i przeciw-
cukrzycowym.

Przyktad

W pierwszym etapie wysuszone, rozdrobnione ziele ruty zwyczajnej zebrane w trakcie kwitnie-
nia poddano ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami z uzyciem dichlorometanu. Ekstrakcje wykonano
trzykrotnie (30 minut), Swiezymi porcjami ekstrahenta.

W rozdzielaczu przygotowano dwufazowy uktad rozpuszczalnikdw bedgcy mieszaning heksanu,
octanu etylu, metanolu i wody w stosunku 3:1:3:1 (v/v). Po wytrza$nieciu i rozdzieleniu faz, faze gérng
i dolng zebrano do dwoch oddzielnych, opisanych butelek. Butelki umieszczono w fazni ultradzwieko-
wej na 10 minut w celu pozbycia sie pecherzykéw powietrza. Po wypetnieniu kolumny fazg stacjonar-
ng, faza goérna uktadu dwufazowego), wigczono obroty kolumny, ktére stopniowo zwiekszano do
1600 rpm. Nastepnie wypetniano kolumne fazg ruchomg (faza dolna uktadu dwufazowego) z predko-
Scig przeptywu 6 ml/min. Po osiggnieciu przez uktad stanu réwnowagi, czyli momentu w ktérym nie
wyplywa faza stacjonarna, do kolumny zadozowano 100 mg ekstraktu rozpuszczonego w mieszaninie
zfozonej z 3 ml fazy gérnej i 3 ml fazy dolinej. Zbierano jednominutowe frakcje przy predkosci przepty-
wu 6 ml/min od pojawienia sie na chromatogramie pierwszego piku. Detekcje zwigzkéw prowadzono
przez pomiar absorbancji przy dtugosci fali . = 335 nm. Izolacje prowadzono w temperaturze 26°C.
Frakcje identyfikowano z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC, spekrome-
trii mas ESI-Q-TOF-MS i magnetycznego rezonansu jgdrowego 'H-NMR i '3C NMR.

Wydajno$¢ procesu wynosita 0,068%. Po zadozowaniu do kolumny 100 mg ekstraktu otrzyma-
no 2,39 mg rutamaryny o czystosci 99.36% w czasie 24 minut.

Rozdzielenie monitoruje sie przy dtugosci fali 335 nm. Rutamaryne izoluje sie w czasie do
24 minut. Mozliwe jest dzieki temu otrzymanie rutamaryny o czystosci do 99.36%.

Na rysunku na fig. 1 pokazano wykres, ktdry przedstawia pik czystej rutamaryny wyizolowanej
w sposéb podany w przyktadzie, za$ na fig. 2 widmo UV-DAD czystego zwigzku.

Proponowana metoda jest procesem szybkim, tanim, przyjaznym ekologicznie, pozwala zredu-
kowaé koszty i czas izolacji, jest odpowiednia do przeniesienia warunkéw na skale przemystowg, Ru-
tamaryna wykorzystana moze byé w lecznictwie jako lek o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym,
przeciwnowotworowym i przeciwcukrzycowym.

Zastrzezenia patentowe:

1. Sposob izolacji rutamaryny obejmujgcy ekstrakcje, znamienny tym, ze rozdrobnione ziele
ruty zwyczajnej poddaje sie najpierw ekstrakcji dichlorometanem wspomaganej ultradzwie-
kami w znany spos6b i otrzymany ekstrakt rozdziela sie przy uzyciu wysokosprawnej chro-
matografii przeciwprgdowej z dwufazowg mieszaning rozpuszczalnikdédw o sktadzie n-heksan
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lub n-heptan, octan etylu, metanol, woda ktére wystepujg odpowiednio w stosunku od
5/2/5/2 do 4/1/4/1 (vIviv) korzystnie 3/1/3/1 (v/viv), przy czym ekstrakt przed rozdzielaniem
rozpuszcza sie w probce mieszaniny rozpuszczalnikéw o takim samym sktadzie jak dwufa-
zowa mieszanina rozpuszczalnikéw, albo w jednej z faz stosowanego ukfadu rozpuszczalni-
koéw, a rozdzielanie prowadzi sie w uktadzie faz odwréconych, stosujgc rotacje kolumny az
do uzyskania stanu réwnowagi faz, w temperaturze 25-35° C korzystnie 26°C, nastepnie po
rozdzieleniu zbiera sie frakcje stanowigce rutamaryne.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ekstrakcje przeprowadza sie trzykrotnie.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze rotacje kolumny prowadzi sie przy maksymal-
nej ilosci obrotéw kolumny.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze rotacje kolumny prowadzi sie przy obrotach
1600 rpm.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze po rozdzieleniu frakcje stanowigce rutamary-
ne zbiera sie przy predkosci przeptywu 6 mil/min od pojawienia sie na chromatogramie
pierwszego piku.
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