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aculeatus fermentaci substrity, obsahujiciho tyto glykosidy
pusobenim hub z deledi Aspergillus niger, ziskanych seleked
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Zptisob vyroby desglukodesrhamnoruscinu

Oblast techniky

Vynalez se tyk zpiisobu vyroby derivat) steroidnich glykosidii (nuscosaponini) Ruscus Aculeatus.
Vynalez se zvi4¥té tyka zpisobu vyroby desglukodesrhamnoruscinu hydrolyzou ruscosidu a/nebo
desglukoruscosidu fermentaénim zplsobem.

Dosavadni stav techniky

Desglukorhamnoruscin a odpovidajici volné aglykony, ruscogenin a neuroscogenin, které je moz-
no snadno ziskat z desglukodesthamnoruscinu hydrolyzou v kyselém prostledi, jsou cenné litky
s farmakologickou U&innosti, zejména s protizanétlivymi o&inky a s ptiznivymi d2inky na pojivo-
vou tkéd.

Chemické pfiprava uvedenych (ginnych latek z vychoziho ruscosidu nebo desglukoruscosidu je
viak problematické vzhledem k nutnosti pouiti pomémé drastickych podminek, jako je hydroly-
za pisobenim silnych kyselin a dal{ sloZité postupy, jimi2 se pfesto ziskd velmi nesouroda smés
meziproduktl a produkti.

DE 22 02 393A popisuje extrakci a hydrolyzu saponind Ruscus aculeatus pisobenim glykosido-
vého enzymu (celuldzy nebo takadiastazy), jednim z produktd této hydrolyzy je desglukodes-
rhamnoruscin, zdrojem takadiastdzy je Aspergillus oryzae.

V dokumentu Perpelitsa E. D. a dal3i (Prikladnaya Biochimiya i mikrobiologiya, sv. 11, 1975,
str. 901-905) se popisuje hydrolyza protodioscinu, hlavniho glykosidu z Tribulus terrestris, na
dioscin a trillin piisobenim Aspergillus niger BKMt-33.

Bylo by tedy velmi Adouci navrhnout zpiisob vyroby desglukodesrhamnoruscinu, kterym by by-
lo moino pfekonat svrchu uvedené nevyhody, které jsou spojeny se zndmymi chemickymi postupy.

Podstata vynalezu

Podstatu vyndlezu tvofi zpiisob vyroby desglukodesrhamnoruscinu, ktery spotiva v tom, Ze se
hydrolyzuji steroidni glykosidy (ruscosaponiny) Ruscus aculeatus fermentaci substratu, obsahuji-
ciho tyto glykosidy pisobenim hub z Seledi Aspergillus niger, ziskanych selekci na Zivném pro-
stfedi, v némZ byl b&ny zdroj uhliku nahrazen nebo dopinén ruscosidem nebo desglukorus-
cosidem.

Jako Zivné prostfedi se v typickych ptipadech uZiva Zivny bujon.

Fermentace se obvykle provadi pti teplotd 25 az 30, s vyhodou 27 °C za stilého michéni a
provzdusiovani tak, aby bylo dosaZeno pQ,, vy$iiho nebo rovného 50 %.

Koncentrace vychozich steroidnich glykosidi se obvykle pohybuje v rozmezi 5 aZ 15 g/100 mi,
s vyhodou v rozmezi 8 a% 10 g/100 ml, pH Zivného roztoku se pohybuje v rozmezi 4 aZ 6,
s vyhodou 4,5 aZ 5,5.

Biotechnologicky postup podle vynalezu dovoluje uskuteZnit celou reakci v jediném fermentac-
nim stupni vzhledem k tomu, e mikroorganismus, zvoleny vhodnymi mikrobiologickymi techni-
kami, je schopny exprese nezbytnych enzymi pro provedeni viech po sobé nasledujicich trans-
formaénich reakei od vychoziho sloZitého heterogtykosidu k monoglykosidu nebo k vyslednému
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aglykonu. Tato pfeména pomoci hydrolyz spoliva v podstaté vreakcich P-glukosidizy a
o—rhamnosidazy na meziproduktech, které jsou v pribéhu postupu postupné uvoliiovany. Dalsi
reakce s a—-arabinosiddzou umoziiuje ziskat volny aglykon ruscogenin.

Svrchu uvedeny pFistup je zcela novy a v dosud publikované literatufe neni mozno nalézt Zidné
piikiady takového postupu.

Mikroorganismy, vhodné k provadéni svrchu uvedené ptemény, je mozno ziskat selekci na synte-
tickych nebo polosyntetickych Zivnych prostfedich, k nimz se pfidévaji substrity, k jejichz
pfemén& ma dojit. Tyto substraty se pfidavaji misto béznych zdroji uhliku, jako jsou glukoéza,
sacharéza a podobn&, nebo spolu s témito béznymi zdroji. Zvolené substraty, to znamena rusco-
sid a desglukoruscosid je moZno pfidat v koncentraci 90 az 100 g/l. Agarové izola¢ni prostfedi
mohou byt b&ma mikrobiologické prosttedi, jako agar se sladem nebo Czapkiv agar nebo podob-
na Zivna prostfedi, ktera obsahuji jako zdroje dusiku peptony, mo€ovinu, dusi¢nan amonny a
podobné, zatimco béiné zdroje uhliku, jako jsou glukéza a sachardza, jsou nahrazeny nebo jsou
doplnény ruscosidem nebo desglukoruscosidem. K Zivnym prostiedim je moZno dale pfidavat
anorganické soli drasliku, hot¢iku, manganu, zinku a podobné, jako fosfaty, sulfity a/nebo
chloridy. Izolagni prostfedi miize mit pH v rozmezi 4 az 6, s vyhodou 4,5 az 5,5.

Mikroorganismy, vhodné k uskutednéni pozadované biologické pfemény je moino izolovat
postupnym fedénim a naotkovévanim vodnych suspenzi vzorkii pidy, humusu, rostlinnych
extraktit a dal3ich podobnych organickych zdrojii na kultivaéni plotny.

Mikrobialni kultury, podrobené selekci svrchu uvedenym zplisobem se pak izoluji do mikrobiolo-
gickych zkumavek, které obsahuji totéZ Zivné prostfedi a pouziji se k biologické pfemené
ruscosidu a desglukoruscosidu, tyto litky je moZno pidavat v pomémé vysokych koncentracich
az 100 g/l ke kapalné kultufe v Zivném prostfedi, které obsahuje stejné zdroje dusiku jako
izolaéni prostiedi, naptiklad mo&ovinu nebo pepton a mimo to fosfaty nebo jiné anorganické soli,
tak jak bylo popsano svrchu, zivné prostfedi ma pH 4 aZ 6, s vyhodou 4,5 aZ 5,5.

Svrchu popsanym zptsobem bylo prokazano, 2e vybrané kultury Aspergillus niger jsou schopné
preménit ruscosid a desglukoruscosid na desglukodesrhamnoruscin, ktery je pfimym prekursorem
ruscogeninu, preména se uskutetni postupnymi reakcemi enzymi P-glukosiddzy a a-rhamno-

sidazy.

Naslednou reakci s a—arabinosidizou je moZno ziskat saponin v aglykonové formé (ruscogenin—
neoruscogenin).

Vybrana kultura je schopnd uskute&nit svrchu popsanou pieménu pfi svém ristu za fizenych
podminek pii pouZiti thermostatu pii optimalnich teplotach v rozmezi 25 az 30 °C za stdlého
protfepavani na rotatnim tfepacim zafizeni pii rychlosti 200 + 300 otafek/minutu. Fermentaci je
rovnéz mozno uskute¢nit ve vhodném biologickém reaktoru v riizném méfitku véetng primyslo-
vé produkce pozadovanych saponinovych derivati.

Mikroorganismy, poutité pro tuto biologickou pfeménu, jsou schopné trvale udrzovat katalytic-
kou Gginnost, a to i v piipadé opakovanych fermentagnich cykld, provadénych po jednotlivych
vsazkach nebo kontinualnim zpisobem.

Zpiisob podle vyndlezu ma podstatné vyhody, je naptiklad méné slozity véetné izolaénich stupiit
pro vysledny produkt a snadno se provadi, mimo to je hospodarnéjsi nez znamé postupy.

Vybrané mikroorganismy je moZno zmrazit i pro dlouhodobé uloZeni v suspenzich, obohacenych
latkami, branicimi poskozeni pti zmrazeni, jako je glycerol, pepton a podobné, pfi teplotach -80
az —196 °C v kapalném dusiku, nebo je mozno kultury lyofilizovat.
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Priibéh biologické premény je moZno sledovat pomoci analyzy TLC a HPLC Zivného prostfedi
pfi pouziti nasledujicich analytickych postupi:

TLC analyza

- silikagelové desky 60 F250 Merck

— eluéni &inidla:

A) ethylacetit a methanol 9:1,

B) ethylacetat, methanol a voda 100:15:10.

— detekce reakci s 10% kyselinou sirovou a zahFatim na 5 minut na teplotu 120 °C, pak je moZno
detekci uskute&nit ve viditelném svétle nebo v UV oblasti.

HPLC analyza

— sloupec Supelcosil LC18, 250 x 4,6 mm, 5 um
- eluéni ¢inidlo: acetonitril a voda 60:40

- vinova délka: 200 nm

- vstitkovany objem 10 pl

- rychlost pritoku 1 ml/min.

Vysledné produkty biologické pfemény, jako desglukodesrhamnoruscin je moimo izolovat
extrakei Zivného prostfedi n-butanolem s naslednym &idténim produktli pomoci chlorovanych
rozpoustédel, jako trichlorethanu a chromatografii na silikagelu. Na konec je mozno produkt
nechat krystalizovat z riznych rozpoustédel, napfiklad z isopropanolu, ethylacetitu, chloroformu,
acetonu nebo methanolu. Kromé hlavniho poZadovaného produktu je timto zpiisobem mozno
ziskat také desglukodesrhamnorusciny, esterifikované v poloze C-2', napfiklad kyselinou 2-hy-
droxy—3—methylpentanovou.

Saponiny v aglykonové form& (ruscogeniny) je moZno pfipravit hydrolyzou fermentaénich
produktii v kyselém prostiedi, tak jak bylo popsdno svrchu.

Praktické provedeni vyndlezu bude osvétleno nasledujicimi pfiklady, které viak nemaji slouZit
k omezeni rozsahu vynalezu.

Piiklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

2 lahve Zivného prostredi (bujon se sladem, 250 ml v lahvi) se naokuji sporami kultury Asper-
gillus niger na sladovém agaru, ziskanymi selekei na modifikovaném agarovém prostfedi se
sladem s pfidanim 2 % ruscosidu. Lahve se inkubuji 48 hodin pfi teploté +27 °C na orbitdlnim
michacim zafizeni pHi 250 ota¥kach za minutu. Po inkubaci se pfedb&ind kultura pfenese do
biologického reaktoru, ktery obsahuje pfiblizng 7 litri sterilniho produk&niho bujonu ROS0
s nasledujicim sloZenim, v némz jsou uvedené hodnoty vztaZeny na 1 litr deionizované vody:
suchy extrakt ruscosidu 90 g, mo¢ovina 1 g, pepton 1 g, MgSO.7H;0 5 g, KCI 1,5 g, KH,PO,
1 g, MnSO4.H;0 0,2 g, ZnS0,.7H,0 0,1 g, protipénivy prostfedek P2000 1,5 mi, pH pfiblizng 3,

Fermentace se provadi pfi vhodné hodnoté rozpu$téného kysiiku pO,, pfi¢emZ se postupné zvy-
Suje rychlost michani a probubldvani vzduchu tak, aby bylo dosaZeno hodnoty pO; vy3si nez
50 %. Postup biologické pfemény se sleduje analyzou HPLC a TLC. Po inkubaci 5 dni pfi
teploté +27 °C je fermentace ukondena. Analyza TLC a HPLC Zivného bujonu prokazuje, Ze
doslo k vymizeni ruscosidu, zatimco jako hlavni produkt je piitomen desglukodesrhamnoruscin a
stopy ruscogenind.
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Zivné prostiedi se dikladné extrahuje n-butanolem. Butanolovy extrakt se odpafi ve vakuu pfi
teploté +60 °C, nateZ se znovu rozpusti v 70% methanolu a zp&tné se extrahuje trichlorethanem.
Chlorovany roztok se odpati ve vakuu na pevny odparek. Po opétném rozpudténi odparku ve
smési chloroformu a methanolu se produkt &isti chromatografii na sloupci silikagelu (Kieselgel,
Merck), pfi pouZiti smési ethylacetitu a chloroformu 9:1 jako elu¢niho ¢inidla. Frakce se ovefi
analyzou TLC a HPLC. Frakce s obsahem &igt&ného produktu se koncentruji ve vakuu a odparek
se znovu rozpusti v acetonu a necha se krystalizovat. Dalsi krystalizaci z methanolu se ziska
priblizné 7 g vysledného produktu, ktery se identifikuje spektroskopickou analyzou jako des-
glukodesrhamnorusin. Kromé tohoto hlavniho produktu obsahuje smés jesté desglukodesrhamno-
ruscin, esterifikovany v poloze C-2' kyselinou 2-hydroxy—3-methylpentanovou, tento ester se
ziska v niz§im mnozstvi priblizné 800 mg.

Hydrolyzou svrchu popsanych fermentagnich produktd v kyselém prostiedi, se ziskaji saponiny
v aglykonové forme (ruscogeniny).

Ptiklad 2

Ve fermentoru, popsaném v pfikladu 1 se provede prvni biotransformacni cyklus, po némZ se
90 % zivného prostfedi extrahuje k izolaci vysledného produktu. Zbyvajicich 10 % fermentac-
niho prostiedi se vlozi do fermentoru s &erstvym prosttedim RO90 do kone<ného objemu 7 litri.
Tento druhy fermentaéni cyklus se provadi za tychZ podminek a s analytickymi kontrolami tak,
jak bylo popsano svrchu. Po inkubaci 5 dnii pfi teploté +27 °C je fermentace ukon&ena.

Zivné prostfedi z obou fermentaénich cykli se zpracuje zpiisobem, uvedenym v ptikladu 1 pro
extrakei a izolaci vysledného produktu. Po ukonéeni celého postupu se ziskd pfiblizné 14 g
desglukodesrhamnoruscinu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob vyroby desglukodesrhamnoruscinu, vyznadujici se tim, Ze se hydrolyzu-
ji steroidni glykosidy (ruscosaponiny) Ruscus aculeatus fermentaci substratu, obsahujiciho tyto
glykosidy pisobenim hub z &eledi Aspergillus niger, ziskanych selekci na Zivném prostiedi,
v némz byl b&2ny zdroj uhliku nahrazen nebo dopln&n ruscosidem nebo desglukoruscosidem.

2. Zpisob podle niroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se jako substrat uZije kapalné
zivné prostiedi.

3. Zpilsob podle naroku 2, vyznaéujici se tim, e se fermentace provadi pfi teploté
25 az 30 °C za michdni a probublavani vzduchem aZ do dosazeni hodnoty pQ; vys3i nebo rovné
50 %.

4. Zplsob podle niroku 3, vyznadujici se tim, Ze se postup provadi pfi teplot&
27 °C.

5. Zpisob podle ndroku 3, vyznadujici se tim, Ze se vychozi koncentrace
steroidnich glykosidii pohybuje v rozmezi 5 az 15 g/100 ml.

6. Zphsob podle ndroku 5, vyznalujici se tim, Ze se vychozi koncentrace
steroidnich glykosidd pohybuje v rozmezi 8 az 10 g/100 ml.
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7. Zpiisob podle nékterého z ndrokii 2 a2 6, vyzma&ujici se tim, Ze se pH Zivncho
prostiedi pohybuje v rozmezi 4 aZ 6.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze se pH Zivného prostfedi pohybuje
v rozmezi 4,5 az 5,5.

Konec dokumentu
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