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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposé6b otrzymywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego z wykorzy-
staniem szczepu Aspergillus niger (KKP 2301) jako biokatalizatora reakcji. Otrzymany produkt w postaci
kwasu 4-hydroksyfenylooctowego znajduje zastosowanie w przemysle farmaceutycznym i kosmetycz-
nym jako substancja o aktywnosci antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej i rozjasniajgcej przebarwienia
skory, a takze jest blokiem budulcowym.

W publikacji Allouche N. i inni p.t. “Use of whole cells of Pseudomonas aeruginosa for synthesis
of the antioxidant hydroxytyrosol via conversion of tyrosol” w Applied and Environmental Microbiology
2004, 4, 2105-2109 opisano procedure otrzymywania $ladowych ilosci kwasu 4-hydroksyfenyloocto-
wego jako produktu ubocznego podczas biotransformacji tyrosolu do hydroksytyrozolu przy uzyciu
Pseudomonas aeruginosa jako biokatalizatora. W publikacji Zhang Y. i inni p.t. “A new inositol derivative
from Prenanthes macrophylla” w Journal of Asian Natural Products Research 2012, 2, 182-185 oraz
w publikacji Rojas L.B. i inni p.t. ,Colorimetric evaluation of phenolic content and GC-MS characteriza-
tion of phenolic composition of alimentary and cosmetic argan oil and press cake” w Journal of Agricul-
tural and Food Chemistry 2005, 53, 9122-9127 przedstawiono procedure izolacji kwasu 4-hydroksyfe-
nylooctowego z ro$lin. W publikacji Tsuruta T. p.t. "Antioxidant substance production by the transforma-
tion of sweet potato using Aspergillus niger” w Current Research Topics in Applied Microbiology and
Microbial Biotechnology 2009, 363-367 opisano otrzymywanie kwasu 4-hydroksyfenylooctowego ze
stodkich ziemniakéw z wykorzystaniem mikroorganizmu Aspergillus niger. W publikacji Koma D. i inni
p.t. “Production of aromatic compounds by metabolically engineered Escherichia coli with an expanded
shikimate pathway” w Applied and Environmental Microbiology 2012, 17, 6203-6216 i w publikacji Hyun-
-Sun Ko i inni p.t. ,Biocontrol ability of Lysobacter antibioticus HS124 against Phytophthora blight is
mediated by the production of 4-hydroxyphenylacetic acid and several lytic enzymes” w Current Micro-
biology 2009, 59, 608-615 oraz w publikacji Tserkovniak L. S. i inni p.t. “Phosphate-mobilizing bacteria
Bacillus subtilis as phenolic producers” w Applied Biochemistry and Microbiology 2009, 3, 279-284,
a takze w publikacji Sopheareth M. i inni p.t. “Isolation and characterization of antifungal substances from
Burkholderia sp. culture broth” w Current Microbiology 20086, 53, 358-364 przedstawiono procedure otrzy-
mywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego ze szczepdw bakterii. W publikacji Kumar A. i inni p.t. "Facile
1,2-aryl migration of 2-halomethyl-2-(4'-hydroxyphenyl) ketals: A novel single step synthesis of 4-hydroxy-
phenylacetic acid and its derivatives” w Synthetic Communications 1997, 27(7), 1133-1141 opisano pro-
cedure otrzymywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego z wykorzystaniem metody chemicznej.

Fenolowe pochodne i m.in. kwas 4-hydroksyfenylooctowy sg przedmiotem zainteresowania
z uwagi na bardzo wysokg aktywnos$¢ antyoksydacyjng, a antyoksydanty chronig zywe organizmy przed
chorobami nowotworowymi, udarem mézgu, chorobami serca, cukrzyca, a takze schorzeniami skory.
Korzystny wplyw antyoksydantéw na zdrowie cztowieka sktania do ciagtego poszukiwania alternatyw-
nych metod ich otrzymywania. Metody biokatalitycznego otrzymywania produktéw, z zastosowaniem
mikroorganizméw jako biokatalizatoréw reakcji, stanowig ekologiczny i przyjazny dla srodowiska spo-
séb. Kwas 4-hydroksyfenylooctowy znajduje zastosowanie w przemysle farmaceutycznym i kosmetycz-
nym jako substancja o aktywnosci antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej i rozjasniajgcej przebarwienia
skory, a takze jest waznym prekursorem do dalszych syntez. Wykazuje réwniez aktywno$¢ antybio-
tyczng, wykorzystywang w przemysle rolniczym. Ze wzgledu na korzystne dziatanie kwasu 4-hydroksy-
fenylooctowego, opracowanie przyjaznych srodowisku metod jego otrzymywania jest niezwykle istotne.

Biokatalityczny spos6b otrzymywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego z wykorzystaniem
szczepu Aspergillus niger jako biokatalizatora reakcji oraz 2-fenyloetanolu jako substratu, nie zostata
dotychczas opisana w literaturze naukowej ani patentowe;.

Istotg wynalazku jest sposob otrzymywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego, ktéry polega na
tym, ze 2-fenyloetanol poddaje sie 3-dniowej reakcji biotransformacji z uzyciem szczepu Aspergillus
niger (KKP 2301) jako biokatalizatora reakcji, przy czym biokatalizator stanowi wypetnienie kolumny
Z ciggfg recyrkulacjg medium reakcyjnego.

Korzystnie biokatalizator otrzymuje sie w trakcie hodowli na podtozu ziemniaczanym (PDB)
z rébwnoczesng immobilizacjg na piankach poliuretanowych.

Korzystnie optymalny czas hodowli Aspergillus niger to 3 dni w 23°C, na wytrzgsarce rotacyjnej
(135 rpm).

Korzystnie biokatalizator immobilizowany jest na piankach poliuretanowych o $rednicy poréw
w zakresie 1060-1600 um.
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Zaleta sposobu wedtug wynalazku jest umozliwienie uzyskania kwasu 4-hydroksyfenyloocto-
wego metodg biokatalityczng przyjazng dla srodowiska oraz otrzymanie 11 mg zwigzku (wydajnos$é
reakcji 10%).

Sposbb wynalazku zostat przedstawiony w przyktadzie jego wykonania oraz na rysunku na kto-
rym na:

fig. 1 przedstawiono widmo masowe MS (TOF MS ES+) obliczone dla CsHsOsNa [M+Na]*
175.0552, znaleziono: 175.0728 dla otrzymanego zwigzku wedtug sposobu,

fig. 2 przedstawiono widmo masowe MS (TOF MS ES+) obliczone dla CsHgsO3 [M+H]" 153.0552,
znaleziono: 153.0944 dla otrzymanego zwigzku wedtug sposobu.

Przyktad

Hodowle badanego szczepu Aspergillus niger prowadzi sie z rbwnoczesng jego immobilizacjg na
piankach poliuretanowych Filtren TM 25133 o ksztalcie szeScianéw o dlugosci boku 1 cm i $rednicy
poréw 1060-1600 pum, 20 sztuk pianek poliuretanowych dodaje sie do kolby Erlenmayera (250 mL)
zawierajgcej 100 mL podtoza PDB i sterylizuje w autoklawie. Podtoze PDB przygotowuje sie wedtug
przepisu nr 129 dostepnym w bazie DSMZ. 200 g umytych, pokrojonych w kostke ziemniakéw gotuje
sie przez 1 h w 1 litrze wody, a nastepnie otrzymany wywar przesgcza sie przez gaze, uzupetnia wodg
destylowang do 1 L, dodaje 20 g glukozy i sterylizuje w autoklawie.

Do 100 mL medium dodaje sie 50 pL inokulum A. niger (20 000 zarodnikéw/ul) otrzymanego
przez przemycie hodowli na statym podtozu ziemniaczanym (PDA) sterylnym 0,05% roztworem Tritonu
X-100 w ilosci 10 mL. Hodowle A. niger prowadzi sie na wytrzasarce rotacyjnej 135 rpm w temperaturze
23°C w obecnosci pianek poliuretanowych. Proces wzrostu mycelium prowadzi sie do osiggniecia fazy
wzrostu logarytmicznego, ktéra wyznaczono na podstawie krzywej wzrostu, w tym przypadku byty to
3 dni. Nastepnie zimmobilizowang biomase oddziela sie poprzez filtracje na sgczku karbowanym i prze-
mywa wodg destylowang.

Tak przygotowanym biokatalizatorem wypefnia sie kolumne. Proces prowadzi sie przez 3 dni
Z ciagfa recyrkulacjg medium reakcyjnego, ktére stanowi 150 mL wody destylowanej oraz 90 mg (5 mM)
substratu-2-fenyloetanolu. Cyrkulacja medium (3 mL/min) przez upakowang biokatalizatorem kolumne
jest zapewniona dzieki pompie perystaltyczne;.

Po zakoninczeniu procesu, zimmobilizowana biomasa A. niger zostaje odseparowana od medium
reakcyjnego na sgczku karbowanym i przemyta wodg destylowang. Mieszanine reakcyjng ekstrahuje
sie octanem etylu, frakcje organiczng suszy bezwonnym siarczanem magnezu i odparowuje na wyparce
rotacyjnej pod zmniejszonym ci$nieniem.

Probki analizowano za pomocg HPLC, 'H NMR, ¥C NMR, COSY, HSQC, HMBC, MS. Metoda
HPLC pozwala poréwnac czasy retencji kwasu 4-hydroksyfenylooctowego w probce z jego komercyjnie
dostepnym wzorcem oraz dzieki wykonaniu krzywej kalibracyjnej okresli¢ ilos¢ kwasu 4-hydroksyfeny-
looctowego w prébce. Spektroskopie NMR oraz MS pozwalajg potwierdzi¢ obecnos$¢ kwasu 4-hydrok-
syfenylooctowego w prébce.

Trzeci dzieh biotransformacji jest czasem potrzebnym do uzyskania najwickszej ilosci kwasu
4-hydroksyfenylooctowego i wynosi ono 11 mg zwigzku otrzymanego w catej objeto$ci reakcyjnego me-
dium.

Produktem reakcji jest kwas 4-hydroksyfenylooctowy — widmo 1,2 przedstawiono na fig. 1 i fig. 2.

Produkt otrzymany wedtug przyktadu posiada nastepujgce dane spektralne:

MS (TOF MS ES+) obliczono dla CsHeOs [M+H]" 153.0552, znaleziono: 153.0944;

MS (TOF MS ES+) obliczono dla CsHsOsNa [M+Na]* 175.0552, znaleziono: 175.0728.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b otrzymywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego, znamienny tym, ze 2-fenyloetanol
poddaje sie 3-dniowej reakcji biotransformacji z uzyciem szczepu Aspergillus niger (KKP
2301) jako biokatalizatora reakcji, przy czym biokatalizator stanowi wypetnienie kolumny
Z ciggta recyrkulacjg medium reakcyjnego.

2. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze biokatalizator otrzymuje sie w trakcie hodowli
na podtozu ziemniaczanym (PDB) z réwnoczesng immobilizacjg na piankach poliuretano-
wych.
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3. Sposbéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze optymalny czas hodowli Aspergillus niger to
3 dniw 23°C, na wytrzgsarce rotacyjnej o obrotach 135 rpm.

4. Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze biokatalizator immobilizowany jest na piankach
poliuretanowych o $rednicy poréw 1060-1600 pm.
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