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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania 3-hydroksy-2-metylo-2’-O-/+D-(4"-O-metylo-
glukopiranozylo)-dihydrochalkonu.

Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie do wytwarzania zwigzku przeciwutleniajgcego, przeciw-
drobnoustrojowego, substancji wzmacniajgcej smak i potencjalnego stodzika w preparatach farmaceu-
tycznych, produktach spozywczych oraz formulacjach kosmetycznych.

Naturalne flawonoidy z jedng lub kilkoma grupami metylowymi wystepujg w roslinach spora-
dycznie. Z azjatyckiego drzewa Syzygium nervosum (Cleistocalyx operculatus) izolowano C-
i O-metylowane chalkony: (E)-4,2’,4’-trihydroksy-6’-metoksy-3’,5’-dimetylochalkon, (E)-2’,4’-dihy-
droksy-6’-metoksy-3’,5'-dimetylochalkon, (E)-2’,4’-dihydroksy-6’-metoksy-3'-metylochalkon, (E)-2,2’4'-
-trihydroksy-6’-metoksy-3’,5’-dimetylochalkon. Zwigzki te wykazywaty silng inhibicje wobec enzy-
moéw pochodzacych od dwdch szczepéw wirusa grypy: H1N1 oraz HON2. Blokowaty one dziatanie
neuraminidaz, umozliwiajgcych wirusom opuszczanie zakazonych komérek poprzez rozktad ich
bton komérkowych (Dao T. T., Tung B. T., Nguyen P. H., Thuong P. T., Yoo S. S., Kim E. H., Kim
S. K., Oh W. K. C-methylated flavonoids form Cleistocalyx operculatus and their inhibitory effects
on novel influenza A (H1N1) neuraminidase. Journal of Natural Products 2010, 73, 1636-1642).

Naturalne dihydrochalkony floretyna i jej glikozyd florydzyna, ktére wystepujg w skérce i migz-
szu jabtka, wykazujg licznie udokumentowane wtasciwosci prozdrowotne: antyoksydacyjng, prze-
ciwzapalng, przeciwcukrzycowg, przeciwnowotworowg i kardioprotekcyjng (Choi Y. Biochemical
basis of anti-cancer-effects of phloretin — a natural dihydrochalcone. Molecules 2018, 24, 278; Tian
L., Cao J., Zhao T., Liu Y., Khan A., Cheng G. The bioavailability, extraction, biosynthesis and
distribution of natural dihydrochalcone: phloridzin. International Journal of Molecular Sciences
2021, 22, 962).

W badaniach nad dihydrochalkonem naringiny z udziatem transgenicznych myszy jako modeli
zwierzecych choroby Alzheimera, zaobserwowano efekt ztagodzenia deficytéw poznawczych, co stwa-
rza mozliwo$¢ zastosowania tego zwigzku jako srodka leczniczego (Yang W., Zhou K., Zhou Y., An Y.,
HuT., LuJ., Huang S., Pei G. Narindin dihydrochalcone ameliorates cognitive deficits and neuropatho-
lody in APP/PS1 Transgenic Mice. Frontiers in Aging Neuroscience 2018, 10, 169).

Dihydrochalkony wykazujg stodki smak i mogg znalez¢ zastosowanie jako prozdrowotne stodziki
(Janeczko T., Gfadkowski W., Kostrzewa-Sustow E. Microbial transformations of chalcones to produce
food sweetener derivatives. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 2013, 98, 55-61; tuzny M.,
Kozfowska E., Kostrzewa-Sustow E., Janeczko T. Highly efective, regiospecific hydrogenation of met-
hoxychalcone by Yarrowia lipolytica enables production of food sweeteners. Catalysts 2020, 10, 1135).
Najlepiej poznany i zbadany dihydrochalkon pozyskiwany ze skérek owocoéw cytrusowych — dihydro-
chalkon neohesperydyny (E-959) zostat dopuszczony do stosowania jako stodzik i substancja wzmac-
niajaca smak, a jego zastosowanie reguluje Rozporzgdzenie Komisji Europejskiej nr 1129/2011 z 11
listopada 2011 r.

Wiekszos$¢ flawonoidow, poza katechinami, jest obecna w ro$linach w potgczeniu z cukrami, jako
Fglikozydy. Glikozylacja skutkuje: wzrostem rozpuszczalno$ci w wodzie i stabilno$ci czgsteczki flawo-
noidu oraz przyswajalnosci przyjmowanych z pokarmem zwigzkéw flawonoidowych. Zasadniczo gluko-
zydy sg jedynymi glikozydami, ktére mogg byé absorbowane w jelicie cienkim. Natomiast flawonoidy
niezaabsorbowane w jelicie cienkim oraz zaabsorbowane flawonoidy wydzielone z z6tcig ulegajg de-
gradacji wraz z rozerwaniem struktury pierscieniowej przez mikroorganizmy (Hollman, P. C. Absorption,
bioavailability, and metabolism of flavonoids. Pharmaceutical Biology, 2004, 42, 74-83; Plaza, M.; Po-
zzo, T.; Liu, J.; Gulshan Ara, K. Z.; Turner, C.; Nordberg Karlsson, E. Substituent effects on in vitro
antioxidizing properties, stability, and solubility in flavonoids. Journal of Agricultural Food Chemistry,
2014, 62, 3321-3333).

Hollman i in., wykazali, ze czgsteczka glukozy przytgczona w pozycji 3 kwercetyny (3,3’,4',5,7-
-pentahydroksyflawon) zwieksza absorpcje tego zwigzku w jelicie cienkim do 52%, w poréwnaniu
Z 24% absorpcjg aglikonu kwercetyny i 17% rutynozydu kwercetyny (Hollman, P. C.; Bijsman, M.
N. C. P.; van Gameren, Y.; Cnossen, E. P. J.; de Vries, J. H.; Katan, M. B. The sugar moiety is
a major determinant of the absorption of dietary flavonoid glycosides in man. Free Radical Rese-
arch, 1999, 31, 569-573).

Znany jest szczep Isaria fumosorosea KCH J2 ujawniony w zgtoszeniu patentowym o numerze
P.416996.
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W ostatnich latach, w leczeniu r6znych choréb i ich zapobieganiu, coraz wieksze znaczenie zy-
skujg zwigzki pochodzenia naturalnego oraz ich odpowiedniki uznawane za naturalne, ktére uzyskano
na drodze przeksztatcen mikrobiologicznych. Dlatego istotne jest opracowywanie nowych metod wy-
twarzania zwigzkéw aktywnych biologicznie na drodze biotransformacji, uzytecznych dla przemystu far-
maceutycznego, kosmetycznego i sSpozywczego.

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 3-hydroksy-2-metylo-2'-O-j-
-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkonu.

Istota sposobu wedtug wynalazku polega na tym, ze do podifoza odpowiedniego dla grzybéw
strzepkowych wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do
hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest 2’-hydroksy-2-metylochalkon, rozpuszczony w rozpusz-
czalniku organicznym mieszajacym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do
30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, przez co najmniej 96 godzin. Nastepnie produkt ekstra-
huje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg oraz oczyszcza chromatograficz-
nie. 3-hydroksy-2-metylo-2’-O-+D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon znajduje sie we frakcji
o posredniej polarnosci, w drugim pasmie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetoSci hodowli wynosi
0,1 mg:1 cm?.

Korzystnie takze jest, gdy proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni Celsjusza.

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 9 dni.

Korzystnie rowniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cienkowarstwowg chro-
matografie preparatywng w uktadzie eluujgcym z chloroformem i metanolem w stosunku objetoSciowym
9:1.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego
w komoérkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje redukcja wigzania podwojnego, hydro-
ksylacja przy C-3 oraz hydroksylacja i przytgczenie 4-metoksy-/-D-glukozy przy C-2’. Uzyskany w ten
sposob produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg (octan etylu).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 3-hydroksy-2-metylo-2’-O-3-D-(4"-O-metylogluko-
piranozylo)-dihydrochalkonu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wyko-
rzystujgc mikroorganizm niebedacy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposob przyjazny dla
Srodowiska, uzyskanie zwigzkdéw o wiekszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte sub-
straty.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby stozkowej o pojemno$ci 2000 cm?®, w ktorej znajduje sie 500 cm? sterylne;
pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g glukozy, wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH
J2. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 50 mg 2’-hydroksy-2-metylochalkonu o wzorze 1, rozpusz-
czonego w 1 cm® dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy cig-
gtym wstrzgsaniu przez 9 dni. Nastepnie mieszanine poreakcyjng ekstrahuje sie dwukrotnie octanem
etylu, osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt
oczyszcza sie chromatograficznie z zastosowaniem jako eluentu mieszaniny chloroformu i metanolu
w stosunku objetoSciowym 9:1. Produkt znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w drugim pasmie
od linii startu.

Na tej drodze otrzymuje sie 4,8 mg 3-hydroksy-2-metylo-2’-O- #D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-
dihydrochalkonu (wydajnos$é 5,3%). Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatéw pochodzacych z widma 'H NMR (601 MHz, Aceton-de).
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Sygnaty pochodzace od szkieletu | Sygnaly pochodzace od jednostki
flawonoidowego cukrowej
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Zastrzezenia patentowe

Sposdb wytwarzania 3-hydroksy-2-metylo-2’-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-dihydro-
chalkonu, znamienny tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wpro-
wadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do
hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest 2’-hydroksy-2-metylochalkon o wzorze 1, roz-
puszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym sie z wodg, transformacje prowadzi
sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej
96 godzin, po czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym
sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie, przy czym 3-hydroksy-2-metylo-2'-O--D-(4"-O-
-metyloglukopiranozylo)-dihydrochalkon o wzorze 2 znajduje sie we frakcji o posredniej polar-
nosci, w drugim pasmie od linii startu.

Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm?®.

Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze transformacije prowadzi sie przez 9 dni.
Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cien-
kowarstwowg chromatografie preparatywng w ukfadzie eluujgcym chloroform : metanol w sto-
sunku objetoSciowym 9:1.
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