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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania 1-(5-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-pro-
pan-1-onu.

Metoda, wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie w przemys$le spozywczym do otrzymy-
wania $rodka stodzgcego oraz w przemysle farmaceutycznym do otrzymywania prekursora lekéw regu-
lujgcych prace serca.

Dihydrochalkony sg syntezowane przez ro$liny i charakteryzujg sie stodkim smakiem. Réwniez
syntetyczne zwigzki posiadajgce ugrupowanie dihydrochalkonu wykazujg wysokie wrazenie stodkosci
(Winnig M, Bufe B, Kratochwil NA, Slack JP, Meyerhof W. 2007 BMC Struct. Biol. 7, 66; Krammer G,
Ley J, Riess T, Haug M, Paetz S, Kindel G, Schmidtmann R. Patent No.: US 20100233102; Sep, 16,
2010. Encyclopedia of Food Science, Food Technology and Nutrition. Academic Press, London 1993,
Krutosikowa A., Uher M.: Naturalne i syntetyczne substancje o stodkim smaku. PWN, Warszawa 1990;
2’-Hydroksydihydrochalkon jest wykorzystywany jako blok budulcowy w syntezie propafenonu — sub-
stancji czynnej lekéw przeciwarytmicznych (Noe CR, Knolimiiller M, Oberhauser B, Steinbauer G, Wa-
gner E. 1986 Chemische Berichte, 119, 729-743; Ecker G, Chiba P, Hitzler M, Schmid D, Visser K,
Cordes HP, Csdllei J, Seydel JK, Schaper K-J. 1996 J. Med. Chem. 39, 4767-4774, Ecker G, Noe CR,
Fleischhacker W. 1997 Monatsh. Chem. 128, 53-59). Znana jest réwniez ich aktywno$¢ tej grupy zwigz-
kéw wzgledem patogennych mikroorganizméw, w tym gram-dodatnich i gram-ujemnych bakterii oraz
grzybéw (Awouafack MD, Kusari S, Lamshéft M, Ngamga D, Tane P, Spiteller M. 2010 Planta Med. 76,
640-643). Dihydrochalkon (floretyna) jest aktywnym inhibitorem tyrozynazy grzybowej (Zhang L-Q,
Yang X-W, Zhang Y-B, Zhai Y-Y, Xu W, Zhao B, Liu D-L, Yu H-J. 2012 Food Chem. 132, 936-942).

Szczep Yarrowia lipolytica KCh 71 byt wcze$niej ujawniony w literaturze (Janeczko T, Gtadkow-
ski W, Kostrzewa-Sustow E. 2013 J. Mol. Cat. B-Enzym. 98, 55-61; Janeczko T, Dymarska M, Siepka
M, Gnitka R, Le$niak A, Poptonski J, Kostrzewa-Sustow E. 2014 J. Mol. Cat. B-Enzym. 109, 47-52;
Janeczko T, Kostrzewa-Sustow E. 2014 Tetrahedron: Asymmetry, 25, 1264-1269; tuzny M,
Krzywda M, Koztowska E, Kostrzewa-Sustow E, Janeczko T. (2019) Effective hydrogenation of 3-(2-
-furyl)- and 3-(2"-thienyl)-1-(2’-hydroxyphenyl)-prop-2-en-1-one in selected yeast cultures. Molecules,
24, 3185).

Znana jest chemiczna metoda uzyskiwania 1-(5-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-propan-1-
-onu w dwuetapowej syntezie. W pierwszym etapie przeprowadzono estryfikacje 4-bromofenolu chlor-
kiem kwasu dihydrocynamonowego. W drugim etapie przeprowadzono przegrupowanie Friesa tego es-
tru w obecnosci AICI; uzyskujac 1-(5'-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-propan-1-onu (Cai Ziyang.
Compounds containing benzisoxazole and nitrophenyl structures and uses thereof. Panstwowy Urzad
Wiasnosci Intelektualnej Chifnskiej Republiki Ludowej. (2015. 07. 14) CN 104926742 A). W literaturze
nie ma doniesien dotyczgcych biotechnologicznego uzyskania 1-(5-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-
-propan-1-onu.

Istota wynalazku polega na tym, ze do podfoza odpowiedniego dla drozdzy wprowadza sie szczep
Yarrowia lipolytica KCh 71. Po uptywie co najmniej 48 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktéorym
jest 1-(5’-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-prop-2-en-1-on 0 wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczal-
niku organicznym mieszajacym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30
stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 1 godzine. Kolejno produkt ekstrahuje sie roz-
puszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

W wyniku regioselektywnej redukcji podwéjnego wigzania otrzymuje sie 1-(5-bromo-2’-hydrok-
syfenylo)-3-fenylo-propan-1-on, a reakcje prowadzi sie w wodnej kulturze szczepu Yarrowia lipolytica
KCh 71.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi0,2g: 1 L.

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

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 3 godziny.

Korzystnie takze jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cienkowarstwowg chromato-
grafie preparatywng w uktadzie eluujgcym hexan:aceton w stosunku objetoSciowym 9:1.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w ko-
morkach szczepu Yarrowia lipolytica KCh 71, nastepuje regioselektywna redukcji podwojnego wigzania
w substracie. Uzyskany w ten sposéb produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym
sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg (chloroform).
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Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 1-(5’-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-propan-1-
-onu, z wydajnoscig izolowang na poziomie 80% (konwersjg wedtug GC > 97%), w temperaturze poko-
jowej i przy pH naturalnym dla szczepu.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby Erlenmajera o pojemnos$ci 2000 cm3, w ktérej znajduje sie 500 cm3 sterylnej
pozywki zawierajgcej 5 g aminobaku i 15 g glukozy, wprowadza sie szczep Yarrowia lipolytica KCh 71.
Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 100 mg 1-(5’-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-prop-2-en-1-
-onu o wzorze 1, rozpuszczonego w 1 cm?3 tetrahydrofuranu (THF). Transformacje prowadzi sie
w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzgsaniu przez 3 godziny. Nastepnie mieszanine poreakcyjng
ekstrahuje sie trzykrotnie chloroformem, osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje roz-
puszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc jako eluentu mieszaniny
heksan i aceton 9:1.

Na tej drodze otrzymuje sie 1-(5-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-(fenylo)-propan-1-on (konwersja
wedtug GC na poziomie > 97%).

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi:

"H NMR (600 MHz) (CDCls) 8 (ppm): 3.02-3.09 (m, 2H, H-3), 3.26-3.32 (m, 2H, H-2), 6.88
d, 1H, J = 8.9 Hz, H-3"), 7.20-7.26 (m, 3H, H-2", H-4", H-6"), 7.29-7.34 (m, 2H, H-3", H-5"), 7.52 (dd,
1H,J =8.9, 2.4 Hz, H-4"), 7.82 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H-6"), 12.19 (s, 1H, -OH).

3C NMR (151 MHz, CDCl3) 8 = 29.81 (C-3), 40.23 (C-2), 110.61 (C-5'), 120.60 (C-1’), 120.71
(C-3), 126.56 (C-4"), 128.52 (C-2", C-6"), 128.78 (C-3", C-57), 132.19 (C-6’), 139.08 (C-4’), 140,50
(C-1"), 161.42 (C-2'), 205.69 (C-1).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b wytwarzania 1-(5’-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-propan-1-onu, znamienny tym,
ze do podtoza odpowiedniego dla drozdzy wprowadza sie szczep Yarrowia lipolytica KCh 71,
nastepnie po uptywie co najmniej 48 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest
1-(5’-bromo-2’-hydroksyfenylo)-3-fenylo-prop-2-en-1-on o0 wzorze 1, rozpuszczony w rozpusz-
czalniku organicznym mieszajgcym sie z wodg, transformacje prowadzi sie w temperaturze
od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu, co najmniej 1 godzine, po czym pro-
dukt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza
chromatograficznie.

2. Sposo6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,2 g : 1L.

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

Celsjusza.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze transformacije prowadzi sie przez 3 godziny.

Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cien-

kowarstwowg chromatografie preparatywng w uktadzie eluujgcym hexan:aceton w stosunku

objeto$ciowym 9:1.
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