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Opis wynalazku
Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania 4’-hydroksyflawonu.
4’-Hydroksyflawon może znaleźć zastosowanie jako związek przeciwutleniający i przeciwdrobno- 

ustrojowy w preparatach farmaceutycznych i kosmetycznych oraz produktach spożywczych.
Związki flawonoidowe z grupami hydroksylowymi i metylowymi wykazują aktywność przeciwdrob- 

noustrojową. Chalkony z azjatyckiego drzewa Syzygium nervosum (Cleistocalyx operculatus): 
(E)-4,2’,4’-trihydroksy-6’-metoksy-3’,5’-dimetylochalkon, (E)-2’,4’-dihydroksy-6’-metoksy-3’,5’-dimetylo- 
chalkon, (E)-2’,4’-dihydroksy-6’-metoksy-3’-metylochalkon, (E)-2,2’,4’-trihydroksy-6’-metoksy-3’,5’-di- 
metylochalkon wykazywały silną inhibicję wobec enzymów pochodzących od dwóch szczepów wirusa 
grypy: H1N1 oraz H9N2. Blokowały one działanie neuraminidaz, umożliwiających wirusom opuszczanie 
zakażonych komórek poprzez rozkład ich błon komórkowych (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).

Podobnie (2S)-5,7,2’-trihydroksy-8-metyloflawanon izolowany z krzewu Pisonia aculeate wyka­
zywał aktywność przeciwdrobnoustrojową podczas badania in vitro z udziałem szczepu Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv. Związek ten wywoływał inhibicję wzrostu bakterii przy minimalnym stężeniu hamu­
jącym wynoszącym 50 μg/cm3 (Wu M. C., Peng C. F., Chen I. S., Tsai I. L. Antitubercular chromones 
and flavanoids from Pisonia aculeata. Journal of Natural Products 2011,74, 976-982).

Aktywność antybakteryjną i antygrzybiczną potwierdzono również dla flawonoidów wyekstraho­
wanych z naziemnych części rośliny Eysenhardtia texana: (2S)-4',5,7-trihydroksy-8-metylo-6-prenylo- 
flawanonu oraz (2S)-4',5,7-trihydroksy-6-metylo-8-prenyloflawanonu. Dowiedziono, że w stężeniu 
0,1 mg/cm3 hamowały wzrost Staphylococcus aureus. (2S)-4',5,7-trihydroksy-8-metylo-6-prenyloflawa- 
non spowalniał również wzrost Candida albicans (Wachter G. A., Hoffmann J. J., Furbacher T. T., Blake 
M. E., Timmermann B. N. Antibacterial and antifungal flavanones from Eysenhardtia texana. Phytoche­
mistry 1999, 52, 1469-1471).

Znany jest szczep Isaria fumosorosea KCH J2 ujawniony w zgłoszeniu patentowym o numerze 
P.416996.

W ostatnich latach, w leczeniu różnych chorób i ich zapobieganiu, coraz większe znaczenie zy­
skują związki pochodzenia naturalnego oraz ich odpowiedniki uznawane za naturalne, które uzyskano 
na drodze przekształceń mikrobiologicznych. Dlatego istotne jest opracowywanie nowych metod wy­
twarzania związków aktywnych biologicznie na drodze biotransformacji, użytecznych dla przemysłu far­
maceutycznego, kosmetycznego i spożywczego.

Istotą wynalazku jest sposób otrzymywania 4’-hydroksyflawonu.
Istota sposobu polega na tym, że do podłoża odpowiedniego dla grzybów strzępkowych wprowa­

dza się szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po upływie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza 
się substrat, którym jest 4’-metyloflawon, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszającym 
się z wodą. Transformację prowadzi się w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciągłym 
wstrząsaniu, przez co najmniej 96 godzin. Następnie produkt ekstrahuje się rozpuszczalnikiem orga­
nicznym niemieszającym się z wodą oraz oczyszcza chromatograficznie. 4’-Hydroksyflawon znajduje 
się we frakcji o pośredniej polarności, w czwartym paśmie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objętości hodowli wynosi 
0,1 mg:1 cm3.

Korzystnie także jest, gdy proces prowadzi się w temperaturze 25 stopni Celsjusza.
Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformację prowadzi się przez 9 dni.
Korzystnie również jest, gdy oczyszczanie prowadzi się wykorzystując cienkowarstwową chro­

matografię preparatywną w układzie eluującym z chloroformem i metanolem w stosunku objętościowym 
9:1.

Postępując zgodnie z wynalazkiem, w wyniku działania układu enzymatycznego zawartego 
w komórkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, następuje odszczepienie grupy metylowej oraz hy- 
droksylacja przy C-4’. Uzyskany w ten sposób produkt wydziela się z wodnej kultury mikroorganizmu, 
znanym sposobem, przez ekstrakcję rozpuszczalnikiem organicznym niemieszającym się z wodą (octan 
etylu).

Zasadniczą zaletą wynalazku jest otrzymanie 4’-hydroksyflawonu w temperaturze pokojowej 
i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystując mikroorganizm niebędący patogenem ludzkim.
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Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umożliwia, w sposób przyjazny dla 
środowiska, uzyskanie związków o większej biodostępności i aktywności biologicznej, niż użyte sub- 
straty.

Wynalazek jest bliżej objaśniony na przykładzie wykonania.
Przykład. Do kolby stożkowej o pojemności 2000 cm3, w której znajduje się 500 cm3 sterylnej 

pożywki zawierającej 10 g aminobaku i 30 g glukozy, wprowadza się szczep Isaria fumosorosea KCH 
J2. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje się 50 mg 4’-metyloflawonu o wzorze 1, rozpuszczonego 
w 1 cm3 dimetylosulfotlenku. Transformację prowadzi się w 25 stopniach Celsjusza przy ciągłym 
wstrząsaniu przez 9 dni. Następnie mieszaninę poreakcyjną ekstrahuje się dwukrotnie octanem etylu, 
osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczysz­
cza się chromatograficznie z zastosowaniem jako eluentu mieszaniny chloroformu i metanolu w sto­
sunku objętościowym 9:1. Produkt znajduje się we frakcji o pośredniej polarności, w czwartym paśmie 
od linii startu.

Na tej drodze otrzymuje się 8,1 mg 4’-hydroksyflawonu (wydajność 16,3%). Stopień konwersji 
substratu według HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje się następującymi danymi spektralnymi.

Opis sygnałów pochodzących z widma 1H NMR (601 MHz, Aceton-de).

Sygnały pochodzące od protonów 

szkieletu flawonoidowego

δ [ppm] J[Hz] H

7,00 (s) 3

8,14 (dd) 7,9; 1,6 5

7,52 (m) 6

7,86 (ddd) 8,6; 7,1; 1,7 7

7,79 (d) 7,9 8

8,26 (d) 8,6 2’

8,23 (d) 8,6 3’

8,23 (d) 8,6 5’

8,26 (d) 8,6 6’

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wytwarzania 4’-hydroksyflawonu, znamienny tym, że do podłoża odpowiedniego dla 
grzybów strzępkowych wprowadza się szczep Isaria fumosorosea KCH J2, następnie po upły­
wie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza się substrat, którym jest 4’-metyloflawon 
o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszającym się z wodą, transfor­
mację prowadzi się w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciągłym wstrząsaniu, 
co najmniej 96 godzin, po czym produkt ekstrahuje się rozpuszczalnikiem organicznym nie- 
mieszającym się z wodą i oczyszcza chromatograficznie, przy czym 4’-hydroksyflawon o wzo­
rze 2 znajduje się we frakcji o pośredniej polarności, w czwartym paśmie od linii startu.

2. Sposób według zastrz. 1., znamienny tym, że stosunek masy dodawanego substratu do ob­
jętości hodowli wynosi 0,1 mg:1 cm3.

3. Sposób według zastrz. 1., znamienny tym, że proces prowadzi się w temperaturze 25 stopni 
Celsjusza.
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4. Sposób według zastrz. 1znamienny tym, że transformację prowadzi się przez 9 dni.
5. Sposób według zastrz. 1., znamienny tym, że oczyszczanie prowadzi się wykorzystując cien­

kowarstwową chromatografię preparatywną w układzie eluującym chloroform : metanol w sto­
sunku objętościowym 9:1.

Rysunek


