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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania 7-acetamidoflawonu o wzorze 2, przedstawio-
nym na rysunku.

Zwigzek ten moze znalez¢ zastosowanie jako antyoksydant w przemysle spozywczym oraz jako
skfadnik srodkéw farmaceutycznych i kosmetycznych, a takze dodatek do pasz.

Flawonoidy to drugorzedowe metabolity roslin, ktére przyjmowane wraz z pokarmami pochodze-
nia roslinnego odgrywajg istotng role w prewenciji wielu choréb. Zwigzki te wykazujg dziatanie przeci-
wutleniajgce, przeciwalergiczne, przeciwzapalne, zapobiegajg chorobom uktadu krgzenia, pomagaja
kontrolowa¢ wage [Raffa, D.; Maggio, B.; Raimondi, M. V.; Plescia, R.; Daidone, G. Recent discoveries
of anticancer flavonoids. Eur. J. Med. Chem. 2017, 142, 213-228].

Aminoflawony sg grupg zyskujgcg coraz wieksze zainteresowanie badaczy ze wzgledu na wyka-
zywang przez nie silng aktywnos$é przeciwnowotworowg. Zwigzki te wnikajg do komoérek rakowych, we-
wnatrz ulegajg aktywacji tworzgc pochodne uszkadzajgce DNA komorek. Jednoczes$nie aminoflawony
nie wykazujg dziatania cytotoksycznego w stosunku do komérek niezmienionych chorobowo [Moorkoth,
S. Synthesis and Anti-cancer Activity of Novel Thiazolidinone Analogs of 6-Aminoflavone. Chem.
Pharm. Bull 2015, 974, 974-985; Chandrasekaran, S.; Enoch, |. V. M. V. Host-guest interaction of fla-
vanone and 7-aminoflavone with C-Hexylpyrogallol[4]arene. J. Mol. Struct. 2014, 1076, 318-325].

7-aminoflawon wykazuje dziatanie antybakteryjne w stosunku do Mycobacterium tuberculosis
[Kénya, K.; Pajtas, D.; Kiss-Szikszai, A.; Patonay, T. Buchwald-Hartwig reactions of monohaloflavones.
European J. Org. Chem. 2015, 2015, 828-839], a takze Staphylococcus aureus i Bacillus typhosus
[Bapat, D, S., Venkataraman, F.A.Sc. Potential antitubercular compounds. K. Proc. Indian Acad. Sci.
1955, 336-341, https://doi.org/10.1007/BF03053537].

Znana jest metoda otrzymywania 7-acetamidoflawonu na drodze syntezy chemicznej z 4-aceta-
mido-2-hydroksydibenzoilometanu. Substrat rozpuszczony w zimnym stezonym kwasie siarkowym po-
zostawiono na dwie godziny. Produkt otrzymany po dodaniu lodu wykrystalizowywat z alkoholu w po-
staci biatych igiet [Bapat, D. S., Venkataraman, F.A.Sc. Potential antitubercular compounds. K. Proc.
Indian Acad. Sci. 1955, 336-341].

W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 7-acetamidoflawonu na dro-
dze biotransformaciji.

W ostatnich latach w leczeniu i prewencji choréb coraz wieksze znaczenie zyskujg zwigzki po-
chodzenia naturalnego i ich odpowiedniki uzyskane na drodze biotransformacji. Dlatego istotne jest po-
szukiwanie nowych sposobéw wytwarzania zwigzkéw aktywnych biologicznie, ktére mogg by¢ wykorzy-
stane w przemys$le farmaceutycznym, ale tez kosmetycznym i spozywczym.

Istota wynalazku polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wpro-
wadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza
sie substrat, ktérym jest 7-aminoflawon o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mie-
szajgcym sie z wodg. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy
ciggtym wstrzgsaniu co najmniej 96 godzin. Kolejno produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicz-
nym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objeto$ci hodowli wynosi
0,1mg:1mL.

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

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 168 godzin.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w ko-
morkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje przeksztatcenie grupy aminowej do acetami-
dowej przy C-7. Uzyskany w ten sposéb produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym
sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg (octan etylu).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 7-acetamidoflawonu w temperaturze pokojowej
i przy pH naturalnym dla szczepu wykorzystujgc mikroorganizm niebedgcy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposoéb przyjazny dla
Srodowiska, uzyskanie zwigzkéw o wyzszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte sub-
straty (E. Kostrzewa-Sustow, J. Dmochowska-Gtadysz, J. Oszmianski, Journal of Molecular Catalysis
B: Enzymatic, 2007, 49 (1-4), 113-117, W. A. Loughlin, Bioresource Technology, 2000, 74, 49-62).
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Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby Erlenmajera o pojemnos$ci 2000 cm?, w ktorej znajduje sie 500 cm?
sterylnej pozywki zawierajgcej 10 g aminobaku i 30 g glukozy, wprowadza sie szczep Isaria fumosoro-
sea KCH J2 ujawniony w zgtoszeniu patentowym o numerze P.416996. Po 96 godzinach jego wzrostu
dodaje sie 50 mg 7-aminoflawonu o wzorze 1, rozpuszczonego w 1 cm? tetrahydrofuranu. Transforma-
cje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzgsaniu przez 7 dni. Nastepnie mieszanine
poreakcyjng ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu, osusza bezwodnym siarczanem magnezu i odpa-
rowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc jako eluentu
mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku 9:1. 7-Acetamidoflawon znajduje sie we frakcji o nizszej
polarnosci.

Na tej drodze otrzymuje sie 6,1 mg 7-acetamidoflawonu (wydajno$¢ 10%). Stopien konwersji
substratu wedtug HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatow pochodzgcych z widma 'H NMR (600 MHz, Aceton-ds) 8: 2.17 (s, 3H, -CH3); 6,80
(s, 1H, 3-H); 7.41 (dd, 1H, J = 8.6, 2.0Hz, 6-H); 7.59-7.62 (m, 3H, 3'-H, 4-H, 5'-H); 8.01 (d, 1H, J=8.6
Hz, 5-H); 8.05-8.11 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 8.36 (d, 1H, J = 1.9 Hz, 8-H).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b wytwarzania 7-acetamidoflawonu znamienny tym, ze do podfoza odpowiedniego dla
grzybéw strzepkowych wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po upty-
wie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza sie substrat, ktérym jest 7-aminoflawon
0 wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym sie z wodg, transfor-
macje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym wstrzgsaniu,
€O najmniej 96 godzin, po czym produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym nie-
mieszajacym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg : 1 mL.

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

4. Sposbdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 168 godzin.



PL 237 331 B1

Rysunek

Z J0ZM

-




