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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania 6-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu
0 wzorze 2 przedstawionym na rysunku.

6-O-B-D-(4”-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon moze znalez¢ zastosowanie jako zwiazek przeci-
wutleniajacy i przeciwdrobnoustrojowy w preparatach farmaceutycznych i kosmetycznych oraz produk-
tach spozywczych.

Flawonoidy stanowig wazna grupe polifenoli zawartych w owocach i warzywach. Wspotodpowia-
daja za kolor i aromat wielu pokarmow pochodzenia roslinnego i stanowia istotny sktadnik diety ludzi.
Zwiazki te coraz czedcie] stanowig substancje aktywne suplementow diety, ze wzgledu na ich dziatanie
prozdrowotne i zapobiegajace rozwojowi réznorodnych schorzen, w tym chordb cywilizacyjnych.

Uwaza sie, ze glikozydy flawonoidowe przed absorpcja w uktadzie pokarmowym musza zostac
poddane hydrolizie przez mikroflore jelitowa do odpowiednich aglikonéw. Dowiedziono jednak, ze cze-
$ciowa absorpcja potaczen cukrowych flawonoidéw rowniez jest mozliwa.

Czasteczka glukozy przytaczona w pozycji 3 kwercetyny (3,3',4’,5,7-pentahydroksyflawon)
zwiekszata absorpcje tego zwiazku w jelicie cienkim do 52%, w porownaniu z 24% absorpcja aglikonu
kwercetyny i 17% rutynozydu kwercetyny (Heim, K. E.; Tagliaferro, A. R.; Bobilya, D. J. Flavonoid
antioxidants: Chemistry, metabolism and structure-activity relationships. J. Nutr. Biochem. 2002, 13,
572-584, Holiman, P. C.; Bijsman, M. N.; van Gameren, Y.; Cnossen, E. P.; de Vries, J. H.; Katan, M.
B. The sugar moiety is a major determinant of the absorption of dietary flavonoid glycosides in man.
Free Radic. Res. 1999, 31, 569-573).

Flawonoidy w roslinach wystepuja wytacznie w potaczeniu z jednostkami cukrowymi. Glikozylacja
skutkuje wzrostem rozpuszczalnosci czasteczki flawonoidu w wodzie i wzrostem jego stabilnosci. Dzieki
temu zwieksza sie przyswajalnosc¢ przyjmowanych z pokarmem zwigzkow flawonoidowych (J. Xiao, T.S.
Muzashvili, M.l. Georgiev, Biotechnology Advances, 2014, 32, 1145-1156, Plaza, M.; Pozzo, T.; Liu, J.;
Gulshan Ara, K. Z.; Turner, C.; Nordberg Karlsson, E. Substituent effects on in vitro antioxidizing pro-
perties, stability, and solubility in flavonoids. J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 3321-3333).

W ostatnich latach w leczeniu i prewencji chordb coraz wieksze znaczenie zyskuja zwiazki
pochodzenia naturalnego i ich odpowiedniki uzyskane na drodze biotransformac;ji. Dlatego istotne jest
poszukiwanie nowych sposobdéw wytwarzania zwiazkéw aktywnych biologicznie, ktére moga by¢ wyko-
rzystane w przemysle farmaceutycznym, ale tez kosmetycznym i spozywczym.

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

W ostatnich latach, w leczeniu réznych chordb i ich zapobieganiu, coraz wieksze znaczenie zy-
skuja zwigzki pochodzenia naturalnego oraz ich odpowiedniki uzyskane metodami biotechnologicznymi.
Dlatego istotne jest opracowywanie nowych metod wytwarzania zwiazkéw aktywnych biologicznie
na drodze biotransformacji, uzytecznych dla przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego i spozywczego.

Znana jest metoda otrzymywania 6-O-p-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu przy wykorzysta-
niu szczepu Beauveria bassiana (ATCC 7159). W czasie 14-dniowej biotransformacji 6-hydroksyflawanonu
uzyskano wydajnos¢ wynoszaca 37.6% (Mikell, J. R., Herath, W., Khan, I. A. Eleven Microbial Metabolites
of 6-Hydroxyflavanon Chem. Pharm. Bull. 2015, 63, 579-583). Zwiazek ten zostat otrzymany rowniez w wy-
niku biotransformacji 6-hydroksyflawonu w kulturze szczepu Beauveria bassiana (ATCC 13144) z wydajno-
Scig na poziomie 0.8% (Herath, W., Mikell, J. R., Hale, A. L., Ferreira, D., Khan, I. A. Microbial Metabolism
Part 9. Structure and Antioxidant Significance of the Metabolites of 5,7-Dihydroxyflavone (Chrysin), and 5-
and 6-Hydroxyflavones. Chemical and Pharmaceutical Bulletin 2008 56(4) 418—422).

Nie sa znane metody otrzymywania 6-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu przy wyko-
rzystaniu szczepu Isaria fumosorosea KCH J2.

Istota sposobu wedtug wynalazku, polega na tym, Ze do podtoza odpowiedniego dla grzybow strzep-
kowych wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli
wprowadza sie substrat, ktorym jest 6-hydroksyflawanon, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym
mieszajacym sie z woda. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy
ciagtym wstrzasaniu, przez co najmniej 96 godzin. Nastepnie produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem or-
ganicznym niemieszajacym sie z wodg oraz oczyszcza chromatograficznie. 6-O-3-D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-flawanon znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim pasmie od linii startu.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi
0,1 mg:1cm?3,
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Korzystnie takze jest, gdy proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni Celsjusza.

Dodatkowo, korzystnie jest, gdy transformacje prowadzi sie przez 4 dni.

Korzystnie rowniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cienkowarstwowa chro-
matografie preparatywna w uktadzie eluujgcym ztozonym z chloroformu i metanolu w stosunku objeto-
Sciowym 9:1.

Postepujac zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w komor-
kach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje przytaczenie 4-metoksy-B-D-glukozy do grupy hydrok-
sylowej przy C-6. Uzyskany w ten sposob produkt wydziela sie z wodnej kultury mikroorganizmu, znanym
sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z wodg (octan etylu).

Zasadnicza zaleta wynalazku jest otrzymanie 6-O--D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu
jako jedynego produktu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu oraz wykorzystujac
mikroorganizm niebedacy patogenem ludzkim.

Wykorzystanie biotransformacji, zamiast syntezy chemicznej, umozliwia, w sposob przyjazny dla sro-
dowiska, uzyskanie zwiazkéw o wiekszej biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, niz uzyte substraty.

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby stozkowej o pajemnosci 2000 cm?, w ktorej znajduje sie 500 cm? sterylnej
pozywkKi zawierajacej 10 g aminobaku i 30 g sacharozy, wprowadza sie szczep Isaria fumosorosea KCH
J2. Po 72 godzinach jego wzrostu dodaje sie 50 mg 6-hydroksyflawanonu o wzorze 1, rozpuszczonego
w 1 cm? tetrahydrofuranu. Transformacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciagtym wstrza-
saniu przez 4 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 obje-
tosciowym 9: 1. Produkt znajduje sie we frakcji o posredniej polarnosci, w trzecim pasmie od linii startu.

Na tej drodze otrzymuje sie 15,3 mg 6-O-3-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu (wydajnos¢
17,7%). Stopien konwersji substratu wedtug HPLC >99%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujacymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatow pochodzacych z widma 'H NMR (601 MHz, Aceton-ds)

Sygnaly pochodzace od szkieletu | Sygnaly pochodzace od

flawonoidowego Jjednostki glikozydowej

3[ppm] |[I[Hz] H CUKIER [ H

3 [ppm] | [Hz]

5,59(dd) |.3=13,1 [H-2 4,89(d) |./=7,7|1C
J213e=2,9

3,13 (dd) | J3a2=13,1 |H-3a 3,46 (m) 2C
JS1a36=16,8

2.87 (m) H-3r | 3.63(m) 3C

747(d) [Js7=3.1 [H-S 3,24 (m) 4C

- H-6 3,46 (m) 5C

7,34 (dd) | /7531 H-7 3,82 (m) 6C
J75=8,9 3,71 (m)

7,03 (d) [J27=9,0 H-8 3,57 (s) C4-OCH3

7,58 (m) H-2’

7,45 (m) H-3°

7,39 (m) H-4’

7.45 (m) H-5°

7,58 (m) H-6"
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Zastrzezenia patentowe

. Sposob wytwarzania 6-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu o wzorze 2 znamienny
tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybow strzepkowych wprowadza sie szczep /saria
fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza sie
substrat, ktorym jest 6-hydroksyflawanon o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku orga-
nicznym mieszajacym sie z woda, transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni
Celsjusza, przy ciagtym wstrzgsaniu, co najmniej 96 godzin, po czym produkt ekstrahuje sie
rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajacym sie z woda i oczyszcza chromatograficznie,
przy czym 6-O-B-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon o wzorze 2 znajduje sie we frakcji
o posredniej polarnoéci, w trzecim pasmie od linii startu.

. Sposob wedtug zastrz. 1., znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg: 1 cm3.

. Sposob wedtug zastrz. 1., znamienny tym, Ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.

. Sposob wedtug zastrz. 1., znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 4 dni.

. Sposob wedtug zastrz. 1., znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujac cien-
kowarstwowa chromatografie preparatywna w uktadzie eluujgcym chloroform : metanol w sto-
sunku objetosciowym 9: 1.
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Rysunki
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