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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 3’-hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon i spo-
s6b wytwarzania 3’-hydroksy-6-0O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu o wzorze 2, przedsta-
wionym na rysunku.

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

Medycyna prewencyjna zyskuje w ostatnich latach coraz wieksze znaczenie. Uwaza sie, ze >50%
wspotczesnych probleméw zdrowia publicznego mozna zapobiec poprzez stosowanie odpowiedniej
diety (Cassidy, A.; Berry anthocyanin intake and cardiovascular health. Mol Aspects Med. 2018, 61,
76-82). Polifenole, do ktdrych zalicza sie zwigzki flawonoidowe, stanowig najwiekszg grupe wtérnych
metabolitéw roslinnych przyjmowanych wraz z pokarmem. W zwigzku z ich silnym i zr6znicowanym
prozdrowotnym dziataniem zaleca sie zwiekszenie spozycia warzyw i owocow w codziennej diecie ludzi.
Rosnie takze liczba suplementéw diety zawierajgcych w swoim sktadzie polifenole (Deng J, Yang H,
Capanoglu E, Cao H, Xiao J. Technological aspects and stability of polyphenols. Polyphenols: Proper-
ties, Recovery, and Applications. Elsevier Inc.; 2018, 295-323, Perez-Vizcaino F, Fraga CG. Research
trends in flavonoids and health. Arch Biochem Biophys. 2018; 646: 107-12).

Uwaza sie, ze glikozydy flawonoidowe przed absorpcjg w uktadzie pokarmowym muszg zostaé
poddane hydrolizie przez mikroflore jelitowg do odpowiednich aglikonéw. Dowiedziono jednak, ze cze-
Sciowa absorpcja potaczen cukrowych flawonoidéw réwniez jest mozliwa.

Czgsteczka glukozy przytaczona w pozycji 3 kwercetyny (3,3',4’,5,7-pentahydroksyflawon) zwiek-
szafa absorpcje tego zwigzku w jelicie cienkim do 52%, w poréwnaniu z 24% absorpcjg aglikonu kwer-
cetyny i 17% rutynozydu kwercetyny (Heim, K. E.; Tagliaferro, A. R.; Bobilya, D. J. Flavonoid antioxi-
dants: Chemistry, metabolism and structure-activity relationships. J. Nutr. Biochem. 2002, 13, 572-584,
Hollman, 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 ros$linach wystepujg wyfacznie w potgczeniu z jednostkami cukrowymi. Glikozylacja
skutkuje wzrostem rozpuszczalnos$ci czasteczki flawonoidu w wodzie i wzrostem jego stabilno$ci. Dzieki
temu zwieksza sie przyswajalno$¢ przyjmowanych z pokarmem zwigzkoéw flawonoidowych (J. Xiao, T.S.
Muzashvili, M.I. 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 dostepnej literaturze brak jest informacji na temat otrzymywania 3’-hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-
-metyloglukopiranozylo)-flawanonu na drodze syntezy chemicznej i biotransformaciji.

W ostatnich latach w leczeniu i prewencji choréb coraz wieksze znaczenie zyskujg zwigzki po-
chodzenia naturalnego i ich odpowiedniki uzyskane na drodze biotransformac;ji. 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.

Istotg wynalazku jest 3’-hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon.

Istota sposobu polega na tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybéw strzepkowych wprowa-
dza sie szczep Isaria fumosorosea KCH J2. Po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowadza
sie substrat, ktérym jest 3’-metoksyflawanon, rozpuszczony w rozpuszczalniku organicznym mieszaja-
cym sie z woda. Transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do 30 stopni Celsjusza, przy ciggtym
wstrzasaniu co najmniej 96 godzin. Kolejno produkt ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym nie
mieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chromatograficznie. 3’-Hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-metyloglukopira-
nozylo)-flawanon znajduje sie we frakcji o wyzszej polarnosci.

Korzystnie jest, gdy stosunek masy dodawanego substratu do objetosci hodowli wynosi 0,1 mg :
1 ml

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

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

Korzystnie réwniez jest, gdy oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cienkowarstwowg chro-
matografie preparatywng w uktadzie eluujgcym chloroform : metanol 9:1.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego
w komoérkach szczepu Isaria fumosorosea KCH J2, nastepuje hydroksylacja i przytaczenie 4-metoksy-
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- ~D-glukozy przy C-6 oraz .demetylacja przy C-3’. Uzyskany w ten sposdb produkt wydziela sie z wod-
nej kultury mikroorganizmu, znanym sposobem, przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym nie-
mieszajacym sie z wodg (octan etylu).

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie 3’-hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-metyloglukopirano-
zylo)-flawanonu w temperaturze pokojowej i przy pH naturalnym dla szczepu wykorzystujgc mikroorga-
nizm niebedacy patogenem ludzkim.

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

Wynalazek jest blizej objasniony na przyktadzie wykonania.

Przyktad. Do kolby Erlenmajera o pojemno$ci 2000 cm?3, 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 3'-metoksyflawanonu o wzorze 1, rozpuszczonego w 1 cm? tetrahydrofuranu. Trans-
formacje prowadzi sie w 25 stopniach Celsjusza przy ciggtym wstrzasaniu przez 7 dni. Nastepnie mie-
szanine poreakcyjng ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu, osusza bezwodnym siarczanem ma-
gnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Otrzymany ekstrakt oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc
jako eluentu mieszaniny chloroformu i metanolu w stosunku 9:1. Produkt znajduje sie we frakcji o wyz-
szej polarnosci.

Na tej drodze otrzymuje sie 13,6 mg 3’-hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawa-
nonu (wydajno$¢ 16%). Stopien konwers;ji substratu wedtug HPLC >99%

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi.

Opis sygnatow pochodzgcych z widma 'H NMR (600 MHz, Aceton-de)

Sygnaly pochodzace od szkieletu | Sygnaly pochodzgce od jednostki
flawonoidowego cukrowej
6 [ppm] J (Hz] H &(ppm] | J[H2Z] H
5,57 (dd) J=127,30 H-2 493(d)y |J=7.8 iC
3,12 (dd) J=16,8, 12,7 H-3, | 3,49 (m) 2C
2,87 (m) H-3¢ |3.67(dt) |s=90,37 |3C
749 () J=3,1 H-5 3.27(1) J=4.3 4C
7,37 (dd) Jr5=9.0 H-7 3,49 (m) 5C
4 5=3,1
7,07 (m) H-8 3,87 (m) 6C
3,76 (m)
7,07 (m) H-22 | 3,60(s) 4C-OCH,
6,89 (ddd) J=8,1,2,3,0,8 H-4’
7,29 (1) J=79 H-§
7.07 (m) J=76 H-6
8,54 (s) -OH
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Zastrzezenia patentowe

. 3’-hydroksy-6-0--D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon o wzorze 2.
. Spos6b wytwarzania 3’-hydroksy-6-0-/#D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanonu, zna-

mienny tym, ze do podtoza odpowiedniego dla grzybow strzepkowych wprowadza sie szczep
Isaria fumosorosea KCH J2, nastepnie po uptywie co najmniej 72 godzin do hodowli wprowa-
dza sie substrat, ktérym jest 3-metoksyflawanon o wzorze 1, rozpuszczony w rozpuszczalniku
organicznym mieszajgcym sie z woda, transformacje prowadzi sie w temperaturze od 20 do
30 stopni Celsjusza, przy cigglym wstrzgsaniu, co najmniej 96 godzin, po czym produkt eks-
trahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg i oczyszcza chroma-
tograficznie, przy czym 3’-hydroksy-6-O-/-D-(4"-O-metyloglukopiranozylo)-flawanon o wzo-
rze 2 znajduje sie we frakcji o wyzszej polarnosci.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosunek masy dodawanego substratu do ob-
jetosci hodowli wynosi 0,1 mg : 1 mL.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 25 stopni
Celsjusza.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze transformacje prowadzi sie przez 168 godzin.
Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze oczyszczanie prowadzi sie wykorzystujgc cien-
kowarstwowg chromatografie preparatywng w ukfadzie eluujgcym chloroform : metanol 9:1.
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