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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania mieszaniny 3'-O-£-D-glukopiranozylo-5,7-
-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu o wzorze 2 i 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyfla-
wanonu 0 wzorze 3 przedstawionych na rysunku.

Budowa chemiczna otrzymanych skfadnikédw mieszaniny wskazuje na ich aktywno$¢ biologiczng
oraz ich potencjalne zastosowanie w przemys$le spozywczym i farmaceutycznym. W literaturze opisano
aktywnos¢ przeciwnowotworowg 7-0-p-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu [J.A.
Manthey, N. Guthrie: ,Antiproliferative activities of citrus flavonoids against six human cancer cell lines”,
J. Agric. Food Chem., 2002, 50, 5837-5843].

W literaturze znana jest metoda otrzymywania 3'-O-p-D-glukopiranozylo-5,7-dinydroksy-4'-
-metoksyflawanonu i 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu w zawiesinowej
kulturze komdérek wilca ziemniaczanego (Ipomoea batatas) [K. Shimoda, H. Hamada, H. Hamada: ,Gly-
cosylation of hesperetin by plant cell cultures”, Phytochemistry, 2007, 69, 1135-1140].

Nie jest znana natomiast metoda otrzymywania tej mieszaniny na drodze transformacji mikrobio-
logicznej.

Szczep Absidia coerulea AM 93 zdeponowany jest w kolekcji mikroorganizméw Katedry Chemii
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (ul. C K. Norwida 25, 50-375 Wroctaw).

Znane sg procesy biotransformacji przy udziale grzybéw strzepkowych z gatunku Absidia coeru-
lea. Opisano m. in. jego zdolno$¢ do glikozylacji zwigzkéw flawonoidowych. W wyniku dziatania uktadu
enzymatycznego zawartego w zywych komoérkach kultury Absidia coerulea otrzymano szereg zwigz-
kéw. Z opisu patentowego PL 223 441 znana jest metoda otrzymywania 4'-O-p-D-glukopiranozylo-
-4,2'-dihydroksy-6'-metoksy-3'-prenylo-o,3-dihydrochalkonu, z opisu PL 226315 znany jest sposob
otrzymywania 2'-O-B-D-glukopiranozylo-1",2",«,B-tetrahydroksantohumolu C, z PL 223446 - 4'-O-B-D-
-glukopiranozyloksantohumolu C, opis PL 222175 ujawnia otrzymywanie 4'-O-p-D-glukopiranozylo-f3-
-[1"™-hydroksyizopropylo]-4,2'-dihydroksy-6'-metoksy-3'-prenylo-«,-dihydrochalkonu, opis PL 222731
wskazuje na otrzymywanie mieszaniny 7-O-3-D-glukopiranozylo-5-hydroksy-4'-metoksyizoflawonu
i 5-O-p-D-glukopiranozylo-7-hydroksy-4'-metoksyizoflawonu, natomiast PL 219084 opisuje otrzymywa-
nie 4'-O-p-D-glukozylo-2',4-dihydroksy-6’-metoksy-3'-prenylochalkonu.

Istotg wynalazku jest sposdb otrzymywania mieszaniny 3'-O-/-D-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-
-4'-metoksyflawanonu i 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu, polegajacy na
tym, ze substrat, ktérym jest 3',5,7-trihydroksy-4'-metoksyflawanon, poddaje sie transformacji mikrobio-
logicznej, w wyniku czego otrzymuje sie mieszanine 3'-O-/-D-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-4’-metok-
syflawanonu i 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu. Grzyby strzepkowe z ga-
tunku Absidia coerulea namnaza sie w ptynnym podtozu mikrobiologicznym, przy ciggtym mieszaniu
reagentéw, w temperaturze 12—40°C. Nastepnie do naro$nietej hodowli dodaje sie substrat i dalej pro-
wadzi proces, az do catkowitego zuzycia substratu. Po zakonczeniu transformaciji roztwér transforma-
cyjny, ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg, oddziela frakcje or-
ganiczng, osusza bezwodnym siarczanem magnezu, odparowuje rozpuszczalnik i tak otrzymany su-
rowy produkt oczyszcza sie za pomocg technik chromatograficznych.

Korzystnie takze jest, gdy transformacje prowadzi sie szczepem Absidia coerulea AM 93.

Korzystnie jest, gdy reakcje prowadzi sie w temperaturze 26°C.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w zy-
wych komérkach kultury Absidia coerulea nastepuje reakcja glukozylacji substratu.

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie, w tagodnych warunkach mieszaniny 3'-O-f-D-
-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu i 7-O-p-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-
-metoksyflawanonu, jako gtéwnych produktéw reakcji w kulturze Absidia coerulea. Wydajnos$¢ reakgciji
dla 3'-0-p-D-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu osigga poziom ponad 5%, za$ dla
7-O-p-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu 35%.

Wynalazek jest blizej objasniony w przykfadzie wykonania.

Przyktad 1. Do kolby o pojemnosci 300 cm?3, w ktérej znajduje sie 100 cm? sterylnej pozywki
zawierajgcej 3 g glukozy i 1 g aminobaku na 1 dm® wody destylowanej, wprowadza sie grzyby strzep-
kowe Absidia coerulea AM 93. Po 6 dniach wzrostu drobnoustrojéw w temperaturze 26°C i przy ciggtym
wstrzasaniu, dodaje sie 15 mg 3',5,7-trihydroksy-4'-metoksyflawanonu, o wzorze 1, rozpuszczonego
w 1,5 cm?3 dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie przy ciggtym wstrzgsaniu przez 10 déb. Po
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tym czasie hodowle zakwasza sie 1-molowym kwasem chlorowodorowym do pH 4,5. Nastepnie, uzy-
skany roztwér transformacyjny ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu, osusza bezwodnym siarcza-
nem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Uzyskuje sie 12,5 mg surowego ekstraktu, ktéry oczyszcza
sie chromatograficznie, uzywajac jako eluentu mieszanine chloroform : metanol w stosunku objetoscio-
wym 7:1. Po oczyszczeniu otrzymuje sie 9,5 mg mieszaniny 3’-O-p-D-glukopiranozylo-5,7-
-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu, o wzorze 2 i 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyfla-
wanonu, o wzorze 3 z wydajnoécig 5,6% dla 3'-O-f-D-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-4'-metoksyflawa-
nonu i 35,5% dla 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu.

Uzyskane produkty charakteryzujg sie nastepujgacymi danymi spektralnymi:

3'-0-p-D-glukopiranozylo-5,7-dinydroksy-4'-metoksyflawanon:

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 2,70 (1H, dd, J=3,2; 17,1 Hz, H-3eq), 3,14 (1H, t, J=9,4 Hz,
H-4"), 3,25-3,28 (1H, m, H-2"), 3,24-3,41 (2H, m, H-3", H-5"), 3,27 (1H, m, H-3a), 3,40-3,47 (1H,
m, Ha-6"), 3,64-3,67 (1H, m, Hb-6"), 3,77 (3H, s, 4'OCH3) 4,95 (1H, d, J=7,6 Hz, H-1"), 5,45 (1H, dd,
J=3,2; 12,3 Hz, H-2), 5,88 (1H, d, J=2,1 Hz, H-6), 5,90 (1H, d, J=2,1 Hz, H-8a), 5,91 (1H, d, J=2,1 Hz,
H-8b), 7,00 (1H, d, J=8,4 Hz, H-5'a), 7,01 (1H, d, J=8,4 Hz, H-5'b), 7,07 (1H, dd, J=2,1; 8,4 Hz, H-6'a),
7,08 (1H, dd, J=2,1; 8,4 Hz, H-6'b), 7,23 (1H, d, J=2,1 Hz, H-2",

3C NMR (150 MHz, DMSO-de) & (ppm): 41,95 (C-3a), 42,04 (C-3b), 55,74 (4'OCHsa), 55,77
(4'0OCH3b),60,59 (C-6"), 69,71 (C-4") 73,16 (C-2"), 76,34 (C-3"), 77,02 (C-5"), 78,47 (C-2), 95,09 (C-8),
95,49 (C-6), 99,68 (C-1"a), 99,96 (C-1"b), 101,75 (C-10), 112,20 (C-5"), 113,79 (C-2", 120,35 (C-6'a),
120,60 (C-6'b), 130,89 (C-1'a), 130,91 (C-1'a), 146,30 (C-3'), 149,14 (C-4"), 162,92 (C-9a), 162,94
(C-9b), 163,49 (C-5), 166,80 (C-7), 196,28 (C-4).

7-O-p-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanon

"H NMR (600 MHz, DMSO-de) 3 (ppm): 2,75 (1H, dd, J=3,2; 17,1 Hz, H-3acq), 2,77 (1H, dd, J=3,2;
17,1 Hz, H-3beq), 3,14 (1H, t, 3=9,4 Hz, H-4"), 3,20 (1H, m, H-2"), 3,24-3,41 (2H, m, H-3", H-5"), 3,27
(1H, m, H-3a), 3,40-3,47 (1H, m, Ha-6"), 3,64-3,67 (1H, m, Hb-6"), 3,77 (3H, s, 4'OCHs) 4,96 (1H, d,
J=7,7 Hz, H-1"a), 4,98 (1H, d, 3=7,7, H-1"b), 5,48 (1H, dd, J=3,2; 12,3 Hz, H-2a), 5,49 (1H, dd, J=3,2;
12,3 Hz, H-2b), 6,13 (1H, d, J=2,1 Hz, H-6a), 6,14 (1H, d, J=2,1 Hz, H-6b), 6,15 (1H, d, J=2,1 Hz,
H-8a), 6,16 (1H, d, J=2,1 Hz, H-8b), 6,88 (1H, m, H-6"), 6,94 (2H, m, H-2', H-5",

3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 42,16 (C-3), 55,70 (4'OCHs), 60,59 (C-6"), 69,51 (C-4"),
73,03 (C-2"), 76,34 (C-3"), 77,09 (C-5"), 78,50 (C-2a), 78,54 (C-2b), 95,86 (C-8), 96,50 (C-6), 99,47
(C-1"a), 99,59 (C-1"b), 103,30 (C-10), 112,00 (C-5"), 114,17 (C-2", 117,85 (C-6"), 130,85 (C-1"), 146,49
(C-3), 147,99 (C-4'a), 148,00 (C-4'b), 162,62 (C-9a), 162,66 (C-9b), 162,86 (C-5), 165,23 (C-7a),
165,31 (C-7b), 197,10 (C-4).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob otrzymywania mieszaniny 3'-O-/-D-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-4'-metoksyflawa-
nonu i 7-O-f-D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu znamienny tym, ze na
drodze reakcji mikrobiologicznej transformacji substratu, ktérym jest 3',5,7-trihydroksy-4'-me-
toksyflawanon o wzorze 1, otrzymuje sie mieszanine 3'-O-f#-D-glukopiranozylo-5,7-dihy-
droksy-4'-metoksyflawanonu, o wzorze 2 i 7-O--D-glukopiranozylo-3',5-dihydroksy-4'-metok-
syflawanonu, o wzorze 3, w taki sposéb, ze grzyby z gatunku Absidia coerulea namnaza sie
w ptynnym podtozu mikrobiologicznym, charakterystycznym dla grzybow, przy ciggtym mie-
szaniu reagentéw, w temperaturze od 12 do 40°C, po czym po uptywie od 3 do 7 dni, do
naro$nietej hodowli dodaje sie substrat i dalej prowadzi sie proces, az do catkowitego zuzycia
substratu, po czym po zakonczeniu transformaciji roztwor transformacyjny ekstrahuje sie roz-
puszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg, oddziela frakcje organiczng, odwad-
nia, odparowuje rozpuszczalnik i tak otrzymany surowy produkt oczyszcza sie za pomocg
technik chromatograficznych, w wyniku czego otrzymuje sie czysty produkt, ktérym jest mie-
szanina 3'-O-p-D-glukopiranozylo-5,7-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu i 7-O-f-D-glukopira-
nozylo-3',5-dihydroksy-4'-metoksyflawanonu.

2. Sposo6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze grzybem z gatunku Absidia coerulea jest szczep
Absidia coerulea AM93.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 26°C.
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