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Sis i§radimas priklauso chromatografinio (2R,3R)-dihidrokvercetino i§skyrimo sriiai, biologi$kai aktyviy
papildy gamybai medicinos ir farmaciniais tikslais, taip pat maisto ir kosmetikos pramonei. Sidlomas naujas
(2R,3R)-dihidrokvercetino auk$to naSumo i$gavimo bldas, kurio metu bty gaunamas ypatingai grynas produktas.
Dihidrokvercetino turinCig kieta Zaliava tirpina etilo spirito vandens tirpale, esant 20 - 29 °C temperatirai, iki
dihidrokvercetino dalis tirpale pasiekia 50 - 250 g/l. Po to vykdant chromatografinj atskyrimg esant 100 - 500
kg/em? slégiui kolonéléje su dinaminiu aSiniu spaudimu, kur kolonélé yra uZpildyta griztamosios fazés sorbentu,
kai sorbento eliuavimg vykdo i§ anksto degazuotu ir modifikuotu etilo spirito vandens tirpalu. Eliuato frakcijy
surinkimas vykdomas refraktometrinés ir masés spektrometrinés analizés badais su po to sekanéiu produkto
kristalizavimu $aldant, filtracija ir liofilizacija. Siuo badu gaunamas produktas turi ne maziau negu 99,9 % (2R,3R)-
dihidrokvercetino.
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Technikos sritis

ISradimas priklauso chromatografinio (2R,3R)-dihidrokvercetino i8skyrimo
sriGiai, biologi$kai aktyviy papildy gamybai medicinos ir farmaciniais tikslais, taip pat

maisto ir kosmetikos pramonei.

Technikos lygis

(2R,3R)-dihidrokvercetinas ((+)-(2R,3R)-trans- dihidrokvercetinas), taip pat
Zinomas kaip ,Taksifolinas“, priklauso bioflavonoidams ir yra natdralios kilmés

etaloninis antioksidantas.

Yra zinomas flavonoidiniy junginiy iSskyrimo i§ augaliniy Zaliavy budas,
batent proantocianidiny iSskyrimo bidas (Patentas US Nr. 5912363, CO01D 311/62,
1999). Siuo bldu yra atliekamas kiety augaliniy medziagy ir vandens misinio
kaitinimas esant auk$tam slégiui ir sumazintam deguonies kiekiui, tirpalo separacija,
filtracija ir adsorbcija bei po to sekantis adsorbuoto proantocianidino eliuavimas,
poliarinio tirpiklio pagalba. Nors Sis bldas leidzia iSskirti flavonoidinius junginius,
kuriems priskiriamas ir dihidrokvercetinas, i§ jvairiy, daug antioksidanty turin€iy
augaliniy medziagy, tokiy kaip vynuogiy kauliukai, rieSuty kevalai, medzio Zieve ir
daugelis kity, visgi gaunamy produkty grynumas nevirsija 88 - 92%.

Zinomi keli badai iSgauti dihidrokvercetinui, kurio grynumas bty ne daugiau
negu 97%.

Vienu budu dihidrokvercetinas yra iSgaunamas i§ susmulkintos lapuogiy
medienos, ekstrahuojant organiniu tirpikliu i§ karto po to, kai Zaliava apdorojama
vandeniu, toliau garinant ekstraktg ir kristalizuojant i§ kars$to vandens (Patentas P® N
2038094, A 61 K 35/78, 1995).

Kitu badu dihidrokvercetinas yra iSgaunamas vykdant lapuociy medienos
pjuveny ekstrakcijg kaitinant vandeniu, at$aldant, filtruojant ir valant poliamido
sorbentu, eliuuojant produkty etilacetatu ir kristalizuojant i$ kar§to vandens. (Patentas
P® N 2000797, A 61 K 35/78, 1993).
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Dar kitu budu dihidrokvercetinas yra i§gaunamas apdorojant lapuociy
medieng 96,6% etilo spiritu 5 kartus. Prie§ apdorojant, mediena yra susmulkinama iki
1-5 mm dydzio daleliy. Toliau, 30-60 minudiy, pastoviai maiSant, yra vykdoma
ekstrakcija esant 50-60°C temperatrai tol, kol yra gaunamas norimas produktas.
Gavus ekstrakta yra vykdoma jo filtracija ir propilenglikolio pridéjimas. IS gauto
misinio pasalinus etilo spirita, j gautg junginj yra dedamas 5% natrio chlorido tirpalas.
ISmaiSius ir isfiltravus, gautas filtratas yra praleidziamas pro poliamido sorbentg tam,
kad bity nusodintas bioflavonoidinis kompleksas. Sorbentg praplovus distiliuotu
vandeniu ir praskiestu etilo spirito vandens tirpalu, jis yra dZiovinamas ir i$ jo yra
iSplaunamas bioflavonoidinis kompleksas. 1$radimas leidZia padidinti bioflavonoidinio
komplekso kokybe, i§ jo pasalinant nepageidaujamas medZiagas (Patentas P®
2186097, C11B9/00, A23L.1/30, A23L1/29, 2001).

Bendras pateikty budy trikumas yra tas, kad gautame produkte esama

jvairios kilmés pasaliniy medziagy, tarp jy ir flavonoidiniy junginiy.

Yra Zzinomas auks$to grynumo dihidrokvercetino gavimo bidas, kurio metu yra
vykdomas i$ankstinis lapuociy medienos apdorojimas verdanéiu vandeniu. Sekantys
Zingsniai apima acetono ekstrakcijg vandens tirpalu ir vandens-acetono ekstrakto
i§valymg skyséiy chromatografija naudojant griztamosios fazés Sverisorb C2 - C18
tipo sorbentus, kuriy daleliy dydis yra 5 - 10 um, ir kaip judriajg faze naudojant 30 -
50% acetono tirpalg 0,1% trifluor—acto ragsties tirpale bei paSalinant acetong
garinimo bldu. Techninis rezultatas - gaunamas didesnio negu 99,5% grynumo
dihidrokvercetinas (Patentas P® Ne 2114631 A61K35/78, C07D311/32, 1997 m.).

Esminiai Sio bldo trikumai yra proceso sudétingumas ir su tuo susijes
nepakankamas produkto gamybos naSumas; be to, yra nezinoma dihidrokvercetino

stereoizomery dalies proporcija gaunamame produkte.

Sioje paraiskoje pateiktam ypatingai gryno dihidrokvercetino gavimo badui
pats artimiausias yra badas, kurio metu alifatinio spirito C4-C3 vandens tirpale yra
gaunamas dihidrokvercetino turinios Zaliavos tirpalas, esant 1-20 % tlrio spirito
koncentracijai tirpale. Taip pat, termostatinéje kolonéléje yra atliekami vienas ar keli
chromatografijos ciklai su sorbentu, pastargjj eliuuojant alifatinio spirito C4-Cs
vandens tirpalu, kurio koncentracija yra ne daugiau negu 12-30 % tirio. Proceso
pabaigoje, atlikus eliuato garinama, gautasis produktas yra dZiovinamas. Sio bado
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privalumas yra aukstas gaunamo produkto grynumas: 98,5 - 99,5 %. (MateHT P® Ne
2349330 A61K36/00, B0O1D15/08, B01D15/42, 2007 r.)

Tarp jo esminiy trikumy yra proceso sudétingumas, nepakankamai auksta
89-93% produkto iSeiga, antioksidantinis aktyvumas, kuris yra susijgs su visy optiniy
dihidrokvercetino izomery buvimu gautame produkte, ir nedidelis gaunamo tirpalo

iSeigos greitis - 20 ml/min.

Be to, prie visy aprasyty chromatografinio (2R,3R)- dihidrokvercetino
iSgavimo bady esminiy trikumy reikia priskirti ir srautinés ultravioletines detekcijos

naudojima, dél kurios jvyksta dalinis produkto skilimas.

Sio isradimo tikslas yra sukurti (2R,3R)-dihidrokvercetino auk$to nasumo

iSgavimo biidg, kurio metu blty gaunamas ypatingai grynas produktas.

ISradimo apraSymas

Nasus, ypatingai gryno (2R,3R)-dihidrokvercetino gavimas yra pasiekiamas
etilo spirito vandens tirpale, kurio koncentracija yra 20 - 95 % tirio esant 20 - 29°C
temperatiirai, tirpinant kieto dihidrokvercetino turinig Zaliavg tol, kol
dihidrokvercetino sudétis tirpale pasiekia 50 - 250 g/l, po to vykdant chromatografinj
atskyrimg koloneéléje su dinaminiu aSiniu slégiu esant 100 - 500 kg/cm?  slégiui, kur
kolonelé yra uzpildyta griztamos fazés sorbentu su padidintu poliariniy jungg&iy
iSlaikymu, kur sorbento daleliy dydis yra 10-20 um, o pory dydis 120-200 A, toliau
vykdant sorbento elivavimg i§ anksto degazuotu ir modifikuotu etilo spirito vandens
tirpalu, elivato frakcijy surinkimg vykdant refraktometrinés ir masés spektrometrinés
analizés badu, o proceso pabaigoje atliekant produkto kristalizacijg Saldymu, filtracija
ir liofilizacija.

Eliuento modifikavimg yra geriau vykdyti metanoliu, izopropanoliu, acto
ragstimi, skruzdziy ragstimi, kai jy sudétis eliuate yra 0,001 - 5 % tdrio.

Siuo bidu gautas produktas turi ne maziau 99,9 % ((+)-(2R,3R)-trans-
dihidrokvercetino.

Vykdydami pirminius Sio bldo laboratorinius bandymus, iSradimo autoriai
netikétai pastebéjo, kad gautame produkte yra vien tik (2R,3R)-dihidrokvercetinas ir
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visiskai néra jo optiniy stereoizomery; buvo vykdomas dihidrokvercetino degazuoto
vandens-spirito tirpalo chromatografinis atskyrimas, temperatiry diapazone 20 - 29°
C ir esant 100 - 500 kg/cm? slégiui kolonéléje su dinaminiu asiniu slégiu, kur kolonele
buvo uzpildyta grjiztamos fazés sorbentu su padidintu poliariniy jung€iy islaikymu, kur
sorbento daleliy dydis buvo 10-20 um, o pory dydis buvo 120-200 A, kur sorbento
elivavimas buvo vykdomas modifikuotu, i§ anksto degazuotu etilo spirito vandens
tirpalu, o eliuato frakcijy surinkimas buvo vykdomas refraktometrinés ir mases
spektrometrinés analizés budu, po to sekant kristalizacijos Saldymu, filtracijos ir
liofilizacijos zingsniams.

Etilo spirito 20 - 95 % tlrio koncentracijos ir 50 - 250 g/l dihidrokvercetino
tario gaunamame tirpale reik§miy diapazonai parinkti pagal proceso maksimalaus
naSumo salyga, del skirtingo pirminio techninio dihidrokvercetino ir priemaisy

tirpumo.

ISankstinis gaunamo vandens-spirito dihidrokvercetino ir eliuato tirpalo
degazavimas leidzia iSvengti produkto oksidacijos deél iStirpusio deguonies ir Zenkliai
padidina (2R,3R)-dihidrokvercetino refraktometrinio ir mases spektrometrinio
nustatymo eliuate tiksluma, o tai leidzia i esmés padidinti gamybos nasuma,

produkto grynuma ir jo iSeiga.

Chromatografinio atskyrimo proceso slégio reik8miy diapazonas, 100-500
kg/cm?, buvo nustatytas preparacinéje kolonoje YMC DAU 100-700 su dinaminiu
asiniu spaudimu, naudojant grjztamos fazés sorbentg su padidintu poliariniy jung€iy
iSlaikymu YMC ODC-AQ-HG, kurio daleliy dydis buvo 10-20 um, o pory dydis 120-
200 A. Pastarieji buvo nustatyti atsizvelgiant j produkto prigimtj, j eliuato padavimo
maksimaly greitj, 150 - 250 mi/min diapazone, ir kurie buvo susije su galimu trijy
dihidrokvercetino stereoizomery, turingiy kitokj poliariSkumg negu (2R,3R)-
dihidrokvercetinas, buvimu.

Ypa¢ svarbu yra tai, kad gauto dihidrokvercetino tirpinimo ir jo
chromatografinio i§skyrimo procesai vykty 20 - 29° C temperatiiry diapazone. Jeigu
procesy temperatiira bus Zzemesné negu 20° C, tuomet bus pastebimas Zenklus
proceso nasumo sumaZéjimas, o jeigu temperatiira virSys 29° C, tuomet iSaugs
produkto stereoizomerizacijos tikimybeé.

Elivato frakcijy surinkimas refraktometrinés, spektrometrinés ir masés



LT 6013 B

spektrometrinés analizés bhdais vienu metu, netaikant kruop3cios distiliacijos
kolonéléje, leidZia antrg kartg panaudoti tirpalg i$ eliuato ir Zenkliai padidinti frakcijos
su molekuliniu svoriu, 100 — 1000 vienety diapazone, analizés tiksluma, taip pat
vykdyti atskirg priemai$y, kaip $variy produkty iSskyrimg. Nurodytos procediros
leidZia padidinti produkto iSeiga iki 99,5 - 99,9 %.

I$ eliuato frakcijos, gautos po chromatografinio atskyrimo, etilo spiritas ir
vanduo yra pasalinami plokstelinio-rotorinio siurblio vakuume, rotoriumi Hei-VAP
Value HB/G3 Heidolph, esant 30 - 30° C temperatdrai. 1§ likusiyjy frakcijy tirpiklis
distiliuojamas rotoriumi Laborota 20 ( LR 20 eco).

Surinktas ir | specialias talpas sufasuotas ((2R,3R)-dihidrokvercetinas yra
perkeliamas | liofilizatoriy, kur specialios fasavimo talpos automatiSkai yra

uzZsandarinamos po dziovinimo giliame vakuume, esant -55° C temperaturai.

Produkto cheminis grynumas yra tiesiogiai kontroliuojamas chromatografines
analizés metu, kuomet eliuato srautas kreipiangigja yra padalinimas nukreipiant j
frakcijy kolektoriy ir | detektorius. Refraktometriniai, spektrometriniai ir masés
spektrometriniai detektoriai yra naudojami vienu metu. Produktas papildomai yra
tikrinamas dujy-gary osmometru K-7000 KNAUER tam, kad nustatyti ar neturi

polimery (suriSty dihidrokvercetino monomery).

Antioksidantinis aktyvumas vertinamas spektrofluorimetru FLUOstar Optima
pagal zinomg metodikg ORAC (patentas US Nr. 7132296, GO1N 33/00, 2006).

SiGlomu bladu gautas ne mazesnio negu 99,9% grynumo, neatsizvelgiant j
riSamajj vandenj, (2R,3R)-dihidrokvercetinas yra laikomas -30° C temperaturoje.

Eliuato modifikavimas vykdomas metanoliu, izopropanoliu, acto ragstimi,
skruzdziy rugstimi ar kitais lakiais junginiais, suderinamais su masés spektrometriniu
detektoriumi, kol jy kiekis eliuate tampa 0,001 - 5 % tirio, dél ko sumazéja
dihidrokvercetino sulaikymo griztamosios fazés sorbente laikas ir tuo pacdiu Zenkliai
padidéja Sio bldo naSumas.

Siuo bidu gautas produktas turi ne maziau negu 99,9 % ((+)-(2R,3R)-trans-
dihidrokvercetino, neatsizvelgiant j riSamajj vanden;.

Galimi iSradimo panaudojimo variantai
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ISradimo panaudojimo variantai, patvirtinantys jo pramoninj pritaikomuma,

iliustruojami sekanciais pavyzdZiais.

1 pavyzdys

400 ml 50% spirito tirpale istirpiname 62 gramus pusprodukgio, turin€io 70,07
% (2R,3R)-dihidrokvercetino, 3,14 % aromadendrino, 0,96 % eriodiktiolio, 0,39 %
kvercetino, 0,15 % naringenino, 0,01 % kempferolio ir 0,24 % pinocembrino.

] 100x350 mm kolong su dinaminiu asiniu spaudimu, uZpildytg sorbentu YMC
ODC-AQ-HG, kurio daleliy dydis yra 20 um, o pory skersmuo yra 200 A, 200 ml/min.
greiiu yra leidziamas auks$Ciau pagamintas meginys. Po to per kolong yra
praleidziamas eliuatas (etanolis : metanolis : vanduo santykiu 50 : 1 : 49) 200
ml/min. greiciu. 18 kolonos pagrindinis kanalas yra nukreiptas j frakcijy kolektoriy, o
papildomas — | refraktometrinj ir masés spektrometrinj detektorius. Detektoriy
rodmeny pagrindu yra surenkama (2R,3R)- dihidrokvercetino turinti frakcija.

Surinkta frakcija yra garinama vakuume iki visiSko spirito pasalinimo, po to
yra atvésinama iki 4° C temperatiiros, o iSkritusios nuosédos yra filtruojamos ir
dziovinamos liofilizatoriuje, esant - 55° C temperatiirai.

Tokiu badu gaunama 43,1 g tikslinio produkto, turinio 99,60 % (2R,3R)-
dihidrokvercetino ir 0,35 % (2S,3S)-dihidrokvercetino. (2R,3R)-dihidrokvercetino
iSeiga sudaro 98,5%.

2 pavyzdys

300 ml 70% spirito tirpale iStirpiname 82 gramus pusprodukgio, turinéio 88,09
% (2R,3R)-dihidrokvercetino, 2,49% aromadendrino, 0,86 % eriodiktiolio, 0,59 %
kvarcetino, 0,19 % naringenino, 0,03 % kempferolio ir 0,07 % pinocembrino.

| 100x350 mm kolong su dinaminiu asiniu spaudimu, uzpildyta sorbentu YMC
ODC-AQ-HG, kurio daleliy dydis yra 10 um, o pory skersmuo yra 120 A, 150 mi/min.
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greiiu yra leidziamas auks&iau pagamintas meéginys. Po to per kolong praleidziamas
eliuatas (etanolis : izopropanolis : vanduo santykiu 70 : 5 : 25) 150ml/min. greiCiu. IS
kolonos pagrindinis kanalas yra nukreiptas j frakcijy kolektoriy, o papildomas — |
refraktometrinj ir masés spektrometrinj detektorius. Detektoriy rodmeny pagrindu yra

surenkama (2R,3R)- dihidrokvercetino turinti frakcija.

Surinkta frakcija yra garinama vakuume iki visiSko spirito pasalinimo, po to
yra atvésinama iki 4° C temperatiiros, o ikritusios nuosédos yra filtruojamos ir

dziovinamos liofilizatoriuje esant - 55° C temperatarai.

Tokiu badu gaunama 71,6 g produkto, turindio 99,81 % (2R,3R)-
dihidrokvercetino ir 0,014 % (2S,3S)- dihidrokvercetino. (2R,3R)-dihidrokvercetino
iSeiga sudaro 99,0%.

3 pavyzdys

500 ml 40% spirito tirpale i§tirpiname 80 gramus pusprodukgio, turingio 92,43
% (2R,3R)-dihidrokvercetino, 2,38% aromadendrino, 0,87 % eriodiktioplio, 0,53 %
kvercetino, 0,18 % naringenino, 0,03 % kempferolio ir 0,07 % pinocembrino.

] 100x350 mm kolong su dinaminiu asiniu spaudimu, uzpildytg sorbentu YMC
ODC-AQ-HG, kurio daleliy dydis yra 10 um, o pory skersmuo yra 120 A, 250 ml/min.
greiiu yra leidziamas auk3Ciau pagamintas meéginys. Po to, per kolong
praleidziamas eliuatas (etanolis : acto rlgstis : vanduo santykiu 40 : 1 : 59) 250
ml/min. greiiu. 18 kolonos pagrindinis kanalas yra nukreiptas j frakcijy kolektoriy, o
papildomas - | refraktometrinj ir masés spektrometrinj detektorius. Detektoriy
rodmeny pagrindu yra surenkama (2R,3R)- dihidrokvercetino frakcija.

Surinkta frakcija yra garinama vakuume iki visiSko spirito pasalinimo, po to
yra atvésinama iki 4° C temperatiros, iSkritusios nuosédos yra filtruojamos ir
dziovinamos liofilizatoriuje.

Tokiu badu gaunama 72,76 g tikslinio produkto, turinéio 99,91 % (2R,3R)-
dihidrokvercetino, 0,012 % (2S,3S)-dihidrokvercetino. (2R,3R)-dihidrokvercetino
iSeiga sudaro 99,0%.

Esminiai iSradimo pozymiai taip pat yra:
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- gaunamo dihidrokvercetino tirpalo paruo§imo reZimas, o bitent etilo spirito
vandens tirpale reik3me yra 20-95%, dihidrokvercetino dalis vandens tirpale yra 50 -
250 g/l ir tirpinimo temperatara yra 20 - 29° C;

- i8ankstinis gauto dihidrokvercetino vandens-spirito tirpalo degazavimas;
- chromatografinio atskyrimo proceso slégio diapazonas - 100 - 500 kg/cm?;

- griztamosios fazes sorbento su padidintu poliariniy jung¢iy iSlaikymu, kurio

daleliy dydis yra 10-20 um, o pory dydis yra 120-200 A, naudojimas;
- i8ankstinis elivato degazavimas;
- iSankstinis eliuato modifikavimas;

- elivato modifikavimas metanoliu, izopropanoliu, acto rugstimi, skruzdziy

ragstimi, kol jy dalis eliuate sudaro 0,001 - 5 % tdrio;

- elivato frakcijy surinkimas, vykdomas vienu metu atliekamy
refraktometrinés, spektrometrinés ir maseés spektrometrinés analiziy bidu su srauty
atskyrimu;

- produkto kristalizavimas Saldymu, filtracija ir liofilizacija.

Taigi, techninis Sio iSradimo rezultatas yra ypatingai $varaus
dihidrokvercetino gavimo bidas, kuomet gaunamas vien tik ((+)-(2R,3R)-trans-
dihidrokvercetinas, kurio kiekis yra ne mazZesnis negu 99,9 %, (2R,3R)-
dihidrokvercetino iSeiga - 99-99,5%, o tirpalo iSeigos nasumas yra 150 - 250 ml/min
diapazone, taip pat ir produktas, gautas nurodytu bldu.
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ISradimo apibréztis

1. Ypatingai gryno dihidrokvercetino gavimo budas, dihidrokvercetino turinCig
kietg Zaliavg tirpinant etilo spirito vandens tirpale, kurio koncentracija yra 20 - 95 %
tario esant 20 - 29° C temperatiirai, iki dihidrokvercetino dalis tirpale pasiekia 50 - 250
g/l, po to vykdant chromatografinj atskyrimg esant 100 - 500 kg/cm?  slegiui
kolonéléje su dinaminiu asiniu spaudimu, kur kolonélé yra uZpildyta griztamosios
fazés sorbentu su padidintu poliariniy jung¢iy i$laikymu, kur sorbento daleliy dydis
yra 10 - 20 um, o pory dydis yra 120 - 200 A, sorbento eliuavimg vykdant i§ anksto
degazuotu ir modifikuotu etilo spirito vandens tirpalu, eliuato frakcijy surinkimg
vykdant refraktometrinés ir masés spektrometrinés analizés budais su po to sekanéiu

produkto kristalizavimu Saldant, filtracija ir liofilizacija.

2. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad eliuato
modifikavimas yra vykdomas metanoliu, izopropanoliu, acto rugstimi, kol jy kiekis
eliuate pasiekia 0,001 - 5 % tario.

3. Produktas, gautas badu pagal 1 ir 2 punkta, turintis ne maziau negu 99,9
% ((+)-(2R,3R)-trans-dihidrokvercetino.
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