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PRZEDMOWA

Na niniejsza rozprawe habilitacyjng sktadajq si¢ trzy prace dotyczace mikrobiolo-
gicznych transformacji steroidéw oraz cztery poswigcone mikrobiologicznym przeksztat-
ceniom zwiazkdéw zawartych w wychmielinach. Publikacje te zestawiono chronologicz-
nie, a numery w nawiasach odpowiadaja spisowi cytowanej literatury.

[93] Huszcza E., Dmochowska-Gtadysz J.: 2003. Transformations of testosterone

and related steroids by Absidia glauca culture. J. Basic Microbiol., 43, 113-120.

[94] Huszcza E., Dmochowska-Gtadysz J.: 2003. Transformations of testosterone

and related steroids by Botrytis cinerea, Phytochemistry, 62, 155-158.

[95] Huszcza E., Dmochowska-Gtadysz J., Bartmanska A.: 2005. Transformations

of steroids by Beauveria bassiana, Z. Naturforsch., 60c, 103—108.

[90] Huszcza E., Bartmanska A., Aniol M., Maczka W., Zolnierczyk A.,

Wawrzenczyk C.: 2007. Screening for the hop bitter acids degrading microorgan-

isms, Ecol. Chem. Eng., 14, 57-61.

[89] Huszcza E., Bartmanska A.: 2008. The implication of yeast in debittering of

spent hops, Enz. Microbial Technol., 42, 421-425.

[91] Huszcza E., Bartmanska A., Aniol A., Maczka W., Zo%nierczyk A.,

Wawrzenczyk C.: 2008. Degradation of hop bitter acids by fungi. Waste Manage.,

28, 1406-1410.

[92] Huszcza E., Bartmanska A., Tronina T.: 2008. Glycosylation of xanthohumol

by fungi, Z. Naturforsch., 63c, 557-560.

Wyniki opisanych badan, mogace znalez¢ praktyczne zastosowanie, otrzymaty
ochrong patentowa badz tez czynione sa starania o jej uzyskanie:

1. Dmochowska-Gtadysz J., Huszcza E., Sposob wytwarzania 11a-hydroksy-1-

dehydrotestosteronu, patent PL 194390.

2. Dmochowska-Gtadysz J., Huszcza E., Sposéb wytwarzania 14a-hydroksy-1-
dehydrotestosteronu, patent PL. 194389.

3. Huszcza E., Bartmanska A., Aniot M., Maczka W., Zolnierczyk A., Jarosz A.,
Wawrzenczyk C., Sposob rozktadu humulonéw i lupulondéw, Nr rej. UP RP:
P-37044.

4. Huszcza E., Bartmanska A., Tronina T., Sposob wytwarzania 4’-O-f-D-
glukozylo-2’,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkonu, Nr rej. UP RP:
P-385440.

5. Huszcza E., Bartmanska A., Tronina T., Sposéb wytwarzania 4’-O-$-D-4""’-
metoksy-glukozylo-2’,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkonu, Nr re;j.
UP RP: P-385441.



W rozdziatach 2.3.3, 2.3.5 i 2.3.6 rozprawy habilitacyjnej zamieszczono rowniez
niepublikowane wyniki badan, prowadzonych w ramach grantu finansowanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, grant N312279634 ,Otrzymywanie
pochodnych flawonoidéw izolowanych z wychmielin, bedacych potencjalnymi pro-
zdrowotnymi dodatkami do zywnosci, oraz detoksykacja wychmielin”. Wyniki badan
opisane w rozdziale 2.2 byly finansowane przez Komitet Badan Naukowych, grant
nr 3 PO9B 028 27, ,,Chemiczne i mikrobiologiczne metody detoksykacji poekstrak-
cyjnego odpadu chmielowego pod katem wymogoéw paszowych”.



1. WSTEP

Biotransformacje to katalizowane przez enzymy przeksztalcenia zwiazkéw dla
nich obcych (ksenobiotykdw). Zawezenie substratdow do zwigzkéw nieswoistych odréz-
nia biotransformacj¢ od biosyntezy, ktéra odnosi si¢ do zdolnosci syntetycznej uktadow
biologicznych w ich srodowisku naturalnym. Chociaz rola enzymdéw w naturze polega na
regulacji szlakow metabolicznych, to wyniki badan prowadzonych przez ostatnie trzy-
dziesci lat wykazaty, ze specyficzno$¢ substratowa wielu z nich jest mniejsza niz poczat-
kowo sadzono i akceptujg one substraty nawet do$¢ znacznie rézniace si¢ pod wzglgdem
struktury. Na przyktad syntaza arbutynowa z rauwolfii zmijowej (Rauwolfia serpentina)
przeksztalca 35 fenolowych zwiazkéw o zroznicowanej budowie, wsrdd nich: fenole,
pochodne kumaryny, antrachinonu, chinolinonu i flawonoidy [73].

Wyréznia si¢ dwie podstawowe strategie prowadzenia biotransformacji: stosowa-
nie czystych lub czeéciowo oczyszczonych enzymoéw, albo catych komorek. Kazda
z tych metod ma swoje wady i zalety. Enzymy mozna obecnie kupowac tak jak zwykte
odczynniki chemiczne lub tez wyizolowaé je w stosunkowo prosty sposob. Dotychczas
wykorzystywane byly przede wszystkim w laboratoriach biochemicznych, a obecnie
coraz czg$ciej stosowane sg rowniez przez chemikow organikow.

Biokalizatory s zbudowane z L-aminokwasow i dzigki temu posiadaja zdolnosé
do wytwarzania optycznie czynnych produktéw z prochiralnych lub racemicznych sub-
stratow. Od katalizatoréw chemicznych odroznia je wysoka specyficznos$¢ nie tylko
w odniesieniu do reakcji, ktéra katalizuja, ale tez budowy akceptowanych substratow
i tworzonych produktow.

Katalityczna aktywno$¢ enzymow ogranicza si¢ zazwyczaj do jednego typu
reakcji, dajacej jeden produkt, natomiast powstawanie produktéw ubocznych przypisuje
si¢ dziataniu innych enzymoéw. Z trojwymiarowej i asymetrycznej budowy miejsc
aktywnych enzymow wynika stereoselektywnos$é, w tym enancjoselektywnosé, katali-
zowanych reakcji. Mozna wigc otrzymywac tylko jeden stereoizomer (enancjomer) lub
mieszaning z przewaga jednego z nich. ,,Asymetryczny rozpuszczalnik”, jakim jest dla
substratu kieszen enzymu, sprawia, ze na drodze biotransformacji daje si¢ rozdzielaé
mieszaniny stereoizomeréw (stereospecyficzno$§¢), w tym mieszaniny racemiczne
(enancjospecyficzno$é). Na przyklad enzymatyczny rozdziat racemicznego octanu cis-3-
(acetyloksy)-4-fenylo-2-azetydynonu do odpowiedniego (3S)-alkoholu i nieprzereago-
wanego (3R)-octanu (rys. 1), bedacego prekursorem leku antynowotworowego o nazwie
Taxol, prowadzony jest z uzyciem lipazy z Pseudomonas sp. SC 13856. Wydajnos¢ tej
reakcji wynosi ponad 48% (teoretyczne maksimum rowne jest 50%), a nadmiar enan-
cjomeryczny otrzymanego (3R)-octanu przekracza 99,5% [145].



AcO lipaza HO
z Pseudomonas sp. + 3
NH Pseudomonas sp. lipase NH
0] O

Rys. 1. Enancjospecyficzna hydroliza octanu cis-3-(acetyloksy)-4-fenylo-2-azetydynonu
Fig. 1. Enantiospecific hydrolysis of cis-3-(acethyloxy)-4-phenyl-2-azetidinone

Biokatalizatory przewaznie rozrdzniaja pozycje tych samych badz podobnych
grup w czasteczce substratu i przeksztalcaja tylko jedna z nich (regioselektywnos¢,
diastereoselektywnos$¢). Wysoka regioselektywnos¢ wykazuje subtylizyna wykorzysty-
wana do acylacji kastanosperminy (rys. 2). Estryfikacji ulega tylko jedna z czterech
drugorzgdowych grup hydroksylowych o podobnej reaktywnosci, wydajnos¢ reakcji
wynosi 91%, a powstajaca pochodna dwudziestokrotnie silniej hamuje replikacje wirusa
HIV [122, 183].

subtylizyna
subtilisin

HO""

Rys. 2. Regioselektywna acylacja kastanosperminy
Fig. 2. Regioselective acylation of castanospermine

Otrzymywanie czystych optycznie zwiazkow ma szczegdlne znaczenie w przemy-
$le farmaceutycznym i agrochemicznym. Na zroéznicowane wlasciwosci biologiczne
enancjomeréw mozna podaé wiele przyktadéw. Jednym z nich, najbardziej spektakular-
nym i jednoczesnie tragicznym w skutkach, bylo zastosowanie w latach szes$¢dziesiatych
leku o nazwie Thalidomide, ktérego sktadnik (R)-talidomid posiada wiasciwosci uspoka-
jajace, natomiast (S)-talidomid teratogenne. Ofiarami medykamentu padlo wtedy
ok. 12 000 dzieci, ktére urodzity si¢ z wadami genetycznymi, a takze — w sposob posred-
ni — ich rodziny. Kilka wybranych przyktadow réznic we wlasciwosciach biologicznych
enancjomerdw pokazano na rysunku 3.

Enzymy przyspieszaja reakcje co najmniej milionkrotnie, przewaznie ze wspol-
czynnikiem 10°~10", w tagodnych warunkach, jakie panuja w komoérkach wytwarzaja-
cych je organizmow, tj.: w srodowisku wodnym, w temp. ponizej 40°C, w pH bliskim
neutralnemu i przy ci$nieniu normalnym. Dlatego sam proces biotransformacji bywa
zwykle mato kosztowny. Nalezy jednak zaznaczyé, ze istniejg rowniez pewne typowe
niedogodnosci zwigzane z wysokimi kosztami izolowania i oczyszczania produktow,
niskim stgzeniem stosowanych substratow, a wiec i powstatych produktéw, oraz —
w przypadku enzymow roznych od hydrolaz — dodatkiem i regeneracja koenzymow.

10



H
NXR o talidomid
H thalidomide
O O
uspokajajacy teratogenny
sedative teratogenic
e) (0]
magnolion *

G 0 magnolione e /loj\
intensywny zapach jaSminowy bardzo delikatny zapach cytrusowy
most intense jasmine odour very weak citrus odour

. disparlur S
YR .
isparlur:
0 s disparlure o0llx
atraktant seksualny brudnicy nieparki repelent brudnicy nieparki
sex attractant of gypsy moth repellent of gypsy moth
OH
N OH filodulcyna
0 phyllodulcin
OH O
bardzo stodka bez smaku
intense sweet taste tasteless

Rys. 3. Biologiczna aktywno$¢ enancjomerdw [110, 172, 173, 206]
Fig. 3. Biological effect of enantiomers [110, 172, 173, 206]

Jednym ze sposobow obnizenia kosztéw biotransformacji jest zastosowanie
komoérek roslin, zwierzat i drobnoustrojow. Najszersze zastosowanie znalazly transfor-
macje mikrobiologiczne ze wzgledu na niezwykla réznorodnos¢ wytwarzanych przez
drobnoustroje enzymow i dogodnos¢ prowadzenia procesu, w tym rozwiazanie problemu
regeneracji koenzymoéw. Komorki drobnoustrojow z powodu matych rozmiarow

11



w porownaniu do roslinnych i zwierzgecych sa zdolne do relatywnie szybkiego wzrostu.
Jest to wynikiem duzego stosunku powierzchni do objetosci matych komorek, ktory daje
mozliwo$¢ intensywniejszego pobierania sktadnikow odzywczych z otoczenia. Najcze-
Sciej stosowang metoda jest transformacja we wstrzasanych kulturach wglebnych w wa-
runkach namnazania lub rzadziej — w hodowlach otrzymanych poprzez zawieszenie bio-
masy w odpowiednim buforze. Badania rozpoczyna si¢ zwykle od selekcji drobnoustro-
jOw przeksztatcajacych substrat w pozadang pochodng lub pochodne, z jak najwyzsza
wydajnoscig i stereoselektywnoscia. Wprawdzie przy ich doborze mozna kierowaé si¢
pewnymi ogdélnymi zasadami, np. uzytecznoscia drozdzy do reakcji redukceji lub z reguty
wigksza przydatnoscia grzybdw strzepkowych do hydroksylacji, to w wigkszosci przy-
padkdéw nie daje si¢ unikng¢ badan selekcyjnych dla kazdego z przeznaczonych do trans-
formacji zwiazkéw. W uzasadnionych przypadkach drobnoustroje poddaje si¢ immobili-
zacji, a takze udoskonala ich cechy poprzez mutagenezg¢. Niebagatelne znaczenie dla
wydajnosci biotransformacji ma oprocz samego biokatalizatora optymalizacja jej warun-
kéw, tj. dobdr odpowiedniej temperatury, natlenienia, pH, zrddta substancji odzywczych,
zastosowanie zwiazkow powierzchniowo czynnych, rozpuszczalnikow organicznych,
induktoréw, inhibitoréw enzyméw i innych. Chociaz mnogos$¢é mozliwych reakcji katali-
zowanych przez zestaw enzymow jednego drobnoustroju i wymienionych wyzej czynni-
kéw wpltywajacych na przebieg reakcji sa dla niektorych chemikdéw zniechgcajace, to nie
da si¢ zaprzeczy¢, ze biotransformacje stanowiace swoisty pomost pomigdzy chemig
i biochemia maja kluczowe znaczenie m.in. w produkcji zywnosci, witamin, chiralnych
lekow i zwiazkdéw chemicznych o specjalnych cechach, niedostepnych lub trudno do-
stegpnych na drodze klasycznej syntezy. Zastosowanie biokatalizatoréw umozliwia pro-
wadzenie wysoce selektywnych transformacji na najwyzszym osiaganym obecnie po-
ziomie syntezy organicznej. W minionych dwoch dekadach metoda ta stata si¢ jednym
z niezbgdnych narze¢dzi syntezy asymetrycznej, nie tylko w sferze rozwazan naukowych,
ale tez w skali przemystowe;.

Odrgbnym aspektem mikrobiologicznych transformacji jest ich przydatnosé
w §ledzeniu przemian substratéw w drobnoustrojach i odnoszenie ich do metabolizmu
ssakdw. Zaproponowana przez Smitha i Rosazz¢ w 1974 r. koncepcja zastosowania mi-
kroorganizméw jako modeli metabolizmu ssakéw (microbial models of mammalian
metabolism) wciaz znajduje potwierdzenie w badaniach [1, 5, 33, 39, 171, 200].
Na drodze mikrobiologicznych transformacji lekoéw i innych ksenobiotykow uzyskuje si¢
znaczne ilosci znanych lub nowych metabolitdw, mogacych stuzy¢ jako substancje wzor-
cowe metabolitow ssakdéw, w ilosciowych i jakosciowych badaniach farmakologicznych
czy toksykologicznych.

1.1. Mikrobiologiczne transformacje steroidow

Transformacje steroidow przez drobnoustroje byly przedmiotem licznych badan,
ktorych wyniki znalazty zastosowanie w biotechnologii. Poswigcono temu zagadnieniu
szereg prac przegladowych i monografii [30, 50, 82, 119, 120, 162].

Poczawszy od 1952 roku, kiedy to Murray i Peterson z Upjohn Company [136]
opatentowali otrzymywanie 11a-hydroksyprogesteronu dzigki mikrobiologicznej hydro-
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ksylacji progesteronu z uzyciem grzybodw Rhizopus arrhizus (rys. 4), obnizajac
w ten sposdb koszt tego leku z 200 do 6 $ za 1 g, zastosowanie biotransformacji
do otrzymywania lekéw i hormonow steroidowych bardzo si¢ upowszechnito.

HO,,

Rhizopus arrhizus

)

Rys. 4. Transformacja progesteronu przez Rhizopus arrhizus
Fig. 4. Transformation of progesterone by Rhizopus arrhizus

Steroidy sa szeroko stosowane jako srodki antykoncepcyjne, leki przeciwzapalne,
moczopedne, antyandrogenne, progestagenne, immunosupresyjne, przeciwnowotworo-
we, anaboliczne i inne [108, 187, 205]. Najwigksze znaczenie maja reakcje hydroksyla-
¢cji, dehydrogenacji, a takze selektywnej degradacji tancucha bocznego steroli. Mikrobio-
logiczna hydroksylacja steroidow, bedaca droga detoksykacji i jednoczesnie oksydatyw-
nej degradacji ksenobiotykdw, jest najczesciej opisywana biotransformacjq steroidow.
Niemal kazdy atom wegla szkieletu steroidowego mozna hydroksylowaé regio- i stereo-
selektywnie, stosujac odpowiednie drobnoustroje. Katalityczne zdolnosci enzyméw po-
zwalaja przy tym na funkcjonalizacj¢ nieaktywowanych atomow wegla szkieletu stero-
idowego, co jest trudne do osiagnigcia metodami chemicznymi. Wprowadzenie atomu
tlenu w pozycji 11 ma kluczowe znaczenie dla aktywnosci przeciwzapalnej [162], nato-
miast steroidy hydroksylowane w pozycji 160 posiadaja wigksza aktywno$¢ glukokorty-
koidowa [53]. Reakcje hydroksylacji w pozycjach 7a i 140 prowadza do lekdw antyno-
wotworowych 1 moczopednych [119]. Kilka przyktadéw zastosowania drobnoustrojow
do otrzymywania lekéw steroidowych w skali przemystowej zamieszczono na rysunku 5.

13
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Rys. 5. Przyklady hydroksylacji steroidow o znaczeniu przemystowym

Fig. 5. Examples of industrial steroids hydroxylations
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Curvularia lunata hydroksyluje korteksolon w pozycji 11, dajac kortyzol [124].
Tworzenie wiazania podwojnego C,-C, wzmagajace dzialanie terapeutyczne kortyzonu
i kortyzolu, zachodzi z udziatem Arthrobacter simplex, Bacillus sphaericus 1 Bacterium
cyclooxydans. Otrzymuje si¢ w ten sposob odpowiednio: prednizon i prednizolon [140].
Streptomyces argenteolus utlenia progesteron do 16a-hydroksyprogesteronu, bedacego
prekursorem Triamcynolonu (16a-hydroksy-9a-fluoroprednizolonu), jednego z najsku-
teczniejszych steroidowych lekow przeciwzapalnych [162]. Innym waznym przemystowo
procesem jest degradacja sitosterolu do androstendionu, katalizowana przez Myco-
bacterium fortuitum [81]. Sitosterol izolowany z materialu roslinnego jest materialem
wyjsciowym do produkcji wielu lekdw steroidowych.

Za proces hydroksylacji steroidéw oraz innych hydrofobowych ksenobiotykdéw
przez drobnoustroje odpowiadaja monooksygenazy cytochromu P-450, szeroko rozpo-
wszechnione réwniez w Swiecie zwierzat i roslin. Sa ostatnim ogniwem tancucha trans-
portu elektronow. Katalizuja wprowadzenie jednego z dwdch atomdéw tlenu czasteczko-
wego do substratu z jednoczesna redukcja drugiego atomu w czasteczce wody. Reakcje
mozna podsumowaé nastgpujaco:

cytochrom P-450;

cytochrome P-450
RH + O, + 2H* + 2e- > ROH + H,0

Kazdy cytochrom P-450 (CYP) zawiera hem jako grupg prostetyczna, do ktorej
koordynacyjnie wiazany jest tlen czasteczkowy, przez co ulega aktywacji. Redukujace
rownowazniki pochodzg z NAD(P)H. Cytochromy mitochondrialne nie pobieraja elek-
tronéw bezposrednio z NADPH i wymagajq posrednictwa dwoch dodatkowych biatek:
reduktazy zawierajacej FAD i FMN, odbierajacej elektrony z NADPH i biatka posiadaja-
cego centrum zelazowo-siarkowe, zwanego ferredoksyna, posredniczacego w transporcie
pomiedzy reduktaza a zwiazanym z btong CYP. Monooksygenazy zwiazane z retikulum
endoplazmatycznym wymagaja jedynie flawoproteinowej reduktazy NADPH cytochro-
mu P-450 [147]. Cytochromy P-450 sg niestabilnymi, zwiazanymi z blonami enzymami,
ktére trudno jest izolowaé bez utraty aktywnosci. Po solubilizacji z mikrosomalnej btony
tatwo przechodza w nieaktywna forme¢ P-420. W literaturze mozna znalez¢ informacje
0 izolowaniu i oczyszczaniu tych biatek oraz o klonowaniu kodujacych je genow z wielu
organizmow [188]. Jak dotad opisano stosunkowo niewiele mikrobiologicznych hydrolaz
steroidowych, np.: 7a-hydroksylaz¢ z Phycomyces blakesleeanus [2], 11a-hydroksylaze
z Aspergillus ochraceus [156), Aspergillus fumigatus [170], Rhizopus nigricans [22],
14a-hydroksylaze z Mucor piriformis [117], 15a-hydroksylaz¢ z Penicillium raistrickii
[97], 160a-hydroksylaze ze Streptomyces roseochromogenes [14], 6B-hydroksylaze
z Bacillus thermoglucosidasius [166], 7B-hydroksylaze z Botryospaeria obtusa [169],
11B-hydroksylaze z Cochliobolus lunatus [100] 1 15B-hydroksylaz¢ z Bacillus megate-
rium [13]. Badania nad oddziatywaniami hydroksylaza — steroid prowadzono na niewielu
przyktadach, ze wzglgdu na wspomniane wyzej problemy z izolowaniem i zachowaniem
aktywnosci enzymu. Ustalono, ze tylko dla nielicznych drobnoustrojéw mozna przewi-
dzie¢ pozycje¢ substratu, w ktorej nastapi hydroksylacja, np. dla Aspergillus ochraceus
i Beauveria bassiana (zwanego wczesniej Sporotrichum sulphurescens 1 Beauveria
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sulphurescens), tworzacych przede wszystkim 11a-hydroksypochodne [11, 65, 163].
Czgsto obserwuje si¢ hydroksylacje konkretnego zwiazku w kilku pozycjach, prowadzo-
ne przez ten sam mikroorganizm. Na podstawie badan z uzyciem Aspergillus tamarii
i roznych androgendéw Brannon i wsp. zaobserwowali, ze substrat moze wigzaé si¢
z enzymem poprzez funkcje tlenowe pierscieni A (C-3) i D (C-17) w czterech rdznych
orientacjach, co sprawia, ze pewne pozycje w czasteczce steroidu staja si¢ ekwiwalentne
[20] (rys. 6).
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Rys. 6. Mozliwe ulozenia steroidu w kieszeni enzymatycznej cytochromu P-450, wynikajace
z dwupunktowego wiazania

Fig. 6. Possible orientation of steroid in the enzyme pocket of cytochrome P-450 as a result
of two-side binding

Zjawisko to potwierdzono pozniej, stosujac metode¢ ukierunkowanej mutagenezy
[99]. Przyktadowo, za ekwiwalentne uwaza si¢ pozycje 11B 1 7a, jesli czasteczke steroidu
obrdci si¢ z pozycji oznaczonej jako I, do II, a takze pozycje 20 1 160, jesli czasteczke
steroidu obrdci si¢ z pozycji oznaczonej jako I, do . Rhizopus nigricans, R. arrhizus
1 Aspergillus ochraceus wykazuja zdolnos¢ do hydroksylowania pozycji 118 i 7a [16, 30,
101], a cytochrom P-450 2C11 z watroby szczura — w pozycjach 201 160 [158].

Chociaz mikrobiologiczne transformacje steroidéw maja juz dtuga, udokumento-
wang licznymi artykulami naukowymi histori¢, nadal sa efektywna metoda otrzymywa-
nia nowych, coraz aktywniejszych pochodnych oraz narz¢dziem do $ledzenia metaboli-
zmu lekow steroidowych w organizmach ssakow. Na przestrzeni dwodch lat, 2006 1 2007,
w samym czasopis$mie ,,Steroids” pojawito si¢ 12 doniesien tego typu.
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1.2. Biologicznie aktywne zwigzki wytwarzane przez chmiel

Jak dotad zidentyfikowano ponad 1000 zwiazkdéw chemicznych obecnych
w chmielu [48]. Tak zwane gorzkie kwasy stanowig od ok. 5 do 25% suchej masy doj-
rzatych szyszek chmielowych [137, 192]. Dzieli si¢ je na a-kwasy, inaczej humulony
oraz B-kwasy, zwane lupulonami, ktére sg odpowiednio di- lub triprenylowymi pochod-
nymi floroglucynolu (rys. 7).

R=-CH,CH(CH;),  humulon/lupulon
humulone/lupulone
-CH(CH,), kohumulon/kolupulon
cohumulone/colupulone
-CH(CH,)CH,CH, adhumulon/adlupulon
adhumulone/adlupulone

a-kwasy (humulony) B-kwasy (lupulony)
a-acids (humulones) B-acids (lupulones)
0O O
. 1,
H
HO R=-CH,CH(CH,), cisftrans izohumulon
OH cis/trans isohumulone
(0] -CH(CH,), cis/trans izokohumulon
cis/trans isocohumulone
\ -CH(CH,)CH,CHj, cis/trans izoadhumulon
\ cis/trans isoadhumulone
cis-izohumulony trans-izohumulony
cis-isohumulones trans-isohumulones

Rys. 7. Glowne gorzkie kwasy chmielowe
Fig. 7. The main hop bitter acids

Naturalne humulony sg izomerami R. W stanie czystym wystepuja jako opalizuja-
ce zoltawe ciato stale, sa stabymi kwasami, bardzo stabo rozpuszczaja si¢ w wodzie
i prawie wcale nie sa gorzkie. Cechuje je wysoka aktywnos$¢ bakteriostatyczna, bedaca
wynikiem ingerencji charakterystycznych dla tych zwiazkéw grup prenylowych w funk-
cjonowanie btony cytoplazmatycznej drobnoustrojow. Z tego wzgledu p-kwasy posiada-
jace wigcej grup prenylowych niz a-kwasy sa silniejszymi bakteriostatykami. Polaczenie
takich wlasciwosci z przeciwutleniajacymi sprawia, ze zwiazki te moga w przysztosci
znalez¢ wiele zastosowan, przede wszystkim w przemysle spozywczym, poza browarnic-
twem, w ktorym B-kwasy uwaza si¢ za sktadnik niepozadany, gdyz sa bardzo podatne
na utlenienie, a wigkszo$¢ produktéw ich psucia posiada nieprzyjemny smak i zapach.
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Najwigksze zainteresowanie wykazuje przemyst cukrowniczy, w ktérym lupulony wyko-
rzystuje si¢ do obnizania aktywnosci bakterii w trakcie ekstrakcji burakow cukrowych,
zamiast uzywanej dotad formaliny [12].

Chmielowe o-kwasy izomeryzuja w trakcie warzenia do izo-a-kwasow, bezpo-
srednio odpowiedzialnych za sensoryczne wiasciwosci piwa (rys. 8). Ich gorycz
jest porownywalna do chininy, zwiazku wzorcowego w porownywaniu gorzkiego smaku.
W tym samym czasie f-kwasy ulegaja rozktadowi i nie pojawiajg si¢ w produkcie final-
nym [79]. Handlowo dostgpny ,,preizomeryzowany ekstrakt chmielowy”, uzywany
w browarnictwie do zwigkszania st¢zenia gorzkich izo-a-kwasdéw w piwie, otrzymuje si¢
najczesciej w pH zasadowym. Ostatecznie izo-a-kwasy stanowia do 80% wszystkich
sktadnikéw pochodzenia chmielowego w piwie. Oprocz nadawania piwu charaktery-
stycznego zapachu i goryczy przyczyniaja si¢ do ochrony przed zakazeniami bakteryj-
nymi i stabilizowania piany. Reakcj¢ izomeryzacji a-kwaséw do izo-a-kwasow mozna
tez prowadzi¢ metoda naswietlania $wiatlem ultrafioletowym o dlugosci fali 365 lub
254 nm [43]. Coraz cz¢sciej obok ekstraktu chmielowego stosuje si¢ ,,zredukowany pre-
izomeryzowany ekstrakt chmielowy”, zawierajacy dihydroizo-a-kwasy i tetrahydroizo-o-
-kwasy, ktore sprawiaja, ze piwo jest bardziej odporne na dziatanie $wiatta i ma stabil-
niejsza piang [42].

Ekstrakt chmielowy znajduje zastosowanie w farmaceutykach o dziataniu
usypiajacym i uspokajajacym [159], hamujacym resorpcj¢ kosci [185], w ktérych
a-kwasy odgrywaja gldwna rolg. Liczne badania wykazaly jego aktywno$é przeciwbak-
teryjng i przeciwgrzybiczng [114, 132, 155, 167], przeciwutleniajaca [179], przeciwza-
palna [201], przeciwwirusowsg [25] 1 przeciwnowotworowa [ 164].

Olejki eteryczne z chmielu zawieraja wiele sktadnikoéw, z ktérych do dzis ziden-
tyfikowano okoto 300 [48]. W procesie produkcji piwa wigkszos¢ z nich ulatnia si¢ pod-
czas gotowania brzeczki. W suchych szyszkach chmielu znajduje si¢ od 0,5 do 2% olej-
kéw eterycznych, przy czym od 57 do 82% stanowia myrcen, B-kariofilen i humulen.
Szczegdtowa analiza sktadu olejku eterycznego moze by¢ podstawa do okreslenia od-
miany chmielu, z ktérej zostat on otrzymany [111]. Ostatnie badania wykazaly, ze droz-
dze browarnicze wykazuja zdolno$¢ do transformacji terpenoidéw obecnych w olejku
chmielowym [105]. Chmielowy olejek eteryczny ma zastosowanie w przemysle perfu-
meryjnym, kosmetycznym, tytoniowym i spozywczym [116].

Duze zainteresowanie budza ostatnio izolowane z chmielu flawonoidy. Sa one
wydzielane wraz z kwasami gorzkimi i olejkami eterycznymi przez gruczoty lupulinowe,
a wyizolowano ich dotad okoto 30 [129, 131, 174,176-178, 210].

Flawonoidy wystepuja szeroko w $wiecie roslinnym, w owocach, warzywach
i produktach otrzymywanych z roslin, takich jak: herbata i wino oraz w dodatkach
do zywnosci i lekach ziotowych. Obok powszechnie znanych wilasciwosci przeciw-
utleniajacych, przeciwrakowych [133] wykazuja tez aktywnos¢ antygrzybiczna, antybak-
teryjng i antywirusowa [37].
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humulon
humulone

cis-izohumulon trans-izohumulon
cis-isohumulone trans-isohumulone

Rys. 8. Mechanizm izomeryzacji humulonu [44]
Fig. 8.  Mechanism of the isomerization of humulone [44]

Grupy prenylowe obecne w wielu czasteczkach flawonoidow, charakterystyczne
dla produktéw metabolizmu chmielu, wzmacniajg ich dziatanie przeciwutleniajace [9],
co stwierdzono w réznych uktadach utleniajacych lipidy in vitro, np. we frakcji mikro-
somalnej watroby szczura [153].

Flawonoidem wyst¢gpujacym w chmielu w najwigkszej ilosci jest ksantohumol.
Stanowi od 0,1 do 1% suchej masy szyszek. Izolowato go wiele grup badawczych, ktdre
stwierdzity, ze w stgzeniu od 10- do 100-krotnie mniejszym towarzysza mu miedzy
innymi: izoksantohumol, 5’-prenyloksantohumol, dezmetyloksantohumol, ksantogalenol,
8-prenylonaringenina i 6-prenylonaringenina [174, 175] (rys. 9). Poniewaz poekstrak-
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cyjny odpad chmielowy stanowi bardzo dogodne zrédto ksantohumolu, nie obserwuje si¢
wigkszego zainteresowania jego chemiczng synteza. Znaleziono dwie prace dotyczace
totalnej syntezy ksantohumolu [103, 194].

Ze wzgledu na pozytywne dziatanie ksantohumolu na organizm ludzki coraz po-
wszechniejsze staje si¢ wzbogacanie piwa i1 innych napojow w ten zwiazek, poprzez
dodawanie specjalnych ekstraktéw dostgpnych handlowo [8, 54]. Jednoczesnie prowa-
dzone sa badania zmierzajace do zwigkszenia zawartosci tego flawonoidu w ekstrakcie
chmielowym, a takze w samych szyszkach chmielowych, poprzez selekcj¢ i genetyczna
modyfikacj¢ chmielu [123, 143]. Opatentowano réwniez uzycie ksantohumolu jako leku
na osteoporozg¢ [184], pojawiaja si¢ tez doniesienia o mozliwosci stosowania go jako
nowego terapeutyku w zakazeniach HIV-1 [197], leku na raka piersi [66], prostaty [35]
i inne rodzaje nowotwordw [45, 60, 63, 130], leku antywirusowego [25] i przeciwzapal-
nego [32].

8-Prenylonaringenina, rzadziej zwana hopeing, to najsilniejszy poznany dotad
fitoestrogen, dziatajacy jak 17-B-estradiol [29]. Z tego wzgledu podejmowane sg proby
stosowania 8-prenylonaringeniny przy dolegliwosciach zwiazanych z menopauza, w tym
takze osteoporoza [29] oraz w celu powickszania piersi [55, 62]. Leki stosowane dotad
w hormonalnej terapii zastgpczej, oparte na mieszaninie estrogenéw izolowanych z mo-
czu konskiego (np. Premarin), wykazuja efekty ubocze, m.in. w postaci zwigkszonego
ryzyka zapadania na rozmaite choroby nowotworowe [207]. Dlatego opracowuje si¢
alternatywne terapie estrogenowe, w ktérych 8-prenylonaringenina budzi uzasadnione
nadzieje na zastosowanie. Poza chmielem, w ktérym wystepuje jako mieszanina race-
miczna, izolowano ja takze z tajlandzkiego drzewa Anaxagorea luzonensis, peretkowca
(Sophora flavescens) 1 innych roslin z rodziny Compositae [17, 107]. Nieustannie trwaja
poszukiwania nowych, wydajnych metod chemicznej syntezy tego zwiazku [61, 198].

Izoksantohumol wystgpuje w ekstrakcie chmielowym w 10-krotnie wigkszej ilosci
niz 8-prenylonaringenina [62] i dodatkowo powstaje z ksantohumolu w procesie wytwa-
rzania piwa. Wykazuje aktywnos$¢ cytotoksyczna i antyproliferacyjna wobec komorek
raka phluc [130], lecz nie posiada wlasciwosci estrogennych. Ze wzgledu na jego obec-
no$¢ w piwie — sporo uwagi poswigca si¢ temu zwiazkowi jako prekursorowi
8-prenylonaringeniny. Wiadomo, ze enzymy watrobowe i drobnoustroje przewodu
pokarmowego cztowieka zdolne sg do demetylacji izoksantohumolu do 8-prenylo-
naringeniny [67, 139, 148, 149], opracowuje si¢ tez chemiczne metody demetylacji
[198]. 1zoksantohumol i dezmetyloksantohumol, ktéry w wyniku prostej reakcji cykliza-
cji w srodowisku zasadowym przeksztalca si¢ w 8-prenylonaringening, nazywane sa
proestrogenami.

Biologicznej aktywnosci sktadnikow chmielu z uwzglednieniem najnowszych
doniesien poswigcono ostatnio az dwie prace przegladowe [29, 204].
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chalkony / chalcones

R3* RA*

H Pn ksantohumol; xanthohumol

H Pn dezmetyloksantohumol;
desmethylxanthohumol

Me Pn ksantogalenol; xanthogalenol

H Pn 4’-O-metyloksantohumol;
4’-O-methylxanthohumol

H Gn  3’-geranylochalkonaringenina;

3’-geranylchalconaringen
Pn Pn 3',5-diprenylochalkonaringenina
Pn Pn  5-prenyloksantohumol;
5’-prenylxantohumol
Me Me  H H flawokawina; flavokawin

(¢} OH OH
N O

OMe O  ksantohumol B
xanthohumol B

(e}

ksantohumol C
xanthohumol C

HO

HO OH OH
e

OMe O  ksantohumol D
xanthohumol D

HO OH

o ksantohumol E
xanthohumol E

HO

wodzian

a,B—dihydroksantohumol OMe O izodehydrocykloksantohumolu
OMe O o,B-dihydroxanthohumol iso-dehydrocycloxanthohumol
hydrate

flawanony / flavanones

R1 Rz* R3* RA*

Me H H Pn  izoksantohumol; isoxanthohumol

H Pn Me H 7-O-metylo-6-prenylonaringenina;
7-O-methyl-6-prenylnaringenin

H H Me Pn 7-O-metylo-8-prenylonaringenina;
7-O-methyl-8-prenylnaringenin

Me H Me Pn  5,7-di-O-metylo-8-prenylonaringenina;
5,7-di-O-methyl-8-prenylnaringenin

Me H Me H 5,7-di-O-metylonaringenina;
5,7-di-O-methylonaringenin

H Pn H H 6-prenylonaringenina; 6-prenylnaringenin
H H H Pn  8-prenylonaringenina; 8-prenylnaringenin
H Pn H Pn  6,8-diprenylonaringenina;
6,8-diprenylnaringenin
H Gn H H 6-geranylonaringenina;
*) Pn = prenyl, Gn = geranyl 6-geranylnaringenin
Rys. 9. Gtéwne flawonoidy chmielowe H ~H ~H  Gn  8-geranylonaringenina;
Fig. 9. The main hop flavonoids 8-geranyinaringenin
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1.3. Biotransformacje flawonoidow chmielowych

Do badania metabolizmu flawonoidow chmielowych w organizmie czlowieka,

przede wszystkim ksantohumolu i 8-prenylonaringeniny, zastosowano jako modele:

szczury, frakcje mikrosomalne watroby ludzkiej i szczurzej, ludzkie enzymy oraz drob-

noustroje.

W procesie transformacji ksantohumolu przez mikrosomy watroby ludzkiej

i szczurzej nastepowata glukuronidacja w pozycjach C-4 i C-4’ (rys. 10, 11), przy czym
druga z wymienionych pozycji byta uprzywilejowana ze wzgledu na przestrzenng zawa-

de, ktora stanowi grupa prenylowa w pierscieniu A [203].

R,0 OR,

N
o
T

A

OMe O
R,=H R, = B-glukuronyl/B-glucuronyl
R, = B-glukuronyl/B-glucuronyl R, = H
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ksantohumol C
xanthohumol C

Rys. 10. Produkty transformacji ksantohumolu przez mikrosomy ludzkiej watroby
Fig. 10. Human liver microsomes transformation products of xanthohumol
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Enzymy mikrosomalnej frakcji watroby ludzkiej hydroksylowaty metylowa grupe
podstawnika prenylowego, dajac tylko izomer trams, a takze pozycj¢ C-2* tancucha
prenylowego [139]. Mikrosomy watroby ludzkiej i szczurzej wytwarzaly dodatkowo
jeden produkt hydroksylacji w pierscieniu B oraz kilka produktow cyklizacji tancucha
prenylowego [139, 202].

R,O OH OR,
O N O
A
OMe O

R,=H R, = B-glukuronyl/B-glucuronyl
R, = B-glukuronyl/B-glucuronyl R, = H

X
O
OO OO

ksantohumol C
xanthohumol C

OO

Rys. 11. Produkty transformacji ksantohumolu przez mikrosomy watroby szczura
Fig. 11. Rat liver microsomes transformation products of xanthohumol

Z odchoddéw szczuréw karmionych ksantohumolem (1 g na 1 kg masy ciata) wy-
izolowano, oprocz ksantohumolu stanowigcego 89% ekstraktu, 11% metabolitow, wsrdéd
ktérych oznaczono 16 zwiazkdéw pokazanych na rysunku 12. Byly to produkty hydroksy-
lacji, O-metylacji, O-acetylacji, epoksydacji i cyklizacji tancucha prenylowego oraz
glukuronidacji w pozycji C-4’ [141]. Zastosowanie ludzkich glukuronozylotransferaz
i sulfotransferaz do badania drugiej fazy metabolizmu ksanthumolu in vitro wykazato
mozliwo$¢ tworzenia réznych monoglukuronidéw i monosiarczandw w przewodzie
pokarmowym [154].
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Rys. 12. Metabolity ksantohumolu obecne w odchodach szczura
Fig. 12. Xanthohumol metabolites in faeces of rats
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Rys. 13. Mikrobiologiczne transformacje ksantohumolu
Fig. 13. Microbial transformation of xantohumol
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Mikrobiologicznej transformacji ksantohumolu poswigcono dotychczas jedynie
cztery prace, z ktorych jedna jest wynikiem badan autorki niniejszej rozprawy, przedsta-
wionych w rozdziale 2.3 [76, 77, 92, 104]. W wyniku selekcji drobnoustrojow obejmuja-
cych sumarycznie 59 mikroorganizméw wyloniono cztery grzyby, transformujace ksan-
tohumol z wysoka wydajnoscia. Produktami biotransformacji z ich udziatem byty chal-
konowe produkty cyklizacji grupy prenylowej, obecne réwniez w odchodach szczurow
karmionych ksantohumolem i glukozylacji w pozycjach C-4 i/lub C-4’, a takze flawanony:
izoksantohumol, jego C-7 glukozyd oraz produkt cyklizacji jego grupy prenylowej
(rys. 13).

8-Prenylonaringenina zostata intensywnie przetestowana pod katem aktywnosci
estrogennej, jednak jej metabolizmowi poswigcono niewiele prac. Nikolic i wsp. uzyli
mikrosomow ludzkiej watroby 1 zaobserwowali 12 produktéw metabolizmu
8-prenylonaringeniny (rys. 14) [138]. Biotransformacja zachodzita w tancuchu prenylo-
wym 1 szkielecie flawanonu. Utlenianie miato miejsce gtownie w terminalnej grupie
metylowej, a w powstajacych produktach przewazat izomer frans. Dwa z powstatych
zwiazkow: trans-8-(4’’-hydroksyprenylo)naringenina i trans-8-(4’’-oksoprenylo)narin-
genina, wykazywaly aktywnos¢ estrogenng in vitro [209]. Nie znaleziono doniesien lite-
raturowych o metabolizmie 8-prenylonaringeniny przez drobnoustroje, za to inne chmie-
lowe flawanony: 6-prenylonaringening i 6,8-diprenylonaringening zastosowano jako
substraty do transformacji w hodowlach grzybow Aspergillus flavus, Botrytis cinerea
i Ascochyta rabiei [180]. Drobnoustroje nie transformowaty drugiego z substratow,
natomiast z 6-prenylonaringeniny powstawaly: 3-hydroksy- i 2,3-di-hydrodihydro-
ksyprenylo-podstawiona naringenina oraz dihydrofurano-podstawiona naringenina.

Transformacje izoksantohumolu prowadzono gtéwnie w celu okreslenia drog jego
przeksztalcen w organizmie cztowieka i potwierdzenia stusznych, jak si¢ okazato, przy-
puszczen, ze moze on by¢ prekursorem 8-prenylonaringeniny. Enzymatyczne transfor-
macje z udzialem ludzkich cytochroméw P-450 daly produkt demetylacji, czyli
8-prenylonaringening oraz produkty hydroksylacji terminalnej grupy metylowej zarowno
izoksantohumolu, jak i 8-prenylonaringeniny, przede wszystkim jej izomer trans
(rys. 15) [67]. 8-Prenylonaringenina powstawata réwniez podczas transformacji izoksan-
tohumolu przez frakcj¢ mikrosomalng watroby ludzkiej [139]. Zdolnos¢ do demetylacji
izoksantohumolu wykazywaty drobnoustroje przewodu pokarmowego cztowieka, w tym
wyodrgbnione bakterie Eubacterium limosum [148, 149].
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Rys. 14. Produkty transformacji 8-prenylonaringeniny przez mikrosomy watroby ludzkiej
Fig. 14. Human microsomes transformation products of 8-prenylnaringenin
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8-prenylonaringenina
8-prenylnaringenin

Rys. 15. Produkty transformacji izoksantohumolu przez ludzkie mikrosomy watroby i cytochromy
P-450

Fig. 15. Human liver microsomes and cytochromes P-450 transformation products of isoxantho-
humol
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1.4. Wychmieliny jako zrodlo substancji odzywczych
i biologicznie aktywnych

Poekstrakcyjny odpad chmielowy, okreslany najczesciej jako wychmieliny, jest
produktem odpadowym przemystu browarniczego i stanowi bogate zrodlo cennych
zwiazkow zardéwno odzywczych, jak i wykazujacych roznorodng aktywnosé biologiczna.
Powstaje podczas ekstrakcji szyszek chmielowych, zenskich kwiatostandéw chmielu
(Humulus lupulus L.), prowadzonej w celu uzyskania gorzkich kwasow oraz olejkow
eterycznych. Ekstrakt taki dodaje si¢ do piwa, by nadaé¢ mu charakterystyczny zapach
i gorzki smak.

Wychmieliny nie znalazty dotad innego powszechnego zastosowania niz jako na-
woz. Duze browary dodaja czasem niewielkie ilo$ci wychmielin, ok. 5%, do suszonych
wystodzin przeznaczonych na pasz¢. Jedne z wczesniejszych badan dotyczyly uzycia
wychmielin jako karmy dla owiec [195] i krow [38]. Podejmowano proby zastosowania
ich do produkcji olejkow eterycznych [115], jako zrodta cukréw i kwasow organicznych
[51, 142, 189] oraz do usuwania metali cigzkich z roztworéw wodnych [58].

Poekstrakcyjny odpad chmiclowy ze wzgledu na bardzo duza, poréwnywalng
z suszem lucerny zawartos¢ biatka, 20-30% w zaleznosci od gatunku chmielu, moze
stanowi¢ podstawowy sktadnik mieszanek paszowych dla zwierzat. Jednakze obecno$é
gorzkich kwasow, pozadana w przypadku ekstraktu chmielowego, tolerowana w wych-
mielinach przeznaczonych na nawdz, jest nie do przyjecia w wychmielinach przeznaczo-
nych na dodatki do pasz. Warunkiem tego ostatniego sposobu wykorzystania jest zmiana
gorzkiego smaku, powodujacego niecheé zwierzat do spozywania wychmielin,
oraz pozbycie si¢ innych niepozadanych sktadnikéw. Jest nim przede wszystkim dziata-
jacy uspokajajaco i nasennie 2-metylo-3-buten-2-ol, powstajacy podczas rozkladu gorz-
kich kwaséw [199]. Tak wigc usunigcie z wychmielin gorzkich kwasow rozwiazuje
jednoczesnie dwa problemy: niech¢tnego spozywania paszy i ospalosci karmionych
nig zwierzat.

Produkty chmielowe, takie jak: szyszki, proszki, granulaty i ekstrakt chmielowy,
sa podatne na degradacje¢, dlatego ich przechowywanie wymaga odpowiednich warun-
kéw. Na przyktad granulaty pakuje si¢ prozniowo w foli¢ i magazynuje w temp. od —2
do +4°C, aby unikna¢ utlenienia i polimeryzacji zywicy chmielowej oraz olejkow
eterycznych [26]. Granulat o wilgotnos$ci 7%, przechowywany w temp. 30°C z dostgpem
i bez dostgpu tlenu, tracil odpowiednio 70 i 3% B-kwasow i 62 i 19% o-kwasow,
przy czym ubytek tych ostatnich mozna tlumaczy¢ czesciowym przeksztalceniem
w izo-o-kwasy [52]. Degradacja gorzkich kwasow chmielowych powoduje nie tylko
obnizenie goryczki sensorycznej, ale réwniez powstawanie rozmaitych produktow.
Mechanizm degradacji i budowa wszystkich produktow tego procesu nie zostala jeszcze
do korica poznana [190].

Gléwnymi czynnikami wplywajacymi na rozktad gorzkich kwasow w piwie sa:
$wiatto, temperatura i tlen atmosferyczny. Ulegaja one przede wszystkim autooksydacji
i reakcji wolnorodnikowej, przyspieszanej przez jony zelaza, miedzi i nadtlenek wodoru
[102]. Jony metali przejsciowych katalizuja reakcje typu Fentona (Fe’") i Habera-Weissa
(Cu"), dajace aktywne formy tlenu, takie jak rodniki hydroksylowe. W nienasyconych
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fancuchach bocznych kwaséw gorzkich, na atomach wegla sasiadujacych z wiazaniem
podwdjnym, tworza si¢ nadtlenki, rozpadajace si¢ nastepnie do izobutanalu i acetonu
(rys. 16). Dlatego B-kwasy z geminalnymi grupami izoprenylowymi sa najbardziej
podatne na autooksydacje, a zredukowane kwasy gorzkie sa na nia odporne.
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Rys. 16. Proponowany mechanizm autooksydacji tancucha prenylowego [23]
Fig. 16. Proposed autooxidation of prenyl side chain [23]

Reakcje autooksydacji dotycza nie tylko tancuchow izoprenylowych, ale réwniez
pierscienia. Utlenianie humulonu daje m.in. humulinon o intensywnie gorzkim smaku,
z B-kwasdw powstaja hulupony (rys. 17), dwukrotnie bardziej gorzkie niz izo-a-kwasy
i ok. 40 innych zwiazkdéw opisanych przez Verzelego i De Keukeleirego [192].

Efektem naswietlania izo-a-kwasow jest powstawanie 3-metylo-2-buten-1-tiolu
o bardzo nieprzyjemnym zapachu skunksa, tzw. ,skunky thiol”, wyczuwanego przez
niektorych ludzi nawet w stezeniu 0,4 ng dm™. Z tego powodu piwo konfekcjonuje sie
w ciemnych butelkach i przechowuje w ciemnych pomieszczeniach. Wyzej wymieniony
zwigzek pochodzi z reakeji fotolizy tancucha bocznego, uwalniajacej rodnik 4-metylo-3-
-pentenoilowy, ulegajacy dekarboksylacji, a nastgpnie reakcji z rodnikiem tiolowym,
pochodzacym np. z cysteiny, tworzac wspomniany wyzej merkaptan i kwas dehydrohu-
mulinowy (rys. 18). Wrazliwym na $wiatto UV chromoforem w izohumulonach jest
acyloinowa grupa utworzona z trzeciorzgdowej grupy hydroksylowej na C-4 i karbony-
lowej grupy tancucha bocznego. Przedstawiony na rys. 18 mechanizm, zaproponowany
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przez Kuroiwg i wspdtpracownikow [113], potwierdzit obecnos¢ 3-metylo-2-buten-1-
-tiolu w naswietlanych piwach. Poniewaz izohumulony nie absorbuja $wiatla widzialne-
go, pod jego wplywem opisany wyzej proces zachodzi w obecnosci fotoreaktywnych,
absorbujacych to swiatlo zwiazkdw, tzw. fotosensytyzerdw, takich jak ryboflawina [96].

hulupony
hulupones

deoksyhumulony
deoxyhumulones

oHf?
=
HO

humulinony

; kwasy humulinowe
humulinones

humulinic acids
R=-CH,CH(CH,),
-CH(CH,),
-CH(CH,)CH,CH,

Rys. 17. Niektdre produkty oksydatywnego rozktadu chmielowych kwasdéw gorzkich
Fig. 17. Some oxidative degradation products of hop bitter acids

(o} O (o} o
Swiatto UV lub $wiatto
NG widzialne (350-500 nm) + N

fotosensytyzer

R —
UV light or

visible light (350-500 nm) + HO OH
photosensitizer

izohumulon \

isohumulone He

3-metylo-2-buten-1-tiol
3-methylbut-2-ene-1-thiol

kwas dehydrohumulinowy
dehydrohumulinic acid

Rys. 18. Powstawanie w piwie zwiazkow zapachowych typu ,,uderzenie $wietlne”
Fig. 18. Formation of the lightstruck flavour in beer
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Problem mikrobiologicznego psucia produktow chmielowych, poza piwem, jest
mato zbadany. Poza pracami autorki tej dysertacji [89—91] nie ma innych doniesien
o mikrobiologicznych przeksztatceniach gorzkich kwaséw chmielowych, co moze wyni-
ka¢ z ogdlnie znanych wilasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych tych
zwiazkow. Podjeto natomiast proby takich biotransformacji z uzyciem zawiesinowych
kultur komorkowych roslin: chmielowych komorek kalusowych [152] i rozdrobnionego
migzszu owocow i warzyw [125]. Pierwsza z przytoczonych prac powstata jako nastep-
stwo obserwacji, ze w zebranych dojrzatych szyszkach chmielowych zachodzi degrada-
cja a-kwasow. Wykazano w niej, ze wytwarzane przez komoérki kalusowe enzymy utle-
niajg humulon i kohumulon do humulinonu i kohumulinonu, znanych produktéw perok-
sydacji tych substratow [191] posiadajacych gorzki smak. Druga z prac wykazata zdol-
no$é¢ enzymow zawartych w miazszu owocow i warzyw, takich jak jabtko, chrzan i pie-
truszka, do transformacji a- 1 f-kwasow do nieokreslonych blizej produktéw o zwigkszo-
nej polarnosci [125].

Rozpuszcezalnikiem szczegdlnie obecnie polecanym do produkeji ekstraktu chmie-
lowego jest nadkrytyczny dwutlenck wegla, poniewaz wydobywa z szyszek chmielo-
wych niemal caly olejek eteryczny, daje wysoki stosunek humulonéw do mniej gorzkich
lupulonéw oraz zawiera male ilosci twardych zywic, triglicerydéw, woskéw, chlorofili
i nieorganicznych soli, przez co produkt finalny, ktérym jest piwo, ma lepiej wywazony
smak i aromat. Metoda ta ma jednak swoje ograniczenia, np. zwiazki polarne, takie jak
flawonoidy nie moga by¢ wydajnie ekstrahowane czystym nadkrytycznym dwutlenkiem
wegla [72, 127]. W tej przemystowo stosowanej metodzie ekstrakcji wigkszos$¢ flawono-
idéw pozostaje w materiale odpadowym, w wychmielinach, przez co stanowi on szcze-
gblnie dogodne zrédlo tych naturalnych zwiazkdéw o bardzo szerokim spektrum aktyw-
nosci biologicznej. Zwiazki takie jak ksantohumol moga sta¢ si¢ substancjami wiodacy-
mi do syntezy nowych pochodnych i z duzym prawdopodobienstwem mozna zatozy¢,
ze produkty te beda wykazywaé aktywno$¢ biologiczna. Sg tez sktadnikami nutraceuty-
kow, ktorych przyktadami moga by¢ preparaty Meridium XN (BioNovix Inc.) i VitaXan
(ProMedX Health, Inc.).
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2. PRZEDSTAWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

2.1. Mikrobiologiczne transformacje steroidow

W wyniku selekcji drobnoustrojow transformujacych 17a-metylotestosteron (2)
wyloniono trzy grzyby, ktdre zastosowano do modyfikacji hormondw: testosteronu (1),
progesteronu (6) i dehydroepiandrosteronu (7) oraz ich syntetycznych pochodnych:
17a-metylotestosteronu (2), 19-nortestosteronu (3), 1-dehydrotestosteronu (4) i 1-de-
hydro-17a-metylotestosteronu (5) (rys. 19). Byly to: Absidia glauca AM177, Beauveria
bassiana AM446 oraz Botrytis cinerea AM235, pochodzace z kolekcji Katedry Biologii
i Botaniki Akademii Medycznej we Wroctawiu.
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Rys. 19. Substraty steroidowe: testosteron (1), 17a-metylotestosteron (2), 19-nortestosteron (3),
1-dehydrotestosteron (4), 1-dehydro-17a-metylotestosteron (5), progesteron (6) i dehy-
droepiandrosteron (7)

Fig. 19. Steroids substrates: testosterone (1), 17a-methyltestosterone (2), 19-nortestosterone (3),
1-dehydrotestosterone (4), 1-dehydro-17a-methyltestosterone (5), progesterone (6) and
dehydroepiandrosterone (7)
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Substraty dobrano w taki sposdb, by mozna byto $ledzi¢ zalezno$¢ przebiegu bio-
transformacji od ich budowy. Réznice w stosunku do testosteronu (1) polegaty na obec-
nosci dodatkowego wigzania podwdjnego C,-C, (zwiazki 4, 5), dodatkowej grupy 17a-
-metylowej (zwiazki 2, 5) i braku grupy metylowej w pozycji 19 (zwiazek 3). Wiadomo,
ze wspomniane modyfikacje budowy zwigkszaja aktywnos¢ anaboliczng i obnizaja
androgenna, sprawiajac, ze takie pochodne moga by¢ efektywnymi anabolikami [4].
W przypadku Beauveria bassiana, gatunku dobrze rozpoznanego, wrecz modelowego
w dziedzinie biotransformacji [65], zastosowano dwa dodatkowe substraty — powszech-
nie badany progesteron (6) i rzadziej stosowany dehydroepiandrosteron (7).

2.1.1. Transformacje steroidow przez Absidia glauca

Przedstawione w tym rozdziale wyniki biotransformacji zostaly opublikowane
w artykule ,, Transformations of testosterone and related steroids by Absidia glauca cultu-
re” [93].

Rodzaj Absidia znany jest ze zdolnosci do hydroksylacji steroidow [24, 30, 34,
118, 165, 186, 196, 208]. W przypadku gatunku A. glauca, przede wszystkim w stero-
idach, o 21 weglach odnotowano nastgpujace typy hydroksylacji: 1B, 3B, 6B, 7B, 11a,
118 1 14a [30, 34, 118, 208]. Wczesniejsze badania prowadzone przy uzyciu A. coerulea
wykazaly wyrazna zalezno$¢é pomigdzy strukturg substratu a przebiegiem biotransforma-
cji [24].

Wzory produktow biotransformaciji steroidéw przez Absidia glauca AMI177
zamieszczono na rys. 20a i 20b, natomiast wydajnosci otrzymanych zwigzkdéw pokazuje
tabela 1.

Transformacje prowadzono do momentu przereagowania calego substratu,
co zajmowalo drobnoustrojom od 3 do 7 dni. Wszystkie testowane substraty ulegaty
hydroksylacji, a w przypadku zwiazkéw 1, 3 i 4, obserwowano dodatkowo utlenienie
grupy hydroksylowej przy C-17 do karbonylowej. Hydroksylacja w pozycji 6B miala
miejsce w biotransformacji kazdego z uzytych zwiazkéw, jest wigc stosunkowo nieza-
lezna od budowy substratu, chociaz mozna zauwazy¢, ze najwigksze stezenia 6p-alkoholi
(9, 11, 13) otrzymano z substratéw bez wiazania podwdjnego w pozycji C;-C,. Tego
typu transformacja jest w przypadku 4-en-3-oksosteroidow powszechna zaréwno u ssa-
kow, jak i mikroorganizmow [30, 126, 151]. 1-Dehydrosteroidy (4, 5) byty hydroksylo-
wane od strony B, w pozycjach 6B, 7p i 158, przy czym 7B- i 15B-produkty izolowano
wylacznie z transformacji substratow posiadajacych wiazanie podwojne C;-C,. Nato-
miast 12B-hydroksylacja miala miejsce tylko w substratach z dodatkowa grupa
17a-metylowa lub przy braku grupy 19-metylowej, 7a-hydroksylacja tylko w przypadku
testosteronu (1), a 11a-hydroksylacja w przypadku testosteronu i 17a-metylotestosteronu
(2). 17a-Metylowa grupa nie hamowata hydroksylacji w pierscieniu D. Poniewaz atomy
wodoru w pozycjach 6B i 12p moga znajdowac si¢ w analogicznym potozeniu wobec
centrum aktywnego enzymu po obrocie czasteczki o 180° wokdt osi wyznaczonej przez
C3 i C17 oraz jednoczesnej zamianie pozycji wigzania steroidu C-3 na C-17 (rys. 6,
potozenia I i III), transformacje te moga by¢ prowadzone przez ten sam uktad enzyma-
tyczny. Potwierdzeniem tego przypuszczenia moze by¢ produkt podwojnej hydroksylacji
6p,11a-dihydroksy-17a-metylotestosteron (11).
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Rys. 20a. Transformacje steroidow przez Absidia glauca
Fig. 20a. Transformation of steroids by Absidia glauca
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Rys. 20b. Transformacje steroidow przez Absidia glauca
Fig. 20b. Transformation of steroids by Absidia glauca

Wprowadzenie grupy hydroksylowej do 19-nortestosteronu w pozycji 10B jest
typowe dla 19-nor-4-en-3-oksosteroidow [70, 83]. W wielu przypadkach odnotowano
konkurencj¢ pomigdzy 63- a 10B-hydroksylacja w tego typu zwigzkach i postuluje sig,
ze sg efektem dziatania tej samej 6B-hydroksylazy [161]. Dla rodzaju Absidia opisano juz
hydroksylacje w pozycji 158 [34, 208], ale informacje te nie dotycza gatunku 4. glauca.
Nie znaleziono rowniez doniesien o 12B-hydroksylacji prowadzonej przez grzyby
Absidia.
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Tabela 1

Table 1
Transformacja steroidow przez Absidia glauca
Transformation of steroids by Absidia glauca
Substrat Produkty Wydg J n(:sc
Substrate Products Yield
[%]
testosteron 1 70-hydroksyandrostendion 8 38
testosterone 1 70-hydroxyandrostenedione 8
6p,11a-dihydroksyandrostendion 9 30
6p,11a-dihydroxyandrostenedione 9
170-metylotestosteron 2 12B-hydroksy-170-metylotestosteron 10 32
170-methyltestosterone 2 | 12f-hydroxy-17a-methyltestosterone 10
6p,11a-dihydroksy-17a-metylotestosteron 11 26
6p,11a-dihydroxy-17a-methyltestosterone 11
11o-hydroksy-17a-metylotestosteron 12 19
110-hydroxy-17a-methyltestosterone 12
19-nortestosteron 3 6B-hydroksy-19-nortestosteron 13 23
19-nortestosterone 3 6B-hydroxy-19-nortestosterone 13
19-norandrostendion 14 21
19-norandrostenedione 14
12B-hydroksy-19-nortestosteron 15 18
12B-hydroxy-19-nortestosterone 15
10B-hydroksy-19-nortestosteron 16 16
10B-hydroxy-19-nortestosterone 16
1-dehydrotestosteron 4 7B-hydroksy-1-dehydrotestosteron 17 50
1-dehydrotestosterone 4 7B-hydroxy-1-dehydrotestosterone 17
15B-hydroksy-1-dehydrotestosteron 18 22
15B-hydroxy-1-dehydrotestosterone 18
7B-hydroksy-1-dehydroandrostendion 19 10
7B-hydroxy-1-dehydroandrostenedione 19
6B-hydroksy-1-dehydrotestosteron 20 9
6B-hydroxy-1-dehydrotestosterone 20
1-dehydro- 15B-hydroksy-1-dehydro-17a-metylotestosteron 22 28
17a-metylotestosteron 5 15B-hydroxy-1-dehydro-17a-methyltestosterone 22
1-dehydro- 7B-hydroksy-1-dehydro-17a-metylotestosteron 23 26
170-methyltestosterone 5 | 7B-hydroxy-1-dehydro-17a-methyltestosterone 23
6B-hydroksy-1-dehydro-17a-metylotestosteron 24 20
6B-hydroxy-1-dehydro-17a-methyltestosterone 24

# wydajnos¢ wyznaczona metoda GC

yield determined by GC
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2.1.2. Transformacje steroidow przez Botrytis cinerea

Przedstawione w tym rozdziale wyniki biotransformacji zostaly opublikowane
w artykule ,, Transformations of testosterone and related steroids by Botrytis cinerea” [94].

Botrytis cinerea to powszechnie wystepujacy patogen infekujacy wiele przemy-
stowo uprawianych roslin, w tym: winoro$l, satat¢, marchew, truskawki i tyton. Z tego
wzgledu znaczna czg$¢ prac dotyczacych tego drobnoustroju to biotransformacje ewen-
tualnych czynnikdw przeciwgrzybicznych oraz warunkujacych jego patogennos¢ [3].
Literaturowe przyktady transformacji pokazaty zdolno$¢ B. cinerea do hydroksylacji
4-en-3-oksosteroidow gtownie w pozycjach 1la i 11B, w steroidach o 21 weglach
w pozycjach 2B 1 6p [30], 7B w testosteronie oraz 11a i 163 w pregnenolonie [49].

Wzory produktéw biotransformacji steroidow przez Botrytis cinerea AM235
pokazano na rys. 21, natomiast wydajnosci otrzymanych zwiazkéw zamieszczono
w tabeli 2. Transformacje prowadzono do zaniku substratu, od 3 do 11 dni.
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Rys. 21. Transformacja steroidow przez Botrytis cinerea
Fig. 21. Transformation of steroids by Botrytis cinerea
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Tabela 2

Table 2
Transformacja steroidow przez Botrytis cinerea
Transformation of steroids by Botrytis cinerea
e
Substrat Produkty Wyd.a J nca»sc
Substrate Products Yield
[%]

testosteron 1 7o-hydroksytestosteron 24 76
testosterone 1 7o-hydroxytestosterone 24
17a-metylotestosteron 2 70-hydroksy-17a-metylotestosteron 25 82
17a0-methyltestosterone 2 | 70-hydroxy-17a-methyltestosterone 25
19-nortestosteron 3 10B-hydroksy-19-norandrost-4-en-3,17-dion 26 78
19-nortestosterone 3 10B-hydroxy-19-norandrost-4-en-3,17-dione 26
1-dehydrotestosteron 4 14a-hydroksy-1-dehydrotestosteron 27 68
1-dehydrotestosterone 4 14a-hydroxy-1-dehydrotestosterone 27

70-hydroksy-1-dehydrotestosteron 28 27

70-hydroxy-1-dehydrotestosterone 28
1-dehydro- 70-hydroksy-1-dehydro-17a-metylotestosteron 29 52
17a-metylotestosteron 5 70-hydroxy-1-dehydro-17a-methyltestosterone 29
1-dehydro-
17a0-methyltestosterone 5

# wydajnos¢ wyznaczona metoda GC
yield determined by GC

Wszystkie produkty, z wyjatkiem 26 i 27, posiadaja grupg¢ 7a-hydroksylowa. Tylko
jeden substrat, 1-dehydrotestosteron (4), ulegt hydroksylacji w pozycji 14a. Drugi
z substratow z wigzaniem nienasyconym C;-C,, 1-dehydro-17a-metylotestosteron (5) byt
hydroksylowany tylko w pozycji 7a. Wynik ten jest zgodny z obserwacjami poczynio-
nymi dla grzybodw z rzedu Mucorales, ze duzy podstawnik w pozycji C-17 utrudnia
hydroksylacje w pozycji 14a [24, 168], podczas gdy 17p-hydroksysteroidy, jak np.
testosteron (1), podlegaja wspomnianej modyfikacji [112]. Biotransformacja
19-nortestosteronu (3) dostarczyla jeden produkt bedacy efektem, wspomnianej w roz-
dziale 2.1.1, typowej dla 19-nor-4-en-3-oksosteroidéw hydroksylacji w pozycji 108 [70,
83] oraz utlenienia C-17 alkoholu do ketonu. Poréwnanie drdg transformacji testosteronu
(1) i 170-metylotesosteronu (2) pokazuje, ze dodatkowa grupa 17a-metylowa nie wptywa
na pozycj¢ hydroksylacji, chociaz czg¢sciowa redukcja wigzania podwojnego C;-C,, miata
miejsce tylko w obecnosci tego podstawnika, tj. wtedy, gdy substratem byt 1-dehydro-
-17a-metylotestosteron (5). W prowadzonych wczesniej badaniach nad przeksztatcenia-
mi o-kamfolenondw, ten sam szczep wprowadzat grupe hydroksylowa w pozycje allilo-
wa lub poprzez uprzednig epoksydacje¢ [46]. W przypadku transformacji steroidow alli-
lowa pozycja C-6 pozostawata niezmieniona, nie obserwowano tez epoksydacji, co jed-
nak nie wyklucza takich zwiazkow posrednich w przebiegu hydroksylacji.

Szczep Botrytis cinerea AM235 wydajnie hydroksyluje 4-en-3-oksosteroidy
w pozycji 7a. Pochodne te stanowity 26-82% wszystkich ekstrahowanych z hodowli
zwigzkéw. W literaturze nie znaleziono doniesien o tego typu transformacji prowadzonej
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przez B. cinerea. Oprbcz interesujacej ze wzgleddw praktycznych 7o-hydroksylacii,
prowadzacej do zwigzkéw wyjsciowych w syntezie diuretykow, obserwowano takze
14a-hydroksylacje wykorzystywana do syntezy hormondéw i lekéw nasercowych [86,
120].

2.1.3. Transformacje steroidow przez Beauveria bassiana

Przedstawione w tym rozdziale wyniki biotransformacji zostaly opublikowane
w artykule ,, Transformation of steroids by Beauveria bassiana” [95].

Beauveria bassiana to szeroko rozpowszechniony grzyb owadobdjczy, atakujacy
ponad sto gatunkow [69]. Stosowany jest do zwalczania owadzich szkodnikéw w rolnic-
twie [15, 135]. Gatunek ten hydroksyluje 4-en-3-oksosteroidy przede wszystkim w pozy-
cji 11a [10, 27, 28, 64, 160], rzadziej w pozycjach 6B i 11a, [27, 28, 64]. Hydroksylacje
w pozycjach 6B, 11a, 11p i 158 obserwowano w B-norsteroidzie, 170, 21-dihydroksy-B-
-nor-pregn-4-en-3,20-dionie [157]. Poza reakcjami hydroksylacji Beauveria bassiana
wykazuje zdolno$¢ do redukcji 17-ketonu do 17B-alkoholu [10] i degradacji tancucha
bocznego w progesteronie, prowadzacej do testosteronu [160].

Wzory produktéw biotransformacji steroidow przez Beauveria bassiana AM446
pokazano na rys. 22a i 22b, natomiast wydajnosci otrzymanych zwiazkow zamieszczono
w tabeli 3.

Transformacje prowadzono do momentu przeksztatcenia catego substratu, tj. od
3 do 10 dni. Wszystkie produkty transformacji 4-en-3-oksosteroidow posiadaty grupe
11a-hydroksylowa. Oprdcz reakcji hydroksylacji zaobserwowano dwie inne reakcje typu
red-oks: nasycenie wigzania podwdjnego C,;-Cs w testosteronie (1) i wiazania C;-C,
w 1-dehydrotestosteronie (4) oraz utlenienie 17f3-alkoholu do 17-ketonu w tych samych
substratach (1,4). Obecnos¢ grupy 17a-metylowej hamowata redukcje wigzan podwoj-
nych C4-Cs w 17a-metylotestosteronie (2) i wigzania C,-C, w 1-dehydro-17a-metylo-
testosteronie (5). Warto zauwazy¢, ze w przypadku 19-nortestosteronu (3) nie zachodzito
ani utlenienie wegla C-17, ani nasycenie wigzania podwdjnego C4-Cs. Zwiazek ten byt
stosunkowo stabo metabolizowany, co jest zgodne z wynikami badan Shibahary i wsp.,
ktérzy pomimo indukcji 1lo-hydrolazy z Aspergillus ochraceus otrzymywali
11a-hydroksy-19-nortestosteron z niewielka wydajnoscia [163].

Transformacja progesteronu (6) prowadzita do 11a-hydroksytestosteronu (30),
powstajacego z wysoka 94% wydajnoscia. Interesujace jest, ze odcigcie tancucha bocz-
nego 1 hydroksylacja daly w efekcie jeden produkt, co dotad nie bylo obserwowane dla
zadnego szczepu B. bassiana, okazato si¢ takze, iz 11a-hydroksytestosteron (30) lepiej
jest otrzymywac na drodze transformacji progesteronu (6) niz testosteronu (1).

Z przedstawionych w tym rozdziale wynikdw mozna wyciagna¢ wniosek, ze roz-
nice strukturalne zastosowanych 4-en-3-oksosteroidéw nie wptywaty na regio- i stereose-
lektywnos$¢ hydroksylacji. Szkielet steroidowy byt zawsze atakowany od strony o
w pozycji C-11. Chociaz pozycje 6B i 1la sa ekwiwalentne w kompleksie enzym-
-substrat (rys. 6), to w zadnym z eksperymentow nie otrzymywano produktéw 6f3-, ani
6pB,11a-hydroksylacji. W przypadku innych, znanych z hydroksylowania steroidow
w pozycji 11a drobnoustrojow, takich jak: Rhizopus nigricans [211], Aspergillus ochra-
ceus [181] 1 Cephalosporium aphidicola [19], obserwowano zalezno$¢é pomigdzy struktu-
ra substratu, a doktadniej podstawnika przy weglu C-17, a przebiegiem transformacji.
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Fig. 22b. Transformation of steroids by Beauveria bassiana

W celu poszerzenia puli substratéw uzyto do biotransformacji dodatkowo Cs-Cg
nienasycony steroid, dehydroepiandrosteron (7), oczekujac typowej dla stosowanego
drobnoustroju 11a-hydroksylacji, z drugiej za$ strony — typowej dla 5-ensteroidow
hydroksylacji w allilowej pozycji C-7. Jako glowny produkt otrzymano 5-androsten-
-3B,110,17B-triol (38), powstajacy w wyniku reakcji obserwowanych na przykladzie
4-en-3-oksosteroidow. Obecno$é wsrdéd produktow transformacji androstendiolu (40)
sugeruje, ze 1la-hydroksylacj¢ poprzedza redukcja C-17-ketonu do 17pB-alkoholu.
11a-Hydroksylacja dehydroepiandrosteronu (7) bez utlenienia na C-3 jest charaktery-
styczna dla tzw. ,,11a-hydroksylatorow”, jakimi sa: Rhizopus nigricans [150], Rhizopus
arrhizus [84] i Aspergillus ocraceus [11]. Natomiast 7a-hydroksydehydroepiandrosteron
(39) jest produktem nietypowym dla Beauveria bassiana AM446, za to powstaje po-
wszechnie w hodowlach innych grzybow, np. Fusarium culmorum [109] i wraz z andro-
stendiolem (40) w roznych komoérkach myszy. 7a-hydroksydehydroepiandrosteron (39)
jest silniejszym aktywatorem procesu odpowiedzi immunologicznej od dehydroepiandro-
steronu (7) [134].
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Tabela 3

Table 3
Transformacja steroidow przez Beauveria bassiana
Transformation of steroids by Beauveria bassiana
——a
Substrat Produkty Wydgj noasc
Substrate Products Yield
[%]
testosteron 1 11a-hydroksytestosteron 30 55
testosterone 1 110-hydroxytestosterone 30
Sa-androstan-11a,17B-diol-3-on 31 15
Sa-androstan-11a,17p-diol-3-one 31
11a-hydroksyandrost-4-en-3,17-dion 32 10
11a-hydroxyandrost-4-ene-3,17-dione 32
Sa-androstan-11o0-0l-3,17-dion 33 8
Sa-androstan-11a-0l-3,17-dione 33
17a-metylotestosteron 2 110-hydroksy-17a-metylotestosteron 12 95
170-methyltestosterone 2 11a-hydroxy-17a-methyltestosterone 12
19-nortestosteron 3 11a-hydroksy-19-nortestosteron 34 40
19-nortestosterone 3 11o-hydroxy-19-nortestosterone 34
1-dehydrotestosteron 4 11a-hydroksy-1-dehydrotestosteron 35 56
1-dehydrotestosterone 4 110-hydroxy-1-dehydrotestosterone 35
11a-hydroksyandrost-1,4-dien-3,17-dion 36 13
11a-hydroxyandrost-1,4-diene-3,17-dione 36
11a-hydroksytestosteron 30 11
11a-hydroxytestosterone 30
110-hydroksyandrost-4-en-3,17-dion 32 9
110-hydroxyandrost-4-ene-3,17-dione 32
1-dehydro- 110-hydroksy-1-dehydro- 87
170-metylotestosteron 5 17a-metylotestosteron 37
1-dehydro- 11a-hydroxy-1-dehydro-
170-methyltestosterone 5 17a-methyltestosterone 37
progesteron 6 11a-hydroksytestosteron 30 94
progesterone 6 11a-hydroxytestosterone 30
dehydroepiandrosteron 7 5-androsten-3f3,11a,17p-triol 38 60
dehydroepiandrosterone 7 7a-hydroksydehydroepiandrosteron 39 13
7a-hydroxydehydroepiandrosterone 39
androstendiol 40 8
androstenediol 40

? wydajno$¢ wyznaczona metoda GC

yield determined by GC
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Istnieje wiele doniesien naukowych na temat bardzo wysokiej regio- i stereoselek-
tywnosci reakcji katalizowanych przez enzymy Beauveria bassiana. Jeden ze szczepdw
tego gatunku, B. bassiana ATCC 7159, znany réwniez jako B. sulfurescens i Sporotri-
chum sulfurescens, uznano nawet za drobnoustréj modelowy, a przez to stosowany do
roznego typu reakcji, takich jak: hydroksylacja nasyconych i aromatycznych atomow
wegla, przeksztalcen keton-alkohol, redukeji i utleniania alkendéw, utleniania siarczkow,
utleniania typu Baeyera-Villigera, glukozydacji, hydrolizy estréw i epoksyddéw oraz
dealkilacji. Wyniki tych badan zostaly zebrane przez Grogana i Hollanda [65]. Dla tych
autorow najistotniejsze wydaje si¢ by¢ uzycie B. bassiana do selektywnej hydroksylacji
szerokiego spektrum zwigzkow organicznych, takich jak amidy, laktamy, karbaminiany,
azydki i sulfonamidy.

Beauveria bassiana AM446 wytwarza 11a-hydroksylowane pochodne steroidow,
szczegblnie dehydroepiandrosteronu (7), 17a-metylotestosteronu (2) i1 1-dehydro-
-17a-metylotestosteronu (5). Przy niskiej specyficznosci substratowe] charakteryzuje si¢
szczegolnie wysoka regio- i stereoselektywnoscia.

2.2. Mikrobiologiczna degradacja gorzkich kwasow
chmielowych

W przeprowadzonych badaniach zwiazkami modelowymi byly o- i B-kwasy
(rys. 7), sktadniki dostgpnego handlowo ekstraktu chmielowego. Ekstrakt ten wprowa-
dzano do uprzednio narosnigtych kultur z powodu jego dobrze poznanych wiasciwosci
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych, opisanych w rozdziale 1.2. Dlatego tez
proby hodowania drobnoustrojéw na pozywkach zawierajacych 100 mg gorzkich
kwasow w dm™, czyli w ilosci odpowiadajacej maksymalnej zawarto$ci izo-o-kwasow
w bardzo gorzkich piwach angielskich [42], nie daty pozytywnych rezultatow.

2.2.1. Selekcja drobnoustrojow degradujacych gorzkie kwasy
chmielowe

Przedstawione w tym rozdziale wyniki badan zostaty opublikowane w artykule
»Screening for the hop bitter acids degrading microorganisms™ [90].

Poszukiwanie mikroorganizméw degradujacych gorzkie kwasy chmieclowe prze-
prowadzono wsrod 54 drobnoustrojow, gtownie grzybdw. Pochodzily one z nastgpuja-
cych kolekeji: Katedry Biologii i Botaniki Akademii Medycznej we Wroctawiu (ozna-
czone AM), Katedry Fitopatologii Lesnej Akademii Rolniczej w Krakowie (oznaczone
ARK), Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci (oznaczone AR) oraz Katedry
Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (oznaczone KCh), a takze NCAIM
i CBS. Zastosowano réwniez drobnoustroje dostgpne handlowo, oferowane przez firmy:
Biowin, Biomed, Biocodex i Coopers Brewery.

Po dodaniu ekstraktu chmielowego do hodowli inkubowano mieszaniny biotrans-
formacyjne przez 7 dni w warunkach laboratoryjnych, przy wytrzasaniu i naturalnym
swietle. Poczatkowe stezenie gorzkich kwaséw w kazdej probie wynosito sumarycznie
297,32 mg dm” (kohumulon 57,8 mg dm™, humulon i adhumulon 139,76 mg dm™, kolu-
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pulon 51,68 mg dm>, lupulon i adlupulon 48,08 mg dm™). Wzory dodawanych

o- i B-kwasdéw przedstawia rysunku 7. Rezultaty przeprowadzonych badan pokazano
w tabeli 4. Ubytek kwasow gorzkich w probie kontrolnej wynosit 33,6% i byt nizszy niz
we wszystkich badanych kulturach. W hodowlach 9 drobnoustrojow: Nigrospora oryzae
AMB, Trametes versicolor AMS536, Inonotus radiatus ARK70, Crumenulopsis sororia
ARKS9, Coryneum betulinum ARK16534, Cryptosporiopsis radicicola ARK16671,
Rhodotorula glutinis AM242, Fusarium equiseti KChl5 1 Candida parapsilosis NCAIM
Y-1011—-po 7 dniach inkubacji z ekstraktem chmielowym nie obserwowano o- i f-kwasow.

Zdolnos¢ do rozktadu gorzkich kwaséw chmielowych nie zalezata od przynalez-
nosci taksonomicznej mikroorganizméw. Na przyklad grzyby Fusarium equiseti KChl5
degradowaty substraty catkowicie w ciagu 7 dni, podczas gdy pozostale szczepy Fusa-
rium, takie jak: F. equiseti KCh22, F. culmorum AM7, AM10, AM196, AM282, F. oxy-
sporum AMI13, F. avenaceum AMI11, AMI12, F. tricinctum KChl6, F. semitectum
AM20, F. solani AM203, F. scirpi AM199 nie degradowaly. Podobne rezultaty otrzy-
mano dla rodzaju Rhodotorula. W przeciwienstewie do R. glutinis AM242, zastosowanie
R. rubra AM4, AMS82 i R. marina AM77 nie dato satysfakcjonujacych wynikow. Lupu-
lony pozostaty tylko w 2 kulturach, natomiast humulony az w 43. Wyniki te znajduja
uzasadnienie w wigkszej podatnosci B-kwasow na utlenianie w stosunku do a-kwasow,
co opisano wczesniej w rozdziale 1.3. Wartos¢ pH hodowli wsrdéd 9 wyselekcjonowa-
nych drobnoustrojow catkowicie degradujacych dodane zwiazki wynosito od 3,8 dla
Coryneum betulinum do 7,3 dla Rhodotorula glutinis. Ta pozorna niezalezno$¢ degrada-
cji od warto$ci pH mieszaniny reakcyjnej znalazta wyjasnienie w pozniejszych bada-
niach, opisanych w rozdziale 2.2.2.

Tabela 4
Table 4
Sktad gorzkich kwaséw chmielowych w ekstrakcie izooktanowym hodowli po 7 dniach
transformacji: kohumulon 1, humulon+adhumulon 2, kolupulon 3, lupulon-+adlupulon 4
Composition of hop bitter acids: cohumulone 1, humulone+adhumulone 2, colupulone 3,
lupulone+adlupulone 4 in isooctane extracts of 7 days transformation cultures

. Chmielowe kwasy gorzkie [mg dm™]*

Drobnoustroje Hop bitter acids [mg dm™]*
Microorganisms | 5 3 4
1 2 3 4 5 6
1. | Nigrospora oryzae AMS8 0 0 0 0
2. | Trametes versicolor AM536 0 0 0 0
3. | Inonotus radiatus ARK70 0 0 0 0
4. Crumenulopsis sororia ARKS59 0 0 0 0
5. | Coryneum betulinum ARK16534 0 0 0 0
6. | Cryptosporiopsis radicicola ARK16671 0 0 0 0
7. | Rhodotorula glutinis AM242 0 0 0 0
8. | Fusarium equiseti KChl5 0 0 0 0
9. | Candida parapsilosis NCAIM Y-1011 0 0 0 0
10. | Fusarium equiseti KCh22 0 0,32 0 0
11. | Chaetomium sp, ARK16651 0 0,60 0 0
12. | Rafaella ARK16669 0 1,35 0 0
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Tabela 4

Table 4
1 2 3 4 5 6
13. | Endomyces fibuliger NCAIM Y-973 0 1,49 0 0
14. | Cladosporium cladosporiodes KCh26 0,77 1,31 0 0
15. | Fusarium scirpi AM199 0,62 1,69 0 0
16. | Fusarium solani AM203 1,31 2,85 0 0
17. | Candida kefyr NCAIM Y-1070 0,88 3,61 0 0
18. | Wine Yeast Burgundy Biowin 1,18 3,34 0 0
19. | Penicillium notatum KCh904 1,52 3,24 0 0
20. | Fusarium semitectum AM20 5,11 1,12 0 0
21. | Fusarium culmorum AM10 2,33 6,27 0 0
22. | Pezicula cinnamomea ARK15753 2,31 6,81 0 0
23. | Brewers’ Yeast Real Ale Coopers Brewery 2,36 7,42 0 0
24. | Fusarium avenaceum AM11 2,95 7,83 0 0
25. | Fusarium tricinctum KCh16 3,58 7,68 0 0
26. | Wine Yeast Honey Biowin 2,46 9,11 0 0
27. | Wine Yeast Malaga Biowin 3,37 10,23 0 0
28. | ARK16666 4,52 9,14 0 0
29. | Zygosaccharomyces bailii AM67 3,81 10,03 0 0
30. | Fusarium oxysporum AM21 4,25 10,49 0 0
31. | Wine Yeast Madera Biowin 3,91 10,84 0 0
32. | Fusarium avenaceum AM12 5,05 12,41 0 0
33. | Fusarium culmorum AM7 6,76 11,90 0 0
34. | Rhodotorula rubra AM82 438 14,81 0 0
35. | Fusarium culmorum AM282 8,21 18,24 0 0
36. | Saccharomyces pastorianus NCAIM Y-1244 8,09 16,95 0 0
37. | Candida sake CBS159 6,82 18,24 0 0
38. | Disculina betulina ARK16538 10,16 23,65 0 0
39. | Pycnidiella resinae ARK16050 8,90 26,53 0 0
40. | Wine Yeast Universal Biowin 10,07 25,43 0 0
41. | Saccharomyces cerevisiae AM464 11,40 25,58 0 0
42. | Lactobacillus rhamnosus Biomed 19,65 21,87 1,43 2,09
43. | Saccharomyces brasiliensis NCAIM Y-1223 11,94 30,85 0 0
44. | Fusarium oxysporum AMI13 15,06 29,96 0 0
45. | Saccharomyces boulardii Biocodex 15,15 33,77 0 0
46. | Rhodotorula rubra AM4 14,44 41,98 1,56 1,17
47. | Papularia rosea KCh17 17,36 35,07 422 4,06
48. | Fusarium culmorum AM196 19,61 42,14 0 0
49. | Epithyrium resinae ARK16051 18,62 44,37 0 0
50. | Rhodotorula marina AM77 20,69 4932 0 0
51. | Fusarium culmorum AM9 25,69 45,31 0 0
52. | Pleurotus ostreatus AM482 28,35 43,82 0 0
53. | Gleophyllum odoratum ARK16034 22,95 55,39 424 4,35
54. | Yarrowia lipolytica AR71 21,30 50,86 11,11 8,22
KONTROLA — CONTROL 49,59 123,0 13,62 11,05

# oznaczone metoda HPLC,
determined according to HPLC
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2.2.2. Degradacja gorzkich kwasow chmielowych
przez wyselekcjonowane grzyby

Przedstawione w tym rozdziale wyniki badan zostaly opublikowane w dwoch
artykutach: ,,Degradation of hop bitter acids by fungi” [91] i ,,The implication of yeast
in debittering of spent hops” [89].

Dla wytonionych na drodze selekcji 9 grzybow przeprowadzono badania majace
okresli¢ ich zdolno$¢ do rozktadu gorzkich kwasow chmielowych w ciemnosci. Jak
wspomniano w rozdziale 1.3, humulony, lupulony i izo-a-kwasy sg wrazliwe na dzialanie
Swiatta. Wptywu tego czynnika nie brano pod uwage w badaniach selekcyjnych, tak wiec
nie ustalono, w jakim stopniu enzymy obecne w prehodowlach odpowiadaja za ubytek
dodawanych zwigzkéw. Do kultur znajdujacych si¢ w stacjonarnej fazie wzrostu doda-
wano ekstrakt chmielowy, uzyskujac stezenie o- i B-kwasow réwne 444,3 mg dm™.
Sucha masa drobnoustrojow w tych hodowlach wynosita: Nigrospora oryzae (5 dni) —
7,0 g dm™, Rhodotorula glutinis (3 dni) — 8,5 g dm>, Trametes versicolor (3 dni) —
3,2 g dm>, Crumenulopsis sororia (9 dni) — 1,4 g dm>, Inonotus radiatus (10 dni) —
2,6 g dm™, Coryneum betulinum (4 dni) — 3,1 g dm™, Cryptosporiopsis radicicola (4 dni)
— 2.4 g dm>, Fusarium equiseti (5 dni) — 7,3 g dm™, Candida parapsilosis (3 dni) —
10,3 g dm™. Przez 20 dni w odstepach czterodniowych oznaczano zawarto$é kwasoéw
gorzkich, w tym tworzacych si¢ izo-a-kwasow, a takze pH mieszaniny reakcyjnej. Rezul-
taty tych eksperymentéw pokazano na rysunkach 23 i 24.
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Jak wida¢ na rys. 23, ilo$¢ wyekstrahowanych gorzkich kwasow chmielowych
z hodowli jest mniejsza niz w przypadku proby kontrolnej. Zjawisko to moze wynikaé
z wigzania si¢ humulonéw i lupulonéw z biatkami obecnymi w medium hodowlanym
oraz ze $cianami komorkowymi drobnoustrojéw [56]. Tego typu zwiazki fenolowe
w wodnych roztworach o niskim pH wiaza biatka, prawdopodobnie poprzez oddziatywa-
nia hydrofobowe, co powoduje obnizenie wydajnosci ekstrakcji rozpuszczalnikami orga-
nicznymi.

W eksperymentach kontrolnych obnizenie zawartosci humulonéw i lupulondéw
po 20 dniach siggato 56%. W tym samym czasie powstato 46,4 mg dm™ izohumulonow.
Pojawialy si¢ one rowniez we wszystkich hodowlach, najwigcej w kulturze Inonotus
radiatus (102 mg dm™), a najmniej w kulturze Trametes versicolor (32 mg dm™),
w ktorej omawiane zwiazki rozktadane byty najszybcie;j.

Czas [dni]; Time [days]

—+— Trametes versicolor —X— Crumenulopsis sororia
—o— Rhodotorula glutinis —8— Nigrospora oryzae
—X— Fusarium equiseti —a— Inonotus radiatus

—aA— Cryptosporiopsis radicicola =~ —e— Coryneum betulinum
—=&— Candida parapsilosis —— kontrola; control

Rys. 24. Wartosci pH pozywki Sabourauda (kontrola) i badanych kultur w czasie 20-dniowej
inkubacji z ekstraktem chmielowym

Fig. 24. pH of Sabouraud medium (control) and of the tested culture broths during 20 days
of incubation with hop extract

Zmiany pH zachodzace w hodowlach podczas inkubacji z ekstraktem chmielo-
wym (rys. 24) pokazuja zalezno$¢ pomigdzy wysokim pH kultury a niska efektywnoscia
rozktadu. Grzyby Candida parapsilosis, Fusarium equiseti i Rhodotorula glutinis,
ktérych pH hodowli wynosito ok. 8, degradowaty gorzkie kwasy chmielowe mniej efek-
tywnie niz pozostate drobnoustroje. Nalezy tu wspomnie¢, ze wszystkie proby tuz przed
ckstrakcja byly zakwaszane do pH ok. 2 w celu przeprowadzenia kwasdéw gorzkich
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w niezdysocjowane, a wigc w formy dajace si¢ wydajniej ekstrahowaé. W badaniach
selekcyjnych, prowadzonych w warunkach laboratoryjnych, przy czasowym naswietlaniu
$wiatlem stonecznym, omawiane grzyby prowadzity degradacje wydajniej. Jedng z moz-
liwych przyczyn moze by¢ swoisty synergizm fotolizy i biodegradacji, ktory nie ma
miejsca w doswiadczeniach prowadzonych w ciemnosci. W przypadku drozdzy pojawity
si¢ uzasadnione podejrzenia, ze w ich hodowlach produkowana jest ryboflawina dziata-
jaca jak fotosensytyzer (patrz rozdz. 1.3). Natomiast Fusarium equiseti jest fitopatoge-
nem nalezacym do rodzaju znanego z wytwarzania fitotoksyn indukujacych powstawanie
reaktywnych form tlenu, ktére w naturze maja za zadanie niszczy¢ blony komorkowe
gospodarza, a w opisanych wyzej doswiadczeniach sprzyja¢ mogly rozktadowi badanych
substancji goryczkowych [75].

2.2.2.1. Degradacja gorzKkich kwaséw chmielowych
przez Trametes versicolor

Dla Trametes versicolor, grzybdw najefektywniej rozkladajacych humulony
i lupulony z ekstraktu chmielowego, przeprowadzono eksperyment, w ktérym kwasy
gorzkie rozktadane byly w warunkach zdefiniowanego naswietlania. Zastosowano do
tego celu lampe jarzeniowsa. Jak pokazano na rys. 25, juz po 36 godzinach nie obserwo-
wano gorzkich kwasow. W tym samym czasie w probach kontrolnych pozostato 39%
dodanych a- i p-kwasow oraz powstato 8,12 mg dm™ izo-a-kwasow. Nastepstwem tych
obiecujacych wynikow staly si¢ proby rozktadu w analogicznych warunkach kwasow
gorzkich zawartych w wychmielinach. Badania rozpoczg¢to od okreslenia minimalnego
czasu pasteryzacji wychmielin. Ustalono, ze 36 godzin ekspozycji na temperaturg 85°C
powoduje wyjatowienie wychmielin, a przy tym zmiang sktadu gorzkich kwasow — przy-
bywalo izo-a-kwasoéw, a ubywato a- i B-kwaséw. Wprowadzenie 10 g jatowych wych-
mielin do 100 cm™ kultury 7. versicolor dawalo stezenie gorzkich kwaséw rowne
33,6 mg dm™ (14,2 mg dm” a- i p-kwasoéw oraz 19,4 mg dm™ izo-a-kwasow).

Chociaz w doswiadczeniu tym poczatkowe stgzenie gorzkich kwasow byto znacz-
nie nizsze niz przy dodawaniu ekstraktu chmielowego (440 mg dm™), to proces ich de-
gradacji zachodzit wolniej, co przedstawia rysunek 26. Przyczyny tego zjawiska moga
by¢ rézne. Wychmieliny tworzace nietransparentng i ggsta zawiesing w hodowli drobno-
ustrojow zmniejszaty dostep $wiatla, majacego pozytywny wptyw na rozktad gorzkich
kwaséw chmielowych. Poza tym obecno$¢ wielu dodatkowych, blizej nieokreslonych
zwigzkéw mogta obnizaé aktywno$¢ enzymoéw drobnoustrojow. Wychmieliny zawieraja
duze ilosci bialek, ktéore w niskim pH wiaza gorzkie kwasy [56], co prawdopodobnie
utrudniato kontakt z enzymami bioracymi udziat w biodegradacji.
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Kontrola
Control

150 A M

180

Trametes versicolor

Czas [godziny]; Time [hours]

B izohumulony; isohumulones B kohumulon; cohumulone 0O n+adhumulon; n+adhumulone
kolupulon; colupulone O n+adlupulon; n+adlupulone

Rys. 25. Sktad gorzkich kwaséw chmielowych w hodowli Trametes versicolor i kontroli podczas
36 godzin inkubacji z wychmielinami na $§wietle

Fig. 25. Composition of hop bitter acids in Trametes versicolor culture and control during
36 hours of incubation with hop extract in the light

Grzyby z gatunku Trametes versicolor zostaly wczesniej rozpoznane jako efek-
tywnie degradujace rdzne biologicznie aktywne zwiazki, np. herbicyd primisulfuron [21],
stosowany w mydtach srodek antybakteryjny i przeciwgrzybiczny triclosan [88], rako-
tworczy i oporny na mikrobiologiczna degradacj¢ perchloroetylen [121]. Cate komorki,
a takze wytwarzana przez nie lakkaza stosowane sa do dekoloryzacji sciekdw [87, 146].
Przy wybielaniu $ciekdw pochodzacych z przemystu papierniczego sam proces fotolizy
powodowat 9% odbarwienie, natomiast fotokataliza z uzyciem 7. versicolor — 42% od-
barwienie [146]. Przytoczone dane wskazuja, ze omawiane grzyby dysponuja bogatym
systemem enzymatycznym, bardzo uzytecznym w rozmaitych procesach rozktadu.
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Rys. 26. Sktad gorzkich kwaséw chmielowych w hodowli Trametes versicolor 1 kontroli podczas
8 dni inkubacji z wychmielinami

Fig. 26. Composition of hop bitter acids in Trametes versicolor culture and control during 8 days
of incubation with spent hops
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2.2.2.2. Degradacja gorzKkich kwaséw chmielowych
przez Candida parapsilosis

Wyniki badan z udziatem drozdzy Candida parapsilosis zamieszczone w tab. 4
i na rys. 23b wskazuja, ze proces degradacji gorzkich kwaséw chmielowych w hodow-
lach tych drobnoustrojow w znacznym stopniu zalezy od warunkow, w ktorych jest pro-
wadzony. Gdy eksperymenty przeprowadzono przy naswietlaniu $wiattem stonecznym,
po 7 dniach obserwowano catkowita degradacjg¢, natomiast analogiczne doswiadczenie
przeprowadzone w ciemnosci, dawato rezultaty gorsze niz w probach kontrolnych.
W celu okreslenia optymalnych warunkéw rozktadu gorzkich kwasow przez C. parapsi-
losis ekstrakt chmielowy dodawano do 3-dniowej hodowli, przesaczu pohodowlanego
z 3-dniowej hodowli oraz biomasy z 3-dniowej hodowli zawieszonej w buforze fosfora-
nowym o pH 7,2. Jak wynika z danych rys. 27, calkowity zanik dodanych a- i B-kwasow,
a takze powstajacych izo-a-kwasow, nastepuje najszybciej, bo juz w 3 dobie po dodaniu
do 3-dniowej hodowli.

Po 24 godzinach inkubacji z ekstraktem chmielowym zawarto$¢ badnych substan-
cji goryczkowych w hodowli i supernatancie byta podobna: 2,8 i 2,4%, natomiast
w przypadku biomasy zawieszonej w buforze, w tym samym czasie, pozostato jeszcze
63% gorzkich kwaséw w odniesieniu do ich zawartosci w kontroli.

Rysunek 28 przedstawia zmiany pH w opisywanych mieszaninach biotransforma-
cyjnych i kontroli, zachodzace podczas 4-dniowej inkubacji. Nie obserwuje si¢ jedno-
znacznej zaleznosci pomiedzy odczynem a degradacja, ktéra zachodzita efektywnie
zardwno w supernatancie o pH wynoszacym okoto 4, jak i hodowli o pH si¢gajacym
po drugiej dobie wartosci 7,5. Mozna wigc przypuszczaé, ze za rozktad gorzkich kwasow
odpowiadaja enzymy zewnatrzkomdrkowe, przy czym nalezy mie¢ na uwadze zdolnos¢
C. parapsilosis do wytwarzania ryboflawiny, pozytywnie wptywajacej na fotolize¢ tych
zwigzkow (patrz rozdz. 1.3).

Wspotzaleznos¢ pomigdzy sucha masa drozdzy a iloscia powstajacej w hodowli
ryboflawiny pokazuje rysunek 29.

Uzupetnieniem tych danych stalo si¢ do$wiadczenie polegajace na rozktadzie
gorzkich kwasow chmielowych dodawanych do hodowli w réznym wieku. Tak jak
przewidywano, im starsza byta hodowla w momencie dodawania ekstraktu chmielowego,
tym mniej zwiazkow goryczkowych oznaczano po 1 dniu inkubacji (rys. 30).
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pH

0 1 2 3 4
Czas [dni]; Time [days]

—o— hodowla; culture

—a— przesgcz; supernatant

—aA— biomasa w buforze; biomass in buffer
—x— kontrola; control

Rys. 28. pH w 3-dniowej hodowli, przesaczu z 3-dniowej hodowli oraz w zawiesinie biomasy
z 3-dniowej hodowli Candida parapsilosis w buforze fosforanowym podczas 4 dni inku-
bacji z ekstraktem chmielowym

Fig. 28. pH of 3-days old culture, supernatant of 3-days old culture and suspension of biomass
of 3-days old Candida parapsilosis culture in phosphatebuffer during 4 days of incuba-
tion with hop extract

Ryboflawina [mg dm™]
Ryboflavin [mg dm™]

Sucha biomasa [g dm™]
Dry cell mass [g dm™]
pH

Czas [dni]; Time [days]

—m— sucha biomasa; dry cell mass
—&—pH
—o— ryboflawina; ryboflavin
Rys. 29. Zalezno$¢ pomig¢dzy przyrostem biomasy, ryboflawiny i zmianami pH w hodowli Candida
parapsilosis
Fig. 29. Correlation between cell growth, riboflavin, and pH of Candida parapsilosis culture over
time
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Rys. 30. Sktad gorzkich kwaséw chmielowych po 1 dniu inkubacji ekstraktu chmielowego
w hodowlach Candida parapsilosis o r6znym wieku

Fig. 30. Composition of hop bitter acids after 1-day of incubation with hop extract in Candida
parapsilosis cultures versus age of culture

W hodowlach znajdujacych si¢ w fazach spowolnienia i stacjonarnej, tj. 3-
i 5-dniowej pozostalo jedynie 1,5 i 3% dodanych gorzkich kwaséow, a w hodowli
1-dniowej bedacej w fazie wyktadniczej — 51% rozktadanych zwiazkow.

Jednym z wazniejszych czynnikéw wptywajacych na rozktad gorzkich kwasow
chmielowych jest temperatura [26, 106], dlatego dla poréwnania przebiegu procesu
degradacji zachodzacego w temp. 25°C po dodaniu ekstraktu chmielowego do 3-dniowej
hodowli C. parapsilosis (rys. 27) przeprowadzono analogiczny eksperyment w tempera-
turze 40°C.

Dodatkowo, oprdécz proby kontrolnej, polegajacej na inkubacji ekstraktu chmie-
lowego w sterylnej pozywce, kontrole rozszerzono o sterylng pozywke zawierajaca rybo-
flawine o stezeniu 9,66 mg dm™, odpowiadajacym zawartodci tej witaminy w 3-dniowej
hodowli C. parapsilosis. Ocena wynikow tych doswiadczen, pokazanych na rys. 31,
prowadzi do wnioskdw, ze podniesienie temp. z 25 do 40°C skraca czas potrzebny
do catkowitego rozktadu badanych substancji goryczkowych z trzech dni do jednej doby,
oraz ze nie tylko sama ryboflawina odpowiada za degradacj¢ kwasdéw gorzkich
w hodowli omawianych drozdzy. Po 24 godzinach reakcji w hodowli nie obserwowano
gorzkich kwasow, natomiast w probach kontrolnych, bez i z dodatkiem ryboflawiny,
pozostato ich jeszcze odpowiednio 37 i 22%.
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Podobnie jak w przypadku grzyboéw Trametes versicolor podjgto probe rozktadu
gorzkich kwaséw obecnych w wychmielinach w hodowli Candida parapsilosis. Jak
widaé na rys. 32, po 4 dobach inkubacji wychmielin w hodowli C. parapsilosis gorzkie
kwasy zostaty catkowicie roztozone przy relatywnie wysokim pH. Rezultat ten, chociaz
lepszy niz przy zastosowaniu 7. versicolor, jest gorszy niz przy rozktadzie gorzkich kwa-
sow z ekstraktu chmielowego w hodowlach obydwu grzybow (rys. 25 1 27). Mozna przy-
puszczad, ze przyczyny tego zjawiska w obu przypadkach sa podobne.
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Rys. 32. Sktad gorzkich kwaséw chmielowych w hodowli Candida parapsilosis podczas 4 dni
inkubacji z wychmielinami

Fig. 32. Composition of hop bitter acids in Candida parapsilosis cultures during 4 days of incuba-
tion with spent hops
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Wydaje sig, ze stosowanie drozdzy, szczegdlnie paszowych, powinno przyniesé
wyrazne korzysci przy fotodegradacji gorzkich kwaséow chmielowych, ze wzgledu na
wytwarzanie znacznych ilo$ci ryboflawiny pelniacej role fotosensytyzera oraz wzboga-
cenie wychmielin w witaminy i inne cenne substancje odzywcze podnoszace wartosé
tego odpadu jako dodatku do paszy. Jak si¢ okazato, Zaden z badanych gatunkéw droz-
dzy majacych zastosowanie w przemysle spozywczym nie wykazywat zdolnosci do efek-
tywnej degradacji badanych zwiazkow goryczkowych. Wytoniony na drodze selekcji
szczep drozdzy Candida parapsilosis NCAIM Y.01011 wlasciwosci takie posiada, co po-
twierdzaja dodatkowo doniesienia literaturowe o przydatnosci tych grzyboéw w procesach
degradacji fenoli i estréw kwasu hydroksybenzoesowego [47, 128]. Grzyby te jednak nie
mogga stanowi¢ elementu paszy, poniewaz — w pewnych przypadkach — wykazuja dzialanie
chorobotworcze [36], przez co badania z ich udziatem maja jedynie charakter modelowy.

2.3. Mikrobiologiczne transformacje ksantohumolu

Czgs¢ przedstawionych w tym rozdziale wynikow, opisana w podrozdziatach 2.3.2
12.3.4, zostata opublikowana w artykule ,,Glycosylation of xanthohumol by fungi“ [92].

2.3.1. Materialy i metody

Mikroorganizmy. Grzyby zastosowane do transformacji ksantohumolu pochodzity
z nastgpujacych kolekcji: Katedry Biologii i Botaniki Akademii Medycznej we Wroctawiu
(oznaczone AM), Katedry Fitopatologii Lesnej Akademii Rolniczej w Krakowie (ozna-
czone ARK), Katedry Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (oznaczone
KCh) i NCAIM. Zastosowano tez dostgpne handlowo drozdze, oferowane przez firme
Coopers Brewery.

Warunki prowadzenia hodowli. Grzyby namnazano metoda wglgbna, wstrzasana,
w pozywce Sabourauda sktadajacej si¢ z 3% glukozy i 1% peptonu, w temperaturze
25°C. W badaniach selekcyjnych stosowano kolby Erlenmeyera o pojemnosci 100 ml,
zawierajace 25 ml podtoza. Przy powigkszeniu skali transformacji uzywano kolb Erlen-
meyera o pojemnosci 300 ml, zawierajacych 100 ml podtoza.

Warunki biotransformacji. Biotransformacje prowadzono w ciemnosci w warun-
kach opisanych wyzej. Przy selekcji drobnoustrojéw do hodowli dodawano 10 mg ksan-
tohumolu rozpuszczonego w 0,5 ml acetonu i mieszaning reakcyjng inkubowano przez
7 dni. Przy powigkszeniu skali, do czterech kolb z hodowlg dodawano po 30 mg ksanto-
humolu rozpuszczonego w 2 ml acetonu, a reakcje prowadzono, w zaleznosci od drobno-
ustroju, od 6 do 9 dni. Wszystkie eksperymenty realizowano w dwukrotnym powtdrzeniu
i z kontrolg (sterylna pozywka z substratem).

Wydzielanie i oczyszczanie produktow biotransformacji. Produkty biotransforma-
cji ekstrahowano octanem etylu, odparowany ekstrakt rozpuszczano w metanolu i anali-
zowano metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz metoda wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC). Przy analizach TLC stosowano plytki aluminiowe
z zelem krzemionkowym (60 F254, Merck) i eluent bedacy mieszaning chloroformu oraz
metanolu w stosunku 9:1. Analizy HPLC prowadzono przy uzyciu chromatografu Waters
2690 Aliance, wyposazonego w detektor Waters 996 Photodiode Array Detector oraz
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kolumng analityczng Waters Spherisorb (5 um ODS2 4,6 x 250 mm), przy przeplywie
eluentu réwnym 1 ml min”. Jako eluent stosowano acetonitryl i 1% roztwor kwasu
mréwkowego w gradiencie liniowym od 40 do 60% acetonitrylu. Produkty biotransfor-
macji oczyszczano metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
60 (230-400 mesh), eluent stanowita mieszanina chloroformu i metanolu w stosunku
objetosciowym 9:1.

Identyfikowanie produktow biotransformacji. Widma magnetycznego rezo-
nansu jadrowego: '"H NMR, “C NMR, DEPT-135, 2D 'H-'H NMR (COSY) oraz
2D 'H-"*C NMR wykonano przy uzyciu spektrometru NMR Bruker Avance 600 MHz.
Probki rozpuszczano w DMSO-dj lub acetonie-ds. Widma w ultrafiolecie wykonano za
pomoca spektrofotometru UV Visible Spectrofotometer Cintra 20, GBS, w metanolu.
Skrecalnos$é optyczng mierzono na polarymetrze Autopol IV Rudolph, w metanolu. Masg
molekularng okreslono, stosujac spektrometr masowy Bruker micrOTOF-Q. Dichroizm
kotowy okreslono przy uzyciu aparatu JASCO J-715, w metanolu.

Ksantohumol. Ksantohumol izolowano z wychmielin pochodzacych z Instytutu
Nawozow Sztucznych w Putawach, powstajacych podczas ekstrakcji nadkrytycznym
dwutlenkiem wegla szyszek chmielowych odmiany ,,Marynka”, zebranych w 2005 roku.
Stosowano ekstrakcje octanem etylu, potaczona z sonifikacja. Ekstrakt po odparowaniu
poddawano rozdziatowi metoda chromatografii kolumnowej, wykorzystujac zel Sepha-
dex — LH 20 i metanol jako eluent. Otrzymane zo6tto-pomaranczowe krysztaty poddano
analizie NMR, ktdrej wyniki zamieszczone ponizej sg zgodne z danymi literaturowymi
dotyczacymi ksantohumolu [141, 174].

UV Apax 365 nm. 'H NMR (DMSO-dj): § = 14,62 (1H, s, 2°-OH), 10,58 (1H, s,
4-OH), 10,08 (1H, 5,4’-OH), 7,73 (1H, d, J = 15,5 Hz, Ha C=0), 7,64 (1H, d, J = 15,5 Hz,
HB C=0),7,53 2H, d,J=8,5 Hz, H-2, H-6), 6,80 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3, H-5), 6,05 (1H,
s, H-5), 5,10 (1H, ¢, J= 6,9 Hz, H-2"), 3,83 (3H, s, O-Me), 3,10 (2H, d,J/=6,9 Hz, H-1"),
1,66 (3H, s, H-4"), 1,56 (3H, 5, H-5”). "C NMR (DMSO-d;): 8 =192,1 (C=0), 165,0 (C-2"),
162,8 (C-4’), 160,9 (C-6°), 160,3 (C-4), 142,9 (C-B), 130,3 (C-3), 130,1 (C-2, C-6),
126,5 (C-1), 124,2 (C-a), 123,4 (C-27), 116,4 (C-3, C-5), 107,8 (C-3), 104,9 (C-1"),
91,4 (C-5%), 56,1 (C6’-O-Me), 25,9 (C-57), 21,5 (C-1""), 18,1 (C-4").

Wydajnos¢ izolacji wynosita 5,17 mg ksantohumolu z 1 g wychmielin.

4’-0-B-D-glukozylo-2’,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkon (42): (32,0 mg,
wydajnosé 18,3%) UV Ape 366 nm. 'H NMR (DMSO-dy): & = 14,21 (1H, s, 2°-OH),
10.13 (1H, s, 4-OH), 7,77 (1H, d, J = 15,5 Hz, Ho. C=0), 7,72 (1H, d, J = 15,5 Hz, Hp
C=0), 7,61 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2, H-6), 6,86 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3, H-5), 6,42 (1H, s,
H-5"), 5,35 (1H, d, J = 4,6 Hz, 2”’-OH), 5,19 (1H, ¢, J = 6,7 Hz, H-2”), 5,15 (1H, s, 3”’-
OH), 5,11 (1H, d, J=4,9 Hz, 4’-OH), 5,01 (1H, ¢, J= 3,7 Hz, H-1""), 4,75 (1H, d, J =
5,4 Hz, 6’-OH), 3,94 (3H, s, C-6’-O-Me), 3,76 (1H, m, H-6""), 3,45 (1H, m, H-5"),
3,43 (1H, m, H-6"), 3,37 (1H, m, H-17), 3,36 ( 1H, m, H-3""), 3,33 (1H, m, H-2""), 3,13
(1H, m, H-17), 3,13 (1H, m, H-4""), 1,74 (3H, s, H-4"), 1,61 (3H, s, H-5"). °C NMR
(DMSO-d): § = 193,0 (C=0), 163,6 (C-2°), 161,6 (C-4’), 160,9 (C-6’), 160,7 (C-4),
143,8 (C-B), 130,6 (C-37), 131,2 (C-2, C-6), 126,3 (C-1), 124,0 (C-o), 123,3 (C-27),
116,5 (C-3, C-5), 110,0 (C-3), 106,7 (C-1"), 100,6 (C-1"), 91,1 (C-57), 78,0 (C-5"),
77,4 (C-3), 73,8 (C-2""), 70,6 (C-4), 61,4 (C-6"), 56,5 (C-6’-O-Me), 26,0 (C-57),
21,7 (C-17"), 18,2 (C-4”).
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4’-0-p-D-4""’-metoksy-glukozylo-2’,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkon
(43): (44,4 mg, wydajnosé 24,7%) UV Amax 366 nm. '"H NMR (DMSO-dy): & = 14,21
(1H, s, 2’-OH), 10,15 (1H, s, 4-OH), 7,76 (1H, d, J = 15,5 Hz, Ha C=0), 7,72 (1H, d, J =
15,5 Hz, HB C=0), 7,61 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2, H-6), 6,86 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-3,
H-5), 6,39 (1H, s, H-5), 5,44 (1H, d, J = 5,5 Hz, 2’-OH), 5,32 (1H, d, J = 5,6 Hz,
H-3"’-OH), 5,19 (1H, ¢, J = 6,7 Hz, H-2"), 5,04 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1""), 4,85 (1H, d,
J=5,4 Hz, 6°°-OH), 3,93 (3H, s, O-Me), 3,69 (1H, m, H-6"), 3,52 ( 1H, m, H-4""), 3,51
(1H, m, H-6""), 3,47 (3H, s, C-4’-O-Me), 3,45 (1H, m, H-3"), 3,35 (1H, m, H-1"), 3,32
(1H, m, H-2""), 3,13 (1H, dd, J= 13,8, 6,7 Hz, H-17), 3,0 (1H, ¢, J= 9,0 Hz, H-5"), 1,74
(3H, s, H-4"), 1,61 (3H, s, H-5"). *C NMR (DMSO-dj): & = 193,0 (C=0), 163,6 (C-2"),
161,5 (C-4’), 160,9 (C-6°), 160,6 (C-4), 143,8 (C-B), 130,6 (C-3”), 131,2 (C-2, C-6),
126,4 (C-1), 124,1 (C-a), 123,2 (C-27), 116,5 (C-3, C-5), 110,0 (C-37), 106,7 (C-1"),
100,2 (C-1"), 91,0 (C-57), 79,8 (C-5), 77,1 (C-3"), 76,5 (C-4"), 74,0 (C-2"), 60,9
(C-6), 60,2 (C-4’-0-Me), 56,5 (C-6’-O-Me), 26,0 (C-57), 21,7 (C-1"’), 18,2 (C-47).

3’-(3”-metylo-3"-hydroksy-butylo)-2°,4,4’-trihydroksy-6’-metoksychalkon (44) :
(63,9 mg, wydajnosé¢ 53,3%)UV Ape 366 nm. 'H NMR (DMSO-dy): & = 14,61 (1H, s,
2’-OH), 10,47 (1H, s, 4-OH), 10,07 (1H, s, 4’-OH), 7,78 (1H, d, J = 15,5 Hz, Ha C=0),
7,68 (1H, d, J = 15,5 Hz, HB C=0), 7,58 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2, H-6), 6,85 2H, d, J =
8,6 Hz, H-3, H-5), 6,10 (1H, s, H-5"), 4,14 ( 1H, s, 3”-OH), 3,94 (3H, 5, C6’-O-Me), 2,49
(2H, m, H-17), 1,48 (2H, m, H-2"), 1,14 (6H, s, H-4", H-5"). *C NMR (DMSO-dy): 5 =
192,2 (C=0), 165,2 (C-2), 163,0 (C-4’), 160,8 (C-6"), 160,4 (C-4), 142,9 (C-B), 131,0
(C-2, C-6), 126,6 (C-1), 124,4 (C-0), 116,5 (C-3, C-5), 109,0 (C-3°), 105,0 (C-1°), 91,4
(C-57), 69,5 (C-37), 56,2 (C6°-O-Me), 43,1 (C-27), 29,6 (C-4”, C-57), 17,7 (C-17).

27-(2”’-hydroksyizopropylo)-dihydrofurano[2”,3":4°,3"]-2’ 4-dihydroksy-6’-meto-

ksychalkon (45): (6,8 mg, wydajnos¢ 5,7%) [a]p +20,45° (¢ 0,493; MeOH). UV Apax
370 nm. 'H NMR (DMSO-d,): 8 = 14,61 (1H, s, 2’-OH), 7,86 (1H, d, J = 15,5 Hz,
Ho C=0), 7,74 (1H, d, J = 15,5 Hz, HB C=0), 7,61 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2, H-6), 6,91
(2H, d, J= 8,4 Hz, H-3, H-5), 6,09 (1H, s, H-5"), 4,77 (1H, dd, J= 7,9 Hz, 1,7 Hz, H-2"),
3,99 (3H, s, C6’-O-Me), 3,73 (1H, br. s, 2°”’-OH), 3,09 (1H, dd, J = 7,9 Hz, 7,2 Hz,
H-3"’a), 3,03 (1H, dd, J = 9,6 Hz, 5,4 Hz, H-3"’b), 1,27 (3H, s, H-1""") 1,23 (3H s,
H-3"""). BC NMR (DMSO-dy): & = 194,4 (C=0), 169,3 (C-2°), 165,8 (C-4"), 164,2
(C-6"), 161,6 (C-4), 144,2 (C-B), 132,2 (C-2, C-6), 127,0 (C-1), 126,2 (C-ar), 117,8 (C-3,
C-5), 107,8 (C-37), 107,6 (C-1°), 93,7 (C-27), 87,8 (C-5"), 57,6 (C6’-O-Me), 28,4 (C-37),
27,0 (C-37"), 26,74 (C-1""").

Mieszanina (2R, 2”S)- i (2R, 2”R)-2”-(2”’-hydroksyizopropylo)-dihydrofurano-
-[27,3:7,8]-4’-hydroksy-5-metoksyflawanonu (46a i 46b): (46,6 mg, wydajnos¢ 38,8%)
[o]p +38,65° (¢ 0,702; MeOH); UV Ay 291 nm; ESIMS (10 eV) [M+H]" m/z 371,1440
(obliczony dla C,; H»,Os H 371,1489); [0],so= 11,83; H NMR (aceton-dy): & =
7,378/7,374 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2’, H-6"), 6,890/6,887 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3’, H-5"),
6,120/6,119 (1H, s, H-6), 5,43/5,42 (1H, dd, J = 12,6 Hz, 3,0 Hz, H-2), 4,738/4,731 (1H,
dd, J = 9,5 Hz, 7,8 Hz, H-2”), 3,793 (6H, s, C5-O-Me), 3,094/3,042 (4H, m, H-3"),
2,980/2,978 (2H, dd, J = 16,2 Hz, 12,6 Hz, H-3a), 2,61/2,64 (1H, dd, J = 16,2 Hz,
3,0 Hz, H-3B), 1,264/1,259 (3H, s, H-1"), 1,208/1,201 (3H, s, H-3""). *C NMR (aceton-
-dg): 8 = 188,93 (C=0), 168,50/168,47 (C-9), 164,97/164,93 (C-7), 161,05/160,95 (C-5),
159,51 (C-4%), 132,30 (C-17), 129,75 (C-2’, C-6°), 117,13 (C-3°, C-5"), 107,49/107,45
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(C-8), 107,41/107,32 (C-10), 93,41/93.36 (C-2”), 89,53/89,51 (C-6), 80,63/80,54 (C-2),
72,37 (C-2), 57,31 (C5-O-Me), 47,36/47,28 (C-3), 28,77/28,68 (C-3"), 26,97/26,91
(C-17),26,63/26,50 (C-3").

2.3.2. Selekcja drobnoustrojow transformujacych ksantohumol

Badania selekcyjne przeprowadzone na 29 drobnoustrojach wytonity 11 grzybow,
zdolnych do transformacji ksantohumolu (tab. 5).
Tabela 5
Table 5
Selekcja grzybow transformujacych ksantohumol
Screening for xanthohumol transforming fungi

Drobnoustroje

Microorganisms
Fusarium equiseti AM15 +
Poria placenta ARK2213 -
Verticillium sp. AM424 -
Candida viswanathi AM120
Spicaria fusispora AM136
Mortierlla vinaceae AM149
Absidia glauca AM177
Botrytis cinerea AM235
Beauveria bassiana AM278

+[+]+]

Stemphylium botryosum AM279
Absidia cylindrospora AM336
Aphanocladium album AM417 -
Spicaria divaricata AM423
Pezicula cinnamomea ARK15753
Mucor hiemalis AM450
Aspergillus ochraceus AM456
Saccharomyces cerevisiae AM464 -
Cunninghamella japonica AM472 +
Pleurotus ostreatus AM482 -
Laetiporus sulphurens AM515 -
Laetiporus sulphurens AM525 -
Trametes versicolor AM536 +
Penicillium notatum KCh904 +
Saccharomyces brasiliensis NCAIM Y-1223 -
Saccharomyces pasterianus NCAIM Y-1244 -
Zygosaccharomyces bailli PMI167 -
Candida parapsilopsis NCAIM Y-1011 -
Candida kefyr NCAIM Y-1070 -
Brewer’s Yeast Real Ale COOPERS BREWERY -

+ |+ ]+

+ |

+ |1

* Zdolnos$¢ do transformacji ksantohumolu: (+) zdolny; () niezdolny
Capability of transformation of xanthohumol: (+) capable; (—) incapable
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Dwa z nich, Cunninghamella japonica 1 Penicillium notatum, nalezaly do rodza-
jow opisanych wczesniej jako transformujace ksantohumol [104]. Inne dwa grzyby:
Aspergillus flavus 1 Botrytis cinerea znane sg z transformacji prenylowanych flawono-
idow [180]. Na przyktadzie grzybow Aspergillus ochraceus AM456 przytoczone tu wy-
niki potwierdzajg przydatnos$¢ rodzaju Aspergillus do prowadzonych przez nas transfor-
macji, natomiast w hodowlach Botrytis cinerea AM235 ksantohumol nie ulegat zadnym
przeksztatceniom.

W dalszej czg$ci niniejszej pracy opisano wyniki transformacji ksantohumolu
przez cztery wyselekcjonowane grzyby: Absidia glauca, Beauveria bassiana, Pezicula
cinnamomea 1 Fusarium equiseti.

2.3.3. Transformacja ksantohumolu przez Absidia glauca

Po przeprowadzeniu trwajacej 7 dni biotransformacji ksantohumolu (41) otrzy-
mano 4’-0-B-D-glukozylo-2’,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkon (42) (rys. 33)
z wydajnoscia 18,3%.

HO O O HO%

41

Rys. 33. Transformacja ksantohumolu przez Absidia glauca
Fig. 33. Transformation of xanthohumol by Absidia glauca

Produkt ten powstat w wyniku O-glikozydacji ksantohumolu (41) w pozycji C-4’,
o czym $wiadczy jedenascie dodatkowych sygnaléw na widmie 'H NMR, pochodzacych
od protondéw reszty cukrowej, potozonych w rejonie 6 3,13-5,35 i szes¢ dodatkowych
sygnatow na widmie *C NMR w zakresie & 61,4-100,6. Przesunigcie sygnatu od H-5
produktu (6 6,42) w strong nizszego pola w stosunku do ksantohumolu (8 6,05) sugeruje
przylaczenie reszty cukrowej w pozycji C-4. Taki sam zwiazek powstawat z wydajnoscia
5,5% podczas transformacji ksantohumolu przez Penicillium chrysogenum [104], a jego
dane spektroskopowe, a takze inne dane literaturowe potwierdzaja, ze do substratu przy-
taczona zostata B-D-glukopiranoza [98, 193].

Sprzgganie ksenobiotykoéw z glukoza, kwasem glukuronowym, glicyng czy kwa-
sami nieorganicznymi, zwane II faza detoksykacji, zwicksza hydrofilowos$¢ zwiazku
i ulatwia jego usuwanie z organizmu. Flawonoidy czg¢sto usuwane sa z organizmu czlo-
wieka lub innych ssakéw w formie glukuronidow [18, 68, 141, 144]. Wigkszos$¢ natural-
nie wystgpujacych flawonoidéw to O-glikozydy, przewaznie zawierajace glukoze [71],
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jednak w $wiecie drobnoustrojéw reakcja sprzggania z cukrami jest stosunkowo rzadko
obserwowana. Jej skutkiem jest zwykle obnizenie aktywnosci przeciwutleniajacej oraz
wzrost biodostepnosci 1 rozpuszczalnosci [74]. Badania wchianiania kwercetyny w jelicie
cienkim wykazaty, ze reszta glukozy powoduje wzrost absorpcji do 52% w poréwnaniu
do aglikonu 24%, a takze rutyny (kwercetyno-3-rutynozydu) 17% [59]. Dziatanie
nabtonkowego systemu transportu glukozy sprawia, ze glukozydy sa uprzywilejowane
w stosunku do innych glikozydéw [85]. Z drugiej strony, drobnoustroje przewodu po-
karmowego, a takze pewne hydrolazy obecne w jelicie cienkim i watrobie majg zdolnos¢
hydrolizy wiazan [-glikozydowych, opornych na dziatanie enzymoéw trzustkowych
[40, 41].

Glikozydy ksantohumolu, szczegdlnie glukozydy, moga by¢ zatem w niektorych
przypadkach uzyteczniejsze niz sam aglikon, np. przy produkcji prozdrowotnych napo-
jow. Autorzy wynalazkow tego rodzaju, licznie opatentowanych ostatnimi czasy [6—8,
54, 80], zmuszeni byli, z powodu matej rozpuszczalnosci ksantohumolu w wodnych
roztworach, rozpuszczac¢ go wstgpnie w etanolu.

2.3.4. Transformacja ksantohumolu przez Beauveria bassiana

Po przeprowadzeniu trwajacej 6 dni biotransformacji ksantohumolu (41) otrzy-
mano 4’-O-f-D-4’"’-metoksy-glukozylo-2’,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkon
(43) (rys. 34) z wydajnoscia 24,7%, odzyskano 12,3% substratu.

Rys. 34. Transformacja ksantohumolu przez Beauveria bassiana
Fig. 34. Transformation of xanthohumol by Beauveria bassiana

Widma NMR tego zwiazku i opisanego w rozdziale 2.3.4 4’-O-B-D-glukozylo-
-2’ ,4-dihydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkonu (42) sa bardzo podobne. Roéznig si¢
liczba dodatkowych sygnatéw: na widmie 'H NMR zamiast dwunastu obserwowano
trzynascie, pochodzacych od protonéw zmetylowanej reszty cukrowej w rejonie & 3,0—
5,44, a na widmie >C NMR zamiast szesciu — siedem w zakresie 8 60,2—100,2. Przesu-
niecie sygnatu od H-5" produktu w stron¢ nizszego pola (6 6,39) w stosunku do ksanto-
humolu (8 6,05) sugeruje podstawienie reszty cukrowej w pozycji C-4. Brak sygnatu od
protonu 4’-OH 1 pojawienie si¢ singletu od trzech protondéw przy & 3,47 wskazuje
na metylacje w pozycji C-4”. Jednoczesnie na widmie 'H-">C NMR obserwuje si¢ kore-
lacj¢ tego sygnatu z sygnatem przy 60,2 ppm, typowym dla wegla grupy metoksylowe;.
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Sprzgganie flawonoidow z reszta glukozy i jej metylacja w pozycji C-4 sa charak-
terystyczne dla gatunku Beauveria bassiana. Transformacja 3-hydroksyflawonu przez
Beauveria bassiana ATCC 13144 data dwa produkty: 3,4-dihydroksyflawon i 3-O-f-D-
-4”-metoksy-glukozyloflawon, a 7-hydroksyflawonu przez Beauveria bassiana ATCC
7159 prowadzita do dwdch metyloglikozyddéw: 7-O-B-D-4”-metoksy-glukozylo-4’-
-hydroksyflawonu i 7-O-f-D-4"-metoksy-glukozyloflawonu [79].

Grupa metoksylowa w reszcie glukozy zwiazku 43, moze powodowaé zmniejsze-
nie rozpuszczalnosci w roztworach wodnych w stosunku do produktu 42.

2.3.5. Transformacja ksantohumolu przez Pezicula cinnamomea

Po przeprowadzeniu trwajacej 9 dni biotransformacji ksantohumolu (41) otrzy-
mano 3’-(3”-metylo-3"-hydroksy-butylo)-2’,4,4’-trihydroksy-6’-metoksychalkon (44)
(rys. 35) z wydajnoscia 53,3%.

Rys. 35. Transformacja ksantohumolu przez Pezicula cinnamomea
Fig. 35. Transformation of xanthohumol by Pezicula cinnamomea

Produkt 44 powstat w wyniku addycji wody do wigzania podwojnego grupy pre-
nylowej substratu, co tatwo stwierdzi¢ na widmie '"H NMR na podstawie braku trypletu
od protonu H-2” przy & 5,10 i pojawieniu si¢ multipletu o integracji 2 przy o 1,48. Poja-
wia si¢ tez dodatkowy sygnal od protonu grupy hydroksylowej przy 6 4,14. Grupy mety-
lowe reszty prenylowej, rozroznialne w substracie, w produkcie 44 staja si¢ rownocenne
i daja jeden sygnat o integracji 6, przy & 1,14. Na widmie *C NMR zamiast sygnatow
przy & 123,41 130,3, odpowiadajacych weglom wigzania podwojnego grupy prenylowej
C-2” 1 C-3”, obecne sa sygnaly przy & 43,1 i 69,5, przy czym ten drugi, pochodzacy
od wegla C-3”, jest — dzigki odstaniajacemu dziataniu grupy hydroksylowej — przesunig-
ty w strong¢ nizszego pola.

Otrzymany zwiazek wyizolowano wczesniej z odchoddéw szczurow karmionych
ksantohumolem [141], co potwierdza przydatnos¢ transformacji mikrobiologicznych
do badania metabolizmu ssakow.
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2.3.6. Transformacja ksantohumolu przez Fusarium equiseti

Po przeprowadzeniu trwajacej 7 dni biotransformacji ksantohumolu (41)
otrzymano 2”-(2””’-hydroksyizopropylo)-dihydrofurano-[2”,3”:4°,3°]-2",4-dihydroksy-6’-
-metoksychalkon (45) z wydajnoscia 5,7% 1 par¢ diastercoizomerow (2R, 27S)-
i (2R, 2”R)-2”-(2’-hydroksyizopropylo)-dihydrofurano-[2”,3”:7,8]-4’-hydroksy-5-me-
toksyflawanonu (46a, 46b) (rys. 36) w stosunku 1:1, z wydajnoscia 38,8%.

OMe O  46b

Rys. 36. Transformacja ksantohumolu przez Fusarium equiseti
Fig. 36. Transformation of xanthohumol by Fusarium equiseti

Widmo NMR produktu 45 i wykazuje duze podobienstwo do widma ksantohumolu
(41). Brak na widmie protonowym trypletu przy & = 5,10, pochodzacego od protonu przy
weglu olefinowym 27, a na widmie wegglowym sygnatéw przy & = 130,3 1 123,4 od wegli
C-2” 1 C-3” oraz pojawienie si¢ dubletu dubletow przy & = 4,77 (H-2”), sprzgzonego
na widmie COSY z sygnatami przy ¢ = 3,03 (H-3"B) i 6 = 3,09 (H-3”a), swiadcza
o powstaniu pierscienia dihydrofuranowego. Natomiast potozenie sygnalu od protonu
grupy C-2’ hydroksylowej przy bardzo niskim polu, 14,61 ppm, wskazuje na wigzanie
wodorowe z grupa karbonylowa, a wigc na cyklizacje tancucha prenylowego z udzialem
grupy C-4’ fenolowe;j.
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Drugi produkt transformacji ksantohumolu przez Fusarium equiseti okazat si¢ by¢
rownomolowa mieszaning diastereoizomerdw, o czym $wiadczy podwojenie wigkszosci
sygnatow na widmach NMR oraz ich jednakowa integracja. Przesunigcie maksimum
absorpcji $wiatta ultrafioletowego dla mieszaniny produktéw 46a i 46b w kierunku krot-
szych fal, do 291 nm, sugeruje cyklizacj¢ typu chalkon-flawanon. Przypuszczenia te
znajduja potwierdzenie w widmach NMR. Nie obserwuje si¢ sygnaléw od protonow
olefinowych Ha C=0 i Hf C=0, pojawiaja si¢ za to sygnaly o wartosciach przesunigcia
chemicznego typowych dla pierscienia C flawanonu: 5,43/5,42 (H-2), 2,980/2,978
(H-30) 1 2,61/2,64 (H-3B). Podobnie jak w przypadku zwiazku 45 nastapita modyfikacja
czeéci prenylowej czasteczki. Na widmie '"H NMR zamiast trypletu przy & = 5,10, po-
chodzacego od protonu przy weglu olefinowym 27, pojawia si¢ dublet dubletow przy
8 =4,738/4,731 (H-2"), sprz¢zony na widmie COSY z multipletem przy & = 3,094/3,042
(H-3"). Natomiast na widmie *C NMR zamiast sygnatéw przy & = 130,3 i 123.4 od
wegli C-2” 1 C-3” obecne sa sygnaty 28,77/28,68 od C-3"" 1 93,41/93.36 od C-2”. Sygnat
przy & = 72,37 pochodzi od czwartorzgdowego atomu wegla C-2", co potwierdza widmo
DEPT. Obserwowany na widmie masowym pseudomolekularny pik [M-H]™ m/z
371,1440 okresla mas¢ czasteczkowa zgodna z postulowang strukturg produktow 46a
i46b.

Izomery (-) zwiazku 45 i 25 zwiazkow 46a 1 46b zostaly wczesniej opisane jako
produkty transformacji ksantohumolu przez Pichia membranifaciens ATCC2254 [76].
Otrzymano je z wydajnoscia 3,3% dla enancjomeréw zwiazkow 46a i 46b i 0,58% dla
zwigzku 45. Wykazuja one aktywnos$¢ antymalaryczna [77]. Enzymatyczna cyklizacja
chalkonu do flawanonu zaszta w kulturze P. membranifaciens stereoselektywnie, z wy-
tworzeniem izomeru 2.5, podobnie jak w transformacji ksantohumolu przez Cunningha-
mella elegans [104] 1 odwrotnie niz w przypadku Cumnninghamella echinulata [77]. Za-
stosowane grzyby Fusarium equiseti daja jako produkt mieszaning diastereoizomerow
46a i 46b jedynie o konfiguracji 2R lub w nadmiarze 2R, o czym $wiadczy pozytywny
efekt Cottona przy A = 289 nm. Izomery 2S flawanonow i 3-hydroksyflawanonow, naj-
czesciej wystepujace w przyrodzie, daja negatywny efekt Cottona w rejonie 270-290 nm
[57]. Prawdopodobnie powstanie flawanonu poprzedzato selektywne zamknigcie tancu-
cha prenylowego do dihydrofuranu o nieustalonej konfiguracji na atomie C-2”. Prze-
ksztatcenie to obserwowano tez jako efekt transformacji ksantohumolu przez frakcje
mikrosomalng watroby ludzkiej [139] i szczurzej [202], a takze uktad trawienny szczu-
row karmionych ksantohumolem [141], przy czym stereochemia tej reakcji nie byla
przedmiotem wspomnianych badan

Grzyby takie jak Botrytis cinerea i Saccharomyces cerevisiae posiadaja mono-
oksygenazy zdolne do epoksydacji podwojnego wiagzania w reszcie izoprenylowej [182].
Ksantohumol i zwiazki do niego podobne moga by¢ epoksydowane, a nast¢pnie hydroli-
zowane albo redukowane do alkoholi. Mimo prowadzonych badan nie potwierdzono
jeszcze tej hipotezy, jednak Yilmazer i wspolpracownicy sugeruja, ze powstawanie
zwiazkow, w ktorych fancuch prenylowy ulega cyklizacji, poprzedza epoksydacja niena-
syconego wigzania grupy prenylowej, a nastgpnie nukleofilowy atak grupy fenolowe;j
przy C-2’ na wegiel C-2” (rys. 37) [202].
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Rys. 37. Proponowana droga przeksztatcenia ksantohumolu do pochodnej dihydrofuranowej [201]
Fig. 37. Proposed transformation pathway of xanthohumol dihydrofurano-derivative formation
[201]

Otrzymane produkty transformacji ksantohumolu przez Fusarium equiseti nie zo-
staly wczesniej opisane i — zwazywszy na dzialanie antymalaryczne ich 2S-izomerdéw
[77] — moga wykazywac¢ podobna aktywnos$¢ biologiczna.
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3. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. W wyniku transformacji 7 substratow steroidowych przez grzyby Absidia glauca,
Botrytis cinerea 1 Beauveria bassiana otrzymano 33 pochodne, w tym 31 hydroksylowa-
nych.
2. Praktyczne znaczenie, ze wzgledu na pozadang pozycj¢ hydroksylacji, a takze
wysoka jej wydajno$é, maja nastgpujace biotransformacje:
— testosteronu przez Botrytis cinerea, prowadzaca do 7a-hydroksytestosteronu,
— 17a-metylotestosteronu przez Botrytis cinerea, prowadzaca do 7a-hydroksy-
-17a-metylotestosteronu,

— 1-dehydrotestosteronu przez Botrytis cinerea, prowadzaca do 14a-hydroksy-1-
-dehydrotestosteronu,

— 17a-metylotestosteronu przez Beauveria bassiana, prowadzaca do 1la-
-hydroksy-17a-metylotestosteronu,

— l-dehydro-17a-metylotestosteronu przez Beauveria bassiana, prowadzaca

do 11a-hydroksy-1-dehydro-17a-metylotestosteronu,

— progesteronu przez Beauveria bassiana, prowadzaca do 1lo-hydroksytes-

tosteronu,

— dehydroepiandrosteronu przez Beauveria bassiana, prowadzaca do 5-andro-

sten-3f3, 110,17B-triolu.

3. Zaobserwowano nie opisang dotad dla rodzaju Absidia hydroksylacj¢ steroidow
w pozycji 12 1 przez gatunek Botrytis cinerea w pozycji 7a.

4. Potwierdzono na przyktadzie hydroksylacji steroidow niska specyficznos¢ sub-
stratowq i1 jednoczesnie bardzo wysoka regio- i stereoselektywno$é enzymow Beauveria
bassiana.

5. Drobnoustroje wykazuja zdolno$¢ rozktadu gorzkich kwaséw chmielowych.

6. Przy rozktadzie gorzkich kwasow chmielowych w hodowlach drozdzy, oprécz
naswietlania, znaczaca rolg odgrywa stezenie wytwarzanej przez nie ryboflawiny.

7. W wyniku transformacji ksantohumolu przez grzyby Absidia glauca, Beauveria
bassiana, Pezicula cinnamomea 1 Fusarium equiseti otrzymano 5 produktéw, powstaja-
cych na skutek sprzegania substratu z reszta glukozy, hydroksylacji tancucha prenylo-
wego, cyklizacji tancucha prenylowego do pierscienia dihydrofuranowego oraz izomery-
zacji chalkonu do flawanonu.

8. Produkty transformacji ksantohumolu przez Fusarium equiseti sa nowe,
a ze wzgledu na poznang aktywnos$¢ antymalaryczna ich enancjomeréw moga by¢ biolo-
gicznie czynne.
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9. Transformacje zaréwno steroidow, jak i flawonoidow przez grzyby prowadza
do produktéw obserwowanych w transformacjach z udziatem enzyméw, komorek i orga-
nizméw ssakow. Potwierdza to zasadnos¢ stosowania drobnoustrojéow do badan modelo-
wych metabolizmu tych zwiazkow w organizmie cztowieka i jednoczes$nie do otrzymy-
wania tych metabolitow w ilosciach preparatywnych.
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MICROBIAL TRANSFORMATIONS
OF BIOACTIVE STEROIDS
AND SPENT HOPS CONSTITUENTS

Summary

As a result of biotransformation of testosterone and its analogues: with an addi-
tional C,-C, double bond, with an additional 17a-methyl group, and without a methyl
group at C-19, and also progesterone and dehydroepiandrosterone by Absidia glauca,
Botrytis cinerea and Beauveria bassiana fungi, 33 of derivatives were obtained, includ-
ing 31 hydroxylated ones.

The most important for practical reasons, due to the desired position of hydroxyla-
tion and high yield of this reaction are the following biotransformations: testosterone to
7a-hydroxytestosterone by Botrytis cinerea, 17a-methyltestosterone to 7a-hydroxy-17a-
-methyltestosterone by Botrytis cinerea, 1-dehydrotestosterone to 14o-hydroxy-1-
-dehydrotestosterone by Botrytis cinerea, 170-methyltestosterone to 11a-hydroxy-17a-
-mehtyltestosterone by Beauveria bassiana, 1-dehydro-17a-methyltestosterone to 11a-
-hydroxy-1-dehydro-17a-methyltestosterone by Beauveria bassiana, progesterone
to 1lo-hydroxytestosterone by Beauveria bassiana, and dehydroepiandrosterone
to S-androsten-3B, 1la,17B-triol by Beauveria bassiana. The last product is a new
compound.

There have been two processes observed not reported so far: hydroxylation of ste-
roids at 123 position by genera Absidia and hydroxylation at 7a position by species Bo-
trytis cinerea. Low substrate specificity along with a very high regio- and stereoselectivi-
ty of Beauveria bassiana enzymes were confirmed for hydroxylation of steroids.

Research on degradation of hop bitter acids showed that microorganisms are ca-
pable of their decomposition. As far as yeast cultivation is concerned, except for irradia-
tion and temperature, concentration of riboflavin produced by these microorganisms is
significant in this proccess.

As a result of transformation of xanthohumol by the fungi: Absidia glauca, Beau-
veria bassiana, Pezicula cinnamomea and Fusarium equiseti 6 products were obtained,
which were formed by conjugation of the substrate with glucose moiety, hydroxylation of
prenyl chain, cyclisation of prenyl chain to dihydrofurane ring and rearrangement of
chalcone to flavanone. The products of xanthohumol transformation by Fusarium equise-
ti: 27-(2”’-hydroxyisopropyl)-dihydrofurane-[27,3:4°,3"]-2’ 4-dihydroxy-6’-methoxychal-
cone, and also (2R, 2”S)- and (2R, 2”R)-2”-(2’-hydroxyisopropyl)-dihydrofurane-
[27,37:7,8]-4’-hydroxy-5-methoxyflavanone are new compounds.

Key words: biotransformation, steroids, hop flavonoids, biodegradation, hop bitter AIDS,
microorganisms
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