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WYKAZ SKROTOW

8PN — 8-prenylonaringenina

AcMe — aceton

AcOEt — octan etylu

AL — adlupulon

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas wersenowy
Et,O — eter dietylowy

EtOH — etanol

GC — chromatografia gazowa

HIV — wirus niedoboru odpornos$ci

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
IAH - izoadhumulon

IH — izohumulon

IKH - izokohumulon

IR — spektroskopia w podczerwieni

IXH — izoksantohumol

KH — kohumulon

KL — kolupulon

MeCN - acetonitryl

MeOH — metanol

MS — spektroskopia masowa

N — naringenina

NAH — n+adhumulon

NDS — najwyzsze dopuszczalne st¢zenie

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
PTFE — politetrafluoroetylen

PVPP — poliwinylopolipirolidon

Py — pirydyna

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

RT — temperatura pokojowa

SD — odchylenie standardowe

SDE — ekstrakcja ciagta z jednoczesng destylacja z para wodna
SM — sucha masa

SPME — mikroekstrakcja do fazy statej

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

UV - spektroskopia w nadfiolecie

XH — ksantohumol






PRZEDMOWA

Przedmiotem prowadzonych badan byt staty odpad poprodukcyjny, wychmieliny,
ktore powstaja podczas produkcji olejku chmielowego uzywanego w piwowarstwie
w wyniku ekstrakcji szyszek chmielowych za pomoca nadkrytycznego dwutlenku
wegla.

Celem badan bylo opracowanie efektywnej metody odgoryczenia wychmielin, aby
mogly by¢ uzyte jako petnowartosciowy dodatek paszowy oraz pozyskanie z nich sub-
stancji o zastosowaniu praktycznym, co obnizyloby koszty zwiazane z ich utylizacja.

W sktad rozprawy habilitacyjnej wchodzi migdzy innymi 6 publikacji, dotycza-
cych odgoryczenia wychmielin oraz zwiazkoéw w nich obecnych, przede wszystkim
ksantohumolu, flawonoidu wykazujacego szerokie spektrum dziatania farmakologicz-
nego, ktory byt podstawowym substratem w syntezie pochodnych. Przeprowadzone
badania obejmowaty analizg $ladowych ilosci terpenéw w wychmielinach, usuwanie
gorzkich kwasow chmielowych za pomoca ekstrakcji rozpuszczalnikami organiczny-
mi, stosowanie do tego celu preparatow enzymatycznych pochodzenia roslinnego oraz
izolowanie ksantohumolu. Ponadto opracowano metodg syntezy 8-prenylonaringeniny
z izoksantohumolu, ktora postuzyta takze do otrzymania O-alkilowych, alkenylowych
i acylowych pochodnych, zwiazkéw o potencjalnej aktywno$ci antynowotworowej
i estrogennej. W innych badaniach geraniol, jeden ze sktadnikow chmielu, przeksztal-
cono w 6,7-epoksypochodnag, ktora nastgpnie biotransformowano przy uzyciu mikro-
organizmoéw. Ksantohumol, izoksantohumol, 8-prenylonaringening oraz ich struktu-
ralny analog — naringening poddano dziataniu rozdrobnionego migzszu owocow
i warzyw w celu opracowania metody ich biotransformacji i otrzymania nowych po-
chodnych.

Publikacje dotyczace tego opracowania ukazaly si¢ w latach 2005-2009 i sa wymie-
nione chronologicznie.

1. Aniot M., Huszcza E.: 2005. Biotransformation of 6,7-epoxygeraniol by fungi. Ap-
plied Microbiology and Biotechnology, 68, 311-315.

2. Aniol M., Huszcza E., Bartmanska A., Zohierczyk A., Maczka W., Wawrzenczyk C.:
2007. Trace analysis of volatiles in spent hop. Journal of the American Society of
Brewing Chemists, 65, 214-218.

3. Aniot M., Zomierczyk A.: 2008. Extraction of spent hop using organic solvents.
Journal of the American Society of Brewing Chemists, 66, 208-214.

4. Aniot M., Jarosz A., Zotmierczyk A.: 2008. Influence of the kind of extractant on the
protein content in the spent hop. Chemistry for Agriculture, CZECH-POL TRADE,
Prague—Brussels, 8, 348-355.



5.

Aniot M., Szymanska K., Zomierczyk A.: 2008. An efficient synthesis of the phy-
toestrogen 8-prenylnaringenin from isoxanthohumol with magnesium iodide ethe-
rate. Tetrahedron, 64, 9544-9547.

Aniol M., Bartmanska A., Huszcza E., Maczka W., Zohierczyk A.: 2009. Degrada-
cja gorzkich kwasow chmielowych przez enzymy pochodzenia roslinnego. Przemyst
Chemiczny, 5, 392-395.

Rozprawa habilitacyjna zawiera rowniez dotychczas niepublikowane wyniki badan

prowadzonych w ramach dwodch grantow: 1. Grant KBN Nr 3 PO9B 028 27 pt. ,,Che-
miczne i mikrobiologiczne metody detoksykacji poekstrakcyjnego osadu chmielowego
pod katem wymogow paszowych”, 2004-2006 (kierownik: prof. dr hab. Czestaw
Wawrzenczyk, gléwny wykonawca: dr inz. Mirostaw Aniot); 2. Grant MNiSW Nr N
N312 279634 pt. ,,Otrzymywanie pochodnych flawonoidow izolowanych z wychmielin,
bedacych potencjalnymi prozdrowotnymi dodatkami do zywnosci, oraz detoksykacja
wychmielin”, 2008-2011 (kierownik: dr inz. Mirostaw Aniot).

Na podstawie przeprowadzonych badan dokonano 9 zgloszen patentowych:

. M. Aniot, E. Huszcza, A. Bartmanska, A. Zomierczyk, W. Maczka, C. Wawrzen-

czyk. Sposob usuwania gorzkich kwasow z poekstrakcyjnych odpadow chmielo-
wych. Nr rej. UP RP: P-379084, 2006.

M. Aniol, K. Szymanska, A. Zohierczyk. Sposob wytwarzania 8-prenylonarin-
geniny i jej pochodnych. Nr rej. UP RP: P-384696, 2008.

M. Aniot, A. Latka, A. Zomierczyk. Nowa 7,4’-di-O-allilo-8-prenylonaringenina
oraz sposob jej otrzymywania. Nr rej. UP RP: P-387754, 2009.

M. Aniol, A. Latka, A. Zokierczyk. Nowa 7,4’-di-O-allilo-5-O-metylo-8-pre-
nylonaringenina oraz sposoéb jej otrzymywania. Nr rej. UP RP: P-387755, 2009.

M. Aniol, A. Latka, A. Zomierczyk. Nowa 7,4’-di-O-acetylo-5-O-metylo-8-preny-
lonaringenina oraz sposéb jej otrzymywania. Nr rej. UP RP: P-387756, 2009.

M. Aniol, A. Latka, A. Zomierczyk. Nowa 7,4’-di-O-pentylo-5-O-metylo-8-prenylo-
naringenina oraz sposob jej otrzymywania. Nr rej. UP RP: P-387757, 2009.

M. Aniol, A. Latka, A. Zomierczyk. Nowa 7,4’-di-O-palmitoilo-5-O-metylo-8-pre-
nylonaringenina oraz sposob jej otrzymywania. Nr rej. UP RP: P-387758, 2009.

M. Aniol, A. Latka, A. Zomierczyk. Nowa 7,4’-di-O-palmitoilo-8-prenylo-
naringenina oraz sposob jej otrzymywania. Nr rej. UP RP: P-387759, 2009.

. M. Aniol, K. Jozefowska, A. Zoknierczyk. Sposéb otrzymywania ksantohumolu. Nr

rej. UP RP: P-388047, 2009.

Praca w takim ksztalcie nie powstalaby bez dlugoterminowych badan, ktore byly

mozliwe dzigki przyznanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego gran-
tom, prowadzonych wspdlnie z kolegami z Katedry Chemii.

Za tg wspotprace, ktora zaowocowata licznymi naszymi publikacjami, serdecznie

dzigkuje.

10



1, WSTEP

1.1. Wybrane zwiazki chemiczne chmielu

Gtownym odbiorca chmielu (Humulus Lupulus L.) jest przemyst browarniczy, gdzie
uzywa si¢ go do produkcji piwa, ktoremu nadaje charakterystyczny gorzki smak
i chmielowy aromat. Tradycyjnie jest stosowany w przemysle kosmetycznym jako
sktadnik szamponéw do wlosow i w preparatach poprawiajacych stan skoéry oraz wy-
ciagach uzywanych w leczeniu dolegliwo$ci przewodu pokarmowego. Mtode pedy
chmielu sa jadalne i moga by¢ spozywane w stanie surowym oraz gotowanym. Spora-
dycznie stosuje si¢ go jako substancj¢ smakowgq i konserwujaca w przemysle cukierni-
czym i wedliniarskim.

Pomimo ze chmiel i jego zastosowania praktyczne znane sa ludzkosci od kilku ty-
sigcy lat, to wciaz budza zainteresowanie badaczy, czego wynikiem sa nowe mozliwo-
$ci wykorzystania chmielu i jego ekstraktu jako czynnika antynowotworowego [33, 36,
170], antybakteryjnego [96, 134, 142], przeciwzapalnego [155], ichtiotoksycznego [4],
naturalnego fitoestrogenu [135], leku przeciwko osteoporozie [153], antyutleniacza [19,
148, 155] oraz srodka nasennego i uspokajajacego [113, 136].

Dziatanie lecznicze chmielu jest zwiazane z obecno$cia pewnych zwiazkéw che-
micznych lub ich mieszanin. Niektére z tych wlasciwosci sa juz wykorzystywane,
a niektore moga znalez¢ zastosowanie w przysztosci.

Chmiel zawiera ponad 1000 réznych substancji chemicznych [46], z ktorych naj-
wazniejszymi, pod wzgledem posiadanych wlasciwosci, sa olejki eteryczne, kwasy
chmielowe i flawonoidy.

Olejki eteryczne, nazywane olejkami chmielowym, stanowig od 0,5 do 2% suchej
masy szyszek 1 oprocz weglowodordw terpenowych zawieraja takze produkty ich utle-
nienia. Sktad tej frakcji jest cecha zalezna gtownie od odmiany uprawianego chmielu,
co moze by¢ przydatne do jej identyfikacji [92].

Kwasy chmielowe sa zwigzkami odpowiedzialnymi za gorzki smak oraz przyczy-
niaja si¢ do stabilizowania piany i ochrony przed zakazeniami bakteryjnymi piwa. Wy-
kazuja dziatanie bakteriobdjcze, gtdwnie przeciwko bakteriom Gram-dodatnim (Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus mutans i inne), wirusom (cytomegalowirus, wirus
opryszczki pospolitej typu 1 i 2, HIV-1), grzybom (Candida albicans, Trichophyton,
Fusarium, Mucor i innych) oraz malarii (zarodziec sierpowaty) [59, 119].

Kwasy chmielowe stanowia od 5 do 20% suchej masy dojrzatych szyszek chmielo-
wych. Dzieli si¢ je na a-kwasy, zwane inaczej humulonami, w sktad ktorych wchodzi
humulon, kohumulon i adhumulon oraz B-kwasy, czyli lupulony: lupulon, kolupulon
i adlupulon (rys. 1).
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Humulony i lupulony prawie nie maja gorzkiego smaku, ktory powstaje, w klasycz-
nym sposobie produkcji piwa, w trakcie gotowania brzeczki, kiedy to humulony izome-
ryzuja do rozpuszczalnych izohumulonow, bezposrednio odpowiedzialnych za goryczkeg
piwa. W tym czasie lupulony wytracaja si¢ ze wzgledu na staba rozpuszczalno$¢ w wo-
dzie i czgsciowo rozktadaja, a wigkszo$¢ olejkdw eterycznych ulega ulotnieniu. Nie jest
mozliwa izomeryzacja lupulonéw, poniewaz w miejscu grupy hydroksylowej humulonow
maja grupg prenylowa. Powyzsze przeksztalcenie mozna wykona¢ poprzez gotowanie
humulonéw w roztworach obojetnych lub stabo zasadowych [95, 132]. Zasadowa izo-
meryzacja jest stosowana w przemysle w celu przygotowania izo-o-kwasow (tzw. eks-
traktu zizomeryzowanego) pod postacia soli potasowych, ktore dodaje si¢ pod koniec
procesu warzenia piwa. Dogodna metoda izomeryzacji humulonow jest zastosowanie
1-procentowego roztworu weglanu sodu, ktdry ogrzewany z substratem w ciagu 5 min
daje pozadany produkt [139], lub ogrzewanie bez dostgpu powietrza z MgO, ZnO, CaO,
albo wodorotlenkami tych metali [54].

QO o
N
izomeryzacja R
isomerization HO
o OH
\

B-kwasy (lupulony) a-kwasy (humulony) izo-a-kwasy (izohumulony)
B-acids (lupulones) a-acids (humulones) iso-0-acids (isohumulones)

kolupulon/ kohumulon (colupulone/ cohumulone): R=-CH(CHz),
lupulon/ humulon (lupulone/ humulone): R=-CH,CH(CH3;),
adlupulon/ adhumulon (adlupulone/ adhumulone): R=-CH(CH3)CH,CHj;

Rys. 1. Gorzkie kwasy chmielowe i produkty ich izomeryzacji
Fig. 1. Hop bitter acids and products of their isomerization

Lupulony sa mniej stabilne od humulonow, zwtaszcza w obecnosci §wiatta, pod-
wyzszonej temperaturze oraz w $rodowisku zasadowym o pH powyzej 10. Mozna je
jednak przechowywaé bez rozktadu w roztworach metanolowych, ale wymaga to tem-
peratury ponizej -20°C [68]. Wszystkie kwasy chmielowe jako czyste zwiazki sa rozpusz-
czalne w metanolu, etanolu, acetonie, octanie etylu, eterze etylowym, chlorku metylenu,
bardzo dobrze w heksanie [68, 95, 135] i prawdopodobnie w wigkszosci rozpuszczalni-
kow organicznych. Wydajno$¢ ekstrakcji mozna zwigkszyC, przyspieszajac osiagnigcie
stanu rownowagi poprzez zastosowanie ultradzwigkdéw, co znalazlo zastosowanie
w ekstrakeji chmielu [159].

Badania nad ekstrakcja humulonu, lupulonu, kohumulonu i kolupulonu z roztworéw
wodnych za pomoca octanu etylu pokazaly znaczna zalezno$¢ rozpuszczalnosci od pH.
Poniewaz sg to stabe kwasy [135], to koncentracja ich formy niezdysocjowanej jest
najwyzsza przy pewnym optymalnym pH, w ktérym ich rozpuszczalno$¢ w rozpusz-
czalnikach organicznych jest najwigksza [55]. Stopien ekstrakcji zalezy réwniez od
obecnosci protein. W wyzej opisanych badaniach byla to albumina z surowicy wotowej,
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w ktdrej stopien ekstrakcji byl tym mniejszy, im wigksza byla zawartos¢ albuminy.
Thumaczy si¢ to kompleksowaniem kwaséw chmielowych przez biatka [55, 132]. Suge-
rowano tez mozliwo$¢ tworzenia komplekséw typu metal-humulon-proteina [58].

W szyszkach chmielowych, podczas ich dojrzewania i sktadowania obserwuje si¢
ciagly proces utleniania a i B-kwasow, pod wptywem tlenu atmosferycznego, do tzw.
zywic twardych [66]. W wyniku ekspozycji humulonéw i lupulonéw na wolne rodniki,
obecne w atmosferze, tworzy si¢ miedzy innymi 2-metylo-3-buten-2-ol [102]. Zwiazek
ten jest czgSciowo odpowiedzialny za wlasciwosci nasenne chmielu i jego ekstraktow
[171]. Badania wykonane na myszach, z uzyciem ekstraktow chmielowych wzbogaco-
nych w humulony i lupulony, wykazaty, ze obydwie grupy kwaséw sa odpowiedzialne
za efekt nasenny. Przy czym udowodniono, Zze aby osiagna¢ taki sam skutek, nalezato
zastosowac 6 razy wigksza dawke lupulondw niz humulonow [136]. Innym zwiazkiem
podejrzewanym, ze wnosi swoj wklad we wlasciwosci nasenne, jest myrcenol, ktory
powstaje z myrcenu podczas gotowania preparatow chmielowych. Jednak jego wpltyw
nie wydaje si¢ tak jasny [13, 136]. Biorac pod uwagg ostatnie badania, pytanie — jakie
i ile zwiazkoéw jest odpowiedzialnych za wtasciwo$ci nasenne — pozostaje ciagle
otwarte. Innym objawem procesu utlenienia jest zmniejszenie goryczki piwa w trakcie
jego dojrzewania. Jest to spowodowane obnizeniem si¢ st¢zenia izohumulonow z po-
wodu proceséw oksydacyjnych. W przechowywanym piwie jest to proces powolny.
W temperaturze 40°C, przez 156 dni, w zamknietym naczyniu zmniejszenie zawarto-
$ci izohumulonéw wynosito 71% [161]. Zaktada sig, ze w tym czasie dochodzi do
wytwarzania aktywnych form tlenu, takich jak: O,", H,O; i rodnika *OH. Mozna przy-
spieszyC ten proces poprzez intensywne napowietrzanie, dodatek nadtlenku wodoru
oraz jonow Fe(II/IIT), Cu(I/IT) lub zastosowanie tych dwoch czynnikow jednoczesnie
[85]. W cytowanej pracy przeprowadzono migdzy innymi dwa dos$wiadczenia.
W pierwszym wytrzasano piwo przy swobodnym dostgpie powietrza z dodatkiem
jonéow Fe’ lub Fe*" o stezeniu 4,4 uM przez 10 dni. Drugie do§wiadczenie przepro-
wadzono analogicznie z ta r6znica, ze dodano H,0O, o stezeniu 0,005 M (0.017%).
Wyniki pokazaty, ze w pierwszym doswiadczeniu st¢zenie izohumulondéw spadto
0 40% a w drugim o 63% i prawie nie zalezalo od tego, ktéry kation zelaza uzyto
w reakcji. Podejrzewa sig, ze mechanizm utlenienia katalizowany przez jony zelaza
jest podobny do reakcji Fentona, rozktadu nadtlenku wodoru, badz tez do analogicz-
nej reakcji Habera-Weisa, w ktdrej biora udziat jony miedzi.

Flawonoidy chmielu. Flawonoidy sa zwiazkami zaliczanymi do polifenoli, w kto-
rych jest obecny szkielet 2-fenylochromanu. Naleza do nich flawony, flawon-3-ole
(flawonole), izoflawony, flawanony, flawan-3-ole (katechiny), flawan-3,4-diole (leuko-
antocyjanidyny), antocyjanidyny i aurony. Do grupy flawonoidéw zalicza si¢ rowniez
chalkony, ze wzgledu na tatwo$¢ zamknigcia si¢ pierScienia z utworzeniem flawanonu

(rys. 2).
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O
2-fenylochroman flawanon chalkon
2-phenylchromane flavanone chalcone

Rys. 2. Uktad 2-fenylochromanonu flawonoidow. Izomeryzacja flawanon-chalkon
Fig. 2. 2-Phenylchromanone moiety of flavonoids. Flavanone-chalcone isomerization

Wigkszos$¢ flawonoidow, oprocz 3-flawanoli i 3,4-flawandioli, wystepuje w rosli-
nach w formie zwiazanej z sacharydami jako O-, gtownie jako 3-O-glikozydy, lub
C-glikozydy i polimery [65]. Najczesciej w sktad glikozydéw wchodzi glukoza, galak-
toza, arabinoza, glukoramnoza i ramnoza [37]. Metody ich wstgpnego izolowania,
w celu ich dalszej analizy jakosciowej i iloSciowej, z materialu roslinnego przewaznie
polegaja na ekstrakcji rozpuszczalnikami. Glikozydy flawonoidow, ze wzgledu na swo-
ja duza polarno$¢, ekstrahuje si¢ z suchego materialu za pomoca alkoholi (metanolu,
etanolu i wyzszych) i ich roztworéw wodnych. Uzywany jest tez aceton, acetonitryl,
octan etylu lub eter dietylowy zwlaszcza w celu ekstrakcji aglikonow [98, 128]. Szcze-
goblnie przydatny jest stabo rozpuszczalny w wodzie octan etylu, ktory zapewnia jedno-
cze$nie wysoka polarnosé, konieczng w ekstrakcji polarnych flawonoidéw. Zastosowa-
no go migdzy innymi do ekstrakcji baikaliny i baikaleiny oraz flawanonu z mieszanin
po przeprowadzeniu biotransformacji [90, 91].

Zaktada si¢, ze w wigkszoséci przypadkow metabolizm glikozydow flawonoidow
w organizmie ludzkim rozpoczyna si¢ od ich deglikozylacji w jelicie cienkim [43, 115].
Powyzsze zwiazki sa zawarte w duzych ilo§ciach w warzywach i owocach. Sa one po-
wszechnie znane z ich aktywnoS$ci przeciwutleniajacej, antynowotworowej, antywiru-
sowej, antygrzybicznej i antybakteryjnej, ktore wykorzystuje si¢ w medycynie i doborze
odpowiedniej prozdrowotnej diety.

Najwazniejszym flawonoidem wystepujacym w chmielu jest prenylowany chalkon,
ksantohumol (XH). Stanowi on od 0,1 do 1% suchej masy szyszek chmielowych [145]

(rys. 3).

ksantohumol izoksantohumol 8-prenylonaringenina
xanthohumol isoxanthohumol 8-prenylnaringenin

Rys. 3. Gléwne flawonoidy chmielu
Fig. 3. The main hop flavonoids
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Towarzyszy mu co najmniej 13 innych prenylowanych chalkonéw w ilosci 10-100
razy mniejszej, takich jak dezmetyloksantohumol (5-30% ilosci XH), ksantogalenol, 4’-
O-metyloksantohumol, 3’-geranylochalkonaringenina, 3’,5’-diprenylochalkonaringenina,
5’-prenyloksantohumol, flawokawina, ksantohumol B, C, D i E, a,B-dihydroksantohumol
i wodzian izodehydrocykloksantohumolu. Wszystkie z nich zawieraja w swojej budo-
wie wolna grupe hydroksylowa przy atomie wegla 2°, tak wigc moga izomeryzowac do
odpowiednich flawanonow [145, 146, 165]. W podobnie matej ilosci wystepuja flawa-
nony, takie jak izoksantohumol (0,6-2% ilosci XH), 8-prenylonaringenina (0,1-0,5%
ilo§ci XH) i 6-prenylonaringenina, 6,8-diprenylonaringenina, 8-geranylonaringenina,
6-geranylonaringenina, 7-O-metylo-6-prenylonaringenina, 7-O-metylo-8-prenylonarin-
genina, 5,7-di-O-metylo-8-prenylonaringenina i 5,7-di-O-metylonaringenina [147].

Zawartos¢ ksantohumolu w szyszkach chmielowych zalezy przede wszystkim od
odmiany uprawianego chmielu (tab. 1). Maja na to wptyw rowniez warunki pogodowe
panujace podczas jego wegetacji [32].

Tabela 1
Table 1
Zawarto$¢ ksantohumolu w szyszkach chmielowych w sezonie 2005 1 2006 r.
i polifenoli w sezonie 2006 w stosunku do suchej masy
Xanthohumol and polyphenol content in hop cones for 2005 and 2006 season

Ksantohumol, Ksantohumol, Polifenole,
sezon 2005 r. sezon 2006 r. sezon 2006 r.
Odmiana [% SM] [% SM] [% SM]
Variety Xanthohumol content Xanthohumol content Polyphenol content
in hop cones in 2005 in hop cones in 2006 in hop cones in 2006
[% DM] [% DM] [% DM]
Aurora 0,4 0,4 15,92
Celeia 0,3 0,3 14,66
Taurus 0,7 0,8 7,44
Sth Star 0,4 0,6 14,89
AH Jug2 0,1 0,2 10,76
Merkur 0,4 0,3 16.75
Cicero 0,3 0,3 10,22
279D112 0,5 0,6 13.94
279/112 0,6 0,5 9,83

Ksantohumol powstaje w chmielu na drodze 2’-O-metylacji grupy hydroksylowej
dezmetyloksantohumolu, drugiego flawonoidu pod wzgledem zawartosci w szyszkach
chmielowych, przy udziale O-metylotransferazy [145]. W ostatnich latach zyskat on
duze znaczenie z uwagi na jego silne dzialanie terapeutyczne. Dziala on inhibujaco
in vitro na kancerogenez¢ w fazie jej inicjacji, promocji i progresji [36, 60, 121, 145].
Najnowsze badania donosza o jego hamujacym wplywie na tworzenie si¢ nowych na-
czyn krwionosnych (angiogenezy), doprowadzajacych substancje odzywcze do komo-
rek rakowych [3, 110]. Wsrod flawonoidow chmielu najsilniejsze dziatanie antyoksyda-
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cyjne wykazuja ksantohumol i dezmetyloksantohumol, ktdre jest silniejsze niz w nie-
prenylowanych zwiazkach, takich jak np. o—tokoferol, jednak jest stabsze niz w kwerce-
tynie [145]. Ksantohumol wykazuje takze dzialanie przeciwwirusowe [27], w tym prze-
ciwko HIV-1 [162]. Jest inhibitorem resorpcji kosci [44], co znalazlo wyraz w jego opa-
tentowaniu jako leku przeciwko osteoporozie [152]. Gléwnym zrédtem ksantohumolu,
izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny w pozywieniu jest piwo. Jednak ze wzgledu na
bardzo mate iloéci chmielu dodawanego do piwa i rozktad ksantohumolu podczas ter-
micznej obrobki jest on w nim obecny w ilo$ciach §ladowych. Niektore sposoby przy-
gotowania ekstraktu chmielowego wrecz nie pozwalaja na jego pozyskanie z powodu
bardzo matej rozpuszczalnosci w ekstrahencie, np. w procesie ekstrakcji chmielu nad-
krytycznym dwutlenkiem wegla. Skutkiem tego jest oczywiscie jeszcze wigksze
zmniejszenie zawarto$ci ksantohumolu w piwie. Dlatego produkowane sa piwa wzbo-
gacone w ten zwiazek. Wydaje sig, ze raczej w celach marketingowych niz leczniczych.
Ze wzgledu na prozdrowotne dziatanie ksantohumolu, poprawiajace ogdlna kondycje
organizmu, produkowane sa preparaty, w ktorych gldwna substancja czynna jest ten
zwiazek, np. MeridiumXN (BioNovix Inc.).

Innymi flawonoidami wyst¢pujacymi w chmielu, ktére budza w ostatnich latach
bardzo duze zainteresowanie badaczy, jest 8-prenylonaringenina i izoksantohumol.
8-prenylonaringenina jest najsilniejszym znanym fitoestrogenem [111, 174], jednak nie
tak silnie dziatajacym jak ludzki estrogen, 17f-estradiol. Moze ona mie¢ zastosowanie
w terapii hormonalnej zwiazanej z okresem menopauzy u kobiet. Takie dziatanie, ale
o wiele stabsze, wykazuje tez izoksantohumol, ktory w watrobie ludzkiej jest czgsciowo
transformowany do 8-prenylonaringeniny [116]. Takie przeksztatcenie zachodzi réw-
niez pod wpltywem mikroflory jelitowej [123]. Obydwa zwiazki wykazuja znaczace
dziatanie antynowotworowe przeciwko rakowi piersi [25, 26, 111].

1.2. Skfad wychmielin otrzymanych w wyniku ekstrakcji
chmielu nadkrytycznym dwutlenkiem wegla
i potencjalne mozliwosci jego utylizacji

W tradycyjnej metodzie warzenia piwa chmiel jest gotowany z brzeczka, aby nadaé
jej aromat i gorzki smak. W dzisiejszych czasach t¢ metodg stosuje si¢ jedynie w ma-
tych, lokalnych browarach. W produkcji piwa na masowa skalg najczesciej uzywa sig
gotowych ekstraktow chmielowych. Sktad ekstraktow czegsto modyfikuje si¢ na drodze
chemicznej, dokonujac izomeryzacji zawartych w nich kwaséw chmielowych i, w dal-
szym procesie, ich uwodornienia. Historycznie do ekstrakcji chmielu stosowano takie
rozpuszczalniki jak: etanol (1908, Anglia), chlorek metylenu (1942, Niemcy), trojchlo-
rometan (1960, Niemcy), benzen (1961, Anglia), metanol (1965, Anglia), heksan (1970,
USA), ciekty CO, (1980, Anglia) i nadkrytyczny CO, (1982, Niemcy). Najbardziej za-
awansowana technologicznie i pozwalajaca otrzymaé produkt o najwyzszej jakos$ci jest
ekstrakcja za pomoca nadkrytycznego dwutlenku wegla, ktora przeprowadza si¢ w moz-
liwie jak najnizszej temperaturze, aby uniknaé¢ rozktadu kwaséw chmielowych. W tych
warunkach nie zachodzi takze ich izomeryzacja. Nadkrytyczny dwutlenek wegla jest
doskonatym niepolarnym rozpuszczalnikiem (stata dielektryczna e =1,30 w 50°C
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i 115 bar) o polarnosci poréwnywalnej z n-heksanem (e = 1,89 w 20°C). Jednak w prze-
ciwienstwie do niego ma wigksze powinowactwo do substancji polarnych i moze two-
rzy¢ wiazania wodorowe z donorami protondow [157], takimi jak grupy hydroksylowe
i karboksylowe. Polarnos¢ nadkrytycznego CO, mozna zwigkszy¢ poprzez podniesienie
jego temperatury albo dodatek polarnych rozpuszczalnikéw, takich jak aceton, etanol
lub metanol.

Przyktadowy skiad ekstraktu otrzymanego po zastosowaniu nadkrytycznego CO,
jest nastgpujacy: kwasy chmielowe ogoétem 74,4%, w tym kohumulon (13,2%),
n-humulon i adhumulon (35,3%), kolupulon (12,1%), n-lupulon i lupulon (13,8%); ole-
jek chmielowy 8,5 ml/100g (oznaczany metoda destylacji z para wodna), w tym myrcen
(42,9%), kariofilen (7,5%), humulen (27,6%), farnezen (ponizej 0,1%), tlenek kariofile-
nu (0,1%), linalol (0,3%), limonen (1,2%) geraniol (0,2%), 2-undekanon (0,1%).

Wspotczesnie metodg ekstrakeji nadkrytycznym CO, stosuje si¢ w wielu krajach
swiata [57, 120] i w Polsce, gdzie w 2000 r. zostata wybudowana nowoczesna i pierw-
sza w Polsce oraz Europie Centralnej instalacja tego typu, ktora znajduje si¢ w Instytu-
cie Nawozdéw Sztucznych w Pulawach. Stata pozostato§¢ otrzymana po ekstrakcji
chmielu za pomoca nadkrytycznego dwutlenku wegla zawiera substancje obecne
w wyjsciowym chmielu i stabo rozpuszczalne w ekstrahencie. Nadkrytyczny CO, jest
substancja niepolarna, a wigc rozpuszcza sktadniki niepolarne, takie jak kwasy chmie-
lowe, olejki eteryczne i thuszcze. Substancje polarne pozostaja w osadzie poekstrakcyj-
nym (wychmielinach). Sg to biatka, aminokwasy, cukry, polifenole, w tym ksantohumol
isole.

Przyktadowy sktad wychmielin, otrzymanych w wyniku ekstrakcji nadkrytycznej
chmielu odmiany Marynka w sezonie 2003/2004, byl nastgpujacy: sucha masa
(94,15%), popiot surowy (10,02%), biatko surowe (29,51%), thuszcz surowy (5,05%),
NDF (35,06%), ADF (27,28%), P calkowity (7,07 mg/g), Mg (2,89 mg/g), Ca (2,73
mg/g), K (33,57 mg/g), Na (0,54 mg/g), Zn (79,23 ng/g), Cu (93,71 pg/g) [69], kwasy
chmielowe (2 mg/g). Godna odnotowania jest bardzo duza zawarto$¢ biatka surowego,
porownywalna do tej w lucernie (20-25%). W zalezno$ci od odmiany chmielu i warun-
kow pogodowych waha si¢ ona pomigdzy 20 a 30%.

Wychmieliny sa uciazliwym, pylistym odpadem, ktorego utylizacja jest waznym
problemem ze wzgledu na zanieczyszczenie srodowiska. Dyrektywa Wspolnoty Euro-
pejskiej kwalifikuje je jako odpady, ktore nie moga by¢ odprowadzane do systemow
kanalizacyjnych jako Scieki, poniewaz powoduja ich blokowanie [34].

Ze wzgledu na wysoki koszt utylizacji, wychmieliny sa najczesciej stosowane w po-
staci nieprzetworzonej jako nawéz. Znane tez sa technologie przeksztatcenia ich w na-
woz o duzej zawartosci azotu i fosforu [106]. Moga by¢ takze zrodtem wysokobiatko-
wej maki, otrzymywanej w wyniku ekstrakcji wodnym roztworem izopropanolu i odpa-
rowania rozpuszczalnikéw [154] lub tez paszy dla przezuwaczy [112]. Rozwazano tak-
ze mozliwos$ci zastosowania ich jako dodatek do fermentacyjnej produkcji olejku zapa-
chowego [97], wytwarzania kwaséw organicznych i cukréw prostych w procesie utle-
niania [52] oraz usuwania toksycznych metali cigzkich z roztworow wodnych [56]. Pro-
dukcja tego odpadu jest znaczaca. Przyktadowo, roczna produkcja wychmielin i wysto-
dzin browarnianych w Niemczech w 1997 r. wyniosta 1 954 000 ton [97]. W Polsce
roczna produkcja samych wychmielin w wyniku ekstrakcji chmielu nadkrytycznym
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dwutlenkiem wegla przekracza 1 000 ton. Brak jest innego, alternatywnego zagospoda-
rowania wychmielin, ktére miatoby szersze zastosowanie [117], chociaz w ostatnim
okresie zyskaty one znaczenie jako dogodne zrodto ksantohumolu [47].

Wychmieliny otrzymane w wyniku ekstrakcji nadkrytycznej dwutlenkiem wegla, ze
wzgledu na duza zawarto$¢ biatka, w tym aminokwasow takich jak lizyna, metionina
i cysteina oraz obecno$¢ innych pozadanych sktadnikéw moga by¢ wartosciowym do-
datkiem do paszy [34, 117]. Z uwagi na sktad nie budza zastrzezen, jedynie w miedzi
obserwuje si¢ przekroczenie wartosci NDS, ktora w roslinach i ptodach rolnych prze-
znaczonych na cele paszowe nie powinna by¢ wigksza niz 50 pg/g suchej masy. Moze
to stwarza¢ problemy w skarmianiu owiec i bydta, dla ktorych dawki toksyczne wyno-
sza odpowiednio 15 1 115 pg/g [24]. W przypadku skarmiania tych zwierzat t¢ niedo-
godno$¢ mozna usunac, stosujac wychmieliny w mieszance z innymi paszami, tak aby
nie zostala przekroczona dawka toksyczna. W USA pozostatosci pochmielowych uzywa
si¢ w zywieniu owiec i bydta. W wigkszych browarach wychmieliny sa mieszane
z wystodkami i suszone. Jezeli ich zawartos$¢ nie przekracza 5%, to nie ma to znaczace-
go wpltywu na warto$ci odzywcze.



2. PRZEDSTAWIENIE | ANALIZA WYNIKOW

2.1. Materiaty i metody

Wychmieliny, ktore byly przedmiotem prowadzonych badan, otrzymano w wyniku
ekstrakcji chmielu za pomoca nadkrytycznego dwutlenku wegla. Odmiang chmielu Ma-
rynka poddano ekstrakcji w sezonie 2004/2005 i 2005/2006 w Zakladzie Ekstraktow
Chmielowych Instytutu Nawozow Sztucznych w Putawach. W badaniach dotyczacych
analizy ilosciowej terpenoidow, ekstrakcji gorzkich kwaséw oraz ksantohumolu postu-
zono si¢ $rednig probka, pobrana z okoto 30 kg wychmielin. Materiat byt rozcierany
w mozdzierzu i przesiewany przez sito o $rednicy oczek 1 mm, az cata jego ilos¢ prze-
szla przez sito, wymieszany i przechowywany w temperaturze -24°C w szczelnym na-
czyniu o pojemnosci 3 1. Przed wykonaniem do$wiadczenia wychmieliny w naczyniu
ogrzano do temperatury pokojowej, po czym pobrano ich probki. Wilgotnos¢ uzytych
do do$wiadczen wychmielin zostata oznaczona poprzez ogrzewanie w 105°C przez 1 h.

Ekstrakt chmielowy, otrzymany w wyniku ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem
wegla, zawierat 68,8% humulonéw oraz lupulonéw i pochodzit z Zaktadu Ekstrakcji
Nadkrytycznej Instytutu Nawozow Sztucznych w Pulawach.

Odczynniki zakupiono w firmie Merck, Sigma-Aldrich i Chempur.

Roztwor kalibracyjny izohumulonéw, humulonéw i lupulonéw, uzyty w analizie
ilosciowej, zawierat 15 mg standardu izokwaséw (ICS-I1: izohumulon (IH; 23,26%),
izokohumulon (IKH; 34,29%) i izoadhunulon (IAH; 6,952%)) oraz 15 mg standardu
humulonéw i lupulonéw (ICE-2: n-humulon i adhumulon (NAH; 34,94%), kohumulon
(KH; 14,45%), n-lupulon i adlupulon (NAL; 12,02%) i kolupulon (KL; 12,92%))
w 50 ml zakwaszonego metanolu (0,5 ml 85% H;PO, w 1000 ml MeOH). Wzorce ICS-
I1 1 ICE-2 zakupiono w Labor Veritas (Ziirich, Switzerland).

Roztwory kalibracyjne, uzyte w analizie iloSciowej ksantohumolu, naringeniny,
izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny, zawieraty 2 mg odpowiedniego zwiazku w 50 ml
metanolu.

Owoce i warzywa w wigkszosci przypadkow byly ,$wieze” i, oprocz truskawek,
kupione w lokalnym sklepie. Wigkszos¢ doswiadczen wykonano w maju i czerwcu,
natomiast pietruszk¢ badano w marcu, topinambur oraz kalarepg w pazdzierniku, pigwe
w listopadzie, a chrzan oraz czarna rzep¢ w grudniu. Uzyto bulw ziemniaka z dwoch
réznych zrodet pochodzenia, krajowego 1 importowanego z Grecji. Truskawki zebrano
pod koniec czerwca jako zielone, twarde owoce. Ze wzglgdu na dobre warunki pogo-
dowe truskawki nie byly zarazone szara plesnia. Nie byly takze pryskane przeciwko
chorobom.

Analiza jakosciowa TLC zostala wykonana na ptytkach aluminiowych pokrytych
zelem krzemionkowym o grubosci 0,2 mm (Kieselgel 60 F,s4, Merck). Jako fazeg
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rozwijajaca stosowano gtdownie mieszaniny chloroformu i metanolu w réznych propor-
cjach ilosciowych. Wizualizacjg¢ substancji na ptytkach uzyskano poprzez spryskanie
roztworem 10 g Ce(SOy), oraz 20 g kwasu fosforomolibdenowego w 1 1 10-procentowego
H,SO, i ogrzanie.

Preparatywna chromatografia kolumnowa zostala wykonana na zelu krzemion-
kowym (Kieselgel 60, 230-400 mesh, Merck) przy uzyciu eluentu bedacego mieszani-
nami chloroformu i metanolu.

Analiza HPLC/UV byla prowadzona przy zastosowaniu aparatu firmy Waters wy-
posazonym w modut separacyjny 2690 i detektor diodowy 996. Wykorzystano kolumny
z odwrocona faza C-18: Waters Spherisorb 5 pm ODS2, 4,6x250 oraz Marcherey-Nagel
Nucleodur 100-5 C18 ec 4,6x250.

Analize GC/EIMS wykonano przy uzyciu chromatografu gazowego Varian CP
3800 polaczonego ze spektrometrem masowym Varian Saturn 2000 pracujacym przy
20 eV. Chromatograf gazowy byl wyposazony w kolumng Chrompack, CP-Sil 5 CB, 25
m x 0,25 mm x 0,25 um. Jako gaz nos$ny zastosowano hel.

Analiz¢ GC przeprowadzono na aparacie Hewlett Packard 5890 z zamontowana ko-
lumna HP-20 M, 25 m x 0,32 mm x 0,3 um (Hewlett Packard) lub kolumna chiralng
CP-Chirasil-Dex CB, 25 m x 0,25 mm. Jako gaz no$ny zastosowano wodor.

Widma "H NMR i ®C NMR zostaly wykonane przy uzyciu aparatow: NMR Bru-
ker Avance II, Bruker AMX 500 lub Bruker AMX 300.

Widma IR probek w KBr lub filmie wykonano przy zastosowaniu spektrometru
Mattson IR 300.

Oznaczenie zawartosci terpenoidow w wychmielinach wykonano wedlug metody
opisanej w publikacji dotyczacej badan wtasnych [9].

Zawarto$¢ biatka surowego (N x 6,25) oznaczono metoda Kjeldahla.

Zawarto$¢ bialka wlasciwego oznaczono metoda z uzyciem kwasu wolframowego
[99].

Przygotowanie probek wychmielin do analizy HPLC kwaséw chmielowych
oparto na metodzie EBC 7.7 [5], w ktorej zastosowano trzy modyfikacje dotyczace spo-
sobu wykonania oraz sktadu uktadu ekstrakcyjnego. Metoda jest opisana w publikacji
dotyczacej badan wlasnych [12].

Przygotowanie probek zawierajacych ksantohumol, naringening, izoksantohu-
mol i 8-prenylonaringening oraz analiza HPLC. Po odparowaniu rozpuszczalnika
organicznego z probki pozostalo$¢ rozpuszczono w 2—-5 ml metanolu, przefiltrowano
i 2-20 pl tak przygotowanego roztworu poddano analizie HPLC. Probki umieszczone
w karuzeli byty utrzymywane w temperaturze 10°C. Kolumna z odwrocong faza C-18
(Waters Spherisorb 5um ODS2, 4,6x250 mm) byta termostatowana w 28°C. Faza mo-
bilna zawierala dwa eluenty: MeCN (A) oraz 1% r-r HCOOH w wodzie (B) i jej prze-
ptyw wynosit 1 ml/min. Zastosowano nast¢pujacy program elucji: 0—1 min: 50% A;
1-16 min: 50-100% A; 16-21 min: 100% A; 21-23 min: 100-50% A; i 23-28 min:
50% A. Zawarto$¢ ksantohumolu oznaczono przy 368 nm a naringeniny, izoksantohu-
molu i 8—prenylonaringeniny przy 290 nm, stosujac wzorce zewngtrzne.

AKktywno$¢ enzymatyczng peroksydaz oznaczono metoda kolorymetryczng z uzy-
ciem o-dianizydyny przy pH = 6 w temperaturze 25°C [35].
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Rozklad gorzkich kwaséw pod wplywem preparatéw enzymatycznych owocéow
i warzyw. Materiat biologiczny rozdrobniono i odwazono 3 g. Nastgpnie dodano poli-
winylopolipirolidon (PVPP, 0,1% (m/m)) i 30 ml 0,1-molowego buforu fosforanowego
o pH 6,0. Tak przygotowana probg homogenizowano 1 minut¢ w temperaturze pokojo-
wej. Homogenat saczono, a przesacz wirowano przez 1 godzing w 4°C przy 15000 rpm
(19575 g). Supernatant (30 ml) umieszczono w kolbie Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml.
Do kolby dodano 10 mg ekstraktu chmielowego w 1 ml metanolu (substrat) oraz 0,3 ml
30% H,0,. Kolbg umieszczono na wytrzasarce laboratoryjnej i prowadzono biotrans-
formacje w temperaturze 25°C przez 72 godziny bez dostepu $wiatta (amplituda 6, 120
rpm). W przypadku soku z grejpfruta i pomaranczy medium reakcyjne zawieralo sok
oraz PVPP 0,1% (V/m) i bufor w stosunku objgtosciowym 1:1. Proba kontrolna zawie-
rata bufor zamiast ekstraktu roslinnego [175].

Ekstrakcje wychmielin przeprowadzono pod chiodnica zwrotna, w kolbach okragto-
dennych o objgtosci 250 ml, do ktoérych wsypywano 2,5 g wychmielin, wlewano odpo-
wiednia objgtos¢ rozpuszczalnika (25 lub 50 ml) i natychmiast wstawiano do uprzednio
nagrzanych koszy grzejnych. Czas, w ktorym zawarto$¢ zaczynata wrze¢, wynosit okoto
1 minuty. Po odpowiednim czasie, liczonym od momentu poczatku wrzenia, kolbg chto-
dzono zimna woda przez 2 minuty i szybko saczono jej zawartos¢. Ze stalej pozostatosci
odparowano rozpuszczalnik do stalej masy i analizowano w niej zawartos¢ kwasow
chmielowych, biatka lub ksantohumolu. W przypadku ekstrakcji woda state pozostatosci
byly liofilizowane do stalej masy. Doswiadczenia prowadzone w temperaturze pokojowe;j
wykonywano na mieszadle magnetycznym o szybkosci obrotow okoto 2 000 rpm za po-
moca duzej sztabki mieszajacej. W takich warunkach tworzyla si¢ emulsja.

Ekstrakcja wychmielin wspomagana ultradzwigkami polegata na sonifikacji 2,5 g
wychmielin w 50 ml rozpuszczalnika przez 5 min w kolbie okragtodennej zanurzonej
w wodzie o temperaturze 23°C. Pozostale operacje przygotowania probki do analizy
wykonano analogicznie jak powyzej. Do badan uzyto sonifikatora Dr Hielscher UP
200h, Hielcher Ultrasonic GmbH, Teltow, Germany (praca ciagta, amplituda = 80%).

Izomeryzacja humulonéw do izohumulonéw w wychmielinach za pomoca prze-
grzanej pary wodnej przeprowadzono metode¢ opisana w publikacji dotyczacej badan
whasnych [12].

Biotransformacje za pomoca owocow i warzyw przeprowadzono w oparciu o me-
todg redukc;ji alifatycznych ketondw i ketoestrow, opisana poprzednio [131], z ta rdzni-
ca, ze dla kazdego dnia analizy przygotowano osobna kolbg¢ z biotransformacja.
Wszystkie czynnos$ci wykonywano w taki sposob, aby zapewni¢ w jak najwigkszym
stopniu sterylno$¢ prowadzonych doswiadczen, stosujac ogdlnie przyjete zalecenia,
uzywajac nieuszkodzonych warzyw i owocoéw. Wigkszos¢ bioreagentow obierano, jed-
nocze$nie unikajac glgbokich weigé w glab miazszu tak aby nie przenosi¢ w takie miej-
sca mikroorganizméw. Truskawki bez obierania zalano roztworem podchlorynu sodu,
poplukano woda destylowana i wlozono na 30 min do 70% etanolu. W badaniach prze-
siewowych stosowano 30 ml wody, 5 g startych owocow lub warzyw i 2 mg substratu,
ktéry byt rozpuszczony w 1 ml acetonu. Biotransformacje prowadzono bez dostgpu
$wiatla, przez maksymalnie 72 h, bioragc za kazdym razem do analizy cala objgtosc
probki, ktora ekstrahowano octanem etylu, a po odparowaniu rozpuszczalnika analizo-
wano zawarto$¢ flawonoidéw za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
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Ilo$ci mikroorganizmoéw oznaczono, stosujac dwa rodzaje pozywek:

1. Agar Sabourauda do hodowli grzybow o skladzie: pepton migsno-kazeinowy
(10 g), glukoza 1-wodna (40 g), agar (15 g) w 11 wody.

2. Agar do hodowli bakterii, o sktadzie: ekstrakt wotowy (2 g), ekstrakt drozdzowy
(2 g), aminiobak (5 g), NaCl (4 g), glukoza (10 g), agar (20 g) w 1 | wody.

Posiew wykonano na ptytkach Petriego metoda wglebna.

Demetylacja izoksantohumolu oraz jego eterowych i arylowych pochodnych zostata
przeprowadzona wedlug metody opisanej w publikacji dotyczacej badan wtasnych [11].

Grzyby uzyte do biotransformacji 6,7-epoksygeraniolu pochodzity z kolekcji
Instytutu Biologii i Botaniki Akademii Medycznej we Wroctawiu (Rhodotorula marina
AMT77, R. glutinis AM242, Saccharomyces cerevisiae AM464, Botrytis cinerea
AM235), z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoséci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu (Yarrowia lipolytica AR71) oraz NCAIM (Candida pa-
rapsilosis Y.01011, Candida kefyr Y.01070). Biotransformacje z ich uzyciem wyko-
nano wedlug metody opisanej w publikacji dotyczacej badan wtasnych [8].

2.2. Analiza sladowych ilosci terpenoidow
zawartych w wychmielinach

Podczas ekstrakcji chmielu za pomoca nadkrytycznego dwutlenku wegla nie
wszystkie sktadniki zapachowe byly z niego usuwane do konca, o czym §wiadczyt cha-
rakterystyczny chmielowy zapach probek otrzymanych do badan. Jednym z celow pro-
wadzonych doswiadczen bylo przeksztatcenie dotychczasowego odpadu, wychmielin,
w wartosciowy dodatek do paszy. Biorac pod uwage, ze zapach moze mie¢ wptyw na
atrakcyjnos$¢ 1 ilo§¢ zjadanej przez zwierzgta karmy, podjeto proby scharakteryzowania
jakosciowego i ilosciowego zwiazkow za to odpowiedzialnych.

Rutynowa metoda w badaniu sktadu jako$ciowego i ilo§ciowego terpenow jest de-
stylacja z para wodna i analiza destylatu przy wykorzystaniu chromatografii gazowe;j.
Metoda ta wymaga uzycia duzej ilosci probki (50-100g) [71]. Inna popularna metoda
analizy olejkow eterycznych polega na potaczeniu ekstrakcji ciaglej i destylacji z para
wodna (SDE) w aparacie Lickensa-Nickersona. W przypadku matych ilo$ci analitow, ze
wzgledu na stosunkowo duza objgtos$é fazy organicznej, z reguly zachodzi koniecznosé
jej zatgzenia do objetosci 1 ml w aparacie Kuderna-Danisha [16, 28, 29, 31, 51, 87].
Kolejng metoda, w ostatnich latach bardzo popularna, jest mikroekstrakcja do fazy sta-
tej (SPME). Sposob ten polega na tym, ze widkno ze stalym absorbentem zanurza sig
w badanym roztworze na okreslony czas, aby doszlo do sorpcji analitow. Nastgpnie
cato§¢ wprowadza si¢ do goracego dozownika chromatografu gazowego, gdzie anality
sa uwalniane i przechodza dalej do kolumny chromatograficznej. Oprocz niepodwazal-
nych zalet, takich jak fatwo$¢ wykonania, szybko$¢ osiagania réwnowagi (od kilku do
kilkudziesigciu minut plus czas wykonania analizy chromatograficznej GC), ekono-
micznos$¢ 1 uniwersalno$é, metoda ta ma ograniczenia w stosunku do analitow o wyso-
kich masach czasteczkowych i tym samym niskiej lotnosci. Wyniki zaleza wtedy zna-
czaco od temperatury, masy i rodzaju probki [50, 86, 93, 105, 126]. Cz¢§¢ zwiazkow
zawartych w chmielu wystegpuje w formie potaczen z cukrami [63, 89]. Aby oznaczy¢
olejki eteryczne zwiazane pod postacia glikozydow, analizowana probke poddaje sig
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destylacji z para wodna w aparacie typu Clevengera przez 3 h z dodatkiem weglanu
wapnia. Nastgpnie przeprowadza si¢ ich enzymatyczna hydroliz¢ i oznacza uwolnione
zwiazki [23, 104]. Jeden ze sposobow prowadzenia destylacji z para wodna, rekomendo-
wany przez Farmakopeg Polska, polega na zastosowaniu aparatu [9] typu Clevengera,
wynalezionego przez polskiego badacza, profesora Jakuba Derynga (rys. 4). Modyfikacja
tej popularnej w Polsce metody, cho¢ biorac pod uwagg liczbg publikacji zagranicznych —

mato rozpowszechnionej w $wiecie, pozwala na

polaczenie destylacji ciaglej z para wodna

Kr//\’:\ i ekstrakcji w malej objetosci rozpuszczalnika
\ organicznego [122]. Istota dzialania aparatu jest
podobna do tej w metodzie SDE, z ta réznica,

ze faza organiczna nie znajduje si¢ w ruchu.
Powoduje to nieznaczne wydluzenie czasu eks-

D trakeji, co z nawiazka rekompensuje brak ko-

)/ niecznosci dodatkowego zatgzania roztworu po
ekstrakcji. Duza zaleta jest tez mozliwosé

NS & przemycia, po przeprowadzeniu destylacji, gor-
\ﬁ 1 nej czesci wngtrza aparatu poprzez podniesienie
A poziomu otrzymanego ekstraktu, stosujac dola-

nie wody gornym kroécem aparatu.
Wychmieliny, ktore byly przedmiotem
prowadzonych badan, otrzymano w wyniku
ekstrakcji chmielu za pomoca nadkrytycznego
dwutlenku wegla. Odmiang chmielu Marynka

C poddano ekstrakcji w sezonie 2005/2006
\_/ w Zaktadzie Ekstraktow Chmielowych Insty-
\@H tutu Nawozéw Sztucznych w Putawach.

Przeprowadzona wstegpna analiza GC i GC-
-MS wykazata obecno$¢ f-myrcenu, limonenu,
linalolu, geraniolu, 2-undekanonu, B-kariofi-
lenu i a-humulenu. Oprécz powyzszych zwia-
zkow, ktore sa wyznacznikami jakosci olejku

B chmielowego uzywanego w produkcji piwa,
zbadano takze wychmieliny na obecno$¢ tlen-
ku kariofilenu. Wychmieliny zawieraty $§lado-

Rys. 4. Aparat Derynga: A — ckstrahent, W€ ilosci powyzszych zwiazkow i1 dlatego po-

B — zawiesina probki w wodzie, Szukiwano sposobu, ktory pozwalalby na ich

C — zawor trojdrozny, D — chiodnica ~ selektywne 1 iloSciowe wyodrgbnienie z pro-
Fig. 4. Deryng apparatus: A — extracting bek wychmielin, otrzymanych po ekstrakcji

agent, B — sample suspension nadkrytycznym dwutlenkiem wegla, o malej

in water, C — three-way valve, masie, rzedu 0,5-1 g.

D — condenser Opisywane w literaturze metody odnosity
si¢ do oznaczen w olejku chmielowym, gdzie ilos¢ powyzszych zwiazkdéw jest bardzo
duza, a nie w materiale, z ktdrego podczas procesu technologicznego usunigto je z jak
najwicksza starannos$cia. W celu znalezienia odpowiedniego sposobu przygotowania
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probki do analizy GC, wstepnie zastosowano destylacj¢ z para wodna z nastgpcza eks-
trakcja destylatu za pomoca rozpuszczalnikow. Niestety, ilos¢ analitow byta zbyt mata
i identyfikowano tylko B-myrcen. Powtarzalno$¢ analiz ilosciowych tego zwiazku byta
staba. Zwigkszenie skali destylacji zwigkszato objetos¢ rozpuszczalnika potrzebnego do
ekstrakcji i dokladnego przemycia odbieralnika. Powstawata konieczno$¢ wykonania
jeszcze jednej operacji zatgzania ekstraktu w aparacie Kuderna-Danisha, co znacznie
komplikowatoby catq analizg. Proste odparowanie nadmiaru rozpuszczalnika nie wcho-
dzito w rachubg ze wzgledu na lotno$¢ oznaczanych zwiazkow. Badany materiat nie
pozwalat takze na bezposrednig ekstrakcjg mata objgtoscia metanolu, etanolu lub aceto-
nu, poniewaz lugowaly one bardziej polarne sktadniki, ktére zatykaty dozownik chro-
matografu gazowego. Zastosowano rowniez izooktan, ktory okazat si¢ nieefektywny,
prawdopodobnie ze wzgledu na mata wglgbna penetracje materiatu, oraz jego mieszani-
ny z acetonem, ktore nie daly pozytywnych rezultatow. Metoda jednoczesnej destylacji-
ekstrakcji z uzyciem zminiaturyzowanego aparatu Likensa-Nickersona (SDE) zakon-
czyla sig takze niepowodzeniem. Najlepsze wyniki otrzymano, stosujac aparat Derynga,
ktéry pozwolit na potaczenie destylacji z para wodng z ekstrakcja w matlej objetosci
izooktanu wynoszacej | ml. Uzyta metoda miata réwniez t¢ zaletg, ze w swej istocie
byta podobna do prostej destylacji z para wodna, ktéra stosuje si¢ szeroko w celu anali-
zy olejku i innych preparatow chmielowych.

W opracowanym sposobie destylacji poddawano zawiesing 0,5 g wychmielin w 100
ml wody. Wigksza ilo§¢ wychmielin powodowata silne pienienie si¢ zawartosci i przerzu-
canie zawiesiny poza obreb kolby destylacyjnej. Syfon aparatu byt wypelniony woda de-
stylowana i zawieral 1 ml izooktanu, a w nim 20 pg heksadekanu, ktory pehit funkcje
wzorca wewngtrznego. Destylacj¢ prowadzono w pigeiu aparatach Derynga, ktore nie-
znacznie roznity si¢ wymiarami, w tym samym czasie przez 1, 2, 4, 6 lub 8 godzin. Po jej
zakonczeniu kazdy aparat ozigbiono i pobrano izooktanowy roztwor badanych zwiazkow,
ktory przechowywano w ciemno$ci w temperaturze 4°C, az do momentu wykonania ana-
lizy GC. Podczas prowadzenia destylacji starano sig, aby intensywnos¢ grzania w kazdej
kolbie oraz chiodzenie destylatu byto takie same. Analize jakosciowa przeprowadzono
W oparciu o porownanie czaséw retencji i widm masowych badanych zwiazkow z zaku-
pionymi wzorcami. Aby obliczy¢ zawartosci analitbw w wychmielinach, wyznaczono dla
kazdego z nich wspolczynnik korelacji (f;), zdefiniowany wyrazeniem f-G.S,/G,,S;, gdzie
G; jest iloscia wzorca badanego zwiazku (na kolumng nastrzykiwano po 20 pg),
G, — iloScia wzorca wewngtrznego (20 pg heksadekanu), S; jest polem powierzchni pod
sygnalem oznaczanego zwiazku, a S,, — polem powierzchni pod sygnatem pochodzacym
od wzorca wewngtrznego. Wartosci wyznaczonych wspotczynnikoéw korelacji zalezaty
w niewielkim stopniu od ilosci zwiazku podanego na kolumng chromatograficzna, dla-
tego pominigto to w oznaczeniach. Jedynie dla tlenku kariofilenu wspétczynnik ten
zalezatl silnie od ilo$ci tego zwiazku, ze wzgledu na jego rozktad podczas analizy chro-
matograficznej GC. Jednak nie udato si¢ stwierdzi¢ jego obecnosci w badanym materia-
le. Zawarto$¢ badanego zwiazku w wychmielinach (C [pg /g]) obliczono za pomoca
rownania: C = G,,Sf/G,S,, gdzie G, jest iloScia wzorca wewnetrznego (20 pg) w 1 ml
uzytego do ekstrakcji izooktanu, S; — polem powierzchni pod sygnatem oznaczanego
zwiazku, f; — wspotczynnikiem korelacji, G, — iloscia wychmielin pobranych do analizy (0,5
g), a S, — polem powierzchni pod sygnalem wzorca wewngtrznego.
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Gtownym oznaczanym sktadnikiem okazal si¢ B-myrcen (241 pg/g). Analiza GC
pokazata rowniez obecnos$¢ limonenu (7,83 pg/g), linalolu (8,08 pg/g), geraniolu (3,08
ng/g), 2-undekanonu (1,36 pg/g), B-kariofilenu (11,2 pg/g) i a-humulenu (19,1 ng/g).

W ciagu pierwszej godziny prowadzenia destylacji-ekstrakcji w aparacie Derynga,
prawie cala ilo$¢ badanych zwiazkow ulegata wyizolowaniu. Jednak biorac pod uwage
otrzymane wyniki, wydaje si¢, ze czas ten powinien by¢ przedtuzony do dwoch godzin

(rys. 5).
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Rys. 5. Profil przeprowadzonej destylacji-ekstrakcji. Wartosci $rednie obliczone na podstawie
danych otrzymanych z 5 aparatow: 1 — f-myrcen, 2 — limonen, 3 — linalol, 4 — geraniol,
5 — 2-undekanon, 6 — B-kariofilen, 7 — a-humulen [9]

Fig. 5. The extraction time profile. Mean values calculated for data obtained from five appara-
tuses: 1 — B-myrcene, 2 — limonene, 3 — linalool, 4 — geraniol, 5 — 2-undecanone, 6 —
B-caryophyllene, 7 — a-humulene [9]

Powtarzalno$¢ metody oznaczono dla dwoch wybranych aparatow w pigciu powto-
rzeniach. Aby by¢ pewnym, ze badane zwiazki zostana w catosci przedestylowane,
zwlaszcza, ze nie zaobserwowano jakiegokolwiek ich rozktadu, wybrano 6-godzinny
czas pracy aparatu Derynga. Powtarzalno$¢ opracowanej metody oznaczania sladowych
ilodci terpenoidéow byta dobra, na co wskazywaty uzyskane wartosci wzglednych od-
chylen standardowych (n=15), mieszczace si¢ dla wszystkich zwiazkow w zakresie
2,02—7,78% dla aparatu numer 1 i 2,98—14,3% dla aparatu numer 2. Ponadto, oznaczono
i oszacowano powtarzalno$¢ metody dla poszczegodlnych pigciu aparatow w réznych
czasach trwania destylacji-ekstrakcji. Najwyzsze wartosci wzglednych odchylen stan-
dardowych zaobserwowano dla najbardziej lotnych zwiazkow, B-myrcenu i limonenu
(11,8-20,4%). Prawdopodobnie ten parametr mozna poprawic, stosujac intensywniejsze
chtodzenie. Dla reszty oznaczanych zwiazkdéw zawierata si¢ ona w zakresie od 1,71 do
13,4% (tab. 2).
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Tabela 2
Table 2

Wartosci RSD i sktad olejkéw chmielowych w wychmielinach (wilgotno$¢ 5,74%) [9]
RSD values and the content of hop essential oils in the spent hop (5.74% moisture)

. Zawarto$¢
K w
0
[ng/g]
Aparat | Aparat | Aparaty | Aparaty | Aparaty | Aparaty | Aparaty | Aparaty
Appa- | Appa- | Appara- | Appara- | Appara- | Appara- | Appara- | Appara-
ratus ratus tuses tuses tuses tuses tuses tuses
1, 2, 1-5, 1-5, 1-5, 1-5, 1-5, 1-5,
n=35, 6h|n=5, 6h|n=5, 1h|n=5,2h|n=5,4h|n=5, 6h|n=5,8h| n=5, 6h
1. B-Myrcen 7,78 14,3 19,0 20,4 15,2 18,7 11,8 241
B-Myrcene
2. Limonen 5,61 10,5 18,0 16,1 15,8 17,7 15,8 7,83
Limionene
3. Linalol 3,26 5,68 9,41 6,19 11,4 11,2 8,55 8,08
Linalool
4. Geraniol 2,94 4,48 5,92 9,55 1,71 8,60 5,07 3,08
Geraniol
5. 2-Unde- 2,48 4,81 8,14 5,55 8,53 7,54 5,92 1,36
kanon
2-Unde-
canone
6. B-Kario- 2,52 4,39 8,70 10,4 12,4 13,4 12,1 11,2
filen
p-Caryop-
hyllene
7. a-Humulen 2,02 2,98 5,72 6,56 9,54 9,23 8,99 19,1
a-Humulene

Glikozydy sa zwiagzkami trwatymi w pH bliskim obojetnemu. Aby sprawdzi¢, czy
oznaczane terpenoidy nie pochodza z kwasowej hydrolizy ich glikozydow, przeprowa-
dzono dodatkowy eksperyment, ktory polegal na analizie wychmielin z dodatkiem
drobnokrystalicznego weglanu wapnia w celu zneutralizowania ewentualnie tworzacych
si¢ kwasow. Przestanka do wykonania tych badan byto to, ze zaobserwowano niewielki
wzrost kwasowosci do okoto pH = 6,1 podczas wielogodzinnego ogrzewania do wrze-
nia wody z badanymi wychmielinami w aparacie Derynga. Wzrost kwasowosci byt
niewielki, ale nie mozna byto wykluczy¢, ze powodowal hydrolize glikozydow. Doda-
tek 0,5 g weglanu wapnia sprawiat, ze kwasowo$¢ wynosita 6,8 po 6 godzinach destyla-
cji. Zawartosci oznaczanych terpendw nieznacznie réznily si¢ od tych uzyskanych
w doswiadczeniu bez dodatku weglanu wapnia o warto$ci od -6 do +1%, co $wiadczyto
o tym, ze zjawisko hydrolizy glikozydow w oznaczanym materiale mozna byto pominag.

Podsumowujac, opracowana metoda analizy z wykorzystaniem aparatu Derynga i chro-
matografii gazowej pozwala na analiz¢ $Sladowych ilodci terpenoidéw w wychmielinach.
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Jej gtdéwnymi zaletami jest prostota, mata ilos¢ probki potrzebnej do jej wykonania (0,5
g) 1 czulo$é, ktora pozwala wykry¢ zawartosci rzgdu jednego mikrograma badanego
zwiazku w 1 gramie wychmielin (zawartos¢ okoto 10%). Poza tym cechuje ja wzgled-
nie krotki czas wykonania, wynoszacy okoto 2 godzin, ktéory mozna jeszcze skrocic,
zwigkszajac intensywno$¢ grzania, oraz brak dodatkowego etapu zat¢zania probki ze
wzgledu na jednoczesna ekstrakcje w  malej objgtosci  rozpuszczalnika
(< 1ml). Dodatkowo, jest ona podobna do powszechnie stosowanej metody destylacji
z para wodna, ktorej uzywa si¢ do analizy probek o duzej masie i duzej zawartosci olej-
kow eterycznych. Pozwala to na poréwnanie wynikow otrzymanych z tych analiz; na
przyktad, na poréownanie zawartosci lotnych sktadnikow w szyszkach chmielowych
przed przemystowym procesem ekstrakcji i po, w otrzymanych wychmielinach.

Powyzsze wyniki badan zostalty migdzy innymi opisane w publikacji pt. "Trace ana-
lysis of volatiles in spent hop" [9].

2.3. Odgoryczenie wychmielin

Wspotczesna literatura zaleca stosowanie pozostatosci chmielowych w produkcji
pasz. Podstawowa przeszkoda w wykorzystaniu wychmielin jako skladnika paszy jest
obecnos¢ niewyekstrahowanych do konca gorzkich kwaséw chmielowych [20, 40, 41,
77, 125, 160], ktore powoduja, ze pasza zawierajaca wychmieliny jest niechgtnie zjada-
na przez zwierzgta, ze wzgledu na niekorzystne oddzialywanie smakowe i fizjologiczne.
Prowadzenie przemystowej ekstrakcji chmielu nadkrytycznym CO, w celu catkowitego
usunigcia gorzkich kwaséw z chmielu jest bardzo trudne i nieoptacalne ekonomicznie.
Dlatego, aby zastosowa¢ wychmieliny jako dodatek do paszy, nalezy obnizy¢ ich za-
warto$¢ do wymaganego przepisami poziomu 0,1 mg/g [133].

Badania wlasne miaty na celu usunigcie gorzkich kwaséw z wychmielin za pomoca
ekstrakcji rozpuszczalnikami, aby mozna byto je zastosowaé jako dodatek do paszy dla
zwierzat. W tak otrzymanym osadzie oznaczano ilosciowo kwasy chmielowe, sucha
masg, biatko wlasciwe oraz surowe.

2.3.1. Opracowanie metody analizy $ladowych ilo$ci gorzkich kwasow
w wychmielinach

Prowadzone badania, ktorych celem byto usunigcie §ladowych ilosci gorzkich kwa-
sOw pozostajacych w wychmielinach, wymagaty opracowania odpowiedniej metody ich
analizy ilo$ciowej. W tym celu zmodyfikowano metod¢ EBC 7.7 [5], w ktorej istotna
zmiang bylo zastosowanie izooktanu w miejsce eteru dietylowego. Gtéwnym powodem
rezygnacji ze stosowania eteru dietylowego byta silna ekstrakcja zanieczyszczen
z wychmielin, ktore przeszkadzaly w analizie HPLC. Zastosowanie izooktanu spowo-
dowato znaczne ostabienie sygnatléw pochodzacych z zanieczyszczen, jednoczesnie
ilodci ekstrahowanych gorzkich kwaséw nie ulegly znaczacej zmianie. Wyniki otrzy-
mane dla izoadhumulonu byly o okoto 26% wigksze, co wskazywato na efektywniejsza
ekstrakcje tego zwiazku z uzyciem izooktanu. W przypadku pozostatych kwasow
otrzymano wyniki od 1,9 do 16% mniejsze.
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Nastepna korzyscia uzycia izooktanu bylo to, Ze jest on bardzo stabo rozpuszczalny
w wodzie i metanolu. Do ekstrakcji 0,5 g probki wychmielin zastosowano uktad 0,1 M
HCI-MeOH-izooktan (8 ml- 4 ml- 10 ml). Ze wzgledu na nierozpuszczalnos¢ izooktanu
W mieszaninie metanol-woda jego objetos¢ po analizie wynosita doktadnie tyle samo co
przed nia. W przypadku zastosowania eteru dietylowego, tak jak w powszechnie stoso-
wanej metodzie EBC 7.7, objgtos¢ ta stanowita tylko 81% warto$ci poczatkowej, co
potwierdzono dodatkowymi doswiadczeniami bez dodatku wychmielin. Doswiadczenie
przeprowadzono w taki sposob, aby zminimalizowaé w jak najwigkszym stopniu straty
eteru z uwagi na parowanie. Przydatno$¢ metody potwierdzono takze eksperymentami,
w ktorych porownywano efektywnos¢ ekstrakcji poszczegdlnych humulonéw i lupulo-
néw z warstwy wodnej za pomoca eteru dietylowego i izooktanu dla szeregu ich st¢zen
w 5 powtorzeniach, stosujac standardy humulonéow i lupulonow (ICE-2, Labor Veritas,
Ztrich, Switzerland) i izohumulonéw (ICS-I1, Labor Veritas). Otrzymane wyniki r6zni-
1y sig¢ nie wigcej niz kilka procent.

Przed uzyciem powyzszej metody do oznaczania ilosci gorzkich kwasow zbadano,
jak zmienia si¢ stopien ich ekstrakcji z wychmielin wraz z uptywem czasu. Zamiast
wytrzasania, wlasciwego w metodzie EBC 7.7 [5], zastosowano energiczne mieszanie
na mieszadle magnetycznym (2000 rpm), podczas ktorego tworzyla si¢ emulsja.
W przypadku ekstrakcji izohumulonéw réwnowaga ustalata si¢ szybko, w czasie do 30
minut. Humulony i lupulony ekstrahowaty si¢ wolniej i po 1 h rbwnowaga nie zostata
jeszcze osiagnigta (rys. 6). Biorac jednak pod uwagge niewielki, kilkuprocentowy, wzrost
ilo$ci humulonéw i lupulonéw w ekstrakcie po dalszej godzinie mieszania, jako rozsad-
ny wybor do analizy wychmielin przyjgto 60 minut.

W innym eksperymencie, zamiast intensywnego mieszania analizowanej probki,
wykorzystano ultradzwigki, w krotszym czasie, do 10 minut, ze wzgledu na rozgrzewa-
nie si¢ probki i intensywne parowanie izooktanu. Otrzymane wyniki nie r6znity si¢ zna-
czaco co do ilosci oznaczanych kwaséw chmielowych, jednak ich rozrzut byt istotny.
Pomimo prowadzenia ekstrakcji w ujednoliconych warunkach, obejmujacych taki sam:
czas ekstrakeji, z doktadnoscia co do sekundy, amplitude drgan i okres, gleboko$¢ zanu-
rzenia elektrody sonifikatora, temperaturg tazni chtodzacej probke, nie udato si¢ popra-
wic tego parametru. Dlatego t¢ metodg odrzucono.

Podczas prowadzonych badan zaobserwowano powolne obnizenie zawarto$ci kwa-
sow chmielowych w przechowywanych wychmielinach. Na rysunku 7 przedstawiono
poréwnanie analizy dwdch probek wychmielin (sezon 2004/2005) przechowywanych
w temperaturze pokojowej oraz w 14°C w szczelnie zamknigtych pojemnikach w prze-
ciagu 1 roku. Na rysunku zaznaczono zawartos¢ procentowa odpowiednich gorzkich
kwasow w wychmielinach. Spadki zawartosci gorzkich kwasow byty nastgpujace: IKH
—30,1%; IH — 17,5%; KH — 24,6%; NAH — 34,0%; KL — 56,7%. W ciagu tego czasu
nastapil wzrost zawarto$ci izoadhumulonu o 5,4%. Bylo to zwiazane z zachodzaca po-
wolng izomeryzacja adhumulonu do tego zwiazku. Taka izomeryzacj¢ zaobserwowano
tez w przypadku swiezych wychmielin, otrzymanych tuz po ekstrakcji chmielu odmiany
Marynka, w grudniu 2005 roku. Zawieraty one $ladowe ilosci izokwasow i1 gwattowny
wzrost ich ilosci nastapit w poczatkowym okresie przechowywania wychmielin w tem-
peraturze pokojowej.
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Rys. 6. Zalezno$¢ stopnia ekstrakcji kwasow chmielowych od czasu dla izooktanu. Temperatura
ekstrakeji: 22°C, ICH = izokohumulon, IH = izohumulon, IAH = izoadhumulon, CH =
kohumulon, NAH = n+adhumulon, i CL = kolupulon [12]

Fig. 6. Hop acids extraction time profile for isooctane. Extraction temperature: 22°C, ICH = iso-
cohumulone, IH = isohumulone, IAH = isoadhumulone, CH = cohumulone, NAH =
n+adhumulone, and CL = colupulone [12]
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Rys. 7. Rozktad kwaséw chmielowych zawartych w wychmielinach odmiany Marynka w ciagu
1 roku przechowywania w 14°C i w temperaturze pokojowe;j

Fig. 7. Decomposition of Marynka bitter hop acids during 1 year of storage at 14°C and room

temperature
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Innym, waznym zagadnieniem, majacym bezposredni wplyw na doktadno$¢ otrzy-
manych wynikow, byl przyspieszony rozktad probek przygotowanych do analizy
HPLC. Kwasy chmielowe znajdujace si¢ w metanolowych roztworach ekstraktow
chmielowych ulegaly znaczacemu rozktadowi w temperaturze pokojowej w ciagu kilku
godzin. Na przyktad w ciggu 11 godzin przechowywania w ciemnosci w temperaturze
28°C ulegto rozktadowi po okoto 20% kohumulonu i #-humulonu i adhumulonu (rys. 8).
W tych samych warunkach czyste wzorce powyzszych kwasow byly catkowicie stabil-
ne. Swiadczy to o obecno$ci w wychmielinach substancji przyspieszajacych rozktad
kwasow chmielowych.
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Rys. 8. Rozklad (zmiana zawarto$ci procentowej) kohumulonu (CH) i ntadhumulonu (NAH)
w roztworach metanolowych po ich ekstrakcji z wychmielin Marynka w ciagu 10 h prze-
chowywania w 28°C

Fig. 8. Decomposition (changing of percentage content) of methanolic solution of cohumulone
(CH) and ntadhumulone (NAH) after extraction of Marynka spent hop during 10 h
of storage at 28°C

2.3.2. Izomeryzacja humulonéw w wychmielinach
za pomoca przegrzanej pary wodnej

Podczas sterylizacji wodnych zawiesin wychmielin zaobserwowano, ze zawarte
w nich humulony ulegaja daleko posunigtej izomeryzacji. Prowadzito to do jednocze-
snego wzrostu gorzkosci wychmielin. Fakt ten jest powszechnie znany i wykorzystuje
si¢ go podczas klasycznej metody warzenia piwa, kiedy to chmiel gotuje si¢ z brzeczka.
Dochodzi wowczas do przeksztatcenia humulonéw w izohumulony.

Podstawowym zadaniem opisywanych w tym rozdziale badan bylo usunigcie go-
ryczki wychmielin, aby mogtly sta¢ si¢ wartosciowym dodatkiem do paszy. Pasze uzy-
wane przez hodowcow sa czgsto parowane 1 w takiej postaci podawane zwierzgtom,
dlatego znacznie mniej gorzkie humulony nalezy traktowa¢ podobnie jak wybitnie
gorzkie izohumulony, poniewaz podczas obrobki termicznej (parowania) beda ich
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zrodlem. Wychodzac z takiego zalozenia, wychmieliny poddano dziataniu przegrzanej
pary wodnej w autoklawie, pomimo ze spodziewano si¢ wzrostu ich gorzkosci. W lite-
raturze nie znaleziono informacji, aby wychmieliny otrzymane po ekstrakcji nadkry-
tycznym dwutlenkiem wegla poddawano takiemu zabiegowi. Podejrzewano, ze taka
obréobka moze spowodowaé ponadto rozluznienie widkien wychmielin, co mogtoby
ulatwi¢ ekstrakcje gorzkich kwasow. Po przeprowadzeniu wstgpnych prob — wychmie-
liny (10 g) ogrzewano w autoklawie w kolbie Erlenmayera o objgtosci 300 ml w tempe-
raturze 121°C przez 20 minut przy swobodnym dostepie przegrzanej pary wodnej do
wnetrza kolby zawierajacej wychmieliny. W skrocie proces ten nazwano izomeryzacja
wychmielin. Okazato sig, ze w tych warunkach nastgpowat tylko niewielki wzrost wil-
gotnosci wychmielin. Zawarto$¢ wilgoci wynosita 8,5%, a wigc byla wystarczajaco
matla, aby uniemozliwi¢ rozwdj mikroorganizméw w tak spreparowanych wychmieli-
nach, ktore nadawaty si¢ do dalszej ekstrakeji rozpuszczalnikami organicznymi.

Uzyte do badan wychmieliny (odmiana Marynka, sezon 2005/2006) o wilgotnoséi
4,47 + 0,219%, w tym zastosowane do badan nad procesem izomeryzacji obecnych
w nich kwasow, zawieraty (warto$¢ §rednia = SD, n = 3): izokohumulon (65,59 + 0,12
ng/g), izohumulon (134,97 + 3,20 pg/g), izoadhumulon (21,09 + 1,73 pg/g), kohumulon
(175,91 £+ 9,42 pg/g), n-humulon i adhumulon (580,70 + 24,70 pg/g), kolupulon (57,42
+ 4,00 pg/g) i adlupulon (15,65 £+ 0,99 pg/g). Sumarycznie, zawarto$¢ izohumulonow,
humulonéw i lupulonéw wynosita odpowiednio 221,65, 756,61 i 73,07 pg/g, w sumie
1,051 pg/g.

Wychmieliny po izomeryzacji zawieraly (warto$¢ srednia + SD, n = 3): izokohumu-
lon (129,76 £ 2,01 ug/g), izohumulon (399,78 + 6,16 ug/g), izoadhumulon (51,9 + 3,46
ng/g), kohumulon (44,39 + 1,71 pg/g), n-humulon i adhumulon (58,73 + 3,80 pg/g),
kolupulon (21,41 £ 1,55 ng/g) i adlupulon (10,68 + 0,27 pg/g). Zawartos¢ izohumulo-
n6éw, humulonéw i lupulonéw wynosita odpowiednio 581,44, 103,12 1 32,09 ng/g; su-
marycznie 716,65 pg/g. Oznaczona wilgotno$¢ wynosila 8,46 + 0,348%.

Dzialanie przegrzanej pary wodnej, w relatywnie krotkim czasie wynoszacym 20 mi-
nut, powodowato efektywna izomeryzacj¢ humulondw do izohumulonéw. W otrzyma-
nych w ten sposéb wychmielinach stosunek wagowy izohumulonéw do humulonéow
wynosit 85:15 (przed izomeryzacja 23:77). Proces zachodzit z wysokim 70-procento-
wym odzyskiem powyzszych kwasow. Podobnemu zabiegowi poddano sproszkowane
szyszki chmielowe zawierajace lupuling, o zawartoéci izohumulondéw nie wyzszej niz
1% w stosunku do iloéci pozostatych kwasow. W tym przypadku dominowal rozktad
kwasow przy niewielkiej izomeryzacji humulonéw. Na przyktad, po 20 minutach odzy-
skano tylko 23% powyzszych kwasoéw, wyrazona jako suma izohumulonéw i humulo-
néw, przy ich stosunku wagowym 40:60. Uzyskane wyniki pod wzglgdem stopnia izo-
meryzacji kwasow, jak i ich odzysku, byly zatem znacznie gorsze niz w przypadku
izomeryzacji wychmielin. Powyzszy wynik mozna wytlumaczy¢ tym, ze humulony
pozostajace w wychmielinach, ktorych nie jest w stanie wyekstrahowa¢ nadkrytyczny
dwutlenek wegla, istnieja pod postacia komplekséw z biatkami i metalami, takimi jak
cynk lub miedz [55, 58]. Metale te, bedace takze sktadnikami enzymow, wystepuja
w chmielu w duzych ilo$ciach i sa w stanie katalizowa¢ powyzsza reakcjg. Przestanka
do przedstawionego stwierdzenia jest rowniez fakt, ze sole tych metali powszechnie
stosuje si¢ w przemystowych procesach izomeryzacji ekstraktow chmielowych.
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W innym eksperymencie wychmieliny byly ogrzewane na powietrzu w temperatu-
rach 80-120°C w roznych okresach czasu, do 24 godzin wiacznie. W tym przypadku,
gldéwnym zaobserwowanym procesem byt rozktad gorzkich kwasdéw. Nie zauwazono
znaczacej izomeryzacji humulonéw do izohumulonéw. Te fakty wskazuja na to, ze
W procesie izomeryzacji nieodzowna jest obecno$¢ wody. Przyktadowe wyniki tego
kierunku badan prezentuje rysunek 9.
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Rys. 9. Procent pozostajacych gorzkich kwaséw po ogrzewaniu w zadanej temperaturze przez
okres 24 h
Fig. 9. Percent of remaining bitter acids after heating spent hop at desire temperature for 24 h

Podobny efekt zmniejszenia stopnia izomeryzacji humulonéw do izohumulonéw obser-
wowano w przypadkach, kiedy dostgp przegrzanej pary wodnej do wngtrza kolby byt
w jakikolwiek sposob ograniczany, np. uzycie korkow z waty stosowanych w biochemii itp.

2.3.3. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnikdéw organicznych

We wstegpnych badaniach nad usunigciem kwaséw chmielowych z wychmielin (Ma-
rynka, sezon 2005/2006) zastosowano takie rozpuszczalniki jak metanol, etanol, aceton
i heksan w temperaturze wrzenia tych rozpuszczalnikow oraz temperaturze pokojowej
(rys. 10). W ekstrakcjach jednokrotnych uzywano 2,5 g wychmielin i 50 ml rozpusz-
czalnika, w dwukrotnych 2 x 25 ml. Podczas ekstrakcji wrzacym rozpuszczalnikiem
starano sig, aby czas do osiagnigcia wrzenia (1 min), schtodzenia do temperatury poko-
jowej (2 min) i odsaczenia osadu byt taki sam we wszystkich eksperymentach. Prze-
prowadzono takze ekstrakcje w aparacie Soxleta oraz wspomagang ultradzwigkami.
Metanol i etanol wybrano ze wzgledu na to, ze sg przedstawicielami rozpuszczalnikow
protonowych, o duzej polarnosci, w ktorych atom wodoru grupy hydroksylowej moze
uczestniczy¢ w wiazaniu wodorowym z grupami hydroksylowymi kwaséw chmielo-
wych, a atom tlenu tej grupy w wigzaniu wodorowym jako akceptor kwasnych proto-
noéw powyzszych kwaséw. Aceton jest aprotonowym, polarnym rozpuszczalnikiem,
zdolnym tworzy¢ wiazanie wodorowe tylko jako akceptor protonow.
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Rys. 10. Zalezno$¢ stopnia ekstrakeji od czasu jej trwania w temperaturze pokojowej, wrzenia i ekstrakcji ultradzwigkami [12]

Fig. 10. Extraction time profiles for extractions of spent hop carried out at room and boiling temperature and ultrasound extraction
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Heksan zostal wybrany jako rozpuszczalnik niepolarny, niezdolny do tworzenia
wiazan wodorowych, bardzo podobny w swoim dziataniu do nadkrytycznego CO,.

W przeprowadzonych badaniach, efektywnos¢ ekstrakcji zdefiniowano jako procent
usunigcia gorzkich kwasdéw (4,). Wielkos¢ tg obliczono wg wzoru: 4,=100% x (m, X
my — m,, X my)/(m, x my), gdzie m, jest masg kwasé6w chmielowych w wychmielinach
uzytych do ekstrakcji (w analizowanej probce o masie 0,5 g), m;, — masa wychmielin
uzytych w ekstrakeji (2,5 g), m,, — masag kwasow chmielowych w wychmielinach po
ekstrakcji (w analizowanej probce o masie 0,5 g) a m,;, — masa wychmielin po ekstrakcji.

W wigkszosci doswiadczen badano zawarto$¢ gorzkich kwasdéw po 5, 15, 30 1 60
minutach ekstrakcji. Najwigkszy procent usunigcia gorzkich kwaséw z wychmielin za-
obserwowano w przypadku zastosowania metanolu i etanolu w temperaturze wrzenia
tych rozpuszczalnikow. Wynosit on po 60 minutach ekstrakcji odpowiednio 86 i 84%.
Ponadto, metanol usuwat kwasy szybciej niz etanol. O wiele wigksze roznice w dziata-
niu tych dwoch rozpuszczalnikéw zanotowano w temperaturze pokojowej. W przypad-
ku metanolu wartos$¢ ta spadta nieznacznie do 79%. Etanol dzialat o wiele mniej efek-
tywnie i w temperaturze pokojowej po 60 minutach ekstrakcji tylko 55% gorzkich kwa-
soOw zostato usunigtych. Inne rozpuszczalniki takie jak aceton i heksan wykazywaty
mniejsza aktywno$¢, zalezna od ich polarnosci. Najgorzej dziatal heksan, zwtaszcza
w temperaturze pokojowej, w ktorej tylko 5% kwasow zawartych w wychmielinach
zostato usunigtych po 60 minutach ekstrakcji, pomimo ze wszystkie gorzkie kwasy pod
postacig czystych zwiazkéw sa dobrze rozpuszczalne w tym rozpuszczalniku. Fakt ten
mozna wytlumaczy¢ tym, ze heksan pod wzgledem dziatania jest bardzo podobny do
nadkrytycznego dwutlenku wegla, ktory nie byt w stanie usunac¢ catkowicie kwasow
chmielowych z szyszek chmielowych podczas ekstrakcji przemystowej. Aby oznaczy¢
maksymalny stopien usunigcia gorzkich kwasow, przeprowadzono ekstrakcj¢ dwukrot-
na (2 x 25 ml metanolu) i ekstrakcj¢ w aparacie Soxleta (za pomoca metanolu i heksa-
nu). Otrzymane rezultaty pokazaly, ze ekstrakcja dwukrotna byla niewiele efektywniej-
sza od jednokrotnej. W 5-minutowym eksperymencie, w metanolu, stopnie usunigcia
gorzkich kwasow wynosity odpowiednio 87 i 81%. Wydluzenie czasu ekstrakcji do 15
minut prowadzito do 93-procentowego usunigcia gorzkich kwasow w ekstrakcji dwu-
krotnej i 84-procentowego w jednokrotnej. Powyzsze eksperymenty zostaly rowniez
przeprowadzone w celu sprawdzenia, czy objeto$¢ rozpuszczalnika pozostajacego
w ekstrahowanych wychmielinach nie miata znaczacego wptywu na uzyskane rezultaty.
Ekstrakcje przeprowadzone w aparacie Soxleta pokazaty, ze heksan (95% usunigtych
kwaséw) byt efektywniejszy niz metanol (87% usunigtych kwaséw), co moze by¢ zwia-
zane z rozktadem gorzkich kwaséw zachodzacym w goracym heksanie.

Dodatkowo przeprowadzono ekstrakcje wspomagane ultradzwigkami, ktore
W oczywisty sposob byly efektywniejsze w stosunku do powyzszych, wykonanych
w temperaturze pokojowej, lecz mniej efektywne w poréwnaniu do ekstrakcji w tempe-
raturze wrzenia.

Zbadano takze, jak przebiegata ekstrakcja w grupach izohumulonéw, humulonow
i lupulonow. Polarne rozpuszczalniki, takie jak metanol, etanol i aceton, lepiej ekstra-
howaty bardziej polarne izohumulony, co byto widoczne zwlaszcza w temperaturze
pokojowej. W przeciwienstwie do tego heksan ekstrahowal w wigkszym stopniu mniej
polarne humulony i lupulony.
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Na podstawie przeprowadzonych badan wykonano szereg innych 60-minutowych
ekstrakcji dwukrotnych w temperaturze wrzenia zastosowanych rozpuszczalnikow i ich
mieszanin. Ekstrakcja alkoholem n-propylowym pozwolita otrzymaé wychmieliny
o zawartosci gorzkich kwasow chmielowych, w stosunku do suchej masy, wynoszacej
0,010%, a ekstrakcja izopropanolem 0,029%. Zastosowano réwniez mieszaniny roz-
puszczalnikoéw w stosunku objetosciowym 1 (bardziej polarny) : 4 (mniej polarny),
otrzymujac nastgpujace zawartosci gorzkich kwasow: etanol-pentan (0,02%); etanol-
heksan (0,019%); etanol-heptan (0,016%); metanol-aceton (0,025%).

Jak juz wspomniano, w wychmielinach poddanych dziataniu przegrzanej pary wod-
nej zachodzita szybka izomeryzacja humulonéw do izohumulonow, co bylo zwiazane
z niewielkim wzrostem wilgotnoéci. Tak spreparowane wychmieliny zostaty poddane
ekstrakcji za pomoca heksanu w czasie od 5 do 60 minut. W temperaturze wrzenia hek-
sanu zaobserwowano, ze poddanie wychmielin dziataniu przegrzanej pary wodnej po-
woduje wzrost szybkosci ekstrakcji, ktorej efektywno$¢ po 5 minutach byta taka, jak
w przypadku niezizomeryzowanych wychmielin po 30-60 minutach. Do przeprowa-
dzenia tego eksperymentu zostal wybrany heksan ze wzgledu na najmniejszy ubytek
masy wychmielin. Ten rozpuszczalnik w czasie 5-60 minut trwania ekstrakcji powo-
dowat ubytek suchej masy wychmielin rzedu 3,1-3,3% w temperaturze pokojowej,
a temperaturze wrzenia — 2,2—1,9%. W przypadku pozostatych rozpuszczalnikow ubytki
byty nastgpujace: odpowiednio 5,6-6,8% i 6,7-6,1% (aceton), 5,1-6,6% 1 12—14% (eta-
nol) oraz 14-18% i 19-23% (metanol).

Innym rozpuszczalnikiem uzytym do ekstrakcji ,,zizomeryzowanych” wychmielin byt
aceton. Cechowaly go znacznie lepsza ekstrakcja izohumulondéw niz humulonéw oraz
powodowany przez niego maty ubytek masy wychmielin. Po 60 minutach ekstrakcji we
wrzacym rozpuszczalniku 74% gorzkich kwasow ulegto usunigciu, a w temperaturze po-
kojowej 48%. Stanowito to wzrost w stosunku do ekstrakcji niezizomeryzowanych
wychmielin, gdzie powyzsze warto$ci wynosity odpowiednio 62 i 46%. Dlatego ze izo-
meryzacja wychmielin byla zwiazana z okoto 30% spadkiem iloci gorzkich kwaséw,
podane procentowe wartosci usunigcia gorzkich kwasow w stosunku do wyjsciowych
wychmielin, po dwoch operacjach izomeryzacji i ekstrakcji, sa odpowiednio wigksze.

Podsumowujac, odgoryczenie wychmielin mozna przeprowadzi¢ w tatwy sposob,
stosujac dodatkowa ekstrakcj¢ za pomoca metanolu, etanolu lub acetonu, ktore sg
znacznie bardziej polarne od nadkrytycznego dwutlenku wegla. Zastosowanie heksanu,
podobnego w dziataniu do nadkrytycznego CO,, jest catkowicie niecefektywne w tempe-
raturze pokojowej. Ta obserwacja tlumaczy, dlaczego niemozliwe jest catkowite odgo-
ryczenie wychmielin za pomoca nadkrytycznego CO,, podczas ktorego nie udaje si¢
osiagna¢ zawartos$ci gorzkich kwasoéw nizszej od okoto 0,1%. Wymaga to zastosowania
bardziej polarnego ekstrahenta lub prowadzenia ekstrakcji w podwyzszonej temperatu-
rze, poniewaz ekstrakcja heksanem w temperaturze jego wrzenia powoduje zauwazalny
wzrost wydajno$ci ekstrakcji gorzkich kwaséw. Zachodzaca z wysoka wydajnoscia
izomeryzacja humulonéw do izohumulonéw w wychmielinach pod wptywem przegrza-
nej pary wodnej i nastgpcza ekstrakcja heksanem nie wptywa znaczaco na stopien usu-
nigcia gorzkich kwasow, w pordwnaniu do doswiadczenia z zastosowaniem wychmielin
niepoddanych izomeryzacji. W przypadku zastosowania acetonu uzyskuje si¢ poprawe
wydajnosci procesu.
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Powyzsze wyniki badan zostaly migdzy innymi opisane w publikacji pt. "Extraction
of spent hop using organic solvents" [12].

Na ich podstawie dokonano takze zgloszenia patentowego: M. Aniot, E. Huszcza,
A. Bartmanska, A. Zoknierczyk, W. Maczka, C. Wawrzenczyk. Sposéb usuwania
gorzkich kwasow z poekstrakcyjnych odpadéw chmielowych. Nr rej. UP RP:
P-379084, 2006.

2.3.4. Wplyw rodzaju ekstrahenta na zawarto$¢ biatka w wychmielinach

Ze wzgledu na cel badan, jakim bylo przystosowanie wychmielin do produkcji pasz,
zbadano wplyw rodzaju zastosowanego w ekstrakcji rozpuszczalnika na zawarto$¢ biat-
ka w wychmielinach. Zawartos¢ biatka surowego (N x 6,25) oznaczono klasyczna me-
toda Kjeldahla, a zawarto$¢ biatka wlasciwego metoda z uzyciem kwasu wolframowego,
ktdéra pozwala na oznaczenie peptydow zawierajacych co najmniej trzy aminokwasy [99].

NNrnanzania oo Tiah Lo Wonhminling Nonancania hialra cnienwwaco
Oznaczanic gorzkich kwaséw, Wychmicliny Oznaczanic biatka surowego
Bitter acid determination Spent hop Crude protein determination
|
Oznaczanie suchej masy . Oznaczanie biatka wia$ciwego|
Dry weight determination Ekstrakcja True protein determination
Extraction
! |
Ocad Tloctealt
wsaa LCKSUdAdKkt
Precipitate Extract
Oznaczanie gorzKich kwaséw Oznaczanie gorzkich kwaséw
Bitter acid determination Bitter acid determination
Oznaczanie biatka surowego Oznaczanie biatka surowego
Crude protein determination Crude protein determination
Oznaczanie bialka wlasciwegol Oznaczanie biatka wlasciwego
True protein determination True protein determination
Ornacramie suche: macy
wvziiaczanic bu\.llUJ llldby
Dry weight determination

Rys. 11. Schemat doswiadczen
Fig. 11. The scheme of investigations

W badaniach wykorzystano wychmieliny otrzymane z chmielu odmiany Marynka
w sezonie 2004/2005 o wilgotnosci 6,14 + 0,14%, ktore zawieraty nastgpujace kwasy
(ng/g suchej masy =+ SD, n = 4): izokohumulon (146,7 + 16,5 pg/g), izohumulon (179,0
+ 38,2 pg/g), izoadhumulon (53,7 + 11,6 pg/g), kohumulon (328,7 + 4,75 pg/g),
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n-humulon i adhumulon (797,7 + 58,0 pg/g), kolupulon (56,2 + 8,2 pg/g). Adlupulon
byl nieobecny. Zawarto$¢ izohumulondéw, humulonéw i lupulonéw wynosita odpo-
wiednio 379,4, 1126,41 i 56,2 pg/g; sumarycznie 1562 pg/g. Zawartos¢ biatka ogdlnego
(N x 6,25) wynosita 28,66 + 0,39% (n = 4), a biatka wlasciwego 13,93 + 0,70% (n =4)
w stosunku do suchej masy wychmielin. Znaczna réznica pomigdzy zawartoscia biatka
ogolnego i wlasciwego $wiadczyta o obecnosci duzych ilosci wolnych aminokwasow
lub/i krotkich peptydow. Schemat prowadzonych badan przedstawia rysunek 11.

Wszystkie ekstrakcje przeprowadzono we wrzacych rozpuszczalnikach w ciggu 60
minut (rys. 12). Zar6wno w wyjsciowych wychmielinach, jak i w osadzie poekstrakcyj-
nym i ekstrakcie oznaczano ilo§¢ kwasoéw chmielowych, zawarto$¢ biatka ogodlnego
i biatka wlasciwego. Dodatkowo, w przypadku substancji statych oznaczono suchg ma-
s¢, co takze wykorzystano w obliczeniach. Pomiary zawartosci gorzkich kwasow
w wyjsciowych wychmielinach oraz w osadzie poekstrakcyjnym i ekstrakcie pozwolity
na ich zbilansowanie. W przypadku ekstrakcji za pomoca izooktanu ilo$¢ gorzkich kwa-
sow, jako suma w ekstrakcie i osadzie, stanowita 97% iloSci obecnej w wyjsciowych
wychmielinach. Biorac to pod uwagg, mozna stwierdzi¢, ze ekstrakcji praktycznie nie
towarzyszyt rozktad gorzkich kwasow.

Najnizsza warto$¢ zaobserwowano przy uzyciu acetonu, 45%, co $wiadczylo o tym,
ze ponad potowa ilosci kwasow chmielowych ulegta rozktadowi podczas ekstrakc;ji.

Dla pozostatych rozpuszczalnikow uzyskano wartosci posrednie: etanol — 90, woda
— 80, metanol — 71, 2 x metanol — 59, octan etylu — 74%. Podobny bilans sporzadzono
ze wzgledu na zawarto$¢ biatka ogdlnego i whasciwego. W tym przypadku uzyskane
wyniki byty bliskie 100%.

Wigkszos¢ eksperymentéw wykonano w dwoch powtérzeniach. Zawarto$¢ biatka
surowego w statych pozostalosciach oznaczono metoda Kjeldahla. Po 60 minutach
ekstrakcji woda wynosita ona 25%. Przy wykorzystaniu pozostalych ekstrahentow
liczyty odpowiednio: metanol (28%), 2 x 25 ml metanolu (26%), etanol (25%), aceton
(28%), octan etylu (30%), izooktan (27%). Pozostawaty wigc na do§¢ wysokim po-
ziomie W poréwnaniu z wyjsciowymi wychmielinami, w ktérych zawarto$¢ biatka
wynosita 29%. Jednak dla etanolu, metanolu i wody bylo to zwiazane z do$¢ duzym
ubytkiem masy wychmielin, wynoszacym od 16 (etanol) do 33% (woda). Powyzsze
alkohole charakteryzowatly si¢ najlepszymi zdolno§ciami usuwania gorzkich kwasow
z wychmielin (79-97%) jednak znaczny ubytek masy byl zwiazany z malym odzy-
skiem biatka surowego (65-80%) i biatka wlasciwego (od 73% przy dwukrotnej eks-
trakcji metanolem do 92% przy etanolu). Woda okazata si¢ najmniej wydajnym eks-
trahentem kwasow chmielowych (32% usunigtych gorzkich kwaséw), co w potacze-
niu z najwigkszym ubytkiem masy wychmielin i biatka ogdlnego oraz potrzeba jej
pdzniejszego usunigeia z wychmielin catkowicie czynilo wodg nieprzydatna do tego
zadania. Najstabszymi zdolno§ciami usuwania kwaséw chmielowych odznaczat si¢
octan etylu, izooktan i mieszanina izooktanu z woda. Jednak w tym przypadku odzysk
biatka ogdlnego byl wyzszy niz w przypadku alkoholi i wynosit 89-97%. Sucha masa
wychmielin poddana ekstrakcji tymi rozpuszczalnikami ulegata nieznacznemu ubyt-
kowi, a mianowicie 6,4—12%. Niewiele mniej efektywnym od etanolu w usuwaniu
gorzkich kwaséw z wychmielin okazat si¢ aceton (74% usunigtych gorzkich kwasow).
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Wiazato si¢ to z bardzo dobrym odzyskiem biatka ogdlnego (93%) i biatka wtasciwego
(98%). Takze strata masy wychmielin poddanych ekstrakcji byta najnizsza wsrod bada-
nych rozpuszczalnikow i wynosita tylko 5,8%. Biorac pod uwage powyzsze, wydaje sig,
ze najbardziej dogodnym rozpuszczalnikiem do usunigcia gorzkich kwasow z wychmie-
lin jest aceton. Zwlaszcza, ze jest to rozpuszczalnik bardzo dobrze ekstrahujacy ksanto-
humol, cenny zwiazek o silnym dziataniu farmakologicznym, ktérego zawartos¢ w ba-
danych wychmielinach wynosita okoto 0,5%. Pozwala to na otrzymanie paszy o wyso-
kiej zawartosci biatka i niskiej zawarto$ci gorzkich kwasoéw. Jednocze$nie roztwor po-
ekstrakcyjny jest bogatym zrédtem drogiego ksantohumolu, co znacznie poprawitoby
optacalnosc¢ procesu.

Powyzsze wyniki badan zostalty migdzy innymi opisane w publikacjach pt. "Influ-
ence of the kind of extractant on the protein content in the spent hop" [10].

2.3.5. Degradacja gorzkich kwaséw chmielowych przez enzymy
pochodzenia roslinnego

Innym kierunkiem badan nad zastosowaniem poekstrakcyjnego odpadu chmielowe-
go w produkcji pasz byto usunigcie szkodliwych sktadnikoéw w nim zawartych w wyni-
ku przeksztatcen enzymatycznych, wykorzystujac do tego enzymy zawarte w owocach
i warzywach. Jest to nowy sposob rozwiazania. Do tej pory podjgto proby uzycia wy-
branych mikroorganizméw: grzybow strzgpkowych i drozdzy do tego celu [75, 76].

W przeprowadzonych pilotazowych badaniach wilasnych wykorzystano ekstrakt
chmielowy, otrzymany w wyniku ekstrakcji szyszek chmielowych nadkrytycznym dwu-
tlenkiem wegla, ktory zawieral sumarycznie 68,8% humulonéw oraz lupulonéw i po-
chodzit z Zaktadu Ekstrakcji Nadkrytycznej Instytutu Nawozéw Sztucznych w Puta-
wach. Wstegpnie przeprowadzono badania przesiewowe, w ktorych oznaczano aktyw-
no$¢ enzymatyczng peroksydaz w roslinnych preparatach enzymatycznych metoda ko-
lorymetryczna z uzyciem o-dianizydyny [35]. Okazalo sig, ze 9 testowanych ekstraktow
ro$linnych wykazywalo taka aktywnos$é. We wilasciwych badaniach nad degradacja
gorzkich kwasow — do rozdrobnionego materiatu biologicznego dodano poliwinylopoli-
pirolidonu oraz 0,1 M buforu fosforanowego o pH=6,0. Tak przygotowana probe¢ ho-
mogenizowano, saczono i roztwor wirowano w temperaturze 4°C. Osad zawierajacy
czgsei stale badanych bioreagentéw i PVPP z zaadsorbowanymi na nim zwiazkami fe-
nolowymi odrzucono. Do otrzymanego supernatantu dodano ekstraktu chmielowego
w metanolu oraz nadtlenek wodoru i wytrzasano w temperaturze 25°C bez dostgpu
swiatla. W przypadku soku z grejpfruta i pomaranczy medium reakcyjne zawierato sok
i PVPP w stosunku ilosciowym 0,1% (m/V) oraz bufor w stosunku objgtosciowym 1:1.
Proba kontrolna zostata sporzadzona analogicznie, z ta rdznica, ze zawierala bufor
zamiast ekstraktu roslinnego.

W celu usunigcia humulonéw i lupulondéw obecnych w wychmielinach zostaty wy-
korzystane preparaty zawierajace peroksydazy pochodzace z soku i skorki grejpfruta
(Citrus paradisi), soku i skorki pomaranczy (Citrus sinensis), korzeni chrzanu pospoli-
tego (Armoracia rusticana), marchwi (Daucus carota), buraka cukrowego (Beta vulga-
ris), pietruszki (Petroselinum crispim) oraz owocow jabtoni (Malus mill) odmiany Gala

(rys. 13).
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Podczas prowadzonych badan analizowano zawarto$¢: kohumulonu, adhumulonu,
kolupulonu i adlupulon oraz monitorowano rozwdj mikroorganizmow i zwiazane z tym
zmiany pH i1 zmgtnienia. Dos§wiadczenia prowadzono w 2 powtorzeniach, oznaczajac
zawarto$¢ gorzkich kwasow po 24 i 72 godzinach. Wszystkie testowane bioreagenty
wykazywaly zdolno$¢ do degradowania gorzkich kwaséw. Po 24 h prowadzenia do-
$wiadczenia ubytek poszczegdlnych kwasow wynosit od 70 do 98%, a po 72 h od 76 do
100%. W tym samym czasie proby kontrolne wykazywaly znaczaco mniejszy ubytek
kwaséw chmielowych w porownaniu do eksperymentéw z uzyciem preparatow enzy-
matycznych, ktory wynosit 62—67% po 24 h 1 68-76% po 72 h. W prowadzonych ba-
daniach pilotowych uzyto rozcienczonego roztworu nadtlenku wodoru, takze w probach
kontrolnych. Zaobserwowany czgsciowy rozkltad kwasow chmielowych jest prawdopo-
dobnie spowodowany jego utleniajacym dziataniem, co bylo wykazane we wcze$niej-
szych badaniach nad utlenianiem kwasow chmielowych katalizowanym jonami metali
[85]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze wydluzenie czasu trwania procesu do 72 h nie miato
znaczacego wptywu na stopien usunigcia gorzkich kwasow chmielowych.

Najlepszymi bioreagentami okazaly si¢ chrzan i marchew, ktore po 72 h usuwaty
100% kohumulonu, 100% r-humulonu i adhumulonu, 99-100% kolupulonu i 98—100%
n-lupulonu i adlupulonu. Biorac pod uwagg, ze gorzki smak pochodzi od humulonow,
dobrymi bioreagentami je degradujacymi byta takze pietruszka (98% usunigtego kohu-
mulonu, #n-humulonu i adhumulonu) oraz skorka z pomaranczy i grejpfruta (odpowied-
nio 96-98% 1 94-96%). Sok z tych owocow nie byt juz tak aktywny (84-88% i1 84—
96%). Mogto to by¢ spowodowane niskim pH, ktére wynosito 3,2-3,9 (uzyty 0,1 M
bufor fosforanowy mial zbyt mata pojemnos¢ buforowa, aby zapewni¢ pH = 6).
Natomiast kolupulon, n-lupulon i adlupulon byty lepiej degradowane w $rodowisku
silnie kwasnym (odpowiednio, 96-100% 1 98-100% po 72 h). Najstabsze wyniki
w 24-godzinnej degradacji uzyskano, uzywajac jabtka (86 i 85%). Jednak byly one
wyzsze niz w probie kontrolnej. W ciagu nastgpnych 48 h wzrosty one znaczaco do,
odpowiednio, 96 1 97%.

Powyzsze wyniki badan pozwalaja przypuszczaé, ze poddanie wychmielin dziataniu
preparatow enzymatycznych, otrzymanych z niektorych owocoéw i warzyw, pozwala na
znaczace zredukowanie w nich zawarto$ci gorzkich kwaséw chmielowych. Stosunkowo
tanim zrodlem enzymow moglyby byé warzywa i owoce lub odpady przemystu spo-
zywczego, na przyktad wyttoczyny owocowe, ktorych dodatek do zmodyfikowanych
wychmielin wzbogacaltby je w sktadniki odzywcze. Wymaga to jednak przeprowadze-
nia dodatkowych badan z uzyciem wychmielin.

Powyzsze wyniki badan zostaly opisane w publikacji pt. ,,Degradacja gorzkich kwa-
sow chmielowych przez enzymy pochodzenia roslinnego” [7].

2.4. Izolowanie ksantohumolu z wychmielin

Interesujacym zwiazkiem pod wzglgdem wilasciwosci farmakologicznych jest ksan-
tohumol, ktorego zawarto§¢ w wychmielinach jest bardzo duza i moze dochodzi¢ do
1%. Posiada on silne wiasciwosci przeciwnowotworowe, antywirusowe, przeciwzapalne
i przeciwutleniajace. Wychmieliny w ostatnim okresie zyskaty znaczenie jako dogodne
zrédlo ksantohumolu. Szyszki chmielowe, po ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem
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wegla, mozna poddac¢ dodatkowej ekstrakcji tym czynnikiem w jeszcze wyzszej tempe-
raturze (powyzej 60°C) i jeszcze wyzszym cisnieniu (powyzej 500 bar). Powoduje to
ekstrakcjg ksantohumolu o wysokiej czystosci, ktorego zawarto§¢ mozna zwigkszyc,
stracajac go z roztworéw zasadowych poprzez ich zakwaszenie [47, 53]. Pierwszy
z tych etapow wymaga jednak z reguly zaprojektowania od podstaw przemystowej in-
stalacji do ekstrakcji nadkrytycznej. Uzycie dodatkowej instalacji, pracujacej przy wyz-
szych parametrach ci$nienia i temperatury, wiaze si¢ z pracochlonnym powtdrnym na-
pelnianiem wychmielinami i opréznianiem z nich. Do ekstrakeji szyszek chmielowych
stosowany moze by¢ aceton lub octan etylu. Modyfikacja tej metody polega na ekstrak-
cji szyszek nadkrytycznym dwutlenkiem wegla i nastepujacej po niej dalszej ekstrakcji
z uzyciem powyzszych rozpuszczalnikow, metanolu lub etanolu [49, 127 145]. Stosuje
si¢ tez ekstrakcje za pomoca mieszanin wody i nizszych alkoholi alifatycznych, keto-
néw lub estrow [22]. Metoda otrzymywania ksantohumolu poprzez ekstrakcje roztwo-
rami etanolowo-wodnymi zostala rowniez opatentowana [45].

Do badan wlasnych uzyto wychmielin otrzymanych w sezonie 2005/2006 o wilgot-
nosci 5,34%. W celu znalezienia rozpuszczalnika efektywnie i selektywnie ekstrahuja-
cego ksantohumol z wychmielin zastosowano ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami.
Do wstgpnych badan uzyto metanolu, etanolu, 70-procentowego wodnego roztworu
etanolu, acetonu, octanu etylu, eteru dietylowego, chloroformu oraz mieszaniny heksan-
-etanol (5:1). Wyniki otrzymane z przeprowadzonych eksperymentéw sa przedstawione
w tabeli 3. Zawarto$¢ ksantohumolu (XH) w ekstrakcie zostala zdefiniowana jako masa
ksantohumolu (w gramach) znajdujaca si¢ w 100 g ekstraktu po odparowaniu rozpusz-
czalnika do statej masy, a wyizolowanie XH z wychmielin — jako masa ksantohumolu,
ktora uzyskano z ekstrakcji w przeliczeniu na 100 g wychmielin.

Tabela 3
Table 3
Ekstrakcja ksantohumolu (XH) z wychmielin odmiany Marynka
Xanthohumol (XH) extraction from Marynka spent hop
Ekstrahent Wyizolowanie XH z wychmielin Zawarto$¢ XH w ekstrakcie
Extractant XH isolation from hop spent [%] XH content in extract [%]
metanol 0,448 2,72
methanol
etanol 0,440 4,35
ethanol
70% etanol 0,412 1,64
70% ethanol
aceton 0,378 12,64
acetone
octan etylu 0,349 11,05
etyl acetate
eter dietylowy 0,281 20,03
diethyl ether
chloroform 0,284 10,30
chloroform
heksan-etanol (83:17) 0,428 10,71
hexane-ethanol (83:17)
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Najwyzszymi stopniami wyizolowania ksantohumolu charakteryzowaly si¢ rozpusz-
czalniki, takie jak metanol (0,448%), etanol (0,44%) i jego mieszanina z heksanem
(0,428%) 1 70-procentowy etanol (0,412%). Dla mieszaniny heksan-etanol w stosunku
83:17 uzyskano wysoka ponad 10-procentowa zawarto$¢ ksantohumolu. Dla reszty po-
wyzszych rozpuszczalnikow wysoka wydajnos¢ ekstrakeji byta jednak okupiona jej niska
selektywnoscia, poniewaz uzyskane ekstrakty zawieraly od 1,64% ksantohumolu w 70%
etanolu do 4,35% w etanolu. Uzyskana wydajno$¢ w przypadku acetonu byta tylko nie-
znacznie mniejsza od uzyskanej przy uzyciu najwydajniejszego metanolu (84% tej warto-
$ci). Jednoczesnie powodowat on pozadane, prawie pigciokrotne zwigkszenie zawartosci
ksantohumolu w uzyskanym ekstrakcie. Podobne rezultaty otrzymano w przypadku octa-
nu etylu. Najwyzsza zawarto$¢ ksantohumolu w ekstrakcie (20%) zapewniato uzycie eteru
dietylowego, przy wyizolowaniu ksantohumolu z wychmielin wynoszacym 0,281%, co
stanowito 63% najwyzszej wartosci, uzyskanej przy wykorzystaniu metanolu.

Bardzo dobre efekty otrzymano, uzywajac mieszaniny heksan-etanol, co spowodo-
wato, ze przebadano ekstrahenty o zmniejszonej zawartosci etanolu, aby ograniczy¢
masg¢ tugowanych zanieczyszczen. Niestety, wiazato si¢ to ze spadkiem masy ekstraho-
wanego ksantohumolu i spadkiem wydajnosci ekstrakcji, az do zera w przypadku uzycia
czystego heksanu. Wyniki tych badan przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4
Table 4
Ekstrakcja ksantohumolu (XH) z wychmielin odmiany Marynka za pomoca
mieszanin heksanu i etanolu
Xanthohumol (XH) extraction from Marynka spent hop using hexane-metanol mixtures

Ekstrahent: heksan:etanol Wyizolowanie XH z wychmielin | Zawarto$¢ XH w ekstrakcie
Extractant: hexane:ethanol | XH isolation from hop spent [%] XH content in extract [%]
83:17 0,428 10,71
90:10 0,370 10,52
95:5 0,236 9,23
97:3 0,138 6,63
99:1 0,019 1,61

100:0 0,000 0,00

Ekstrakcje przeprowadzone z uzyciem ultradzwickoéw wykazaty, ze najwyzsza za-
warto$¢ ksantohumolu w ekstrakcie uzyskano, stosujac eter dietylowy. Aceton wyka-
zywat lepsza ekstrakcje ksantohumolu, ale byl mniej selektywny. Dlatego przeprowa-
dzono podobne badania z eterem etylowym i jego mieszaninami z acetonem w tempera-
turze pokojowej, wrzenia i w aparacie Soxleta (tab. 5).

W przypadku ekstrakcji wrzacym eterem dietylowym zawarto$¢ ksantohumolu
zmieniata si¢ nieznacznie w czasie 5-60 minut (18,7-21,8%), jednak przedluzenie cza-
su miato istotny wplyw na stopiefn wyizolowania tego zwiazku, ktoéry wynosit 0,309%
po 60 minutach prowadzenia procesu. Podobny wynik otrzymano poprzez dodatek 20%
acetonu V/V i prowadzenie ekstrakcji w ciagu 15 minut (0,305%). W tym przypadku
zawarto$¢ ksantohumolu byta o kilka procent nizsza i wynosita 16,6%. Zwigkszanie
zawartos$ci acetonu w stosunku do eteru dietylowego powodowato oczekiwany wzrost
wydajnosci ekstrakcji okupiony niewielkim spadkiem selektywnosci (odpowiednio
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0,410 1 14,5% przy uzyciu czystego acetonu w ciggu 15 minut ekstrakcji). Co cickawe,
15-minutowa ekstrakcja wrzacym acetonem zapewniala podobny stopien wyizolowania
XH, jak 60-minutowa ekstrakcja wrzacym metanolem czy tez etanolem, ktoére wynosilty
odpowiednio 0,419 i 0,422%, jednocze$nie zapewniajac siedmiokrotnie wigksza zawar-
to$¢ ksantohumolu w ekstrakcie. W celu okreslenia ilosci ksantohumolu, maksymalnie
mozliwa do uzyskania, przeprowadzono w sumie trzygodzinng ekstrakcje 40 g wych-
mielin w Aparacie Soxleta za pomoca: najpierw eteru dietylowego, potem acetonu i na
koncu etanolu. Po 60 minutach ekstrakcji eterem dietylowym wyizolowanie XH wyno-
sito 0,383% (80% catosci wyekstrahowanego XH w tym do$wiadczeniu). Jego zawar-
tos¢ byla takze duza i wynosita 22,4%. Ekstrakcja acetonem przez kolejne 60 minut
pozwolita uzyskac¢ dalsze 0,058% wyizolowania (12% catosci) i nastgpna, etanolem,
0,39% wyizolowania (8% calosci).
Tabela 5
Table 5

Ekstrakcja ksantohumolu (XH) z wychmielin odmiany Marynka za pomoca rozpuszczalnikow
Xanthohumol (XH) extraction from Marynka spent hop using various solvents

Ekstrahent metoda czas | Wyizolowanie XH z wychmielin | Zawarto$s¢ XH w ekstrakcie
Extractant method time | XH isolation from hop spent [%] XH content in extract [%]
Et,0 ™ 3 0,214 +0,0055 18,7
Et,0 ™ 15 0,250 +0,0046 19,9
Et,0 ™ 30' 0,274 +0,0001 17,9
Et,0 W 60' 0,309 +0,0022 21,8
Et,0:AcMe 95:5 TW 15 0,264 +0,0176 18,2
Et,0:AcMe 90:10 TW 15' 0,275 +£0,0136 17,6
Et,0:AcMe 80:20 TW 15 0,305 +0,0171 16,6
Et,0:AcMe 70:30 TW 15' 0,307 +0,0050 15,7
Et,0:AcMe 60:40 TW 15' 0,301 +0,0110 15,5
Et,0:AcMe 50:50 TW 15 0,361 +0,0017 15,7
Et,0:AcMe 20:80 TW 15' 0,396 +0,0294 16,0
AcMe ™™ 15' 0,410 +0,0002 14,5
AcMe TP 60' 0,337 +0,0054 16,6
Et,0 TP 60' 0,215 £0,0021 17,4
MeOH T™W 60' 0,419 +0,0006 2,1
EtOH ™ 60' 0,422 +0,0029 2,7
Et,0 Soxlet 60' 0,383 22,4
+ AcMe Soxlet 60' 0,058 *=0,441 +4.4
++ EtOH Soxlet 60" 0,039 X=0,480 ++04

Biorac pod uwage powyzsze, najlepszym sposrod przebadanych rozpuszczalnikiem
jest eter dietylowy, ktory zapewnia najwyzsza selektywnosc¢ i jedna z najlepszych wy-
dajno$ci. Do wyizolowania ksantohumolu do dalszych badan, ze wzglgdu na bezpie-
czenstwo, wykorzystano jednak drugi pod wzgledem posiadanych wiasciwosci 1 uzy-
tecznosci — aceton.
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Bardzo dobre wyniki otrzymane przy uzyciu eteru dietylowego spowodowaly, ze do
ekstrakcji ksantohumolu zastosowano takze eter tert-butylowo-metylowy, jednak uzy-
skane rezultaty byly znacznie gorsze.

Ksantohumol byt podstawowym substratem do syntezy izoksantohumolu, 8-pre-
nylonaringeniny i innych pochodnych, co zostalo opisane w dalszych rozdziatach.
Otrzymano go w wyniku ekstrakcji wychmielin za pomoca acetonu w temperaturze
pokojowej. Nastepnie ekstrakt poddano rozdziatlowi na zelu krzemionkowym i surowy
ksantohumol oczyszczono poprzez opracowang metodg krystalizacji [11]. Uzyskano oko-
to 43% catkowitej ilosci ksantohumolu zawartego w wychmielinach. Widmo "H NMR
byto zgodne z danymi literaturowymi [114].

Na podstawie czg$ci przeprowadzonych powyzszych badan dokonano zgloszenia
patentowego: M. Aniot, K. Jozefowska, A. Zolnierczyk. Sposéb otrzymywania ksanto-
humolu. Nr rej. UP RP: P-388047, 2009.

2.5. Synteza 8-prenylonaringeniny

Ze wzgledu na interesujace wihasciwosci farmakologiczne 8-prenylonaringeniny
zwigzane z jej dziataniem estrogennym i antynowotworowym oraz wzrost zaintereso-
wania przemystu tym zwiazkiem podjgto probe jego syntezy z ksantohumolu.

Najtrudniejszym etapem w syntezie 8-prenylonaringeniny z ksantohumolu poprzez
posredni izoksantohumol bylo dobranie odpowiedniego odczynnika powodujacego deme-
tylacj¢ izoksantohumolu. Powyzsza reakcja zostata szczegdtowo przebadana przez na-
ukowcow niemieckich. Dokonali oni wielu prob jej przeprowadzenia, uzywajac 17 roz-
nych uktadéw demetylujacych, czego finalnym efektem byto otrzymanie zwiazku doce-
lowego z wysoka 92-procentowa wydajnoscia, ktora zapewnial tylko drogi i toksyczny
trifluorometanosulfonianu skandu(Ill). Pozostate przebadane uktady demetylujace charak-
teryzowaly si¢ o wiele mniejsza, lub wrecz zerowa wydajnoscia. Byly to: AlBr;, BBr;,
AlCI; (tworzyly sig tylko produkty cyklizacji fancucha prenlowego lub przytaczenia wody
do niego, nie otrzymano 8-prenylonaringeniny), AlBr;, BBr;, MeAICl, w obecnosci koli-
dyny (wydajno$¢ reakcji wynosita maksymalnie 30%), ZnBr,, Cul, ZnBr,/Cul
Yb,(S04);/KI lub Cul, Sm(OTf)y/KI, Lil/Py, CeCly/Lil, CH;CH3; SNa/DMF (uzyskano
produkt o bardzo matej wydajnosci lub nie powstawat w ogoéle). Dos¢ wysoka, 73-procen-
towa wydajno$¢ uzyskano poprzez zablokowanie dwoch grup hydroksylowych w izoksan-
tohumolu w reakcji z chlorotriizopropylosilanem, demetylacj¢ za pomoca AlBr; i usunig-
cie grupy zabezpieczajacych w reakcji z (n-Bu),NF. Wyniki ich badan zostaly zebrane
w formie publikacji [165] i $wiatowego zgloszenia patentowego [166].

W przesztosci przeprowadzono wiele syntez, majacych na celu otrzymanie 8-preny-
lonaringeniny. Pierwsze z nich polegaty na bezpos$rednim C-prenylowaniu dostgpne;j
w sprzedazy naringeniny, jednak uzyskane wydajnos$ci byly bardzo mate [79-81, 109,
114, 149]. Synteza, w ktorej uzyskano ja z do$¢ dobra wydajnoscia (45%), polegata na
przeprowadzeniu naringeniny w octan, utworzeniu eteru prenylowego w reakcji grupy
hydroksylowej przy 7 atomie wegla w pierscieniu ,,A” z 3-metylo-2-buten-1-olem,
przegrupowaniu Claisen’a wobec soli europu(IIl) i zasadowej hydrolizy tak powstatego
octanu do 8-prenylonaringeniny [61]. Synteza z 2',4',6'-trihydroksyacetofenonu okazata
si¢ malo wydajna [140].
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W planowaniu badan wlasnych wzigto pod uwagg inne, nieprzebadane jeszcze od-
czynniki demetylujace i dealkilujace. Literatura dotyczaca tego tematu dostarcza wielu
roznorodnych reagentdw tego typu. O-dealkilacja eterow alkilowych lub aryloalkilo-
wych ma réznorodne zastosowanie w syntezie organicznej, zwlaszcza w deprotekcji
uprzednio zabezpieczonej grupy hydroksylowej, pod postacia malo reaktywnego eteru.
W zaleznos$ci od budowy substratu reakcje dealkilacji mozna przeprowadzi¢ na wiele
sposobow. Do odszczepienia prostych grup alkilowych wykorzystuje si¢ kwasy
(HCI/Py, HBr, HI), kwasy Lewisa (BCls, n-BuyNI/BCl;, BBr3, AlCl;, AICI;/Py, AlBr3,
AlBr;/Nal, SiCly/Nal, BeCl,, ZnBr,, NiCl,/Zn, ciecze jonowe zawierajace anion Al,Cly),
zasady (piperydyna, N,N-bis(trimetylosililo)amidek sodu Iub litu, diizopropyloamidek
litu, C,HsSNa, C¢HsSK, CH;(CH,;);;SNa), wodorki metali (LiAlHy) i inne (warunki
redukcji Birch’a: metal I lub II grupy uktadu okresowego pierwiastkow w ciektym
amoniaku lub aminie), CH3;Mgl, CeCls/Nal) [163]. Odczynniki tego typu daja dobre
rezultaty, lecz w wigkszo$ci, z powodu ich wysokiej reaktywnosci, nalezy bra¢ pod
uwagg niepozadane reakcje, jakie moga zachodzi¢ w innych miejscach czasteczki.
Szczegblnie interesujaca, ze wzgledu na tagodne warunki prowadzenia, jest reakcja
demetylacji z zastosowaniem LiCl w dimetyloformamidzie [48]. Reakcja ta pozwala
selektywnie usuna¢ grupg metylowa w pozycji orto w stosunku do sprzgzonej grupy
karbonylowej w aromatycznych ketonach i aldehydach. Jezeli w zwiazku sg obecne
grupy metoksylowe w pozycji meta i para, to ulegaja one demetylacji w dalszej kolej-
nosci. Podobnie dziata BeCl, w benzenie lub toluenie [138]. Bardzo dogodnym do
przeprowadzenia tego typu chemoselektywnej demetylacji jest Mgl,x2Et,0, ktéry moz-
na tatwo otrzymaé z magnezu, jodu i eteru dietylowego [156]. Ta rzadko stosowana
metod¢ uzyto do demetylacji S-acetylo-4,6-dimetoksy-2-izopropenylo-2,3-dihydro-
benzofuranu [169] i pochodnych 2,6-dimetoksybenzaldehydu o wydajnosci 63-94%
[168] (rys. 14).

(0] OMe 0 OH (0] OMe
Mgl, x 2Et,0
+

MeO (0] MeO le) HO O

O OMe
H Mgl, x 2Et,0 R3 R3
MeO R2

R1 HO R2 MeO R2

R1, R2, R3 = H, Me, Pent, Cl

Rys. 14. Demetylacja pochodnych 4,6-dimetoksydihydrobenzofuranu i 2,6-dimetoksybenzal-
dehydu pod wplywem eteratu jodku magnezu

Fig. 14. Demethylation of 4,6-dimethoxydihydrobenzofuranes and 2,6-dimethoxybenzal-dehydes
with magnesium iodide etherate
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W badaniach wlasnych wyjsciowy w syntezie ksantohumol uzyskano poprzez eks-
trakcj¢ wychmielin acetonem, oczyszczenie chromatograficzne na zelu krzemionkowym
i krystalizacjg. Z tego zwiazku otrzymano izoksantohumol z 84-95-procentowa wydaj-
nos$cia wedhug znanej procedury (rys. 15), polegajacej na zadaniu ksantohumolu
I-procentowym NaOH, zakwaszeniu roztworu [165] i oczyszczeniu produktu za pomo-
ca chromatografii kolumnowej. Wyniki analizy "H NMR produktu byly zgodne z da-
nymi literaturowymi [144, 165].

Majac do dyspozycji niewielki wybor nieprzebadanych jeszcze odczynnikow deme-
tylujacych, najpierw zastosowano BF; wobec n-BuyNI. Niestety, docelowy produkt
tworzyt si¢ z niewielka 7-procentowa wydajnoscia (oznaczona za pomoca HPLC). Do-
piero zastosowanie Mgl,x2Et,O pozwolilo otrzymaé wysoka 93-procentowa wydajnosc
praktyczna.

Rysunek 16 przedstawia proponowany przebieg reakcji demetylacji izoksantohumo-
Iu pod wptywem uzytych eteratow jodku, bromku lub chlorku magnezu, oparty na
uproszczonym mechanizmie reakcji demetylacji zaproponowanym do pochodnych 2,6-
-dimetoksybenzaldehydu [168]. Mechanizm ten zaktada tworzenie si¢ kompleksu soli
magnezu z grupa karbonylowa oraz grupa metoksylowa w polozeniu orto. Nastgpnie
w reakcji tej dochodzi to termicznej eliminacji lotnej fluorowcopochodnej metanu
z utworzeniem soli magnezowej 8-prenylonaringeniny, ktora w lekko kwasnym s$rodo-
wisku zostaje przeksztatcona w 8-prenylonaringening.

1. NaOH/H,0

—_—

2. H,S0,

84 %

1 2

Rys. 15. Cyklizacja ksantohumolu (1) do izoksantohumolu (2)
Fig. 15. Cyclization of xanthohumol (1) to isoxanthohumol (2)
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MgX, x 2Et,0 2.aq NH,CI
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2 3
Rys. 16. Demetylacja izoksantohumolu (2) za pomoca eteratow halogenkéw magnezu. X = I,
Br, CI
Fig. 16. Demethylation of isoxanthohumol (2) with etherates of magnesium halogenates. X =1,
Br, ClI

Warunki prowadzenia tej reakcji, identyczne z opisanymi dla innych, znacznie mniej
polarnych substratow [168, 169], dawaty o wiele nizszg wydajno$¢ produktu. Opraco-
wana metoda otrzymywania 8-prenylonaringeniny polegata w pierwszym rzedzie na
syntezie Mgl,x2Et,0 z pierwiastkow i eteru dietylowego w temperaturze pokojowe;.
Nastgpnie w atmosferze N, do kolby dodawano izoksantohumol, THF, roztwor eteratu
jodku magnezu i cato$¢ ogrzewano do wrzenia przez 12 h. Tak dobrane warunki byty
efektem szeregu przeprowadzonych doswiadczen majacych na celu optymalizacje wy-
dajnos$ci procesu, ktore polegaty na doborze odpowiedniego rozpuszczalnika, tempera-
tury, czasu trwania reakcji, wzajemnego stosunku molowego reagentow i sposobu prze-
robu mieszaniny poreakcyjnej. Szczego6lnie istotne byto zachowanie $cisle bezwodnych
warunkow reakcji. W przeciwnym razie tworzyty si¢ produkty uboczne, trudne do od-
dzielenia od 8-prenylonaringeniny. Po zakonczeniu reakcji czgsciowo odparowano roz-
puszczalnik, dodano nasycony roztwor NH4Cl, ekstrahowano produkt chlorkiem mety-
lenu, roztwor organiczny suszono za pomocg Na,SOy i wydzielono produkt przy uzyciu
chromatografii kolumnowej. Podobnie wykonano reakcje z uzyciem MgBrx2Et,0,
Cal,x2Et,0 oraz MgCl,x2Et,0, ktory otrzymano, mieszajac bezwodny MgCl, w bez-
wodnym eterze dietylowym. Reakcje z uzyciem Mg(OAc), i Mg(OMe), wykonano
podobnie jak dla MgCl,. Mg(OMe), otrzymano z magnezu i metanolu.

Rezultaty przeprowadzonych reakcji demetylacji izoksantohumolu i ksantohumolu
z uzyciem soli magnezu i wapnia sg przedstawione w tabeli 6. Jako medium reakcyjne
zostal wybrany tetrahydrofuran, w ktorym dobrze rozpuszczaly si¢ reagenty. Pierwsze
reakcje, ktére wykonano w eterze dietylowym, zachodzily bardzo powoli, co mogto by¢
spowodowane niska rozpuszczalnoscia zaréwno izoksantohumolu, jak i 8-prenylo-
naringeniny oraz niska temperatura mieszaniny reakcyjnej. Najlepsze wydajnosci, 88
i 93% (reakcje przeprowadzono na odpowiednio 50 i 400 mg substratu), otrzymano,
gdy zastosowano Mgl, x 2Et,0 w warunkach $cisle bezwodnych. W przypadku
MgBr,x2Et,0 1 MgCLx2Et,0 wydajnosci reakcji byly znaczaco mniejsze i wynosity
odpowiednio, 38,6 i 3,9%.
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Tabela 6

Table 6
Demetylacja ksantohumolu (1) i izoksantohumolu (2) [11]
Demethylation of xanthohumol (1) and isoxanthohumol (2)

Substrat Sl magnezu %ﬁi Wydajnoéc’ Odzyskany 1 lub 2
Substrate Magnesium salt [h] Yield [%] Recycled 1 or 2 [%]

1 1 Mgl, 48 0°¢ 0°

2 2 Megl, 12 88 #(93%) 0°0"

3 2 MgBr, 12 392 0°

4 2 MgCl, 12 43P 82°

5 2 Cal, 72 11° 73°

6 2 Mg(OAc), 48 0°c 60°

7 2 Mg(OMe), 48 0° 76 °

* wydajno$¢ izolowana, reakcje zostaly przeprowadzone z uzyciem 50 mg 1 lub 2
isolated yield, the reaction was carried out with 50 mg of 1 or 2

® wydajnos¢ oznaczona za pomoca HPLC
yield based on HPLC analysis

¢ wiele produktow
many products

W literaturze nie znaleziono propozycji szczegdétowego mechanizmu tej reakcji, jed-
nak wydaje sig, ze polega ona na nukleofilowym ataku anionu fluorowca na grupg me-
tylowa zwiazang z atomem tlenu. Taki mechanizm zostat zaproponowany w katalizo-
wanej chlorkiem litu reakcji demetylacji, zachodzacej w pozycji orto w stosunku do
sprzezonej grupy karbonylowej eterow arylowych [48]. To zatozenie thumaczy zmniej-
szenie reaktywnos$ci w szeregu Mgl, > MgBr, > MgCl,, poniewaz sita nukleofila,
ktorym jest anion fluorowca, spada w tym samym kierunku (I" > Br" > CI'). Cal, byt
mniej efektywny niz Mgl, w reakcji demetylacji i 8-prenylonaringenina tworzyta sig
z 11-procentowa wydajnoscig po 72 godzinach reakcji. Biorac pod uwage, ze w drugiej
grupie gtdéwnej uktadu okresowego pierwiastkow przed wapniem i magnezem znajduje
si¢ beryl, oraz ze BeCl, jest znanym odczynnikiem demetylujacym [163], mozna prze-
widzieé¢, ze powinien on réwnie tatwo powodowacé powyzsza reakcje demetylacji izok-
santohumolu. W przypadku ksantohumolu (1) tworzyta si¢ skomplikowana mieszanina
produktow i nie udato si¢ wyizolowaé dezmetyloksantohumolu, spodziewanego produk-
tu reakcji. Moze to by¢ zwiazane z faktem, ze w wyjsciowym ksantohumolu grupa kar-
bonylowa tworzy z grupa hydroksylowa w pozycji orto silne, wewnatrzczasteczkowe
wiazanie wodorowe (rys. 15) i nie jest w stanie wytworzy¢ kompleksu z magnezem,
analogicznego do tego, jaki przedstawiono na rysunku 16.

W przypadku zastosowania octanu magnezu: Mg(OAc), i metoksylanu magnezu:
Mg(OMe), nie zaobserwowano tworzenia si¢ 8-prenylonaringeniny. Octan magnezu
zastosowano jako donor grupy AcO’, ktora jest stabym nukleofilem i staba zasada. Me-
toksylan magnezu byl Zrédlem mocnego nukleofila, anionu metoksylowego (MeO),
ktory jest jednoczeSnie mocng zasada i reaguje z grupami fenolowymi izoksantohumolu.
W przypadku metoksylanu magnezu, jezeli reakcja demetylacji by zachodzita, powinno
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by¢ to zwiazane z eliminacja eteru dimetylowego, ktory jako gaz opuszczatby miesza-
ning reakcyjna i tym samym przesuwat rownowagg reakcji w kierunku tworzenia pro-
duktu. Takiej reakcji jednak nie zaobserwowano.

Wyniki badan prezentowane w tym rozdziale zostaly migdzy innymi opisane w pu-
blikacji pt. "An efficient synthesis of the phytoestrogen 8-prenylnaringenin from isoxan-
thohumol with magnesium iodide etherate" [11].

Na podstawie przeprowadzonych badan dokonano takze zgloszenia patentowego:
M. Aniot, K. Szymanska, A. Zonierczyk. Sposoéb wytwarzania 8-prenylonaringeniny
i jej pochodnych. Nr rej. UP RP: P-384696, 2008.

2.6. Synteza pochodnych izoksantohumolu
i 8-prenylonaringeniny

W literaturze niewiele jest doniesien na temat syntezy pochodnych 8-prenylo-
naringeniny (izoksantohumol moze by¢ rozpatrywany jako jej 4-O-metylopochodna).
W wyniku metylacji 8-prenylonaringeniny za pomoca siarczanu dimetylu tworzyt sig
eter trimetylowy tego zwiazku. Reakcji towarzyszylo otwarcie pier§cienia z utworze-
niem dimetylowej pochodnej ksantohumolu [81]. 7,4’-di-O-acetylo-8-prenylnaringenina
byla zsyntezowana z 7,4’-di-O-acetylonaringeniny poprzez jej 4-O-prenylowy eter,
ktory byt poddany przegrupowaniu Claisen’a-Cope’a [61]. Optycznie czynne 7,4’-di-
O-metylo- Iub diacetylopochodne izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny otrzymano
w wyniku enancjoselektywnego uwodornienia grupy karbonylowej do hydroksylowe;j
w pozycji C4 i rozdzial produktow za pomoca chromatografii cieczowej. Drugie enan-
cjomery powyzszych zwiazkow zsyntezowano w wyniku utlenienia otrzymanych alko-
holi. W wyniku hydrolizy tak uzyskanych optycznie czystych octandw otrzymano czy-
ste enancjomery izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny, [108]. Opracowujac tania
metod¢ wykrywania §ladowych ilosci 8-prenylonaringeniny, zsyntezowano hapteny
tego zwiazku bedace pochodnymi kwasow karboksylowych, ktore potaczono z surowica
albuminy bydlecej w celu produkcji specyficznych przeciwcial u krolikow. Badania
przeprowadzono w zwiazku z oceng ryzyka, jakie niesie spozywanie matych ilosci
8-PN, np. w piwie, gdyz zwiazek ten posiada silne wiasciwosci estrogenne. Hapteny
zawieraly pi¢¢ fragmentow rézniacych si¢ dlugoscia o budowie: -(CH,),COOH (n=1,
3,5,619), ktére byty przytaczone do grup C7-OH lub C4’-OH [136].

Zastosowanie grzybow do transformacji ksantohumolu prowadzito do 4’-O-gluko-
zylacji tego zwiazku pod wpltywem Absidia glauca (rys. 17). Inny mikroorganizm,
Beauveria bassiana, dostarczyt podobny produkt, ktéry dodatkowo byl podstawiony
w pozycji 4’’-OH grupa metylowa. Otrzymano takze produkt przylaczenia wody do
wiazania podwdjnego grupy prenylowej oraz produkty jej cyklizacji w wyniku biotrans-
formacji za pomoca, odpowiednio, Pezicula cinnamomea lub Fusarium equiseti [74].

Analogiczne produkty cyklizacji otrzymano, przeprowadzajac biotransformacje
ksantohumolu za pomoca Pichia membranifaciens [167]. Powyzszy przeglad literatu-
rowy nie obejmuje prac nad zwiazkami uzyskanymi w wyniku badan nad metaboli-
zmem ksantohumolu, izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny w organizmach zywych.
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Pezicula cinnamomea Fusarium equiseti

Rys. 17. Transformacja ksantohumolu przez wybrane grzyby
Fig. 17. Transformation of xanthohumol by selected fungi
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Ta zadziwiajaco mata liczba zsyntezowanych analogdéw powyzszych zwiazkow jest
prawdopodobnie spowodowana ich trudna dost¢pnoscia, zwiazang z bardzo wysokim
kosztem zakupu. Ponizej przedstawiono wyniki badan dotyczacych syntezy O-pocho-
dnych izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny, ktore sa zwiazkami o potencjalnym
dziataniu farmakologicznym. Wszystkie zsyntezowane, opisane w tym rozdziale po-
chodne posiadaty wyzsza lipofilowo$¢ niz wyj$ciowy izoksantohumol (2) i 8-prenylo-
naringrnina (3).

Estry jako proleki sg stosowane, aby zwigkszy¢ lipofilowos¢ lekow hydrofilowych,
co ulatwia transport przez membrany biologiczne w komorkach, czego rezultatem jest
poprawienie wchianiania lekow doustnych. Estry moga ulega¢ chemicznym lub enzy-
matycznym reakcjom w celu uwolnienia substancji czynnej, na przyktad hydrolizie
przez esterazy [15, 94, 150]. Leki estrogenne w terapii hormonalnej menopauzy u ko-
biet sa czgsto aplikowane naskornie, tak jak w przypadku 8-prenylonaringeniny, ktora
stosuje si¢ w pewnego typu kremach [42]. W literaturze nie znaleziono informacji na
temat badan tego rodzaju, lecz wydaje sig, ze podobne wchtanianie i dzialanie estrogen-
ne powinno by¢ obserwowane w przypadku 8-prenylonaringeniny i jej pochodnych.
Aby zwiazek mogt przeniknaé przez barierg skory, powinien posiada¢ odpowiednia
lipofilowo$¢ i hydrofilowos¢é. Pierwszy z tych czynnikow jest konieczny, by nastapito
wchianianie do stratum corneum. Pewna hydrofilowos$¢ jest potrzebna, aby umozliwi¢
absorpcje do wewngetrznych warstw skory [83]. Takie, zdawatoby sig, przeciwstawne
wymagania sa spetnione dla prolekow bedacych estrami. Maja wysoka lipofilowosc,
ktéra umozliwia im latwe przeniknigcie do wngtrza skory, gdzie ulegaja hydrolizie do
zwiazkow terapeutycznych, bgdacych alkoholami, fenolami lub kwasami karboksylo-
wymi [21, 82, 171]. Co wigcej, szybkos¢ hydrolizy moze by¢ modyfikowana dtugoscia
albo rozgal¢zieniem tancucha sktadowego alkoholu Iub kwasu w estrze [142]. Takiego
dzialania mozna si¢ spodziewa¢ w przypadku acetylowych pochodnych 8-prenylo-
naringeniny, ktorych synteza byta celem ponizszych badan. Aby przebadaé uniwersal-
no$¢ metody demetylacji, zsyntezowano takze pochodne begdace eterami, ktore ze
wzgledu na duza stabilno$¢ sg rzadko stosowane jako proleki. Jednak nie mozna catko-
wicie wykluczy¢ ich aktywnosci biologicznej, chociazby ze wzgledu na fakt, ze izo-
ksantohumol moze by¢ biotransformowany do 8-prenylonaringeniny przy udziale mi-
kroflory jelitowej cztowieka, co jest zwiazane z rozczepieniem wigzania eterowego
[123, 124].

Gtownym celem prowadzonych badan bylo przebadanie reakcji demetylacji 7-O-
i 4’-O-podstawionych pochodnych izoksantohumolu do odpowiednich pochodnych
8-prenylonaringeniny. Przeprowadzone reakcje obrazuje rysunek 18 i tabela 7.

Jako modelowe substraty do reakcji demetylacji wybrano metylowa, n-pentylowa,
allilowa, acetylowa i palmitoilowa pochodna izoksantohumolu, ktore roznity si¢ dhugo-
$cig tancuchéw alkilowych. Biorac pod uwagg to, ze reakcja zachodzita z dobra wydaj-
no$ciag w przypadku niepodstawionego izoksantohumolu, zatozono, ze wydajno$ci reak-
cji demetylacji przeprowadzone na monopodstawionych pochodnych powinny by¢ po-
dobne do reaktywnos$ci dipodstawionych zwiazkdéw. Z tego powodu synteze pochod-
nych izoksantohumolu wykonano przy duzym nadmiarze czynnikow acylujacych lub
alkilujacych, aby otrzymac dipodstawione pochodne.
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o Q RX, R= alkil, allil acyl 0 1. Mgl, o ‘O
alkyl, allyl, acyl 2.aq. NH,CI
HO (0] p-C¢H,OH R,0 (¢} p-C;H,OR, R,0 (¢} p-C¢H,OR,
2 4-10 11-15

Rys. 18. Synteza pochodnych 8-prenylonaringeniny (11-15) z izoksantohumolu poprzez jego
pochodne (4-10)
Fig. 18. Route of the 8-prenylnaringenin derivatives (11-15) synthesis from isoxanthohumol (2)
via isoxanthohumol derivatives (4—10)
Tabela 7
Table 7

Synteza 7-O- i 4’-O-podstawionych pochodnych izoksantohumolu (4-10) i ich demetylacja
do 8-prenylonaringenin (11-15)
Synthesis of 7-O- and 4’-O-substituted isoxanthohumols (4-8) and their demethylation
to 8-prenylnaringenins (9—15)

Substrat Produkt R R
Substrate Product ! 2

la 2 4 CH;- CH;-

1b 2 5 CH;- H

2a 2 6 CH;(CH,),4- H

2b 2 7 CH;(CH,)4- CH;(CH,),-

3 2 8 CH,=CHCH,- CH,=CHCH,-

4 2 9 CH,;C(0)- CH;C(0)-

5 2 10 CH;3(CH,)14C(0)- CH;(CH,)14C(0)-

6 4 11 CH;- CH;-

7 6 12 CH;(CH,)4- H

8 8 13 CH,=CHCH,- CH,=CHCH,-

9 9 14 CH,;C(0)- CH;C(0)-

10 10 15 CH;(CH,)14,C(0)- CH;(CH,)14C(0O)-

Estry metylowe (4 i 5) zsyntezowano, uzywajac duzego nadmiaru jodku metylu
z wydajnosciami odpowiednio 69 i 9%. W tym przypadku nie obserwowano rozczepie-
nia pierécienia C, jakie miato miejsce w przypadku metylacji 8-prenylonaringeniny za
pomoca siarczanu dimetylu [81]. Alkilowanie jodkiem n-pentylu zachodzito z mniej-
szymi wydajno$ciami: 28% (6) i 14% (7). Zwiazki (8, 9 i 10) otrzymano z dobrymi
wydajnosciami (79-88%) odpowiednio w reakcjach z bromkiem allilu, bezwodnikiem
octowym i chlorkiem palmitoilu.

Demetylacje tak otrzymanych pochodnych przeprowadzono za pomoca eteratu jod-
ku magnezu wedhug metody opracowanej poprzednio dla izoksantohumolu. Demetyla-
cja eteru trimetylowgo 8-prenylonaringeniny (4) potwierdzita, ze zachodzi ona w pozy-
cji orto w stosunku do grupy karbonylowej sprzg¢zonej z pier§cieniem aromatycznym.
Zablokowanie dwoch grup hydroksylowych pod postacia eterow metylowych spowo-
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dowato obnizenie wydajnosci reakcji w poréwnaniu z demetylacja izoksantohumolu
i tworzyt si¢ glowny produkt (11) z 61-procentowa wydajnoscia. Jest to produkt natu-
ralny izolowany z Esenbeckia berlandieri ssp. Acapulcensis [30] i Azadirachta indica
[141]. Substrat w powyzszej reakcji (4) jest takze obecny w matych ilosciach w chmielu
[47, 117]. Bardziej wydajna okazala si¢ demetylacja (85%), gdy zastosowano pochodna
z dluzszym fragmentem alkilowym, eter n-pentylowy (6), co prowadzito do produktu
(12). Kwasy Lewisa, takie jak uktad CeCls/Nal, stosuje si¢ w celu deprotekcji eterow
allilowych alkoholi i fenoli [18, 151]. Demetylacja 7,4’-di-O-alliloizoksantohumolu (8)
zostata przeprowadzona w celu sprawdzenia, czy reakcji demetylacji nie towarzyszy
dealkilacja, zwlaszcza, ze w tym przypadku istniata taka mozliwo$é, poniewaz uzyty
w duzym nadmiarze jodek magnezu, sktadajacy si¢ z magnezu (typowy kwas Lewisa)
i jodu (silny nukleofil) mogt to powodowacé. Diacetylo- i palmitoilopochodne izoksan-
tohumolu, estry, ktore sa czgsto stosowane jako proleki, poddano takze reakcji demety-
lacji, ktora prowadzita do odpowiednich pochodnych 8-prenylonaringeniny (14 i 15)
z 88 i 75-procentowa wydajnoscia.

Przeprowadzone badania udowodnily, ze jest mozliwa synteza 7-O- i 4’-O-
-podstawionych pochodnych 8-prenylonaringeniny poprzez demetylacje pochodnych
izoksantohumolu i nie obserwuje si¢ znaczacego wptywu rodzaju podstawnika w pozy-
cjach 4-O i 7-O na wydajno$¢ reakcji, co czyni ja uniwersalng w otrzymywaniu tego
typu zwiazkow. Jakkolwiek podczas optymalizacji procesu demetylacji izoksantohumo-
lu bardzo czgsto byt obserwowany rozktad reagentow, co byto prawdopodobnie zwia-
zane ze znana niestabilnos$cia flawonoidéw. Opracowana metoda moze by¢ zastosowana
do syntezy potencjalnie bioaktywnych pochodnych 8-prenylonaringeniny, na przyktad
w kombinatoryce chemicznej do syntezy bibliotek zwiazkoéw. Pozwala takze na podnie-
sienie optacalno$ci przerobu wychmielin, dotychczasowego produktu odpadowego
przemyshu piwowarskiego.

W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymano 4 znane zwiazki, ktorych dane
spektroskopowe 'HNMR i IR byly zgodne z literaturowymi. Do tej grupy nalezaty:
7,4’-di-O-metyloizoksantohumol (4) [147], 7-O-metyloizoksantohumol (5) [108], 7,4’-
-di-O-metylo-8-prenylonaringenina (11) [30, 141] oraz 7,4’-di-O-acetylo-8-prenylona-
ringenina (14) [72, 107, 61, 136].

Nowymi zwiazkami, nieopisywanymi dotychczas w literaturze, byty: 7-O-n-penty-
loizoksantohumol (6), 7,4’-di-O-n-pentyloizoksantohumol (7), 7,4’-di-O-allilizoksan-
tohumol (8), 7,4’-di-O-acetyloizoksantohumol (9), 7,4’-di-O-palmitoiloizoksantohumol
(10), 7-O-pentylo-8-prenylonaringenina (12), 7,4’-di-O-allilo-8-prenylonaringenina (13)
i 7,4’-di-O-palmitoilo-8-prenylonaringenina (15). Ich budowg potwierdzono poprzez
analize widm 'H NMR i IR.

Na podstawie przeprowadzonych badan dokonano takze 6 zgloszen patentowych,
wymienionych w Przedmowie niniejszego opracowania.
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2.7. Biotransformacje flawonoidéw chmielu
za pomoca roslin wyzszych

Rosliny sa w stanie transformowaé zwiazki chemiczne zaréwno endogenne, jak
i ksenobiotyki, za pomoca swojego systemu enzymatycznego. Kultury komoérkowe
i tkankowe, izolowane enzymy oraz rozdrobnione czg¢$ci roslin stosuje si¢ szeroko do
regio- i stereospecyficznych transformacji zwiazkow terpenowych, steroidéw, alkalo-
idoéw, zwiazkéw aromatycznych, estrow, ketonow, aldehydow, alkoholi, kwasow kar-
boksylowych, pochodnych kumaryny, zwiazkow fenolowych i innych. Prowadzone
reakcje obejmuja utlenienie, epoksydacje, redukcjg, uwodornienie, hydroksylacje, hy-
droliz¢, metylacjg, cyklizacjg, acylacje, izomeryzacjg, glikozylacje 1 estryfikacje
[62, 78].

Zwiazki fenolowe w kulturach komorkowych ulegaja najczesciej glukozylacji lub
estryfikacji [101]. Zawiesina komoérek Catharanthus roseus (barwinka rozowego) glu-
kozyluje dwie grupy fenolowe kurkuminy [84] (rys. 19).

AN
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HO OH

Rys. 19. Kurkumina
Fig. 19. Curcumine

Krzew Rauvolfia serpentine (rauwolfia zmijowa), zioto stosowane w medycynie
wielu krajow, katalizuje biosyntezg¢ arbutyny, stosowanej w preparatach do rozjasniania
przebarwien skory, ktora jest B-glukozydem hydrochinonu [14]. Glukotransferazy za-
warte w wielu roslinach, migdzy innymi w tytoniu szlachetnym (Nicotiana tabacum)
i winorosli (Vitis sp.), powoduja glukozylacj¢ kwercetyny, najbardziej rozpowszechnio-
nego w $wiecie roslinnym flawanolu, majacej silne wilasciwosci przeciwutleniajace
i stosowanej w lecznictwie [88].

Flawanony zawieraja w swojej budowie szkielet 4-chromanonu. Ten zwiazek oraz
6-acetylo-2,2-dimetylo-4-chromanon, poddany dziataniu Baccharis crispa, Bachcaris
flabellata, Buddleja cordobensis, Gardenia augusta, Gardenia pulchella, Tessaria ab-
sinthioides Tub korzenia Daucus carota, ulega redukcji z utworzeniem odpowiednich
alkoholi [118] (rys. 20). Najwyzsza wydajnos¢ konwersji 4-chromanonu, powyzej 97%,
zaobserwowano w Daucus carota. Uzyskana czysto$¢ optyczna S-alkoholu wynosita
powyzej 98%. Z podobna wydajnoscia i czystoscia optyczna byt transformowany drugi
substrat, 6-acetylo-2,2-dimetylo-4-chromanon. W tym przypadku w najwigkszej ilosci
tworzyt si¢ produkt redukcji grupy acetylowej (74—81%). Mniej uzyskano produktu
redukcji grupy karbonylowej pierscienia heterocyklicznego (10-14%). Redukcja dwoch
grup karbonylowych naraz zachodzita w niewielkim stopniu (1-8% uzyskanego pro-
duktu).
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Rys. 20. Redukcja 4-chromanonu i 6-acetylo-2,2-dimetylo-4-chromanonu przez Daucuc carota
Fig. 20. Reduction of 4-chromanone and 6-acetyl-2,2-dimethyl-4-chromanone by Daucus carota

Ze wzgledu na duza aktywnos¢ biologiczna flawonoidéw chmielu podjeto w prowa-
dzonych badaniach wtasnych proby wykorzystania systemoéw enzymatycznych roslin do
syntezy ich pochodnych. Owoce, warzywa, inne czg$ci roslin oraz ich kultury tkankowe
sa powszechnie wykorzystywane do redukcji ketonéw i alkenow, hydroksylacji, gluko-
zylacji, hydrolizy estrow, epoksydacji i innych. Ze wzgledu na latwo§¢ prowadzenia
szczegoblne znaczenie ma metoda biotransformacji polegajaca na uzyciu rozdrobnionych
owocoéw 1 warzyw. Z reguly doswiadczenia prowadzi si¢ przez 48 h, zakladajac, ze
w tym czasie rozwijajaca si¢ mikroflora nie ma znaczacego wptywu na przebieg proce-
su i rzadko wykonuje si¢ monitoring mikrobiologiczny. Jak wskazuje dostgpna literatu-
ra, zrodtem stosowanych bioreagentow moze by¢ lokalny sklep. Uniemozliwia to jed-
nak doktadne oznaczenie odmiany rosliny i okreslenie, czy i jakie srodki ochrony roslin
byly zastosowane, co migdzy innymi moze mie¢ wptyw na rozwoj mikroflory podczas
prowadzonych do$wiadczen. Wydajnosci tego typu biotransformacji zaleza takze od
okresu w roku, w ktorym sa prowadzone, a najlepsze wyniki otrzymuje si¢, stosujac
$wiezo zebrane rosliny. W jednym z klasycznych tokow postgpowania bioreagent myje
si¢ woda, moczy przez 20 minut w 5-procentowym roztworze podchlorynu sodu w celu
usunigcia mikroorganizméw znajdujacych si¢ na powierzchni i tuz pod nia. W tym cza-
sie silnie zasadowy roztwor podchlorynu penetruje miazsz owocéw i warzyw na glebo-
ko$¢ okoto 1 mm. Biokatalizator oplukuje si¢ etanolem, przenoszac do komory lami-
narnej, w ktdrej w sterylnych warunkach rozdrabnia si¢ go, odwaza do kolb i dodaje
bufor lub wodg oraz substrat. Postep reakcji bada si¢ zazwyczaj poprzez pobieranie
ciektych probek, ich ekstrakcje rozpuszczalnikiem i oznaczanie ilosciowe badanych
zwigzkéw metodami chromatograficznymi [6]. Do tej pory niewiele jest publikacji na
temat analogicznych biotransformacji flawonoidow z wykorzystaniem rozdrobnionych
warzyw 1 owocOow. Podczas prowadzenia biotransformacji flawonoidow nalezy
uwzgledni¢ fakt, ze moga one by¢ absorbowane przez biomasg, co moze prowadzi¢ do
trudnosci z ilosciowym wyizolowaniem reagentow po biotransformacji czy tez powo-
dowac¢ btedy w ich iloSciowym oznaczeniu.

Celem prowadzonych badan bylo opracowanie metody skriningu biotransformacji
oraz przebadanie przeksztatcen flawonoidow chmielu na przyktadzie ksantohumolu,
izoksantohumolu, 8-prenylonaringeniny oraz naringeniny z uzyciem rozdrobnionych
owocow 1 warzyw. Podczas prowadzonych dos§wiadczen badano sterylno$¢ srodowiska
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reakcji, poniewaz przeksztalcenia tego typu moga zachodzi¢ rowniez pod wplywem
mikroorganizmow, co prowadzi do niejednoznacznych wynikéw [131]. Posiewy wyko-
nywano, stosujac dwa rozne podloza — jedno sprzyjajace rozwojowi grzybow i drugie,
uzywane do hodowli bakterii. Standardowo badano tez pH. W doborze ro$lin kierowano
si¢ mozliwoscia redukcji przez nie grupy karbonylowej, glikozylacji, dowiedziong
obecnoscia w nich duzej ilo$ci flawonoidéw lub ich dostgpnoscia.

Naringening (N), 8-prenylonaringening (8PN), izoksantohumol (IXH) i ksantohumol
(XH) poddano dziataniu 14 rozdrobnionych warzyw i owocoéw: marchwi (korzen), pie-
truszki (korzen), ziemniaka (bulwa), czosnku (cebula), grejpfruta (owoc), topinamburu
(bulwa), chrzanu (korzen), pigwy (owoc), truskawki (owoc), buraka ¢wiktowego (ko-
rzen), kalarepy (korzen), rabarbaru (li§¢), rzodkwi (korzen) i czarnej rzepy (korzen).
Tok prowadzonych doswiadczen zostanie szczegétowo omowiony na przyktadzie ksan-
tohumolu i naringeniny, strukturalnego analogu 8-prenylonaringeniny, ktoéry nie ma
grupy prenylowej. Przed przystapieniem do wlasciwej czgéci badan, dobrano ilosci po-
szczegblnych reagentdw i sposob ich rozdrabniania, tak aby ilo$¢ biokatalizatora w sto-
sunku do pozostalych sktadnikow byta mozliwie jak najwigksza, i aby uzyska¢ jak naj-
lepszy rozdzial oraz odzysk fazy organicznej po jednokrotnej ekstrakcji mieszaniny
poreakcyjnej. W czasie prowadzonych badan sprawdzono takze, czy w obserwowanym
zakresie pH od 3 do 8 badane flawonoidy byly dobrze ekstrahowane z roztworow wod-
nych przez octan etylu. Stopien ich odzysku wynosit powyzej 98%. Zastosowana meto-
da réznita sig od klasycznego sposobu postgpowania, w ktorym co pewien czas pobiera
si¢ probki do analizy z tej samej kolby, z tym ze na kazdy dzien analizy przygotowano
osobna probke. Taki sposob postgpowania wynikat z faktu, ze flawonoidy, w tym bada-
ne zwiazki, jako zwiazki fenolowe, mogly by¢ absorbowane przez biomasg. W klasycz-
nym sposobie postgpowania bardzo uciazliwe i praktycznie niemozliwe byloby przenie-
sienie $cisle okreslonej czgsci zawartosci kolby, o $cisle okreslonym stosunku biore-
agenta do roztworu wodnego, tak aby zawarto$¢ kolby pozostala dalej sterylna.

Tabele 8-21 przedstawiaja, w jaki sposob zmieniala si¢ masa substratow, pH roz-
tworow 1 ilos¢ mikroorganizméw w czasie trwania transformacji pod wpltywem uzytych
bioreagentow. Biorac pod uwage sposob przygotowania biokatalizatoréw do transfor-
macji i uzyskane wyniki, mozna zatozy¢, ze w wielu przypadkach obserwowana mikro-
flora byta pochodzenia epifitycznego i nie byta wynikiem wtornego zakazenia. Jednak
zakres przeprowadzonych badan nie pozwolit tego stwierdzi¢ kategorycznie. Mikro-
organizmoéow nie identyfikowano, zakladajac, ze ich obecno$¢ w duzej ilosci mogta po-
wodowac¢ przeksztalcenia badanych flawonoidéw, a ich brak lub mata ilos¢ §wiadczyta
o0 dzialaniu systemow enzymatycznych owocow i warzyw, co bylo przedmiotem badan.
Masa substratu byla w kazdym doswiadczeniu taka sama i wynosita 2 mg. W przypadku
pietruszki, marchwi, ziemniaka, czosnku i grejpfruta (tab. 8—12) wybrane doswiadcze-
nia wykonano w dwoch powtorzeniach, uzyskujac dobra powtarzalno$¢ wynikow odno-
$nie do oznaczanych mas flawonoidoéw. Doktadne oznaczenie masy badanych zwiaz-
kéw byto istotne z tego powodu, ze w sytuacji znaczacego spadku ich ilosci podczas
procesu oraz braku oznak tworzenia si¢ innych zwiazkow (co gtdéwnie obserwowano)
mozna bylo zweryfikowac i zmieni¢ przyjgta metodg przerobu mieszaniny poreakcyjnej
w celu wyizolowania ewentualnych produktow biotransformacji.
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Tabela 8

Table 8
Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu marchwi (Daucus carota)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Daucus carota
Biokatali- Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
zator . . .
. Time Naringenin Xanthohumol Blanc
Biocatalyst
Dausus [h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
carota 0 2,15 6,62 9x 10* 1,65 | 672 | 2x10° 6,72 4x10*
+0,08 +0,00 +0,16 | 0,00 +0,05
24 2,34 6,24 >1x10° | 030 | 643 | 7x10° 6,53 >1x 10°
+0,09 +0,03 +0,03 | 0,20 +0,02
48 2,19 5,76 >1x10° | o116 | 542 | >1x10° 6,20 >1x10°
+0,02 +0,02 +0,01 | 0,16 +0,00
72 2,15 5,48 >Ix10° | 0,12 | 576 | >Ix10° 4,88 >1x10°
+0,07 +0,02 +0,01 | 0,00 +0,20
*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1
Tabela 9
Table 9

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu pietruszki (Petroselinum crispum)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Petroselinum crispum

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba $lepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
Petroselinum [h] [mg] | pH | [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
crispum 0 - - - 2,03 6,23 0 6,34 0
+0,08 | 0,00 +0,04
24 - - - 0,09 6,48 0 6,46 0
+0,02 | +0,06 +0,005
48 - - - 0,04 | 6,26 >10° 5,52 >10°
+0,00 | +0,00 +0,02
72 - - - 0,03 | 6,89 >10° 6,58 >10’
+0,01 | +£0,05 +0,16

*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1
Tabela 10
Table 10
Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu ziemniaka (Solanum tuberosum)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Solanum tuberosum

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba Slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
[h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Solanum 0 | 112 | 636 0 0,10 | 627 0 6,18 0
tuberosum £0.04 | £0.02
24 0,02 | 5,98 5x10° 0,00 6,01 1,2x10° | 5,63 | 3x10°
+0,00 | +0,01
48 0,02 | 6,86 | >1x10° 0,01 5,84 >1x10° | 7,59 | >1x10°
+0,00 | £0,24
72 0,00 | 7,58 | >1x10° 0,01 7,80 >1x10° | 7,87 | >1x10°
+0,01 | +0,06

*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1
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Tabela 11

Table 11
Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu czosnku (Allium)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Allium
Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
. [h] [mg] | pH | [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Allium 0 - - 206 | 6.6l 0 6,64 0
+0,02 | +0,06 +0,00
24 - - - 1,49 6,58 0 6,48 0
+0,14 | +0,04 +0,04
48 - - - 1,17 6,50 0 6,46 0
+0,01 +0,02 +0,00
72 - - - 0,96 6,44 0 6,41 0
+0,04 | +0,00 +0,01
*— ilos¢ komorek mikroorganizméw; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1
Tabela 12
Table 12

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu grejpfruta (Citrus x paradisi)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Citrus x paradisi

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
. [h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Citrus x 0 | 247 | 426 0 232 | 428 0 4,45 0
paradisi £0,02 | +0,04 +0,06 | 0,01 +0,02
24 2,42 4,20 0 2,23 4,20 0 4,15 0
+0,03 | +0,02 +0,13 | +0,00 +0,02
48 2,73 4,16 0 1,87 4,20 0 421 0
+0,02 | £0,02 +0,06 | +0,02 +0,01
72 2,29 4,20 0 1,54 4,18 0 4,17 0
+0,05 | 0,02 +0,13 | +0,01 +0,03

*— ilos¢ komorek mikroorganizméw; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar |
Tabela 13
Table 13
Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu topinamburu (Helianthus tuberosus)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Helianthus tuberosus

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
. [h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Helianthus 0 | 1,83 | 6,77 0 1,75 | 6,70 0 6,74 0
tuberosus
0 0 0
24 0,52 | 6,64 6x10° 0,09 | 648 | >1x10° | 632 | >1x10°
0 0 0
48 0,00 | 7,18 | >1x10° | 0,04 | 6,60 | >1x10° | 7,01 | >1x10°
0 0 0
72 0,00 | 732 | >1x10° | 0,03 | 724 | >1x10° | 7,14 | >1x10°
0 0 0

*— ilo§¢ komorek mikroorganizmow; gorna warto$¢ — Agar 1, dolna warto$¢ — Agar 2
— number of microorganism cells; upper value — Agar 1, lower value — Agar 2
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Tabela 14
Table 14

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu chrzanu (Adrmoracia rusticana)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Armoracia rusticana

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
. [h] | [mg] | pH | [jtk/ml]* | [mg] | pH | [jtuml]* | pH | [jtk/mI]*
Ar; ’:;:;’;Z’ 0 1,62 | 546 | 1x10° | 075 | 552 | 7x10° | 544 | 2x10°
0 2x 10° 1x10°
24 1,35 | 537 0 024 | 532 1x10° | 553 | 2x10°
2x10° 4x10° 3x10°
48 1,33 | 536 0 0,16 | 5,26 0 560 | >1x10°
0 0 >1x10°
72 1,23 | 525 0 0,11 5,19 0 528 | >1x10°
0 0 >1x10°
*— ilo$¢ komorek mikroorganizméw; gorna warto$¢ — Agar 1, dolna warto$¢ — Agar 2
— number of microorganism cells; upper value — Agar 1, lower value — Agar 2
Tabela 15
Table 15

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu owocoéw pigwowca (Chaenomeles)

Degradation of naringenin and xanthohumol by Chaenomeles

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba Slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
[h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Chaenomeles =671 76 | 3.56 0 168 | 3.57 0 347 0
0 0 0
24 095 | 3,54 0 0,37 | 3,57 0 3,48 0
0 0 0
48 1,01 3,49 0 0,27 3,46 0 3,42 0
0 0 0
72 0,95 | 3,55 0 0,00 | 3,52 0 3,50 0
0 0 0
*— ilo$¢ komorek mikroorganizméw; gorna warto$¢ — Agar 1, dolna warto$¢ — Agar 2
— number of microorganism cells; upper value — Agar 1, lower value — Agar 2
Tabela 16
Table 16

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu truskawki (Fragaria Xananassa)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Fragaria *ananassa

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
Fragaria [h] [mg] pH [jtk/ml] [mg] pH [jtk/ml] pH [jtk/ml]
xananassa 0 2,14 | 3,30 0 1,65 | 3,28 0 3,26 0
24 1,84 | 3,35 0 1,08 | 3,32 0 3,27 2x 10
48 1,73 | 3,35 0 0,99 | 3,33 0 3,13 5x 10
72 1,78 | 3,32 0 1,12 | 3,30 0 3,00 4x 10’

*— ilo§¢ komorek mikroorganizmow; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1
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Tabela 17
Table 17

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu buraka ¢wikltowego
(Beta vulgaris ssp. vulgaris)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Beta vulgaris ssp. vulgaris

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
) [h] [mg] | pH | [jtk/ml]* | [mg] pH [jtk/ml]* | pH | [jtk/ml]*
Beta vulgaris 0 2,02 | 6,05 0 223 | 6,103 | 1x10*> | 623 | 2x10°
ssp. vulgaris 1x10° 1x10° 1x 10
24 0,79 | 6,15 2x 10% 1,44 | 6,396 2x10* 6,54 | >1x10°
3x 107 2x 10 >1x 10°
48 0,85 | 7,06 | >1x10° | 1,34 | 6,522 | >1x10° | 7,01 | >1x10°
>1x 10° >1x 10° >1x 10°
72 0,59 | 6,16 | >1x10° | 0,92 | 5993 | >1x10° | 7,68 | >1x 10’
>1x 10° >1x 10° >1x 10°
*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; gorna warto$s¢ — Agar 1, dolna wartos¢ — Agar 2
— number of microorganism cells; upper value — Agar 1, lower value — Agar 2
Tabela 18
Table 18

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu kalarepy (Brassica rupestris)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Brassica rupestris

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
. [h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Brassica 0 221 | 6,78 0 221 | 6,79 0 6,99 0
rupestris

24 1,96 6,90 0 1,98 6,94 0 7,00 0

48 1,92 | 6,77 0 1,89 | 6,93 0 6,92 0

72 1,73 | 6,90 0 1,58 | 6,67 0 6,75 0

*— ilos¢ komorek mikroorganizméw; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar |

Tabela 19
Table 19

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu rabarbaru (Rheum rhaponticum)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Rheum rhaponticum

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
[h] [mg] pH [jtk/ml]* [mg] pH [jtk/ml]* pH [jtk/ml]*
Rheum 0 2,62 | 3,93 0 2,00 | 3,92 0 3,93 0
24 2,39 | 3,89 0 1,28 | 391 0 3,92 0
48 2,05 | 3,94 0 0,90 | 391 0 3,95 0
72 2,10 | 3,94 0 1,02 | 4,00 0 4,01 0

*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1
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Tabela 20
Table 20

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu rzodkwi (Raphanus sativus)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Raphanus sativus

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
Raphanus [h] [mg] pH Utk/ml]3 [mg] pH []tk/ml]3 pH [jtk/ml] .

sativis 0 2,21 6,69 4x10 2,16 | 7,00 3x10 - >1x 10

24 2,49 | 6,67 8 x 10* 1,94 | 6,63 | >1x10° | 6,71 | >1x10°
48 2,57 - 7x10* 1,58 - >1x 10° 6,8 | >1x10°
72 2,39 | 7,37 3x10* 1,87 | 7,73 | >1x10° | 7,68 | >1x10°

*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; Agar 1
— number of microorganism cells; Agar 1

Tabela 21
Table 21

Degradacja naringeniny i ksantohumolu przy uzyciu czarnej rzepy
(Raphanus sativus var. niger)
Degradation of naringenin and xanthohumol by Raphanus sativus var. niger

Biokatalizator | Czas Naringenina Ksantohumol Proba slepa
Biocatalyst Time Naringenin Xanthohumol Blanc
Raphanus [h] [mg] | pH [th/(;nl] [mg] | pH [th/(;nl] pH Dtk/(;nl]
sativus var. 0 2,14 | 5,77 ) 1,99 | 5,61 5,27 3

. 1x 10 0 4x10
niger 0 0 0
24 2,13 5,30 0 1,15 5,15 0 5,10 6x10°
0 0 0
48 2,13 | 5,16 1x 102 0,97 | 5,09 0 4,91 3% 10°
0 1x10° 2x10*
72 2,04 | 495 0 0,79 | 4,92 1x 102 4,48 ~1x10°

*— ilo$¢ komorek mikroorganizmow; gorna wartos¢ — Agar 1, dolna wartos¢ — Agar 2
— number of microorganism cells; upper value — Agar 1, lower value — Agar 2

W wigkszosci przypadkow obserwowano powolne obnizenie zawarto$ci badanych
flawonoidow, jednak pietruszka, marchew, ziemniak krajowy (zakupiony w czerwcu),
topinambur, chrzan i owoce pigwowca bardzo szybko degradowaly ksantohumol
w pierwszym dniu trwania procesu (tab. 8-10, 13, 14 i 15). Podobnie szybko byla de-
gradowana naringenina za pomoca surowego ziemniaka i topinamburu (tab. 10 i 13).
Doswiadczenie wykonano takze przy uzyciu ziemniaka z catkowicie innego zrodta po-
chodzenia, importowanego z Grecji i zakupionego pod koniec maja, otrzymujac bardzo
podobne wyniki odnosnie do wszystkich badanych substratow, jak w przypadku ziem-
niaka krajowego. Biorac pod uwage fakt, ze w odniesieniu do probek zawierajacych
ksantohumol i naringening znaczaca ilo§¢ mikroorganizméw obserwowano dopiero po
48 h trwania procesu (tab. 8-10, 13—15), mozna zalozy¢, ze degradacja byta spowodo-
wana dziataniem badanych roslin, a nie rozwijajaca si¢ mikroflora. Jedynie w transfor-
macji ksantohumolu za pomoca topinamburu (tab. 13) wynik byl niejednoznaczny, po-
niewaz juz w ciagu pierwszych 24 h ilo$¢ mikroorganizméw przekroczyla mierzalna
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wartos¢ 10° jtk/ml. Poczatkowo ilos¢ mikroorganizméw oznaczano tylko na podiozu
sprzyjajacemu rozwojowi grzybow (tab. 8, 9, 11, 12, 16-20). W dalszym okresie wpro-
wadzono drugie podloze sprzyjajace rozwojowi bakterii (tab. 13—15, 17, 21). Stosowa-
nie dwoch roéznych podlozy dato podobne wyniki odno$nie do ilo$ci oznaczanych mi-
kroorganizméw w przypadku buraka ¢wiklowego (tab. 17), chrzanu (tab. 14), pigwowca
(tab. 15) oraz czarnej rzepy (tab. 21) w probkach zawierajacych badane flawonoidy.
Catkowicie odmienny wynik uzyskano dla mikroorganizméw zasiedlajacych topinam-
bur (tab. 13), ktorych gwaltowny rozwoj zaobserwowano w pierwszych 24 godzinach
na podlozu Sabouraud, a nie byly one zdolne do wzrostu na bulionie odzywczym.
W przypadku chrzanu (tab. 14; N i XH), niedojrzatych truskawek (tab. 16; N 1 XH)
i rzodkwi (tab. 20; N) zauwazono wyrazny inhibujacy wptyw naringeniny (N) i ksanto-
humolu (XH) na wzrost mikroorganizméw. W odniesieniu do truskawek, ktorych wege-
tacja byta kontrolowana, mozna stwierdzi¢, ze prawdopodobna przyczyna braku rozwo-
ju mikroorganizmoéw byto bardzo niskie pH, wynoszace we wszystkich badanych prob-
kach okoto 3,3 (tab. 8), i obecno$¢ badanych zwiazkow. W tej sytuacji, w probie §lepej
stwierdzono powolny rozw6j mikroorganizméw, ktdrych zawarto$¢ ustabilizowata si¢
na poziomie okoto 107 jtk/ml, co bylo zwiazane z dalszym spadkiem pH do wartosci
3,0. Caltkowity brak mikroorganizméw zanotowano w probkach zawierajacych naringe-
ning oraz ksantohumol i w probie $lepej czosnku (tab. 11), grejpfruta (tab. 12), owocu
pigwowca (tab. 15), kalarepy (tab. 18) oraz rabarbaru (tab. 19). Dwa najszybciej degra-
dujace ksantohumol bioreagenty, pietruszkg¢ i ziemniaka przebadano pod wzgledem
szybkosci ich dziatania w pierwszych 10 godzinach. Wyniki, ktére przedstawiaja wy-
kresy na rysunku 21, potwierdzaja uprzednio zaobserwowane szybkie zmniejszanie si¢
zawartosci ksantohumolu w badanych mieszaninach reakcyjnych.
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Rys. 21. Degradacja ksantohumolu przy uzyciu pietruszki (PXH) i ziemniaka (ZXH)
Fig. 21. Degradation of xanthohumol by parsley and potato
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W przypadku buraka ¢wiklowego zauwazono produkty biotransformacji naringeni-
ny (N), 8-prenylonaringeniny (8PN) i izoksantohumolu (IXH). Zwiazki te w odrdznie-
niu od ksantohumolu (XH), przy ktérym nie stwierdzono tworzenia si¢ produktow, ce-
chuje obecnos¢ cyklicznego uktadu flawanonu. Rysunek 22 prezentuje chromatogramy
HPLC otrzymane po 24 godzinach trwania biotransformacji (N, 8PN, IXH i proba slepa
(S) przy 290 nm a XH przy 360 nm). Na przedstawionych chromatogramach najwyzsze
piki to substraty. Produkty to drugie pod wzgledem wysokosci piki z lewej strony sub-
stratow. Obecno$¢ produktow transformacji powyzszych flawonoidéw potwierdzono
takze za pomoca chromatografii TLC. Duzg ilo$¢ mikroorganizméw, oznaczona na pod-
tozu sprzyjajacym rozwojowi bakterii oraz drugim, dla grzyboéw, zanotowano dopiero
w drugim dniu trwania procesu (tab. 17). Biorac pod uwage fakt, ze produkty byty
obecne juz po 24 h, zatozono, ze za ich powstawanie byl odpowiedzialny system enzy-
matyczny buraka ¢wiklowego. Aby to potwierdzi¢, przeprowadzono doswiadczenia,
w ktorych naringening, izoksantohumol i 8-prenylonaringening poddano transforma-
cjom za pomoca drobnoustrojéw wyhodowanych na ptynnych podiozach do hodowli
bakterii oraz do hodowli drozdzy, bez dodatku agaru. Po 24 godzinach oznaczono ilo$¢
drobnoustrojow za pomoca komory Thoma. Ilosci te wynosity odpowiednio 4 x 10° i 3
x 10jtk/ml. Nastgpnie dodano substraty. Na podtozu dla bakterii obserwowano dalszy
intensywny wzrost ilo§ci mikroorganizmow, co stwierdzono poprzez pomiary zmetnie-
nia przy dlugosci fali 590 nm. W przypadku pozywki do hodowli drozdzy niewielki
wzrost zmgtnienia w kolejnych dniach wykonano tylko w probie §lepej, a w kolbach
zawierajacych N, IXH i 8-PN nie zaobserwowano znaczacych zmian, co moze $wiad-
czy¢ o inhibicji wzrostu mikroorganizméw, wywolanej przez badane flawonoidy.

We wszystkich probach ilosci naringeniny, izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny
zmalala nieznacznie w ciagu pierwszych 48 h oraz nie zauwazono tworzenia si¢ odpo-
wiednich produktow. Wobec takich wynikow doswiadczen nalezalo wykluczy¢ udziat
mikroorganizméw w badanych przeksztalceniach flawonoidow.

Przeprowadzona biotransformacja preparatywna naringeniny data podobne rezultaty
co skrining, jednak podjete proby wyizolowania trzech produktow za pomoca chroma-
tografii kolumnowej na zelu krzemionkowym z uzyciem eluentu bedacego mieszaning
chloroformu i metanolu zakonczyly si¢ niepowodzeniem ze wzgledu na rozktad zwiaz-
kow. Dlatego podjeto proby znalezienia metody majacej na celu podniesienie wydajno-
$ci zaobserwowanych biotransformacji. W dalszej czg$ci niniejszego opracowania zo-
stanie to oméwione na przyktadzie naringeniny.

Poczatkowo optymalizacje¢ biotransformacji naringeniny za pomoca buraka ¢wikto-
wego przeprowadzono, zmieniajac medium reakcyjne z wodnego na 50-procentowy
roztw. wodny gliceryny, 2-procentowy roztw. glukozy, mieszaning dwufazowa woda-
heksan (30-10; (v/v)), 50-procentowy roztw. metanolu oraz 20 i 50-procentowy roztw.
wodny etanolu. Skrining wykonano, w kazdym przypadku uzywajac 0,5 mg naringeni-
ny i 2,5 g bioreagenta (rys. 23). Woda okazala si¢ bardzo ztym medium reakcyjnym,
poniewaz po 24 h trwania procesu w mieszaninie reakcyjnej ilos¢ produktu wynosita
tylko 0,6% w stosunku do poczatkowe;j ilosci substratu, ktérego pozostato jedynie 12%
(oznaczono za pomoca HPLC, stosujac wzorce zewngtrzne). Wszystkie media reakcyj-
ne zastosowane w miejsce wody powodowaty zarowno wzrost ilosci produktu, jak
i mniejsza degradacj¢ substratu.
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Rys. 22. Transformacja naringeniny (N), 8-prenylonaringeniny, izoksantohumolu (IXH) i ksantohumolu
(XH) za pomoca buraka ¢wiklowego. S— proba $lepa. Chromatogramy HPLC mieszanin
reakcyjnych po 24 h

Fig. 22. Transformation of naringenin (N), 8-prenylnaringenin (8PN), isoxanthohumol (IXH) and
xanthohumol (XH) by beetroot (Beta vulgaris ssp. vulgaris). S- blanc probe. HPLC
chromatograms of reaction mixtures after 24 h
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Rys. 23. Optymalizacja procesu biotransformacji naringeniny (m=0,5 mg) za pomoca buraka
¢wiktowego

Fig. 23. Optimization of naringenin (m=0,5 mg) biotransformation process by beetroot (Beta
vulgaris ssp. vulgaris)

Najlepsze wyniki otrzymano dla roztw. gliceryny, odpowiednio 11- i 59-procent
oraz 20-procentowego roztw. etanolu, odpowiednio 16 i 68%. Tak przeprowadzona
optymalizacja pozwolita na 25-krotne zwigkszenie ilosci produktu w stosunku do eks-
perymentdéw, w ktorych uzyto wody jako medium reakcyjnego. S0-procentowy metanol
czy tez 50-procentowy etanol powodowaty zahamowanie tworzenia produktu, co wska-
zywato na catkowita dezaktywacj¢ systemu enzymatycznego i bylo zgodne z oczekiwa-
niami, przy zalozeniu, ze badany proces miatl podloze biochemiczne a nie chemiczne.
Alkohole, w tak duzym stezeniu, zastosowano takze w celu zmniejszenia ewentualnego
wiazania reagentow przez biomasg. Na dalszym etapie optymalizacji uzyto 10-, 20-
i 30-procentowego roztworu etanolu i prowadzono biotransformacje przez 24, 48 i 72
godz. (rys. 23). Zastosowanie 10-procentowego roztw. powodowato niewielkie obnize-
nie zawarto$ci produktu w mieszaninie poreakcyjnej i ponad dwukrotne zmniejszenie
ilogci substratu w stosunku do 20-procentowego roztworu etanolu. Biotransformacja
byta takze mozliwa w 30-procentowego etanolu, jednak wydajnosé produktu byta okoto
trzykrotnie mniejsza. We wszystkich powyzszych przypadkach poddano analizie HPLC
roztwory wodno-etanolowe pozostajace po ekstrakcji probek octanem etylu, aby stwier-
dzi¢, czy ekstrakcja byta iloSciowa i otrzymane wyniki w ekstrakcji octanem etylu nie
sa zafalszowane przez reagenty pozostajace w fazie wodno-etanolowej. W fazach wod-
no-etanolowych nie stwierdzono znaczacych ilosci reagentow. Do przeprowadzenia
biotransformacji preparatywnej wybrano 20-procentowy roztwor etanolu i 48-godzinny
okres jej prowadzenia, poniewaz — jak wykazaly badania — wydajno$¢ nie zmieniata si¢
znaczaco w zalezno$ci od czasu jej prowadzenia. Uzyto w niej 50 mg naringeniny. Po
48 h przeprowadzona analiza klarownego roztworu znad osadu bioreagenta wykazata
powstanie 5,7 mg produktu (HPLC, 11% w stosunku do masy wyjsciowej naringeniny).
Produkt ulegatl rozktadowi podczas oczyszczania na kolumnie chromatograficznej
z uzyciem zelu krzemionkowego Kieselgel 60, 230-400 mesh firmy Merck. Byt jednak
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stosunkowo trwaty podczas wykonywania cienkowarstwowej chromatografii prepara-
tywnej na plytkach pokrytych tym samym zelem, tej samej firmy. Tak rézne dziatanie
zelow krzemionkowych, mogto by¢ spowodowane réznymi parametrami produkcyjny-
mi, zwlaszcza aktywowania zelu krzemionkowego, co ma udowodniony wplyw na
zdolnos¢ silikazelu do rozktadu mniej stabilnych zwiazkéw. Uzyskane wyniki byly sa-
tysfakcjonujace, dlatego nie podjgto prob nad dezaktywacja silikazelu do chromatografii
kolumnowej. Po standardowej przerdbce obejmujacej ekstrakcje silikazelu metanolem,
saczenie i rekrystalizacj¢ z acetonu otrzymano 3,4 mg produktu. Otrzymany zwiazek
charakteryzowal si¢ nastgpujacymi danymi spektroskopowymi: [a]p™ =+ 2,2 (c = 1%,
MeOH). UV (nm): 231, 286. "H NMR (600 MHz, aceton-dg, ppm) o: 2,61 (dd, 1H,
J=17,0 Hz, J = 3,1 Hz, CH-3), 3,01 (dd, 1H, J=17,0 Hz, J = 12,6 Hz, CH-3), 5,26 (dd,
1H, J=12,6 Hz, ] = 3,1 Hz, CH-2), 5,82 (d, 1H, J = 2,0 Hz, CH-6), 5,85 (d, 1H, ] =2.0
Hz, CH-6), 6,76-6,79 (m, 2H, CH-5’, CH-6"), 6,97 (d, 1H, J=1,5 Hz, CH-2").
C NMR (150 MHz, aceton-de, ppm) &: d 42,8 (C-3), 78,9 (C-2), 96,4 (C-8), 97,2 (C-
6), 100,7 (C-10), 114,1 (C-2’), 115,2 (C-5"), 117,7 (C-6"), 130,6 (C-1°), 145,9 (C-3°),
146,2 (C-4’), 163,8 (C-9), 164,5 (C-5), 172,0 (C-7), 194,6 (C-4). IR (cm™): 3370 (OH),
1640 (C = 0).

Poréwnanie widm '"H NMR, C NMR, IR, UV z danymi literaturowymi [67] oraz
poréwnanie czasOw retencji otrzymanego zwiazku i zakupionego wzorca wykazato, ze
system enzymatyczny buraka c¢wiklowego spowodowal hydroksylacje naringeniny
w pozycji 3’ (rys. 24).

H.. H.
_—
OH
HO 0 O HO 0 O
OH OH
16 17

Rys. 24. Hydroksylacja naringeniny za pomoca buraka ¢wiktowego
Fig. 24. Hydroxylation of naringenin by beetroot (Beta vulgaris ssp. vulgaris)

Charakterystyczna zmiana na widmie '"H NMR w stosunku do wyjsciowej naringe-
niny byla obecno$¢ sygnatéw pochodzacych od 3 protonéw aromatycznych, dajacych
uktad AA’B na widmie (6,76-6,79 ppm (2H, CH-5" i CH-6") i 6,97 ppm (1H, CH-2")),
ktory tworzyt si¢ w miejsce uktadu AA’BB’ (7,39 ppm (2H, CH-5" i CH-6) i 6,90
ppm (2H, CH-2’ i CH-3")) obecnego na widmie naringeniny.

Podobna do powyzszej strategia doprowadzita do odkrycia hydroksylacji izoksanto-
humolu i 8-prenylonaringeniny w pozycji 3 (rys. 25 i 26), ktora powodowat burak ¢wi-
ktowy. Dla wyizolowanych produktéw obserwowano analogiczne do powyzszej zmiany
na widmach "H NMR w stosunku do widm substratow.

Uzyskane wyniki, w tym wykluczenie udziatu drobnoustrojow, pozwalaja stwier-
dzi¢, ze w przypadku biotransformacji naringeniny, izoksantohumolu i 8-prenylo-
naringeniny zostata wykorzystana jedna ze $ciezek biosyntezy flawonoidow w roslinach,
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w ktdrej naringenina jest przeksztalcana w 3’-hydroksypochodna pod wptywem hydrok-
sylazy F3’H, enzymu zawierajacego cytochrom P-450 [64, 103]. Izolowany czysty en-
zym (fenolaza) z liSci buraka zostat poprzednio wykorzystany do przeksztalcenia narin-
geniny w jej 3’-hydroksypochodna [129, 158]. W literaturze nie znaleziono doniesien
na temat przeksztalcen izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny za pomoca roslin lub
ich fragmentow, w tym buraka czerwonego, czy tez enzymow z nich izolowanych. Brak
jest takze publikacji na temat wykorzystania rozdrobnionego korzenia buraka ¢wikto-
wego do hydroksylacji naringeniny i zwigkszenie wydajnosci procesu poprzez dodanie
etanolu. Jak wykazaly powyzsze badania, zastosowanie biokatalizatorow ro$linnych
stwarza mozliwos$¢ syntezy pochodnych flawonoidow o potencjalnym dziataniu leczni-
czym. Zwlaszcza ze zaobserwowano transformacje niektérych powyzszych flawono-
idéw za pomoca pigwy, do innych produktow niz w przypadku buraka ¢wiklowego.
Biorac pod uwagg to, ze sposrod 14 bioreagentow tylko dwa byly w stanie biotransfor-
mowac¢ substraty, droga do odkrycia aktywnych bioreagentéw roslinnych nie jest tatwa,
lecz stwarza mozliwo$¢ prowadzenia innych typoéw funkcjonalizacji flawonoidow niz
w przypadku powszechnie stosowanych do tego celu drobnoustrojow.

2 18

Rys. 25. Hydroksylacja izoksantohumolu za pomoca buraka ¢wiktowego
Fig. 25. Hydroxylation of isoxanthohumol by beetroot (Beta vulgaris ssp. vulgaris)

3 19

Rys. 26. Hydroksylacja 8-prenylonaringeniny za pomoca buraka ¢wiklowego
Fig. 26. Hydroxylation of 8-prenylnaringenin by beetroot (Beta vulgaris ssp. vulgaris)
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2.8. Transformacje 6,7-epoksygeraniolu przez mikroorganizmy

Cyklizacja 2,3-epoksyskwalenu do lanosterolu jest jedna z najwazniejszych reakcji
w biosyntezie steroidow. Polega ona na protonowaniu przez enzym oksiranowego ato-
mu tlenu, co uruchamia kaskade tworzenia pier§cieni. Najpierw zostaje zamknigty pier-
$cien A, tworzac trzeciorzgdowy karbokation (rys. 27). W rezultacie doprowadza to do
policyklicznego triterpenu, lanosterolu [73].

W opisanych w tym rozdziale badaniach wtasnych uzyto geraniolu (20), jednego ze
sktadnikow frakeji lotnej chmielu, ktory jest obecny w wychmielinach. Zostat on prze-
ksztatcony na drodze chemicznej w 6,7-epoksygeraniol, ktory poddano biotransformacji
za pomoca wybranych grzybow. Podobnym przeksztatceniom zostal poddany rowniez
nerol (21). Wprowadzenie ugrupowania oxiranowego do powyzszych zwiazkéw miato
na celu ich upodobnienie do 2,3-epoksyskwalenu, zwiazku bgdacego substratem lano-
sterolocyklazy oksydoskwalenowej, ktora jest takze obecna w mikroorganizmach.

OH OH

Rys. 27. Cyklizacja 2,3-epoksyskwalenu poprzez przej$ciowy karbokation
Fig. 27. 2,3-Epoxysqualene cyclisation to lanosterol via intermediate carbokation

Celem podjetych badan byto znalezienie mikroorganizmoéw zdolnych do analogicz-
nej cyklizacji krotszych terpendw, takich jak geraniol i nerol. Rysunek 28 przedstawia
planowany przebieg biosyntezy, przy zatozeniu, ze reakcja bedzie zachodzita podobnie
jak cyklizacja 2,3-epoksyskwalenu (rys. 27). Analogiczna chemiczna reakcj¢ cyklizacji,
katalizowana kwasami (octowym i chlorooctowym), obserwowano w przypadku 5,6-
-epoksy-2,6-dimetylo-1-heptanu [39].

OH OH
AN H*-A-Enz -H*
- - -
o
(0]
OH

Rys. 28. Spodziewany przebieg reakcji
Fig. 28. Expected course of reaction of cyclisation of 6,7-epoxygeraniol

OH
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Planowane badania wpisujq si¢ w bardzo obszerny blok syntezy strukturalnych ana-
logow skwalenu i jego epoksydu, ktory opisuje dostgpna literatura. Syntezowane po-
chodne zawieraly w swojej budowie heteroatomy zamiast atoméw wegla [173] oraz
zawieraly inne grupy funkcyjne [38, 70, 130]. Modyfikacje obejmowaly takze synteze¢
analogow pewnego fragmentu szkieletu 2,3-epoksyskwalenu, jak to pokazano na rysun-
ku 29. W zaleznosci od budowy substratu stwierdzono cyklizacjg, brak reakcji lub inhi-
bicj¢ enzymu [1, 164].

5

Rys. 29. Modyfikacje strukturalne 2,3-epoksyskwalenu
Fig. 29. structural modifications of 2,3-epoxysqualene

o

6,7-epoksygeraniol (20) i 6,7-epoksynerol (21) otrzymano z geraniolu i nerolu wg
metody opisanej poprzednio [173], w ktdrej poddano je acylowaniu za pomoca chlorku
acetylu w pirydynie, co prowadzilo do octanéw odpowiednich alkoholi. Nastgpnie
otrzymane alkohole poddano epoksydacji kwasem meta-chloronadbenzoesowym wobec
octanu sodu w chlorku metylenu. Zasadowa hydroliza (K,CO; w metanolu) tak otrzy-
manych epoksyoctanéw geraniolu i nerolu prowadzita do zwiazkow (20 i 21).

Drobnoustroje uzyte do biotransformacji pochodzity z kolekcji Instytutu Biologii
i Botaniki Akademii Medycznej we Wroctawiu (Rhodotorula marina AM77, Rhodoto-
rula glutinis AM242, Saccharomyces cerevisiae AMA464, Botrytis cinerea AM235),
z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodni-
czego we Wroctawiu (Yarrowia lipolytica AR71) oraz NCAIM (Candida parapsilosis
Y.01011, Candida kefyr Y.01070).

Grzyby hodowano w pozywce Sabourauda metoda wglebna, wstrzasana. Zawierata
ona 30 g glukozy i 10 g peptonu w 1 1 wody destylowanej. Kolby z hodowla wytrzasano
w temperaturze 27°C w kolbach Erlenmayera (300 ml) zawierajacych 50 ml powyzsze-
go medium przez okres 2—5 dni. Otrzymang biomasg izolowano poprzez odwirowanie
i uzyto do przeprowadzenia biotransformacji. Sucha masa tak otrzymanych komoérek
Botrytis cinerea wynosila 22 g/l a pozostatych sze§ciu mikroorganizméw 5-8 g/1. Podczas
prowadzenia skriningu uzyto po 10 mg odpowiedniego substratu, ktory biotransformo-
wano w czasie do 7 dni w wytrzasanych kolbach Erlenmayera (300 ml) zawierajacych
odwirowana biomasg komorek drobnoustrojow, zawieszona w 50 ml buforu fosfora-
nowego o pH=7,2. Probki pobrane do analizy ekstrahowano dwukrotnie za pomoca
chloroformu, suszono, zatgzano i poddano analizie GC oraz GC/EIMS. Rownoczesnie
przeprowadzono eksperymenty kontrolne, w ktdrych substraty byly inkubowane bez
dodatku biomasy grzybow. Biotransformacje preparatywne wykonano w analogiczny
sposob, uzywajac 100 mg 6,7-epoksygeraniolu.
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Przeprowadzony skrining wykazal, ze 7 szczepéw grzyboéw bylo w stanie transfor-
mowacé 6,7-epoksygeraniol (20). Nie stwierdzono obecnosci produktow w przypadku
analogicznych doswiadczen przeprowadzonych z uzyciem 6,7-epoksynerolu (21). Za-
obserwowano jedynie powolne zmniejszanie si¢ jego zawartoSci w mieszaninie reak-
cyjnej wraz z uplywem czasu. Powyzsza obserwacja §wiadczy o tym, ze obecno$¢ po-
dwdjnego wiazania pomigdzy 2 i 3 atomem wegla o konfiguracji Z jest konieczna, aby
przebadane mikroorganizmy mogly biotransformowac substrat. Przeprowadzone do-
$wiadczenia z uzyciem 6,7-epoksygeraniolu (20) jako substratu pozwolily wyizolowac
z mieszanin pobiotransformacyjnych 6,7-epoksynerol (21, produkt izomeryzacji cis-
-trans podwojnego wiazania geraniolu), 6,7-epoksycitronellol (22, produkt redukcji
podwdjnego wiazania) oraz 2-metylo-2-(2-hydroksyetylo)-5-(2-hydroksyprop-2-ylo)te-
trahydrofuran (23, produkt cyklizacji) (rys. 30).

OH
AN -
_—
—X—
OH
O o
21 22
4 3
OH
50
HO ;2
23

Rys. 30. Substraty (zwiazki 20 i 21) i produkty (zwiazki 21-23) biotransformacji
Fig. 30. Biotransformations substrates (compounds 20 and 21) and products (compounds 21-23)

6,7-Epoksynerol (21) zostal wyizolowany po biotransformacji 6,7-epoksygeraniolu
za pomoca Rhodotorula marina. Wstgpnie zidentyfikowano go, stosujac analizg
GC/EIMS, a nastepnie dodatkowo poprzez poréwnanie widm 'H NMR i IR z widmami
tego zwiazku, ktéry otrzymano na drodze chemiczne;j.

6,7-Epoksycytronellol (22) otrzymano jako bezbarwny olej w biotransformacji,
w ktorej uzyto Saccharomyces cerevisiae. Charakteryzowal si¢ danymi spektroskopo-
wymi zgodnymi z tymi, ktore sa ogdlnie dostgpne w literaturze.

2-Metylo-2-(2-hydroksyetylo)-5-(2-hydroksyprop-2-ylo)tetrahydrofuran (23) otrzy-
mano w biotransformacji za pomoca Saccharomyces cerevisiae jako bezbarwny olej,
bedacy mieszaning dwoch diastereoizomeréw w stosunku wagowym 74:26, co zostalo
oznaczone na podstawie analizy GC. Roéznica w zawartosci zostala wykorzystana
w przypisaniu sygnatow do odpowiednich atoméw w analizie 'H i °C NMR. IR: 3388
(sb), 2972 (s), 2923 (s), 2869 (s), 1372 (s), 1170 (m), 1121 (m), 1055 (s), 1034 (s).
'H NMR (CDCls, 500 MHz; ponizsze przypisanie sygnatow zostato dodatkowo po-
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twierdzone widmami "H-"H i "H-""C COSY). Diastereoizomer 1 (74%), & (ppm): 1,129
i 1,217 (2s, 6H, (CH;3),(OH)C-), 1,284 (1s, 3H, CH;-2), 1,721-1,974 (m, 6H, —
CH,CH,0H, H-3, H-4), 2,584 (1s, 2H, 2x —OH), 3,746-3,778 and 3,871-3,918 (2m,
2H, —-CH,CH,OH), 3,809-3,838 (m, 1H, H-5). Diastereoizomer 2 (26%), & (ppm):
1,123 i 1,236 (2s, 6H, (CH;)(OH)C-), 1,277 (1s, 3H, CH;-2), 1,721-1,974 (m. 6H, —
CH,CH,OH, H-3, H-4), 2,584 (1s, 2H, 2x —-OH), 3,746-3,778 1 3,871-3,918 (2m, 2H, —
CH,CH,OH), 3,809-3,838 (m, 1H, H-5). "C NMR (CDCls; DEPT 135°: P- sygnat
dodatni, N- sygnatl ujemny, 0- brak sygnatu). Diastereoizomer 1 (74%), & (ppm): 24,38
i 27,67 ((CH;),(OH)C—, P), 26,35 (CH;-2, P), 25,79 (C-4, N), 38,55 (C-3, N), 41,70
(-CH,CH,0H, N), 59,83 (-CH,CH,0H, N), 70,36 ((CH3),(OH)C-, 0), 84,41 (C-2, 0),
86,30 (C-5, P). Diastereoizomer 2 (26%), & (ppm): 25,00 i 27,68 ((CH3),(OH)C—, P),
25,50 (CHs-2, P), 25,96 (C-4, N), 38,15 (C-3, N), 41,96 (-CH,CH,OH, N), 59,76
(—-CH,CH,0H, N), 70,89 ((CH;),(OH)C-, 0), 83,87 (C-2, 0), 85,64 (C-5, P). GC-EIMS.
Diastereoizomer 1 (74%), m/z (intensywno$¢ %): 189(2, M+1), 171(14), 155(17),
153(5), 143(26), 137(12), 129(31), 125(20), 111(27), 107(13), 99(14), 97(10), 93(70),
85(100), 84(30), 83(25), 81(89), 71(28), 69(50), 67(33), 59(98), 55(57), 43(99).
Diastereoisomer 2 (26%), m/z (intensywno$¢ %): 189(3, M+1), 171(12), 155(18),
153(3), 143(8), 137(11), 129(15), 125(11), 111(16), 107(7), 99(9), 97(10), 93(42),
85(61), 84(25), 83(24), 81(57), 71(18), 69(47), 67(29), 59(100), 55(44), 43(74).
Analiza spaleniowa C;gH»Oj;. Obliczono: C- 63,80; H- 10,71. Znaleziono: C- 63,93;
H- 10,70 [8].

Otrzymane wyniki analizy sktadu mieszanin po biotransformacjach sa przedsta-
wione w tabeli 22. W wigkszos$ci przypadkéw obserwowano tworzenie si¢ skompli-
kowanych mieszanin zwiazkow, z ktorych wyizolowano i oznaczono trzy gltéwne
produkty (21-23). Biotransformacje byly monitorowane w czasie ich trwania za po-
moca chromatografii gazowej (analiza ilosciowa i jakosciowa) i GC/MS (analiza ja-
kosciowa), stosujac zakupione wzorce badanych substancji. Przeprowadzono réwniez
eksperymenty kontrolne, w ktorych nie stwierdzono jakichkolwiek produktéw prze-
ksztalcen epoksydow geraniolu i nerolu podczas inkubowania ich bez dodatku mikro-
organizmow.

W przypadku Rhodotorula marina i Rhodotorula glutinis obserwowano izomery-
zacje 6,7-epoksygeraniolu (20) do 6,7-epoksynerolu (21) i w mieszaninach poreak-
cyjnych identyfikowano obydwa te zwiazki. Reakcja miata podobny przebieg, jak
w czgsto obserwowanej w grzybach izomeryzacji geraniolu do nerolu [100]. 6,7-
-epoksycytronellol (22), produkt niestereospecyficznej redukcji wiazania podwdjne-
go, w ilosci okoto 30%, zauwazono w przypadku biotransformacji prowadzonej za
pomoca Candida parapsilosis, Candida kefir oraz Saccharomyces cerevisiae. Zwia-
zek cykliczny (23), po raz pierwszy opisany w niniejszej publikacji jako produkt bio-
transformacji, tworzyt si¢ pod postacia dwoch diastereoizomeréw w biotransforma-
cjach za pomoca Candida parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae, Botrytis cinerea
i Yarrowia lipolytica w ilo$ci 11-99%.
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Tabela 22
Table 22
Sktad mieszaniny po biotransformacji 6,7-epoksygeraniolu (20) [8]
Composition of the biotransformation product mixture of 6,7-epoxygeraniol (20)

] . Zwiazek [%, wedlug GC
D.robnoustrgje Czas transfor;naq} [h] Compo L?nd [“[A,Oaccordiﬁg " ]GC]
Microorganism Transformation time 20 21 22 23
Rhoc'iotorula 120 30 48 0 0
marina

Rhoglo.torula 7 41 36 0 0
glutinis

Candldg . 48 17 28 31 11
parapsilosis

Candida

P 7 26 5 30 0
Sacch.a;.fomyces 7 0 6 33 61
cerevisiae

)farrom.)la 120 0 0 0 99
lipolytica

Bgtrytls 168 0 0 0 85
cinerea

W literaturze nie znaleziono informacji na temat danych spektroskopowych powyz-
szego zwiazku, dlatego obecno$¢ pigcioczionowego pierScienia tetrahydrofuranu po-
twierdzono za pomoca spektroskopii 'H NMR. Przesunigcie chemiczne protonéow 3-H
i14-H (6 =1,721-1,974 ppm) w zwiazku (23) byto podobne do przesunigcia chemiczne-
go protonéw w analogicznym zwiazku (24), ktére wynosito 1,70-1,95 [2]. Inna mozli-
wa struktura (25) byla trudna do przyjecia, poniewaz przesunigcie chemiczne protonow
4-H i 5-H powinno by¢ podobne do poprzednio zaobserwowanych w 26 (6 = 1,50-2,10)

(rys. 31).

3 5
AN R >(j<vo”
(O} (0]
HO 2

24 25 26

Rys. 31. Struktury dodatkowe
Fig. 31. Additional structures

Za prawidlowo$cia przyjetej struktury otrzymanego zwiazku przemawial rowniez
fakt, ze przesunigcie chemiczne protonéw 3-H w tetrahydrofuranie (6 = 1,75) jest wigk-
sze niz przesunigcie chemiczne protonow 3-H i 4-H w tetrahydropiranie (6 =~1,6).
Wykonane widmo *C NMR i jego odmiana DEPT 135° potwierdzity obecnoéé odpo-
wiednich atoméw wegla wchodzacych w sklad grup metylowych i metinowych
(P — sygnat dodatni na widmie- w powyzszym opisie widma NMR), metylenowych
(N — sygnat ujemny) i czwartorzgdowych atoméw wegla (0 — brak sygnatu na widmie
DEPT-135, sygnat obecny na ,,zwykltym” widmie *C NMR).
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Na rysunku 32 przedstawiono reakcje, jakim ulega octan 6,7-epoksygeraniolu pod
wplywem kwasu Lewisa, jakim jest BBr; [17]. Jako zwiazek przej$ciowy tworzyla si¢
bromohydryna, ktora pod wpltywem nadmiaru BBr; ulegata cyklizacji.

OAc

X OAc BBr X

Br Br

Rys. 32. Mechanizm cyklizacji octanu 6,7-epoksygeraniolu
Fig. 32. Cyclization mechanizm of 6,7-epoxygeranyl acetate

Analogiczny mechanizm mozna zaproponowaé w przypadku reakcji tworzenia si¢
produktu (23). W pierwszym kroku substrat ulega katalizowanej jonami H' reakcji hy-
drolizy pierécienia oksiranowego do diolu (rys. 33). Jony H" moga pochodzié¢ z centrum
protonujacego enzymu. Przylaczenie kationu wodorowego do podwdjnego wiazania
prowadzi do powstania stabilnego trzeciorzgdowego karbokationu. Jest wtedy mozliwy
atak nukleofilowy atomu tlenu grupy hydroksylowej na elektrofilowy atom wegla i na-
stepujace po nim oddysocjowanie jonu H". Wynikiem tego jest zamknigcie pierécienia
pigciocztonowego, co prowadzi do produktu (23).

1.+ H,0, H*
X OH 2.-H*
OH
(0]
20

23

Rys. 33. Proponowany mechanizm cyklizacji 6,7-epoksygeraniolu
Fig. 33. Proposed cyclization reaction mechanizm of 6,7-epoxygeraniol

Powyzsze wyniki zostaly miedzy innymi opisane w publikacji pt. "Biotransforma-
tion of 6,7-epoxygeraniol by fungi" [8].
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3. PODSUMOWANIE

Zastosowanie aparatu Derynga i analizy GC do oznaczania zawartosci $ladowych
ilosci terpendéw (1-200 pg/g) w pozostatosci po ekstrakcji szyszek chmielowych nad-
krytycznym dwutlenkiem wegla (wychmielin) pozwala na analizg probek o malej ma-
sie, rzedu 0,5 g, dajac wyniki o dobrej powtarzalnosci. Catkiem nieefektywne sg prosta
destylacja z para wodna, ekstrakcja rozpuszczalnikami czy tez zastosowanie zminiatu-
ryzowanego aparatu Kuderna-Danish’a. Nie obserwuje si¢ tworzenia -myrcenu, limo-
nenu, linalolu, geraniolu, 2-undekanonu, B-kariofilenu i o-humulenu w wyniku hydrolizy
ich glikozydow. Opracowana metoda, ze wzgledu na prostotg i powtarzalno$¢ wynikow,
moze sta¢ si¢ standardowa w badaniu §ladowych ilosci terpenéw w wychmielinach.

Uzycie izooktanu w miejsce stosowanego do tego celu eteru etylowego w metodzie
EBC 7.7 daje podobne, nieznacznie zanizone wyniki i utatwia analiz¢ $ladowych ilosci
gorzkich kwaséw w wychmielinach.

Ekstrakcja wychmielin za pomoca rozpuszczalnikow, takich jak metanol, etanol,
aceton, octan etylu, alkohol n-propylowy, alkohol izopropylowy, mieszaniny etanolu
z pentanem, heksanem i heptanem umozliwia usuni¢cie gorzkich kwaséw z wychmielin,
jednak etanol i metanol powoduja znaczne straty suchej masy i biatka w osadzie poeks-
trakcyjnym. Heksan jest catkowicie nieefektywny pod tym wzgledem w temperaturze
pokojowej.

Najlepszym ekstrahentem gorzkich kwaséw z wychmielin jest aceton, ktory pozwala
na ich usunigcie w stopniu poréwnywalnym do etanolu i metanolu, najlepszymi ekstra-
hentami tych substancji. Zapewnia jednocze$nie male straty biatka ogdlnego i wiasci-
wego, niewielkie straty suchej masy i efektywna ekstrakcje ksantohumolu, co znacznie
podnositoby optacalnosé przerobu wychmielin. Przeprowadzone badania moga znalez¢é
zastosowanie praktyczne w otrzymaniu wartoSciowego dodatku paszowego, ktdrego
zrodtem bylyby wychmieliny.

Dzialanie przegrzanej pary wodnej o temperaturze 121°C na wychmieliny powoduje
szybka i wydajna izomeryzacj¢ humulonéw do izohumulondéw. Moze to $wiadczyé
o tym, ze pozostajace kwasy chmielowe po ekstrakcji szyszek chmielowych za pomoca
nadkrytycznego dwutlenku wegla wystepuja tam pod postacia komplekséw w biatkami
i/lub metalami. W przypadku zastosowania szyszek chmielowych z lupuling proces ten
zachodzi w niewielkim stopniu, a zmniejszenie zawartosci gorzkich kwasow jest zwia-
zane z ich rozktadem.

Preparaty enzymatyczne pochodzenia roslinnego, otrzymane z owocow grejpfruta,
pomaranczy, jabtka oraz chrzanu, marchwi, buraka cukrowego i pietruszki wykazuja
zdolno$¢ do znaczacego rozkladu kwaséw chmielowych. Wyniki tych badan wskazuja,
ze tak otrzymane, zmodyfikowane wychmieliny moglyby by¢ zrédlem warto§ciowego
dodatku paszowego.
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Badania nad poszukiwaniem odpowiedniego ekstrahenta ksantohumolu z wychmie-
lin wykazaty, ze najbardziej efektywnymi i selektywnymi rozpuszczalnikami do eks-
trakcji ksantohumolu sa eter dietylowy i aceton, co moze znalez¢ zastosowanie prak-
tyczne i znacznie poprawié optacalno$¢ ekonomiczng przerabiania wychmielin w paszg.

Eterat jodku magnezu jest odczynnikiem, ktory dobrze demetyluje izoksantohumol
do 8-prenylonaringeniny z wysoka 93-procentowa wydajnoscia. Mozliwa jest tez deme-
tylacja za pomoca eteratow MgBr,, MgCl,, Cal,, jednak uzyskane wydajnos$ci sa znacz-
nie nizsze. Eterat Mgl, rowniez efektywnie demetyluje 7-O- 1 4’-O-pochodne alkilowe,
allilowe i acylowe izoksantohumolu. Opracowana nowa, tania i tatwa do przeprowadze-
nia metoda dostarcza zwiazkow o potencjalnym dziataniu farmakologicznym i pozwala
na jak najlepsze wykorzystanie wychmielin.

Rozdrobniony korzen buraka ¢wiklowego powoduje hydroksylacje naringeniny,
izoksantohumolu i 8-prenylonaringeniny w pozycji 3°, czemu sprzyja obecnos¢ alkoho-
lu etylowego w ilosci do 30% lub obecnos¢ gliceryny.

Przeprowadzone bioransformacje 6,7-epoksygeraniolu za pomoca wyselekcjonowa-
nych mikroorganizméw prowadzity do cyklicznych pochodnych tetrahydrofuranu oraz
produktéw redukcji i izomeryzacji wiazania podwojnego pomigdzy 2. i 3. atomem we-
gla. Proponowany mechanizm cyklizacji zaklada rozerwanie pier§cienia oksiranowego
z utworzeniem 6,7-diolu. Nastgpnym krokiem jest prawdopodobnie utworzenie trzecio-
rzgdowego karbokationu z tadunkiem dodatnim na trzecim atomie wegla. Atak nukleo-
filowy atomu tlenu grupy hydroksylowej (C-6-OH) na ten elektrofilowy atom wegla
powoduje zamknigcie pierscienia z utworzeniem pochodne;j tetrahydrofuranu.



4. PISMIENNICTWO

(1]

Abe 1., Rohmer M., Prestwich G.D.: 1993. Enzymatic cyclization of squalene and oxidos-
qualene to sterols and triterpenes. Chem. Rev., 93, 2189-2206.

Abraham W.R., Stumpf B., Arfmann H.A.: 1990. Chiral intermediates by microbial epoxi-
dations. J. Essential Oil Res, 2, 251-257.

Albini A., Dell E.R., Vene R., Ferrari N., Buhler D.R., Noonan D.M., Fassina G.: 2006.
Mechanisms of the antiangiogenic activity by the hop flavonoid xanthohumol. FASEB J.,
20, 527-529.

Alvarez Arias B.T.: 2000. Ichtiotoxic plants used in Spain. J. Ethnopharmacol., 73, 505—
512.

Analytica-EBC: 1998. a- and B-acids in hops andhop products by HPLC. Section 7. Hops,
Method 7.7, Fachverlag Hans Carl, Nurnberg.

Andrade L.H., Utsunomija R.S., Omori A.T., Porto A.L., Comasseto J.V.: 2006. Edible cat-
alysts for clean chemical reactions: Bioreduction of aromatic ketones and biooxidation of
secondary alcohols using plants. J. Mol. Cat. B-Enzym., 38, 84-90.

Aniot M., Bartmanska A., Huszcza E., Maczka W., Zohierczyk A.: 2009. Degradacja gorz-
kich kwasow chmielowych przez enzymy pochodzenia roslinnego. Przemyst Chemiczny,
5, 392-395.

Aniot M., Huszcza E. 2005. Biotransformation of 6,7-epoxygeraniol by fungi. Applied Mi-
crobiology and Biotechnology, 68, 311-315.

Aniot M., Huszcza E., Bartmanska A., Zotierczyk A., Maczka W., Wawrzenczyk C.: 2007.
Trace analysis of volatiles in spent hop. J. Am. Soc. Brew. Chem., 65, 214-218.

Aniot M., Jarosz A., Zotnierczyk A.: 2008. Influence of the kind of extractant on the protein
content in the spent hop. Chemistry for Agriculture, 8, 348-355.

Aniot M., Szymanska K., Zotierczyk A.: 2008. An efficient synthesis of the phytoestrogen
8-prenylnaringenin from isoxanthohumol with magnesium iodide etherate. Tetrahedron, 64,
9544-9547.

Aniot M., Zomierczyk A.: 2008. Extraction of spent hop using organic solvents. J. Am.
Soc. Brew. Chem., 66, 208-214.

Aoshima H., Takeda K., Okita Y., Hossain S.J. Koda H., Kiso Y.: 2006. Effects of beer and
hop on ionotropic aminobutyric acid receptors. J. Agr. Food Chem., 54, 2514-2519.

Arend J., Warzecha H., Stockigt J.: 2000. Hydroquinone: O-glucosyltransferase from culti-
vated Rauvolfia cacells: enrichment and partial amino acid sequences. Phytochemistry, 53,
187-193.

Augustijns P., Annaert P., Heylen P., Van den Mooter G., Kinget R.: 1998. Drug absorption
studies of prodrug esters using the Caco-2 model: evaluation of ester hydrolysis and transe-
pithelial transport. Int. J. Pharm., 166, 45-53.

Augusto F., Leite e Lopes A., Alcaraz Zini C.: 2003. Sampling and sample preparation for
analysis of aromas and fragrances. Trends Anal. Chem., 22, 160-169.

Barrero A.F., Alvarez-Manzaneda E.J., Palomino P.L.: 1994. Synthesis of (£)-karahana
ether and karahanaenone by selective cyclization of 6,7-epoxygeranyl acetate. Tetrahedron,
46, 13239-13250.

77



(18]
(19]
(20]
(21]
(22]
(23]
(24]

[25]

[26]

(27]

(28]
[29]

(30]

(31]

78

Bartoli G., Cupone G., Dalpozzo R., De Nino A., Maiuolo L., Marcantoni E., Procopio A.:
2001. Cerium-Mediated Deprotection of Substituted Allyl Ethers. Synlett., 1897—1900;
Batchvarov V., Marinkova G.: 2001. Healthy ingredients in malt, hops and beer. Khranitel-
novkusova-Promishlenost, 50, 7-8.

Bath D., Dunbar J., King J., Beny S., Obrich S.: 1995. By products and unusual feeds.
Feedstuffs, 67, 30.

Beisson F., Aoubala M., Marull S., Moustacas-Gardies A.M., Voultoury R., Verger R.,
Arondel V.: 2001. Anal. Biochem., 290, 179-185.

Biendl M., Becker H., Nookandeh A.: 2004. Process for producing xanthohumol present in
hops and xanthohumol-rich hop extract obtainable thereby. US Patent 6867332.

Blazevi¢ 1., Mastelic J.: 2009. Glucosinolate degradation products and other bound and free
volatiles in the leaves and roots of radish (Raphanus sativus L.). Food Chem., 113, 96-102.
Brodak E., Dobrzanski Z.: 1997. Ekotoksykologiczne problemy chowu zwierzat w rejonach
skazen metalami cigzkimi, Wyd. Elma, Wroctaw.

Brunelli E., Minassi A., Appendino G., Moro L.: 2007. 8-Prenylnaringenin, inhibits estrogen
receptor-a mediated cell growth and induces apoptosis in MCF-7 breast cancer cells. J. Ste-
roid Biochem. Mol. Biol., 107, 140-148.

Brunelli E., Pinton G., Chianale F., Graziani A., Appendino G., Moro L.: 2009.
8-Prenylnaringenin inhibits epidermal growth factor-induced MCF-7 breast cancer cell pro-
liferation by targeting phosphatidylinositol-3-OH kinase activity. J. Steroid Biochem. Mol.
Biol., 113, 163-170.

Buckwold V.E., Wilson R.J.H., Nalca A., Beer B.B., Voss T.G., Turpin J.A., Buckheit III
R.W., Wei J., Wenzel-Mathers M., Walton E.M., Smith R.J., Pallansch M., Ward P., Wells J.,
Chuvala L., Sloane S., Paulman R., Russell J., Hartman T., Ptak R.: 2004. Antiviral activity
of hop constituents against a series of DNA and RNA viruses. Antivir. Res., 61, 576-62.

Cai J., Liu B., Ling P., Su Q.: 2002. Analysis of free and bound hop essential oils by gas
chromatography and gas chromatography-mass spectrometry in uncased and cased tobaccos.
J. Chromatogr. A, 947, 267-275.

Cai J., Liu B., Su Q.: 2001. Comparison of simultaneous distillation extraction and solid-
phase microextraction for the determination of volatile flavor components. J. Chromatogr.
A, 930, 1-7.

Cano A., Espinoza M., Ramos C.H., Delgado G.: 2006. New prenylated flavanones from
Esenbeckia berlandieri ssp. Acapulcensis. J. Mexican Chem. Soc., 50, 71-75.

Carasek da Rocha E.C., Falleiros Pini G., Pires Valente F.A., Pires Valente, A.L.: 1998.
Modification of glass micro-extractor aiming to enrichment of traces of water contaminating
organochlorinated pesticides and their quantitative gas chromatographic analysis. Quim.
Nova, 21,109-113.

Ceh B., Kac M., Kosir 1. J., Abram V.: 2007. Relationships between Xanthohumol and Po-
lyphenols Content in Hop Leaves and Hop Cones with Regard to Water Supply and Cultiva-
tor. Int. J. Mol. Sci., 8, 989—1000.

Chen W.J., Lin J.K.: 2004. Mechanisms of Cancer Chemoprevention by Hop Bitter Acids
(Beer Aroma) through Induction of Apoptosis Mediated by Fas and Caspase Cascades.
J. Agric. Food. Chem., 52, 55-64.

Chojnacka K., Goérecki H., Chojnacki A., Hoffmann J., Dobrzanski Z., Gérecka H.: 2004.
Potential possibilities of utylization of spent hops after supercritical extraction with karbon
dioxide. Chemistry for Agriculture, 5, 553-557.

Clemente E.: 1998. Purification and thermostability of isoperoxidase from oranges. Phyto-
chemistry, 49, 29-36.



[36]

[37]

[38]

[52]

[53]

Colgate E.C., Miranda C.L., Stevens J.F., Bray T.M., Ho E.: 2007. Xanthohumol, a prenyl-
flavonoid derived from hops induces apoptosis and inhibits NF-kappaB activation in pros-
tate epithelial cells. Cancer Lett., 246, 201-209.

Cook N.C., Samman S.: 1996. Flavonoids: Chemistry, metabolism, cardioprotective effects
and dietary sources, J. Nutr. Biochem., 7, 66-76.

Corey E.J., Cheng H., Baker C.H., Matsuda S.P.T., Li D., Song X.: 1997. Studies on the
substrate binding segments and catalytic action of lanosterol synthase. Affinity labeling with
carbocations derived from mechanism-based analog of 2,3—oxidosqualene and site-direct
mutagenesis probes. J. Am. Chem. Soc., 119, 1289-1296.

Corey E.J., Staas D.: 1998. Demonstration of a common mechanistic pathway for the acid-
catalyzed cyclization of 5,6-unsaturated oxiranes in chemical and enzymatic systems. J. Am.
Chem. Soc., 120, 3526-3527.

Council Directive 1999/29/EC on the undesirable substances and product in animal nutrion,
Official Journal of the European Communities 1999, 115.

Daoued I.S., Kusinski S.: 1993. Liquid CO, and ethanol extraction of hops. J. I. Brewig, 99,
147-152.

Darbre P.D.: 2006. Environmental oestrogens, cosmetics and breast cancer Endocrinol.
Metab Clin., 20, 121-143.

Day A., duPont M.S., Ridley S.: 1998. Deglycosylation of flavonoid and isoflavonoid gly-
cosides by human small intestine and liver glucuronidase activity. FEBS Lett., 436, 71-75.
Effenberger K.E, Johnsen S.A., Monroe D.G., Spelsberg T.C., Westendorf J.J.: 2005. Regu-
lation of osteoblastic phenotype and gene expression by hop- derived phytoestrogens, J. Ste-
roid Biochem. Mol. Biol., 96, 387-399.

Erdelmeier C., Koch E.: 2005. Extracts from hop, methods for producing the same and their
use. US Patent Application 200500423 18.

Eri S., Khoo B.K., Lech J., Hartman T.G.: 2000 . Direct Thermal Desorption—Gas Chroma-
tography and Gas Chromatography—Mass Spectrometry Profiling of Hop (Humulus lupulus L.)
Essential Oils in Support of Varietal Characterization. J. Agric. Food Chem., 48, 1140—
1149.

Faltermeier A., Massinger S., Schulmeyr J.: 2006. Preparing xanthohumol-containing
powder with high purity, useful as food additive, comprises preparing xanthohumol-
enriched hop extract, separating undissolved by-products, neutralizing and precipitating xan-
thohumol, separating and dryingGerman Patent Application DE 10 2006018988.

Fang Z., Zhou G.C., Zheng S.L., He G.L., Li J.L., He L., Bei D.: 2007. Lithium chloride-
catalyzed selective demethylation of aryl methyl ethers under microwave irradiation. J. Mol.
Catal. A-Chem., 274, 16-23.

Fanghong G., Wujiu Z., Xiaojian Z., Xulei S., Tao S., Yijing W., Deliang W.: 2009. Method
for extracting xanthohumol from Lupulus. China Patent Application CN 101440029.

Field J., Nickerson G., James D., Heider C.: 1996. Determination of essential oils in hops by
headspace solid-phase microextraction. J. Agric. Food Chem., 44, 1768-1772.

Filek G., Bergamini M., Lindner W.: 1995. Steam distillation-solvent extraction, a selective
sample enrichment technique for the gas chromatographic-electron-capture detection of or-
ganochlorine compounds in milk powder and other milk products. J. Chromatogr. A, 712,
355-364.

Fisher K., Bipp H.P.: 2005. Generation of organic acids and monosaccharides by hydrolytic
and oxidative transformation of food processing residues. Bioresource Technol., 96, 831—
842.

Forster A., Schulmeyr J., Schmidt R., Simon K., Ketterer M., Forchhammer B., Geyer S.,
Gehrig. M.: 2004. Method of producing a xanthohumol-concentrated hop extracted and use
thereof. US Patent Application 2004121040.

79



[54]
(53]

[56]

[60]

[61]

[62]

[67]

[68]

[69]

80

Forster II R.T.: 1995. Method for the production of a purified iso-alpha-acid concentrate
from hop extract. World Patent WO 1995020037.

Fung S.Y., Zuurbier K.W.M, Paniego N.B., Scheffer J.J.C., Verpoorte R.: 1997. Conversion
of deoxyhumulone into the hop a-acid humulone. Phytochemistry, 44, 1047-1053.
Gardea-Torresdey J., Hejazi M., Parsons J.G., Tiemann K., Henning J.: 2001. Environmen-
tal applications of hops derived biomaterials for the purpose of toxic metal ion removal from
solution. Preprints of Extended Abstracts presented at the ACS National Meeting, American
Chemical Society, Division of Environmental Chemistry, San Diego, 41, 441-446.

Gardner D.S.: 1993. Commercial Scale Extraction of Alpha-Acids and Hop Oils with Com-
pressed CO,. Extraction of Natural Products Using Near-Critical Solvents. King M.B., Bott
T.R., eds. Blackie, Academic and Professional, London, UK., 84-100.

Gardner R.J.: 1972. Surface viscosity and gushing. J. I. Brewing, 78, 391-399.

Gerha C.: 2005. Broad spectrum antiinfective potential of xanthohumol from hop (Humulus
lupulus L.) in comparison with activities of other hop constituents and xanthohumol metabo-
lites. Molecular Nutrition Food Res., 49, 827-831.

Gerhatiser. C.: 2005. Beer constituents as potential cancer chemopreventiveagents. Eur.
J. Cancer, 41, 1941-1954.

Gester S., Metz P., Zierau O., Vollmer G.: 2001. An efficient synthesis of the potent phy-
toestrogens 8-prenylnaringenin and 6-(1,1-dimethylallyl)naringenin by europium(III)-
catalyzed Claisen rearrangement G. Tetrahedron, 57, 1015-1018.

Giria A., Dhingraa V., Girib C.C., Singh A., Ward O.P., Narasu M.L.: 2001. Biotransfor-
mations using plant cells, organcultures and enzyme systems: current trends and future
prospects. Biotechnol. Adv., 19, 175-199.

Goldstein H., Ting P., Navarro A., Ryder D.: 1999. Water-soluble hop flavor precursors and
their role in beer flavor. Proc. Congr. Eur. Brew. Conv., 27, 53-62.

Halbwirt H., Forkmann G., Stich K.: 2004. The A-ring specific hydroxylation of flavonols
in position 6 in Tagetes sp. is catalyzed by a cytochrome P450 dependent monooxygenase.
Plant Sci., 167, 129-135.

Hammerstone J.F., Lazarus S.A., Schmitz H.H.: 2000. Procyanidin content and variation in
some commonly consumed foods. J. Nutr., 130, 2086-2092.

Hampton R., Nickerson G., Whitney P., Haunold A.: 2002. Comparative chemical attributes
of native North American hop, Humulus Lupulus var. lupuloides E. Small. Phytochemistry,
61, 855-862.

Hattori M., Shu Y.Z., El-Sedawy A.L., Namba T., Kobashi K., Tomimori T.: 1988. Meta-
bolism of homoorientin by human intestinal bacteria. J. Nat. Prod., 51, 874-878.
Hermans-Lokkerbol A.C.J., Hoek A.C., Verpoorte R.: 1997. Preparative separation of bitter
acids from hop extracts by centrifugal partition chromatography. J. Chromatogr. A, 771,71—
79.

Hoffmann J., Hoffmann K., Aniot M., Wawrzenczyk Cz.: 2006. Investigation on inactiva-
tion of the waste hop for fodder aims applying inorganic chemicals, Chemistry for Agricul-
ture, 6, 181-185.

Hoshino T., Yoshiyuki S.: 2001. Enzymic products of the 2,3-oxidosqualene analog having
an ethyl residue at 10-position. First trapping of the trimethylcyclohexanone ring by lanoste-
rol synthase. Tetrahedron Lett., 42, 7319-7323.

Howard G.A.: 1970. Institute of Brewing Analysis Committee. The determination of hop
oil. J. I. Brewing, 76, 381-386.

Huempel M., Schleuning W.D., Schaeffer O., Isaksson P., Bohlmann R.: 2005. Use of 8-
Prenylnaringenin for hormone replacement therapy. European Patent Application EP
1524269.



(73]

[74]

[75]
[76]

[77]

Huff M.W., Telford D.E.: 2005. Lord of the rings — the mechanism for oxidosqualene:
lanosterol cyclase becomes crystal clear. Trends in Pharm. Sci., 26, 335-340.

Huszcza E.: 2008. Mikrobiologiczne przeksztalcenia zwiazkéw biologicznie aktywnych
z grupy steroidow oraz sktadnikow wychmielin. Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodnicze-
go we Wroctawiu, Wroctaw.

Huszcza E., Bartmanska A., Aniot M., Maczka W., Zohierczyk A., Wawrzenczyk C.: 2007.
Screening for the hop bitter acids degrading microorganisms. Ecol. Chem. Eng., 14, 57-61.
Huszcza E., Bartmanska A., Aniot M., Maczka W., Zohierczyk A., Wawrzenczyk C.: 2008.
Degradation of hop bitter acids by fungi. Waste Manage., 28, 1406—-1410.

Hysert D., Probasco G., Forster A. Smidt R.: 1998. Effect of hop powdery mildew on the
quality of hops, hop products and beer, Hop Powdery Mildew Electronic Symposium, za
[30].

Ishihara K., Hamada H., Hirata T., Nakajima N.: 2003. Biotransformation using plant cul-
tured cells. J. Mol. Catal. B-Enzym., 23, 145-170.

Ito C., Mizuno T., Matsuoka M., Kimura Y., Sato K., Kajiura 1., Omura M., Ju-Ichi M.,
Furukawa H.: 1988. A new flavonoid and other new components from citrus plants. Chem.
Pharm. Bull., 36, 3292-3295.

Jain A.C., Gupta R.C., Sarpal P.D.: 1978. Synthesis of racemic 8-C-Prenyl-6”,6”-
dimethylpyrano(2”,3”:7,6)naringenin. Chem. Lett., 7, 995-998.

Jain A.C., Gupta R.C., Sarpal P.D.: 1978. Synthesis of () lupinifoun, di-o-methyl xantho-
humol and isoxanthohumol and related compounds. Tetrahedron, 34, 3563-3567.

Jewell C., Prusakiewicz J. J., Ackermann C., Payne N.A., Fate G., William F.M.: 2007. The
distribution of esterases in the skin of the minipig. Toxicol. Lett., 173, 118-123.

Kalia Y. N., Guy R.H.: 2001. Modeling transdermal drug release. Adv. Drug Deliver. Rev.,
48, 159-172.

Kaminaga Y., Nagatsu A., Akiyama T., Sugimoto N., Yamazaki T., Maitani T., Mizukami H.:
2003. Production of unnatural glucosides of curcumin with drastically enhanced water solu-
bility by cell suspension cultures of Catharanthus roseus. FEBS Lett., 555, 311-316.
Kaneda H., Kano Y., Koshino S., Ohya-Nishiguchi H.: 1992. Behavior and role of iron ions
in beer deterioration. Journal of Agricultural and Food Chem., 40, 2102-2107.

Kataoka H., Lord H.L., Pawliszyn J.: 2000. Applications of solidphase microextraction in
food analysis. J. Chromatogr. A, 880, 35-62.

Kim N.S., Lee D.S.: 2002. Comparison of different extraction methods for the analysis of
fragrances from Lavandula species by gas chromatography-mass spectrometry. J. Chroma-
togr. A, 982, 31-47.

Kokubo T., Ambe-Ono Y., Nakamura M., Ishida H., Yamakawa T., Kodama T.: 2001. Pro-
motive Effect of Auxins on UDP-Glucose: Flavonol Glucosyltransferase Activity in Vitis sp.
Cell Cultures. J. Biosci. Bioeng., 91, 564-569.

Kollmannsberger H., Nitz S.: 2002. Glycosidically bound flavour compounds in hop
(Humulus lupulus L.): Enzymatical liberation of aglycones. Adv. Food Sci., 24, 106-115.
Kostrzewa-Sustow E., Dmochowska-Gtadysz J., Biatonska A., Ciunik Z.: 2008. Microbial
transformations of flavanone by Aspergillus Niger and Penicillium chermesinum cultures.
J. Mol. Catal B-Enzym., 5253, 34-39.

Kostrzewa-Sustow E., Dmochowska-Gtadysz J., Oszmianski J.: 2007. Microbial transforma-
tion of baicalin and baicalein. J. Mol. Catal B-Enzym., 49, 113-117.

Kovacevi¢ M., Ka¢ M.: 2002. Determination and verification of hop varieties by analysis of
essentials oils. Food Chem., 77, 489—494.

Kovacevi¢ M., Ka¢ M.: 2001. Solid-phase microextraction of hop essential oils: Potential
use for determination and verification of hop varieties. J. Chromatogr. A, 918,159-167.

81



[94] Kretzschmar G., Vollmer G., Schwab P., Tischer S., Metz P., Zierau O.: 2007. Effects of the
chemically synthesized flavanone 7-(O-prenyl)naringenin-4-acetate on the estrogen signal-
ing pathway in vivo and in vitro. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 107, 114-119.

[95] Kunze R.: 1999. Technologia piwa i stodu. Wydawnictwo Piwochmiel, 18-36.

[96] Larson A.E., Yu R.R.Y., Lee O.A., Price S., Haas G.J., Johnson E.A.: 1996. Antimicrobal
activity of hop extracts against /isteria monocytogenes in media and in food. Int. J. Food
Microbiol., 33, 195-207.

[97] Laufenberg G., Kunz B. Nystroem M.: 2003. Transformation of vegetable waste into value
added products: (A) the upgrading concept; (B) practical implementations. Bioresouce
Technol., 87, 167-198.

[98] Lermusieau G., LieAgeois C., Collin S.: 2001. Reducing power of hop cultivars and beer
ageing. Food Chem., 72, 413-418.

[99] Licitra G., Hernandez T.M., Van Soest P.J.: 1996. Standarization of procedures for nitrogen
fractionation of ruminant feeds. Anim. Feed Sci. Tech., 57, 347-358.

[100] Limberger R.P., Ferreira L., Castilhos T., Aleixo A.M., Petersen R.Z., Germani J.C., Zua-
nazzi J.A., Fett-Neto A.G., Henriques A.T.: 2003. The ability of Bipolaris sorokiniana to
modify geraniol and (-)-alpha-bisabolol as exogenous substrates. Appl Microbiol. Biotech-
nol., 61, 552-555.

[101] Malepszy S. (red.): 2004. Biotransformacje substancji chemicznych. Biotechnologia Ro$lin,
PWN, Warszawa, 144—-169.

[102] Mannering G.J., Shoeman J.A.: 1996. Murine cytochrome P4503A is induced by 2-methyl-
-3-buten-2-ol, 3-methyl-1-pentyn-3-ol (meparfynol), and tert-amyl alcohol. Xenobiotica,
26, 487-493.

[103] Marles S., Heather R., Gruber M.Y.: 2003. New perspectives on proanthocyanidin bioche-
mistry and molecular regulation. Phytochemistry, 64, 367-383.

[104] Masteli¢ J., Jerkovi¢ 1.: 2003. Gas chromatography-mass spectrometry analysis of free and
glycoconjugated compounds of seasonally collected Satureja Montana L. Food Chem., 80,

135-140.

[105] Matich A.J., Rowan D.D., Banks N.H.: 1996. Solid-phase microextraction for quantitative
headspace sampling of apple hop essential oils. Anal. Chem., 68, 4114—4118.

[106] McGarrity M.J.: 2000. Fertilizer from brewery cleaning and rinsing solutions. US Patent
6042629.

[107] Metz P., Schwab P.: 2006. Preparation of (2S)- and (2R)-8-prenylnaringenin, used in e.g.
pharmaceuticals, comprises reducing racemic mixture of 8-prenylnarignenin derivative with
formic acid and base, separating non-transferred enantiomer and splitting acyl residue
German Patent Application DE 10 2006032500.

[108] Metz P., Schwab P.: 2008. Method for producing enantiopure flavanones. World Patent
Application WO 2008003774.

[109] Mizobuchi S., Sato Y.: 1984. A new flavone with antifungal activity isolated from hops.
J. Agric. Biol. Chem., 48, 2771-2775.

[110] Mojzis J., Varinska L., Mojzisova G., Kostova 1., Mirossay L.: 2008. Antiangiogenic effects
of flavonoids and chalcones. Pharmacol. Res., 57, 259-265.

[111] Monteiro R., Faria A., Azevedo 1., Calhau C.: 2007. Modulation of breast cancer cell sur-
vival by aromatase inhibiting hop (Humulus lupulus L.) flavonoids. J. Steroid Biochem.
Mol. Biol., 105, 124-130.

[112] Moore W.P.: 1978. Process for improved ruminant feed suplements. US Patent 4109019.

[113] Muller C.E., Schumacher B., Brattstromm A., Abourashed E.A., Koetter U.: 2002. Interac-
tions of valerian extracts and fixed valerian-hop extracts combination with adenosine recep-
tors. Life Sci., 71, 1939-1949.

82



[114] Nagar A., Gurjal V.K., Gupta S.R.: 1978. Synthesis of lupinifolin. Tetrahedron Lett., 23,
2031-2034.

[115] Nemeth K., Plumb G.W., Berrin J.G.: 2003. Deglycosylation by small intestinal epithelial
cell beta-glucosidases is a critical step in the absorption and metabolism of dietary flavono-
id glycosides in humans. Eur. J. Nutr., 42, 29-42.

[116] Nikolic D., Li Y., Chadwick L.R., Pauli G.F.,. van Breemen R.B.: 2005. Metabolism of
xanthohumol and isoxanthohumol, prenylated flavonoids from hops (Humulus lupulus L.)
by human liver microsomes. J. Mass Spectrom., 40, 289-299.

[117] Oosterveld A., Voragen A.G.J., Schols H.A.: 2002. Characterization of hop pectins shows
the presence of an arabinogalactan-protein. Carbohyd. Polym., 49, 407-413.

[118] Orden A.A., Bisogno F.R., Giordano O.S., Sanz M.K.: 2008. Comparative study in the
asymmetric bioreduction of ketones byplant organs and undifferentiated cells. J. Mol. Ca-
tal. B-Enzym., 51, 49-55.

[119] Oshugi M., Basnet P., Kadota S., Isbii E., Tamora T., Okumura Y., Namba T.: 1997. Anti-
bacterial activity of traditional medicines and an active constituent lupulone from Humulus
lupulus against Helicobacter pylori. J. Trad. Med., 14, 186-191.

[120] Palmer M.V., Ting, S.S.T.: 1995. Applications for supercritical fluid technology in food
processing, Food Chem., 53, 345-352.

[121] Plazar J., Filipi¢ M., Geny M.M.: 2008. Groothuis Antigenotoxic effect of Xanthohumol in
rat liver slices. Toxicol. in Vitro, 22, 318-327.

[122] Farmakopea Polska V: 1999. Warszawa, 58—59.

[123] Possemiers S., Heyerick A., Robbens V., De Keukeleire D., Verstracte W.: 2005. Activa-
tioin of proestrognes from hops (Humus lupulus L.) by intestinal microbiota; Conversion of
isoxanthohumol into 8-prenylnaringenin, J. Agric. Food Chem., 53, 6281-6288.

[124] Possemiers S., Rabot S., Espin J.C., Bruneau A., Philippe C., Gonzalez-Sarrias A., Heyerick A.,
Tomas-Barberan F.A., De Keukeleire D. Verstraete W.: 2008. Eubacterium limosum Acti-
vates Isoxanthohumol from Hops (Humulus lupulus L.) into the Potent Phytoestrogen
8-Prenylnaringenin In Vitro and in Rat Intestine. J. Nutr., 138, 1310-1316.

[125] Preston R.L.: 2008. Typical composition of feeds for cattle and sheep. http://beefma-
gazine.com/nutrition/typical-composition-feeds-cattle-sheep, Pobrano: sierpien 2009.

[126] Prosen H., Zupan¢i¢-Kralj L.: 1999. Solid-phase microextraction. Trends Anal. Chem, 18,
272-282.

[127] Qimin L., Lianqing M., Lihua M., Lijuan M., Fuyu D.: 2009. Method for abstraction of
enriched xanthohumol in hop draff with carbonic anhydride. China Patent Application CN
101492357.

[128] Rijke E., Out P., Niessen W.M.A., Ariese F., Gooijer C., Brinkman U.A.T.: 2006. Analyti-
cal separation and detection methods for flavonoids. J. Chromatogr. A, 1112, 31-63.

[129] Roberts R.J.; Vaughan P.F.T.: 1971. Hydroxylation of kaempferol, dihydrokaempferol, and
naringenin by a phenolase preparation from spinach beet. Phytochemistry, 10, 2649-2652.

[130] Robustel B., Abe 1., Prestwich G.D.: 1998. Synthesis and enzymatic Cyclization of (3S)11-
fluoro-2,3-oxidosqualene. Tetrahedron Lett., 39, 957-960.

[131] Rodriguez P., Barton M., Aldabalde V., S. Onetto S.: 2007. Are endophytic microorganisms
involved in the stereoselective reduction of ketones by Daucus carota root. J. Mol. Catal.
B-Enzym., 49, 8-11.

[132] Royle L., Ames J.M., Hill C.A., Gardner D.S.J.: 2001. Analysis of hop acids by capillary
electrophoresis. Food Chem., 74, 225-231.

[133] Rozporzadzenie ministra rolnictwa i rozwoju z dnia 28 czerwca 2004 r. w sprawie dopusz-
czalnych zawartos$ci substancji niepozadanych w paszach, Dz. U. z dnia 19 lipca 2004 r.

[134] Sakamoto K., Konings W.N.: 2002. Anti-microbial effects of hop. Cerevisia, 27, 184—188.

83



[135] Sakamoto K., Konings W.N.: 2003. Beer spoilage bacteria and hop resistance. 1. J. Food
Microbiol., 89, 105-124.

[136] Schaefer O., Bohlmann R., Schleuning W.D., Schulze-Forster K., Huempel M.: 2005. De-
velopment of a Radioimmunoassay for the Quantitative Determination of 8-
-Prenylnaringenin in Biological Matrices. J. Agric. Food Chem., 53, 2881-2889.

[137] Schiller H., Forster A., Vonhoff C., Hegger M., Biller A., Winterhoff H.: 2006. Sedating
effects of Humulus lupulus L. extracts. Phytomedicine, 13, 535-541.

[138] Sharghi H., Tamaddon F.: 1996. BeCl, as a new highly selective reagent for dealkylation of
aryl-methyl ethers. Tetrahedron, 52, 13623—-13640.

[139] Shaw S.J., Smith P.J.: 1968. The synthesis and some rearrangements of 2-acetyl-4,6-
-diethyl-1,3,4-trihydroxycyclo-2,6-dien-5-one. J. Chem.Soc. C, 1882—1885.

[140] Sherif E.A., Islam A., Krishnamurti M.: 1982. A new synthesis of 4”,5,7-trihydroxy-8-(3, 3-
-dimethylallyl) flavanone. Indian J. Chem. B, 21B, 478-479.

[141] Siddiqui B.S., Ali S.T., Rasheed M., Kardar M.N.: 2003. Chemical constituents of the flo-
wers of Azadirachta indica. Helv. Chim. Acta, 86, 2787-2796.

[142] Silverman R.: 2004. The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action 2nd Edition
ISBN: 0-12-643732-7 Academic Press.

[143] Simpson W.J., Smith A.R.: 1992. Factors affecting antibacterial activity of hop compounds
and their derivatives. J. Appl. Bacteriol., 72, 327-334.

[144] Stevens J.F., Ivancic M., Hsu V.L., Deinzer M.L.: 1997. Prenylflavonoids from Humulus
Lupulus. Phytochemistry, 44, 1575-11585.

[145] Stevens J.F., Page J.E.: 2004. Xanthohumol and related prenylflavonoids from hops and
beer to your good health. Phytochemistry, 65, 1317-1330.

[146] Stevens, J.F., Taylor A.W., Deinzer M.L.: 1999. Quantitative analysis of xanthohumol and
related prenylflavonoids in hops and beer by liquid chromatography—tandem mass spectro-
metry. J. Chromatogr. A, 832, 97-107.

[147] Stevens J.F., Taylor A.W., Nickerson G.B., Ivancic M., Henning J., Haunold A., Deinzer
M.L.: 2000. Prenyl flavonoid variation in Humulus lupulus: distribution and taxonomic
significance of xanthogalenol and 4'-O-'methylxanthohumol. Phytochemistry, 53, 759-775.

[148] Tagashira M., Watanabe M., Uemitsu N.: 1995. Antioxidative activity of hop bitter acids
and their analogues. Biosci. Biotech. Bioch., 59, 740-742.

[149] Tahara S., Katagiri Y., Ingram J.L., Mizutani J.: 1994. Prenylated flavonoids in the roots of
yellow lupin. Phytochemistry, 36, 1261-1271.

[150] Taylor M.D.: 1996. Improved passive oral drug delivery via prodrugs. Adv. Drug Deliver.
Rev., 19, 131-148.

[151] Thomas R.M., Reddy G.S., Iyengar D.S.: 1999. An efficient and selective deprotection of
allyl ethers by a CeCl; 7H,0-Nal system. Tetrahedron Lett., 40, 7293-7294.

[152] Tobe H., Kitamura K., Komiyama O.: 1997. Method for treating osteoporosis. US Patent
5679716.

[153] Tobe H., Muraki Y., Kitamura K., Komiyama O., Sato Y., Sugioka T., Maruyama H.B.,
Matsuda E., Nagai M.: 1997. Bone resorption inhibitors from hop extract. Biosci. Biotech.
Bioch., 61, 158-159.

[154] Townsley P.M., Weaver R.: 1982. Process for preparing protein flour from brewery waste.
US Patent 4315038.

[155] Trouillas P., Calliste C.A., Allais D.P., Simon A., Marfak A., Delage C., Duroux J.L.: 2003.
Antioxidant, anti-inflamatory and antiproliferative properties of sixteen water plant extracts
used in the Limousin countryside as herbal teas. Food Chem., 80, 399-407.

[156] Urakata M., Tsutsui H., Takeuchi N., Hoshino O.; 1999. Enanioselective radical-mediated
reduction of a-alkyl-a-iododihydrocoumarins in the presence of a chiral magnesium iodide.
Tetrahedron, 55, 10295-10304.

84



[157] Valle J.M., Rogalski T., Zetzl C., Brunner G.: 2005. Extraction of boldo (peumus boldus
M.) leaves with supercritical CO, and hot pressurized water. Food Res. Int., 38, 203-213.

[158] Vaughan P.F.T.; Butt Vernon S., Grisebach H., Schill L.: 1969. Hydroxylation of flavono-
ids by a phenolase preparation from leaves of spinach beet. Phytochemistry, 8, 1373—-1378.

[159] Vinatoru M.: 2001. An overview of the ultrasonically assisted extraction of bioactive prin-
ciples from herbs. Ultrason. Sonochem., 8, 303-313.

[160] Wallen S.E., Marshall H.F.: 1979. Protein quality evaluation of spend hops. J. Agric. Food
Chem., 27, 635-636.

[161] Walters M.T., Heasman A.P., Hughes P.S.: 1997. Comparosion of (+)-catechin and ferulic
acid as natural antioxidants and their impact on beer flavor stability. Part 2: extended sto-
rage trials. J. Am. Soc. Brew. Chem., 55, 91-108.

[162] Wang Q., Ding Z., Liu J., Zheng Y.: 2004. Xanthohumol, a novel anti-HIV-1 agent purified
from Hops Humulus lupulus. Antivir. Res., 64, 189-194.

[163] Weissman S.A., Zewge D.: 2005. Recent advances in ether dealkylation. Tetrahedron, 61,
7833-7863.

[164] Wendt K.U., Schulz G.E., Corey E.J., Liu D.R.: 2000. Enzyme mechanisms for polycyclic
triterpene formation. Angew. Chem. Int. Ed., 39, 2812-2833.

[165] Wilhelm H., Wessjohann L.A.: 2006. An efficient synthesis of the phytoestrogen 8-
-prenylnaringenin from xanthohumol by a novel demethylation process. Tetrahedron, 62,
6961-6966.

[166] Wilhelm H., Wessjohan L.A., Biendl M.: 2006. Method for producing naringenin deriva-
tives from xanthohumol. World Patent Application WO 2006099914.

[167] Wimal H.M., Herath W., Ferreira D., Khan I.A.: 2003. Microbial transformation of xantho-
humol. Phytochemistry, 62, 673-677.

[168] Yamaguchi S., Nedachi M., Yokoyama H., Hirai Y.: 1999. Regioselective demethylation of
2,6-dimethoxybenzaldehydes with magnesium iodide etherate. Tetrahedron Lett., 40, 7363—
7365.

[169] Yamaguchi S., Takai M., Hanazome 1. Okada Y., Kawase Y.: 1987. Synthesis and Structu-
ral Studies of Remirol. Bull. Chem. Soc. Jpn., 60, 3603—3605.

[170] Yasukawa K., Takeuchi M., Takido M.: 1995. Humulon, a bitter in the hop, inhibits tumor
promotion by 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate in two-stage carcinogenesis in mouse
skin. Oncology, 52, 156—158.

[171] Zanoli P., Zavatti M.: 2008. Pharmacognostic and pharmacological profile of Humulus
lupulus L. J. Ethnopharmacol., 116, 383-396.

[172] Zhao L., Fang L., Xu Y., Zhao Y., He Z.: 2008. Effect of O-acylmenthol on transdermal
delivery of drugs with different lipophilicity. Int. J. Pharm., 352, 92-103.

[173] Zheng Y.F., Doodd D.S., Ochschlager A.C.: 1995. Synthesis of vinyl sulfide analogs of 2,3-
-oxidosqualene and their inhibition of 2,3-oxidosqualene lanosterol-cyclases. Tetrahedron,
51, 5255-5276.

[174] Zierau O., Hauswald S., Schwab P., Metz P., Vollmer G.: 2004. Two major metabolites of
8-prenylnaringenin are estrogenic in vitro, J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 92, 107-110.

[175] Metoda zostata opracowana w Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocta-
wiu przez dr inz. Anng Katarzyne Zoierczyk.

85



RESIDUE AFTER HOP SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE
EXTRACTION AS A SOURCE OF TECHNOLOGICALLY
USEFUL SUBSTANCES

Summary

This research is directed towards utilization of the spent hop, obtained after extrac-
tion with supercritical carbon dioxide. This waste product of the hop industry is rich in
xanthohumol, anti-cancer and antioxidant agent, where its content ranges up to 1% of
dry matter. The spent hop can be also used as a valuable animal feed because of the high
protein content and adequate amount of nutritive substances.

The traces of volatile constituents of the spent hop, obtained after industrial super-
critical CO, extraction, distilled and extracted in the Deryng apparatus have been de-
termined by gas chromatography and gas chromatography-mass spectrometry. Isooctane
as an extracting solvent was used containing hexadecane as an internal standard. Advan-
tages of this method were that it was easy to carry out, quick and similar to the common
method of steam distillation used in the analysis of hop products. A sample concentra-
tion was not necessary as in the SDE method. The RSD values obtained were lower
than 20,4% for concentrations between 1,36 and 241 pg/g. Hydrolysis of glycosides of
determined compounds during the analysis was not observed.

On order to remove bitter constituents, spent hops were extracted with different sol-
vents (methanol, ethanol, acetone, ethyl acetate, n-propanol, isopropanol, isooctane,
hexane, mixtures of ethanol and unpolar solvents (pentane, hexane, heptane) and under
different conditions, namely room and boiling temperatures and ultrasonic extraction.
The modification of EBC 7.7 method using isooctane instead diethyl ether for low con-
centration of bitter acid analysis in spent hop was also worked up. The content of hop
acids, true and crude protein, lost of dry mass was determined. The total content of hop
acids in the extracted spent hops was 1051 pg/g (222 pg/g bitter isohumulones and 757
pg/g humulones). The percentage of acids removed depended on the polarity of the sol-
vents applied. The best results were obtained for ethanol and methanol (more than 80%)
and the worst for hexane (30%) for 60 min. extractions in boiling solvent. However, in
the case of methanol and ethanol, it was connected with relatively significant lost of
crude protein and mass. Acetone was also a good solvent for bitter acids removal (up to
74%). This medium lets to recover high amounts of crude (93,4%) and true (97,7%)
protein. Hexane at room temperature barely extracted hop acids (5% of hop acids re-
moved). Fast isomerization of humulones into isohumulones was observed in over-
heated water steam at 121°C. Humulones in lupulin of hop cones were not significantly
affected by isomerization and the predominant process was decomposition of those
compounds. The isomerized spent hops resulting from this process contained 581 pg/g
of isohumulones and 103 pg/g of humulones were extracted with hexane and acetone.
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The latter was slightly better at extracting hop acids from isomerized spent hops than
from unisomerized hops, enabling the removal of more than 74% (in comparison to
initial unisomerized spent hop) of hop acids.

Plant enzyme extracts obtained from grapefruit (Citru paradisi), orange (Citrus
sinensis), horseradish (Armoracia rusticana), carrot (Daucus carota), sugar beet (Beta
vulgaris), parsley (Petroselinum crispim) and apple (Malus mill) were tested for their
ability to degrade humulones and lupulones. Degradation experiments were carried out
in the dark at 25°C. The best efficiency was achieved for enzyme extract of horseradish.
After 72 hours of the biotransformation there was observed total degradation of all hop
bitter acids. The percentage of removed acids varied from 80 to almost 100% for the
rest of investigated biocatalysts.

Extractions using methanol, ethanol, 70% ethanol, acetone, ethyl acetate, diethyl ether
and its mixtures with acetone, chloroform, hexane and its mixtures with ethanol were per-
formed to extract xanthohumol from spent hops. Extraction efficiency decreased with
reduced polarity of the solvent and was equal to zero for hexane. The worse selectivity
with boiling solvent extractions was observed for methanol, ethanol and 70% ethanol, the
most polar solvents, (1,6-2,7% of xanthohumol present in the extract), and the best for
diethyl ether (17,4%). Acetone was one of the best extracting agent (16,7%). Acetone and
diethyl ether possessed also high efficiency to extract xanthohumol. During the Soxlett-
-extraction they extracted more than 80% of total amount of xanthohumol.

Xanthohumol was isolated from supercritical carbon dioxide—spent hop by the ex-
traction with acetone, purification on silica gel, and subsequent crystallization and was
then converted into isoxanthohumol with 95% yield. For the first time, magnesium and
calcium salts for the demethylation of isoxanthohumol into 8-prenylnaringenin (8PN),
the strongest known phytoestrogen and potential anticancerogenic agent, were used. The
best yield 93% occurred when Mgl, etherate in anhydrous THF was applied. Salts such
as MgBr, (yield 39%), MgCl, (yield 4%), Cal, (yield 11%), Mg(OAc), (no 8PN),
Mg(OMe), (no 8PN) were also investigated. Several analogues of 7-O- and 4’-
-O-substituted isoxanthohumol and 8-prenylnaringenin, potential prodrugs, were syn-
thesized. Acyl, alkyl and allyl derivatives of isoxanthohumol underwent the demethyla-
tion process using Mgl,x2Et,0O in anhydrous THF with the yields of 61-89%. Eight new
compounds were obtained.

The capability of biotransformation of 14 commuted roots of vegetables (carrot,
parsley, horse-radish, red beet, kohl-rabi, radish, black turnip), plant fruits (grapefruit,
quince, strawberry), bulbs (potato, topinambur, garlic) and leafs (thubarb) was tested on
naringenin, 8-prenylnaringenin, isoxanthohumol and xanthohumol. During the experi-
ments the growth of the microorganisms was monitorem in order to exclude microbal
origin of transformations. The enzyme system of beetroot was able to carry out the hy-
droxylation at 3’ carbon of naringenin, isozanthohumol and 8-prenylnaringenin. The
products were isolated and their structure was established by '"H NMR, ?C NMR, IR.

The biotransformation of 6,7-epoxygeraniol by resting cells of nine species of fungi
was investigated. 6,7-epoxynerol (5-48%) was the main product obtained from the
transformation in Rhodotorula marina and Rhodotorula glutinis cultures. In the case
of Saccharomyces cerevisiae, Candida parapsilosis and Candida kefyr, 6,7-epoxy-
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citronellol (30-33%) was mainly observed. Cultures of Yarrowia lipolytica, Botrytis
cinerea and S. cerevisiae promoted the cyclisation of 6,7-epoxygeraniol to 2-methyl-
-2-(2-hydroxyethyl)-5-(2-hydroxyprop-2-yl)tetrahydrofuran with the yield of 11-99%.
6,7-Epoxynerol was not biotransformed by investigated microorganisms.

Key words: Spent hop, biotransformation, extraction, demethylation, volatiles analysis,

Deryng apparatus, hop bitter acids, hop flavonoids, 8-prenylnaringenin, isoxanthohu-
mol, xanthohumol, naringenin, 6,7-epoxygeraniol
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