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Summary

Hops, the female inflorescences of the hop plant (Humulus lupulus) are used 
in the brewing industry to add bitterness and aroma to beer. This raw material 
is a rich source of terpenoid essential oils and terpenophenolic resins (bitter ac
ids, prenylated flavonoids). Xanthohumol is the most abundant (80-90“b) of total 
amount of prenylated flavonoids in hop cones (up to ]% w/w). Xanthohumol has 
received much attention in recent years as a cancer chemopreventive agent be
cause of its ability to inhibit initiation, promotion and progression stages of 
carcinogenesis. It’s beneficial effects on health also include antibacterial, anti
oxidant, and antiinflamattory properties. Hydrophobic xanthohumol cannot be 
extracted with carbon dioxide under condition used for common hop extract 
destined for the application in the brew house (300 bar, 50°C). This flavonoid 
remains in the waste product of the hops (spent hops) processing industry. Di
verse extraction methods of spent hops by ethanol and supercritical CO2 at dif
ferent pressures lead to the residues that contain more than 30% xanthohumol. 
The multistep process extraction and separation of xanthohumol from natural 
source (raw or waste hops) with organic solvent have been also conducted. Re
cently, a synthetic route to xanthohumol has also been described.

The purpose of this review is to provide an overview of the chemistry, 
biosynthesis, biological activities, and biotechnological aspects of xanthohumol.
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1. Wstęp

Szyszki chmielu zawierają ważne dla piwowarstwa olejki eteryczne oraz gorzkie 
a- i p-kwasy, a także w mniejszych ilościach unikatowe prenylowane flawonoidy [1|. 
Te trzy grupy związków są ze sobą biosyntetycznie powiązane, ich wspólnym pre
kursorem jest difosforan dimetyloallilu (DMAPP) [2). Chmielowe prenyloflawonoidy 
występują w szyszkach głównie w postaci ksantohumolu (2’,4’,4-trihydroksy-6’-me- 
toksy-3-(3-metylo-but-2-en-l-yl)chalkon) [3]. Ksantohumol charakteryzuje się szerokim 
spektrum aktywności biologicznej. Jest on silnym przeciwutleniaczem i zapobiega 
chorobie niedokrwiennej serca [4-7|. Wykazuje także działanie przeciwgrzybicze 
(8|, przeciwbakteryjne [9], przeciwwirusowe [10] i przeciwmalaryczne [llj. Szcze
gólnie interesujące są antynowotworowe właściwości ksantohumolu, opisane po 
raz pierwszy przez naukowców z Oregon State University (Corvallis, USA) i podsu
mowane takim stwierdzeniem: “Xanthohumol is one of the more significant compo
unds for cancer chemoprevention that we have studied” [12-14]. W najnowszych da
nych potwierdzono ochronną rolę ksantohumolu, a także innych chmielowych fla- 
wonoidów na etapie inicjacji, promocji i progresji guza, opisano także molekularne 
podstawy mechanizmów działania tych fitozwiązków [15[.

Ksantohumol w procesie warzenia brzeczki ulega niemal całkowicie izomeryzacji 
do lepiej rozpuszczalnego, ale mniej aktywnego biologicznie izoksantohumolu [3[. 
Stężenie ksantohumolu w dostępnych na rynku piwach nie przekracza zazwyczaj 
0,2 mg/l [16]. Stężenie to musi być zwiększone do 5 mg/l w celu zapewnienia piwom 
właściwości chemoprewencyjnych [3[. Rozpoczęto w związku z tym intensywne prace 
nad produkcją ekstraktów chmielowych i piw o zwiększonej zawartości ksantohumo
lu [17-22]. Przedstawiono metody izolowania, oczyszczania i oznaczania ksantohumo
lu. Opracowano także technologię produkcji piw („XAN” technology) wzbogaconych 
w ten prenylochalkon. Technologię tę wdrożono po raz pierwszy w Niemczech 
w 2004 r., uzyskując piwo, zawierające około 1 mg/l ksantohumolu. Umożliwia ona 
osiągnięcie stężenia ksantohumolu na poziomie 1-3 mg/l w niefiltrowanych piwach 
typu lager oraz > 10 mg/l w filtrowanych ciemnych piwach. Przykładami oferowanych 
przez niemiecki rynek piw wzbogaconych w ksantohumol (XN) są: Weihenstephaner 
„Xan-Hefeweilśbier” (1,3 mg XN/1), Weihenstephaner „XAN-Wellness” (4,1 mg XN/1), 
w Czechach jest produkowane piwo „ŹATEC Xantho” (0,3 mg XN/1) [23,24].

Dane te zachęcają do opracowania rodzimej technologii odzyskiwania ksantohumo
lu z odpadowej masy, generowanej w dużych ilościach w procesie ekstrakcji olejków 
eterycznych i gorzkich kwasów z szyszek chmielu za pomocą nadkrytycznego CO2.

2. Charakterystyka prenyloflawonoidów chmielu

w szyszkach chmielu występują trzy ważne grupy wtórnych metabolitów: olejki 
eteryczne, gorzkie kwasy i prenyloflawonoidy (prenylochalkony i prenyloflawano-
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ny). Zainteresowanie badaczy skupiało się do niedawna na dwóch pierwszych, waż
nych dla piwowarstwa grupach tych metabolitów. Dopiero na podstawie wyników 
prac, wskazujących na potencjalne antynowotworowe właściwości chmielowych chal- 
konów i ich izomerów, naukowcy zwrócili uwagę na te związki [25].

Olejki eteryczne stanowią 0,3-3^, zaś gorzkie kwasy (acylofloroglucynole) 5-20% 
suchej masy szyszek chmielu. Pierwsze kształtują aromat piwa i składają się w po
nad 90% z terpenów (mircen, a-humulen, (3-kariofilen, farnezen) oraz terpenoidów. 
Drugie nadają piwu charakterystyczną goryczkę i dzielą się na a-kwasy (humulon, 
kohumulon i adhumulon) oraz p-kwasy (lupulon, kolupulon i adlupulon) [1,2,26,27]. 
a-kwasy zawierają jedną, zaś p-kwasy dwie grupy prenylowe. a-Kwasy w czasie wa
rzenia brzeczki ulegają izomeryzacji do bardziej gorzkich i lepiej rozpuszczalnych 
izo-a-kwasów, stąd mają decydujące znaczenie w kształtowaniu smaku piwa [28]. 
Flawonoidy chmielu, podobnie jak gorzkie kwasy, posiadają poliketydowy szkielet, 
do którego są przyłączone, jedna lub więcej, grupy prenylowe [2[. Składają się one 
głównie z chalkonów, zawierających grupy izoprenylowe (najczęściej 3,3-dimetylo- 
allilowe) lub geranylowe (rys. 1). Grupy te mogą ulegać utlenieniu lub dodatkowo 
cyklizacji [3,29]. Cyklizacja izoprenylowych grup przyczynia się do tworzenia pira- 
nowych lub furanowych systemów pierścieniowych o zróżnicowanych strukturach, 
w zależności od kierunku fuzji pierścienia, poziomu utlenienia i ilości tlenowych 
podstawników [30].

Prenylowane chalkony obejmują grupę kilkunastu pokrewnych związków i sta
nowią minimum 95% sumarycznej ilości chmielowych prenyloflawonoidów, szaco
wanej na 0,2-1,5% s.m. (rys. 1) [31 [. Najważniejszym pod względem masowego udziału 
i aktywności biologicznej chalkonem jest ksantohumol (2’,4,4’-trihydroksy-6’-me- 
toksy-3’-prenylochalkon) (1). W strukturach utlenionych form ksantohumolu mogą 
występować niecykliczne grupy prenylowe lub podstawniki cykliczne, zawierające 
atom tlenu w pozycji C-4’ bądź C-6’ pierścienia A [3[. Innymi prenylochalkonami są: 
demetyloksantohumol (2’,4,4’,6’-tetrahydroksy-3’-prenylochalkon) (2), a także ksan- 
togalenol (2’,6’,4-trihydroksy-4’-metoksy-3’-prenylochalkon) (3), zidentyfikowany 
w niektórych odmianach chmielu, rosnących w Ameryce Północnej i Azji Wschodniej 
[32[. Przykładem geranylochalkonu jest 3’-geranylochalkonaryngenina (2’,4,4’,6’-te- 
trahydroksy-3’-geranylochalkon) (4).

W cząsteczkach większości chalkonów jest obecna przynajmniej jedna wolna 
grupa 2’- lub 6’-hydroksylowa [31[. Z tego względu chalkony łatwo ulegają izomery
zacji do odpowiednich flawanonów w wyniku wewnątrzcząsteczkowej reakcji addy- 
cji Michaela. Szybkość tej reakcji zwiększa się wraz ze wzrostem temperatury i pH 
środowiska. W grupie izomerów chalkonów dominują flawanony, zawierające grupy 
prenylowe w jednej lub obydwu pozycjach 6 i 8 (rys. 1). Ksantohumol (1) dysponuje 
jedną, zaś demetyloksantohumol (2), 3’-geranylochalkonaryngenina (4), a także ksan- 
togalenol (3) dwiema grupami hydroksylowymi, które mogą uczestniczyć w reakcji 
cyklizacji pierścienia. Z tego powodu w reakcji cyklizacji ksantohumolu powstaje je
den izomer (5), a w analogicznych reakcjach pozostałych prenylochalkonów tworzą
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Rys. 1. Chemiczne struktury prenyloflawonoidów szyszek chmielu [3,41].

się dwie formy izomeryczne (odpowiednio 6 i 7, 8 i 9 oraz 10 i 11). Prenylochalkony, 
podobnie jak gorzkie kwasy, ulegają izomeryzacji na etapie warzenia brzeczki i wy
stępują w piwie niemal wyłącznie w postaci flawanonów. Piwo zawiera 0,2-2 mg/l 
flawanonów i jest uznawane za jedno z ważniejszych źródeł flawonoidów w ludzkiej 
diecie [3|.

Ksantohumol stanowi 80-90% sumarycznej puli prenyloflawonoidów, jego ilość 
w suchej masie szyszek waha się w granicach 0,1-1%, w zależności od odmiany 
chmielu [3]. W nielicznych danych literaturowych, dotyczących polskich odmian 
chmielu wskazuje się, że zawierają one od 0,5 (Izabela, Marynka) do 0,8% s. m. (Żula) 
ksantohumolu i pod tym względem należą do przodujących w Europie [33].

Zawartość w chmielu kolejnego prenylochalkonu, demetyloksantohumolu, jest 
znacznie mniejsza aniżeli ksantohumolu i mieści się w granicach 0,05-0,3% [1,28]. 
Demetyloksantohumol uznawany jest za prekursora większości flawonoidów szy
szek chmielu [34]. W wyniku jego chemicznej izomeryzacji powstaje mieszanina
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złożona z ekwiwalentnych ilości racematów najważniejszych estrogenów chmielu: 
6- i 8-prenylonaryngeniny (6 i 7) [35]. Izomeryzacja demetyloksantohumolu, tzw. 
konwersja Nastainczyka, może także zachodzić spontanicznie, podczas magazyno
wania szyszek chmielu.

3. Biosynteza ksantohumolu

Chmielowe prenyloflawonoidy, gorzkie kwasy oraz olejki eteryczne są ze sobą 
biosyntetycznie powiązane i nagromadzają się w lupulinie. Synteza mono- i seskwi- 
terpenów wymaga obecności pirofosforanów allilu o dłuższych łańcuchach, utwo
rzonych z difosforanu dimetyloalliłu (DMAPP) oraz difosforanu izopentenylu (IPP) 
(rys. 2) [1]. IPP jest syntetyzowany głównie w szlaku 2-C-metylo-4-fosforan D-erytrito-
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Rys. 2. Biosynteza ksantohumolu [2,3,36]
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lu (MEP, ang. 2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphate), funkcjonującym w plastydach oraz, 
w mniejszym stopniu, w cytozolowym szlaku kwasu mewalonowego [36|. Utworzony 
IPP jest przekształcany do allilowego izomeru DMAPP przez izomerazę IPP (EC 
5.3.3.2) [37].

4. Biologiczna aktywność ksantohumolu

4.1. Aktywność antyoksydacyjna

Ksantohumol aktywnie neutralizuje wolne rodniki i zapobiega rozwojowi miaż
dżycy tętnic i chorób nowotworowych [4]. Ksantohumol okazał się dziewięcio- 
i trzykrotne silniejszym zmiataczem rodników hydroksylowych i nadtlenkowych niż 
wzorcowy Trolox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy) [25]. 
Ksantohumol, w przeciwieństwie do izoksantohumolu i 8-prenylonaryngeniny, wy
kazywał także antyoksydacyjną aktywność względem anionorodników ponadtlenko- 
wych, generowanych przez oksydazę ksantynową, nie hamując przy tym bezpośrednio 
aktywności tego enzymu. Ponadto związek ten (IC50 = 2,6 mM) hamował powsta
wanie anionorodników ponadtlenkowych w systemie różnicujących się do granulo- 
cytów białaczkowych komórek HL-60, po ich stymulacji przez PMA (12-0-tetradeka- 
noiloforbolo-13-octan, 12-mirystyniano-13-octan forbolu) [5|.

W badaniach in vitro, prowadzonych przez Mirandę i wsp. [6] oraz Rodrigueza 
i wsp. [7] udowodniono ochronne, antyoksydacyjne działanie prenylowanych chal- 
konów chmielu, zwłaszcza ksantohumolu i demetyloksantohumolu, względem lipo
protein o niskiej gęstości (LDL). Ksantohumol zmniejszał peroksydację lipidów o po
nad 70% po 5 godzinach inkubacji, w porównaniu z układem kontrolnym. Chalkony 
o większej liczbie grup prenylowych oraz prenyloflawanony wykazywały pod tym 
względem wyraźnie mniejszą aktywność, zaś nieprenylowane flawonoidy stymulo
wały utlenienie LDL.

4.2. Aktywność antydrobnoustrojowa i przeciwwirusowa

W badaniach Mizobuchi i Sato wykazano, że ksantohumol oraz prenyloflawano
ny: 6- i 8-prenylonaryngenina w stężeniu 3-12,5 pg/ml hamowały rozwój pleśni 
Trichophyton mentagrophytes oraz T. rubrum |8|. Związki te, a także izoksantohumol 
wykazywały umiarkowane inhibujące działanie względem pleśni Mucor rouxianus 
oraz były nieaktywne względem drożdży Candida albicans, pleśni Fusarium oxysporum 
oraz bakterii Escherichia coli. Kontrolna naryngenina wykazywała natomiast mini
malną aktywność antydrobnoustrojową. Autorzy na podstawie uzyskanych wyników 
sugerują, że obecność hydrofobowej grupy prenylowej sprzyja transportowi flawo-

BIOTECHNOLOGIA 1 (88) 82-96 2010 87



Jadwiga Gołąbczak, Edyta Gendaszewska-Darmach

noidów przez membranę cytoplazmatyczną lub też ułatwia wiązanie się tych 
związków z aktywnymi centrami enzymów.

Ksantohumol w stężeniach minimalnych (MIC, ang. Minimum Inhibitory Concentra
tion), wynoszących 1-3 pg/ml, hamował wzrost bakterii Gram-dodatnich Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus pyogenes oraz Staphylococcus epidermidis, powodujących zaka
żenia ropne skóry oraz zakażenia układowe o etiologii gronkowcowej (zapalenie 
płuc, posocznica) [9]. Wykazywał on także silne bakteriobójcze działanie względem 
dwóch innych, Gram-dodatnich patogenów skóry: Propionibacterium acnes oraz Kocura 
rhizophila. jego minimalne stężenia bójcze (MBC, ang. Minimum Bactericidal Concen
tration) wynosiły odpowiednio 3 oraz 10 pg/ml. Ksantohumol hamował ponadto roz
wój komórek Streptococcus mutans (MIC 12,5 pg/ml), powodujących próchnicę zę
bów, a także wykazywał działanie przeciwmalaryczne [11|.

Ksantohumol w dawkach odpowiadających IC50: 0,82, 1,28 oraz 0,5 pg/ml hamował 
procesy indukowane przez wirus HIV-1: efekt cytopatyczny (tworzenie wielojądro- 
wych komórek-syncytium), produkcję wirusowego antygenu p24 oraz odwrotnej 
transkryptazy w limfocytach C8166 [10]. Ten prenylochalkon (EC50 20,74 pg/ml) 
przeciwdziałał także replikacji HIV-1 w peryferyjnych jednojądrzastych komórkach 
krwi, natomiast nie hamował wnikania wirusa do komórek.

4.3. Aktywność antynowotworowa

4.3.1. Faza inicjacji nowotworzenia

Działanie ochronne ksantohumolu przed indukcją procesu nowotworzenia prze
jawia się nie tylko jego właściwościami antyoksydacyjnymi, ale także zdolnością 
do modulacji aktywności i/lub ekspresji enzymów detoksyfikujących ksenobiotyki. 
Stwierdzono, że ksantohumol hamuje aktywności enzymów I fazy odtruwania: mo- 
nooksygenaz cytochromu P-450 (CYP). Henderson i wsp. stwierdzili, że ksantohu
mol w stężeniu 10 pM niemal całkowicie hamował aktywność 0-deetylazy -7-etoksy- 
rezorufiny (EROD) związanej z CYPIAI oraz CYPIBI [12|. Gerhauser i wsp. ustalili 
natomiast, że ksantohumol i izoksantohumol hamowały aktywność CYPIA w stęże
niach IC50 odpowiednio 0,022 i 0,3 pM [5|. Wykazano także, że ksantohumol i sześć 
innych prenyloflawonoidów zwiększały ekspresję enzymu fazy II - reduktazy chinono- 
wej (dehydrogenazy NAD(P)H (chinon); EG 1.6.5.2) w hodowli komórek wątrobiaka 
myszy Hepa lclc7 [38,39]. Ksantohumol hamował metaboliczną aktywację 2-ami- 
no-3-metyloimidazo[4,5-f[chinoliny, co oznacza, że jest on potencjalnym czynni
kiem chemoprewencyjnym względem rakotwórczych, heterocyklicznych amin akty
wowanych przez CYP1A2 [40].
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4.3.2. Faza promocji nowotworzenia

Zwiększona synteza prostaglandyn przez cyklooksygenazy i nadmierna produk
cja tlenku azotu przez indukowaną syntazę tlenku azotu (iNOS) przyczyniają się do 
rozwoju stanu zapalnego, a także onkogenezy [411.

Ksantohumol, a także mieszanina prenylowanych flawonoidów (m. in. ksantohu
mol i dihydroksantohumol) zawarta w ekstrakcie szyszek chmielu wykazywała dzia
łanie przeciwzapalne hamując aktywność konstytutywnej cyklooksygenazy 1 
(COX-1) i indukowanej cyklooksygenazy 2 (COX-2), a także obniżając ekspresję iNOS 
(rys. 3) [42]. Inhibujące COX-1 i COX-2 dawki ksantohumolu równoważne IC50 wyno
siły odpowiednio 16,6 oraz 41,5 pM.

Wyniki te potwierdzono badaniami, dotyczącymi wpływu ksantohumolu na in
dukcję mediatorów rozwoju stanu zapalnego w komórkach mysich makrofagów 
RAW264.7, po ich stymulacji LPS (lipopolisacharyd patogennych bakterii G-) [43]. 
Ksantohumol redukował ekspresję receptorów LPS i w efekcie ograniczał aktywację 
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, co z kolei przyczyniało się do zahamowania pro
dukcji prozapalnych cytokin oraz tlenku azotu przez makrofagi RAW264.7. Jest to 
zrozumiałe, zważywszy fakt, że NF-kB w jądrze aktywuje ekspresję całego spektrum 
genów odpowiedzialnych za rozwój stanu zapalnego (w tym produkcja wielu cyto
kin, syntazy tlenku azotu i cyklooksygenazy 2).

Czynniki stymulujące 
TNFa, LPS, NO, wolne rodniki

Rys. 3. Przeciwzapalne działanie ksantohumolu na różnych etapach aktywacji czynnika transkryp
cyjnego NF-kB; TNFa - czynnik martwicy nowotworu typu a; IkB - białka inhibitorowe czynnika Jądro
wego kB.
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4.3.3. Faza progresji nowotworzenia

Mechanizm protekcyjnego działania ksantohumolu na etapie progresji procesu 
nowotworzenia jest wielokierunkowy. Obejmuje on m. in. inhibicję syntezy DNA, 
blokowanie cyklu komórkowego, różnicowanie komórkowe i aktywację apoptozy.

Miranda i wsp. stwierdzili, że prenylowane flawonoidy chmielu hamują prolifera
cję komórek raka piersi MCF-7, komórek raka okrężnicy HT-29 oraz komórek raka 
jajnika A-2780, nie wpływając na wzrost prawidłowych hepatocytów [13]. W bada
niach tych najsilniejsze właściwości antyproliferacyjne wykazywał ksantohumol, 
zwłaszcza względem komórek A-2780 (EC50 = 0,52 pM). Antyproliferacyjny mecha
nizm działania ksantohumolu polegał zarówno na hamowaniu syntezy DNA (inhibi
cji aktywności polimerazy DNA a in vitro oraz inkorporacji tymidyny w cząsteczkę 
nowo syntetyzowanego DNA), jak również na zatrzymaniu cyklu komórkowego 
w fazie S.

Antyproliferacyjne i proapoptotyczne działanie ksantohumolu, a także, w mniej
szym stopniu, izoksantohumolu i 8-prenylonaryngeniny względem komórek raka 
piersi linii Sk-Br-3 potwierdzono w badaniach Monteiro i wsp. [44|. Na podstawie 
wyników tych badań wykazano ponadto hamujący wpływ chmielowych prenylofllawono- 
idów na aktywność aromatazy P450 (niespecyficzna monooksygenaza; EC 1.14.14.1), 
odpowiedzialnej za konwersję androgenów w estrogeny. Co więcej, obecny w śro
dowisku reakcyjnym estrogen, 17-(3-estradiol, znosił hamującą aktywność flawono- 
idów. Te obserwacje sugerują możliwość uruchamiania przez flawonoidy innego, 
przeciwdziałającego rozwojowi raka piersi mechanizmu, jakim jest blokowanie syn
tezy estrogenu.

Ksantohumol powodował również zahamowanie proliferacji komórek raka okręż
nicy linii HCT-116 poprzez wywoływanie procesu apoptozy [45|. Właściwości pro
apoptotyczne tego związku stwierdzono również w badaniach nad limfocytami 
pobranymi od pacjentów z przewlekłą białaczką limfocytarną [46], a także nad ko
mórkami raka prostaty linii BPH-1 [47], DU 145 [17] i PC3 [44,16]. Ustalone dla ksan
tohumolu stężenia IC50, hamujące rozwój komórek DU 145 oraz PC3 wynosiły odpo
wiednio 12,3 i 13,2 pM [48[.

Innym mechanizmem, za pośrednictwem którego ksantohumol, a także 8-preny- 
lonaringenina hamują proliferację komórek nowotworowych jest indukowanie koń
cowego zróżnicowania komórek poprzez zahamowanie cyklu podziału komórki 
w fazie G1 [5,40]. Efekt ten został potwierdzony in vivo poprzez udokumentowane 
zahamowanie naciekania komórek nowotworowych u myszy (IC50 = 0,02 pM) [22[.

jedną ze strategii terapii chorób nowotworowych jest hamowanie procesu an- 
giogenezy. Ostatnio coraz częściej poszukuje się antyangiogennych fitozwiązków, 
przydatnych nie tylko w leczeniu, ale i w prewencji nowotworzenia (angioprewen- 
cja). Do takich związków należą bez wątpienia ksantohumol i inne prenyloflawono- 
idy chmielu [49[. Stwierdzono, że ksantohumol ogranicza produkcję endogennych 
prostaglandyn, które inicjują ważny dla wzrostu guza proces tworzenia się nowych

90 PRACE PRZEGLĄDOWE



Ksantohiimol i inne prenyloflawonoidy szyszek chmielu - aspekty biologiczne i technologiczne

naczyń krwionośnych (angiogenezy). Limituje on także powstawanie tlenku azotu 
(p. 3.2). Wiadomo, że nadmierne i wydłużone w czasie generowanie NO aktywuje 
produkcję czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego VEGF ( Vascular Endothelial 
Growth Factor), który jest znanym induktorem angiogenezy [50]. Ze względu na fakt, 
że warunkiem zarówno fizjologicznej jak i patologicznej angiogenezy jest prolifera
cja oraz migracja komórek śródbłonka naczyń, stały się one jednym z celów terapii 
przeciwnowotworowej. Stwierdzono in vitro, że ksantohumol w stężeniu < 10 p,M 
wykazywał właściwości antyangiogenne powodując zahamowanie proliferacji i mi
gracji tych komórek, jak również zdolności do tworzenia struktur kapilarnych [50,51]. 
Co więcej, w warunkach in vivo powodował on zahamowanie wzrostu guza (mięsak 
Kaposiego) u myszy [52].

5. Izolowanie i chemiczna synteza ksantohumolu

Ksantohumol jest składnikiem twardych żywic i nie rozpuszcza się w heksanie, 
a także w nadkrytycznym CO2 (20-30 MPa, 40-60°C), w przeciwieństwie do miękkich 
żywic, zawierających m.in. gorzkie a- i p-kwasy [17[. Ksantohumol, podobnie jak 
inne prenylowane chalkony, nie rozpuszcza się w wodzie, w przeciwieństwie do 
prenylowanych flawanonów. jest on rozpuszczalny w alkoholach (metanol, etanol) 
i alkoholowo-wodnych mieszaninach, estrach kwasów karboksylowych (octan etylu), 
eterach (eter dietylowy), ketonach (aceton) lub chalogenkach alkilu (chloroform).

Stosowany w piwowarstwie klasyczny etanolowy ekstrakt chmielowych żywic 
zawierał około 90% wyjściowej sumarycznej ilości ksantohumolu. Straty obecnych 
w etanolowym ekstrakcie prenylochalkonów wynikały z niepełnej ekstrakcji tych 
związków z chmielu do brzeczki (13-25%), ich adsorpcji na nierozpuszczalnych 
białkach słodu (18-26%), a także adsorpcji na komórkach drożdży (11-32%) w czasie 
fermentacji. W piwie, po okresie leżakowania, pozostawało 22-30% wyjściowej ilo
ści ksantohumolu, głównie w postaci izoksantohumolu oraz 10% demetyloksantohu- 
molu, całkowicie przekształconego do prenylonaryngeniny [29[.

Zastosowanie z kolei do produkcji piwa ekstraktu żywic, otrzymanego za po
mocą nadkrytycznego CO2, powodowało niemal całkowite wyeliminowanie prenylo- 
flawonoidów ze składu piwa. Ekstrakt ten bowiem zawierał poniżej 5% ilości ksanto
humolu, obecnego w wyjściowym surowcu [29]. Nierozpuszczalne w nadkrytycznym 
ekstrahencie prenyloflawonoidy pozostawały w odpadowej poekstrakcyjnej masie 
chmielu.

Krajowa produkcja ekstraktów chmielowych metodą z nadkrytycznym CO2 (30 MPa, 
50°C) realizowana jest w Instytucie Nawozów Sztucznych w Puławach. Ekstrakty te 
zawierają 96,9% żywic, w tym 96,6% żywic miękkich i zaledwie 0,3% żywic twardych 
[18[. Ich produkcja generuje rocznie około 1000 ton odpadowej masy chmielu, za
wierającej, oprócz leczniczych prenylofiawonoidów, cenne składniki pokarmowe 
(białko, sole mineralne, witaminy).
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Wyniki te zainspirowały badaczy do opracowania technologii otrzymywania pre
paratów ksantohumolu w celu wzbogacenia piwa, a także innych napojów i żywno
ści w ten cenny prenylochalkon [40,50].

Procedury izolowania ksantohumolu z szyszek chmielu bazują na zmiennej roz
puszczalności tego związku w rozpuszczalnikach o zróżnicowanej polarności. Za
wartość ksantohumolu w uzyskanych preparatach zmienia się od 8 do 99%, w zależ
ności od zastosowanych metod ekstrakcji i oczyszczania [52|.

Ekstrakcja szyszek chmielu za pomocą np. acetonu lub chloroformu umożliwia 
wyodrębnienie z tego surowca składników żywic |3|. Ekstrakty zawierają gorzkie 
kwasy i prenyloflawonoidy, ale pozbawione są większości tkankowych składników 
chmielu. W celu otrzymania surowego ekstraktu ksantohumolu z ekstraktu żywic, 
można ten ostatni poddać rozdziałowi chromatograficznemu. Rozdział ten prowa
dzi się metodą chromatografii kolumnowej na żelu Sephadex LH-20 (usieciowana 
forma ), stosując metanol jako eluent. Dalsze oczyszczanie otrzymanego ekstraktu 
można prowadzić półpreparatywną techniką HPLC stosując kolumnę Cig (żel okta- 
decylowy) z odwróconą fazą.

Surowcem preferowanym do otrzymywania ksantohumolu jest masa, pozostająca 
po pierwotnej, nadkrytycznej ekstrakcji szyszek chmielu [17|. Zastosowanie pozba
wionej olejków eterycznych i gorzkich kwasów poekstrakcyjnej masy chmielowej 
ułatwia procedurę izolowania ksantohumolu.

Jedną z metod wyodrębniania ksantohumolu z odpadowej masy chmielowej jest 
wtórna nadkrytyczna ekstrakcja za pomocą CO2. Stosowane w ekstrakcji wtórnej 
wartości ciśnienia i temperatury są wyższe aniżeli w ekstrakcji pierwotnej i wy
noszą: 60-100 MPa i 70-90°C [18,47]. W tych warunkach ksantohumol rozpuszcza 
się w nadkrytycznym ekstrahencie. Uzyskany ekstrakt zawiera 10-30^ ksantohumo
lu. Ilość ta wzrastała do 40%, gdy pierwotną ekstrakcję szyszek chmielu prowadzono 
przy ciśnieniu 80 MPa, w temperaturze 80°C, zaś oddzielenie rozpuszczonych 
w tych warunkach składników żywic chmielu zachodziło przy ciśnieniu 20 MPa, 
w temperaturze 60°C [48[. Wykorzystanie etanolu jako moderatora wtórnej ekstrak
cji szyszek chmielu umożliwia prowadzenie tego procesu w mniej drastycznych wa
runkach ciśnienia i temperatury [17[. Wydajność procesu ekstrakcji ksantohumolu, 
zachodzącego przy ciśnieniu 25 MPa, w temperaturze 50°C, przy masowym stosun
ku etanolu do surowca (poekstrakcyjnej masy chmielowej) 50^ i stężeniu etanolu 80%, 
kształtowała się na poziomie 7,8 mg/g.

Inną, prostą metodą jest ekstrakcja etanolowego wyciągu żywic chmielu z do
datkiem np. diatomitu (ziemia okrzemkowa) lub żelu krzemionkowego za pomocą 
nadkrytycznego CO2 (30 MPa, 50°C) [18,52]. Sucha pozostałość po ekstrakcji w wa
runkach nadkrytycznych zawiera 80% wypełniacza i 2% ksantohumolu, a także towa
rzyszące ksantohumolowi żywice twarde oraz chlorofil. Taki produkt można doda
wać do gorącej brzeczki piwnej.

Wyodrębnianie ksantohumolu z poekstrakcyjnej masy chmielu jest procesem 
kilkuetapowym i wymaga stosowania przynajmniej dwóch ekstrahentów: wody
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i rozpuszczalnika organicznego. Najczęściej są to mieszaniny wodno-alkoholowe 
(metanol, etanol) o malejącej polarności, umożliwiające oddzielenie związków roz
puszczalnych w wodzie (soli mineralnych, częściowo polifenoli i cukrów) od niepo- 
larnej frakcji twardych żywic [22]. Dodatkowy etap ekstrakcji za pomocą heksanu 
eliminuje z tej frakcji resztkowe ilości żywic miękkich. Zawartość ksantohumolu 
w otrzymanych ekstraktach wynosi 5-20% s.m. Zwiększenie tej zawartości wymaga 
przeprowadzenia chromatograficznego rozdziału składników ekstraktów.

Warunki oczyszczania ekstraktu twardych żywic chmielu metodą HPLC opisała 
Delmulle [53|. Ekstrakt ten zawierał 12% ksantohumolu i 1,2% demetyloksantohumo- 
lu. Rozdział chromatograficzny składników ekstraktu prowadzono dwuetapowo na 
kolumnach Cjs- W pierwszym etapie oczyszczania stosowano elucję gradientową za 
pomocą 95% roztworu metanolu, zawierającego 0,05% kwasu mrówkowego, w dru
gim elucję izokratyczną za pomocą analogicznego 60% eluentu dla ksantohumolu 
i 55% dla demetyloksantohumolu. Wykrywanie analitów prowadzono za pomocą de
tektora UV, przy A, = 370 nm. Uzyskany preparat ksantohumolu charakteryzował się 
niemal stuprocentową czystością, co potwierdziły obrazy jego chromatograficznego 
rozdziału.

Mała zawartość ksantohumolu w szyszkach chmielu oraz opisane wieloetapowe, 
kosztowne procedury otrzymywania czystych preparatów ksantohumolu uniemożli
wiają ich produkcję w większej skali. Problem ten można rozwiązać zastępując me
todę izolowania tego związku z naturalnego surowca metodą syntezy chemicznej.

Khupse i wsp. przedstawili sześcioetapową syntezę ksantohumolu z 2,’4’,6’-tri- 
hydroksyacetofenonu (floroacetofenonu) (rys. 4) [54|. W pierwszym etapie prowa
dzono metoksymetylowanie tego związku w celu osłony grup hydroksylowych 
w pozycjach 4’ oraz 6’. Otrzymany w tym etapie 2’-hydroksy-4’,6’-dimetoksymetylo- 
acetofenon poddawano reakcji Mitsunobu, w której donorem grupy prenylowej był 
3-metylo-2-buten-l-ol, zaś produktem prenylowany eter - podstawowy związek po
średni w syntezie ksantohumolu.

Inni autorzy do uzyskania tego produktu wykorzystywali reakcję alkilowania za 
pomocą bromku 3,3-dimetyloallilowego [55|. Prenylowany eter poddawano w trze
cim etapie [3,3] sigmatropowemu przegrupowaniu Claisena w celu przyłączenia gru
py prenylowej do pierścienia arylowego, a następnie metylowaniu wolnej grupy 
hydroksylowej. W kolejnym etapie uzyskany prenylowany keton poddano reakcji 
Claisena-Schmidta, polegającej na aldolowej kondensacji z aldehydem 4-hydroksylo- 
benzoesowym, zawierającym zablokowaną grupę hydroksylową, umożliwiającej 
utworzenie szkieletu chalkonu. W ostatnim etapie usuwano z prenylowanego chal- 
konu ochronne grupy metoksymetylowe, uzyskując oczekiwany ksantohumol. Su
maryczna wydajność przedstawionego procesu syntezy ksantohumolu, zapropono
wanego przez Khupse i wsp., wynosiła 10%. Może to sprawić, że metoda ta będzie 
bardziej opłacalna od metod „zielonej technologii”.

Vogel i wsp. prowadzili analizę porównawczą antyutleniających i cytotoksycz- 
nych aktywności uzyskanych, syntetycznych chalkonów [55,56]. Syntetyczny ksanto-
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Rys. 4. Synteza chemiczna ksantohumolu [54-56].
1) 2’,4’,6’-trihydroksyacetofenon, 2) 2’-hydroksy-4’,6’-dimetoksymetyloacetofenon, 3) 3-metylo-2- 

-buten-l-ol, 4) 4’,6'-dimetoksymetylo-2’-(3-metylo-2-butenyloksy)acetofenon, 5) 2’,4’-dimetoksymetylo- 
-6’-hydroksylo-3’-(3-metylo-2-butenyloksy)acetofenon, 6) 2’,4’-dimetoksymetylo-6’-metoksy-3’-(3-metylo- 
-2-butenyloksy) acetofenon, 7) aldehyd 4-metoksymetylobenzoesowy, 8) 2’,4’,4-trinietoksymetylo- 6’- 
-metoksy-3’-(3-metylo-2-butenyloksy)chalkon, 9) ksantohumol.

humol w stężeniu IC50 = 9,4 iliM hamował proliferację nowotworowych komórek 
Hela, a w zakresie stężeń 0,1-1 pM wykazywał on aktywność przeciwutieniającą, odpo
wiadającą 2,3 jednostkom równoważnika Troloxii (TE). Stwierdzono, że przyłączenie 
dodatkowych grup hydroksylowych do aromatycznego pierścienia ksantohumolu 
zwiększało jego działanie cytotoksyczne. Wartości IC50, ustalone dla 3-hydroksy- 
ksantohumolu oraz 2’,3,4’,5-tetrahydroksy-6’-metoksy-3’-prenylochalkonu (nieobec
ny w przyrodzie) wynosiły odpowiednio 2,5 oraz 3,2 pM. Usunięcie z cząsteczki 
ksantohumolu grupy prenylowej polepszało jego aktywność cytotoksyczną (IC50 = 
= 5,2 pM). Analogiczny zabieg w przypadku pochodnej ksantohumolu, zawierającej 
dodatkową grupę hydroksylową (3-hydroksyksantohumol), powodował drastyczny 
spadek jej cytotoksyczności (IC50 = 14,8 pM), W grupie chemicznie syntetyzowach 
chalkonów największymi aktywnościami przeciwutleniającymi charakteryzowały się: 
2’-0-metylo-3’-prenylonaryngeninochalkon (5,2 TE; nieobecny w naturze), ksantohu
mol H (4,8 TE), 4’-metyloksantohumol (4,4 TE) oraz demetyloksantohumol (3,8 TE).
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Metody syntezy chemicznej są, jak się wydaje, perspektywiczne. Stwarzają one 
możliwości otrzymywania z dużą wydajnością modyfikowanych form chalkonów nie 
tylko o zróżnicowanych aktywnościach biologicznych, ale także o polepszonej roz
puszczalności w środowiskach wodnych, warunkującej większą dostępność tych 
związków dla konsumentów.
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