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ABSTRACT

The craving for sweets is a universal desire that connects people of all ages
and cultures. Traditionally used sweeteners based on sugars, such as sucrose or
glucose-fructose syrup, are known for their multidirectional negative impact on
human health. With the development of research into artificial sweeteners and natural
sucrose alternatives, more and more consumers are turning to healthier options to
satisfy their sweet tooth.

Among the potential new sweeteners of natural origin, dihydrochalcones
deserve special attention. These compounds belong to polyphenols and are present in
plants. In the daily diet of people, their source may be citrus fruits, strawberries and
apples. Dihydrochalcones, like other polyphenols, have a high and diverse health-
promoting effect, e.g. antioxidant, antimicrobial or anticancer. Unfortunately, their
extraction from plant material is challenging and economically unprofitable.

The article presents a brief description of traditionally used sweeteners based
on sugar, as well as alternative sweeteners. Methods for the chemical synthesis of
dihydrochalcones are presented here, and the biotransformation processes involved
in producing these sweet-tasting compounds are discussed.

Keywords: sugar, sweeteners, dihydrochalcones, biotransformations
Stowa kluczowe: cukier, stodziki, dihydrochalkony, biotransformacje
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WPROWADZENIE

Stodki smak pozadany jest przez ludzi w réoznym wieku, pochodzacych
z réznych klas i kultur. Stodycz od zawsze odgrywata istotng rolg w zywieniu
cztowieka, pomagajac ukierunkowaé¢ zachowania zywieniowe na produkty
dostarczajgce zarowno energii, jak i niezbednych sktadnikow odzywczych [1]. Po
spozyciu stodkiego pokarmu aktywacji ulegaja obwody moézgowe generujace
przyjemno$é. Wedtug badan klinicznych ten obwdd jest taki sam lub pokrywa si¢
z tym, ktory posredniczy w uzalezniajagcym charakterze narkotykow, takich jak
alkohol i opiaty [2].

Najwczesniej stosowanymi substancjami stodzagcymi byly mioéd 1 soki
roslinne. W przemysle spozywczym tradycyjnie najczesciej stosowang substancja
jest sacharoza — dwucukier, ktérego gldéwnymi zrodtami pozyskiwania sg trzcina
cukrowa i buraki cukrowe [3].

Smak 1 profil stodkosci czystej sacharozy okresla si¢ ,,zlotym standardem”.
Poniewaz cukier ten jest powszechnie wykorzystywany w produktach spozywczych,
ludzie utozsamiajg slodko$¢ ze smakiem sacharozy [4]. Sacharoza jest dobrze
rozpuszczalna w wodzie, a takze stabilna chemicznie i termicznie. Dodatkowym
atutem tego dwucukru jest mozliwo$¢ jego wykorzystania w konserwowaniu
zywnoscli, a takze nadawaniu jej odpowiedniej lepkosci i tekstury [5]. Sacharoza jest
jednak wysoce kaloryczna, a jej zwickszone spozycie skutkuje dodatnim bilansem
energetycznym. Nadmierne spozycie sacharozy uwaza si¢ za jedng z przyczyn m. in.
otytosci, cukrzycy, chordb sercowo-naczyniowych, czy nowotworow [6,7]. Obecnie
coraz czesciej jest ona wypierana przez bogaty we fruktoze syrop pozyskiwany
z kukurydzy, ktory wykazuje jeszcze bardziej negatywny efekt metaboliczny niz
sacharoza [8].

Powyzsze fakty stanowig silny impuls do poszukiwania niskoenergetycznych
substytutow sacharozy, ktére posiadalyby poréwnywalne z nig parametry fizyko-
chemiczne i sensoryczne, a ich spozycie nie bytoby obarczone tak negatywnym
wplywem na organizm [4].

1. NEGATYWNY WPLYW CUKRU NA ZDROWIE

Glukoza to glowny cukier magazynowany w organizmach zwierzat, natomiast
u roélin jest to sacharoza ztozona z czasteczki glukozy i fruktozy. Poniewaz ludzie
od zawsze konsumowali produkty pochodzenia roslinnego, w ich diecie obecna byta
réowniez fruktoza [9,10]. Zwickszone wykorzystanie fruktozy w przemysle
spozywczym poczatkowo wigzato si¢ z przekonaniem, ze stanowi ona zdrowszg
alternatywe dla glukozy, ze wzgledu na jej nizszy indeks glikemiczny i fakt, ze
metabolizm fruktozy nie jest regulowany przez insuling. Uwazano, ze dzigki temu
fruktoza moze by¢ bezpiecznie stosowana u pacjentéw z cukrzyca [11,12]. Fruktoza
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jest tez najstodszym naturalnie wystgpujacym cukrem, co umozliwia wykorzystanie
mniejszych jej ilosci do zapewniania pozgdanego poziomu stodkosci produktow, co
obniza ich kalorycznos$¢ w stosunku do produktéw stodzonych glukozg czy sacharozg
[13,14]. Jednak juz w latach 60-tych XX wieku zaobserwowano, ze zwickszone
spozycie fruktozy u zwierzat i ludzi wywotuje hipertriglicerydemie na poziomie duzo
wyzszym niz w wyniku spozywania skrobi czy glukozy [10]. Pomimo tego udziat
fruktozy w diecie ludzi wzrost w ciagu ostatnich 40 lat o 30% [15]. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) rekomenduje, by cukry dodawane do zywnos$ci nie
stanowily wiecej niz 10% naszej diety. Szacuje si¢ jednak, ze mlodziez z samej tylko
fruktozy moze czerpa¢ wigcej niz 15% dziennej dawki kalorii, a dorosli niemal 20%
[13,16]. Wynika to w duzym stopniu z powszechnego wykorzystywania w przemysle
spozywczym syropu kukurydzianego o wysokiej zawarto$ci fruktozy (HFCS).
Stodziwo to zostato po raz pierwszy wprowadzone do uzytku w USA w 1972 roku
w odpowiedzi na rosngce zapotrzebowanie przemyshu spozywczego na alternatywy
dla rafinowanego cukru, ktorego produkcja jest droga [9,17]. HFCS jest tanszy,
stodszy i trwalszy niz sacharoza. Stodzik ten nie ulega krystalizacji w produkcie,
zapewnia zachowanie wilgotnosci wypiekow i tatwo si¢ rozpuszcza dodany do
napojoéw. Szacuje sig¢, ze stanowi on obecnie 40% odzywczych substancji stodzacych
dodawanych do zywnosci [9,13,18]. Produkcja HFCS opiera si¢ na wykorzystaniu
enzymow pozyskanych z mikroorganizmow — w pierwszym etapie skrobia
kukurydziana hydrolizowana jest do monosacharyddw, nastepnie izomeraza ksylozy
konwertuje czes$¢ glukozy do fruktozy. Najbardziej popularny HFCS zawiera 55%
fruktozy i 45% glukozy. Dzigki temu jest on stodszy i ma ptynna konsystencje [10].

Pomimo tego, ze glukoza i fruktoza majg t¢ sama kalorycznosc¢, sg one odmiennie
metabolizowane w organizmach zwierzat i r6znig si¢ wptywem na rozwdj chordb
metabolicznych [19]. Glukoza jest podstawowym paliwem energetycznym dla
wiekszosci tkanek i komorek zwierzecych, natomiast fruktoza jest metabolizowana
gléwnie w watrobie [10]. Podczas absorpcji w przewodzie pokarmowym, gdy
stezenie fruktozy w jelicie jest nizsze niz 1 mM, duza jej ilo§¢ jest przeksztalcana
w glukozg w enterocytach. Ta konwersja zmniejsza wewnatrzkomorkowe stezenie
fruktozy, utatwiajgc jej wchtanianie. Jesli jednak stezenie fruktozy wzros$nie powyzej
tego poziomu, mniej fruktozy jest metabolizowane w enterocytach, przez co
w niezmienionej formie przechodzi ona do krwioobiegu i ulega metabolizmowi
watrobowemu [16]. W watrobie ulega przeksztalceniu do fruktozo-1-fosforanu,
ktorego  wickszo§¢  jest nastepnie metabolizowana do aldehydu 3-
fosfoglicerynowego. Zwiazek ten moze zosta¢ przeksztatcony i uwolniony jako
mleczan lub przeksztalcony w glukoze (glukoneogeneza). Po uwolnieniu do krazenia
ogolnoustrojowego glukoza i mleczan moga by¢ wykorzystywane jako substrat
energetyczny przez mdzg, serce i tkanke migsniowa. Aldehyd 3-fosfoglicerynowy
moze jednak roéwniez ulec konwersji do acetylo-CoA stanowiacego prekursor
kwasow tluszczowych, lub do glicerolo-3-fosforanu przeksztatlcanego dalej do
triglicerydow [12,18].
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U ludzi z nadwagg dieta bogata w fruktoze lub z identyczna ilo$cig glukozy (25%
catkowitego spozycia kalorii) skutkowata podobnym przyrostem masy ciata. Jednak
tylko fruktoza w diecie specyficznie zwigksza lipogenezg de novo w watrobie,
wywoluje dyslipidemi¢, zmniejsza wrazliwo$¢ na insuling i zwigksza otytos¢
trzewng. Thuszcz trzewny, zwany takze thuszczem brzusznym, jest magazynowany
pod jamg otrzewnej i jest aktywny w wydzielaniu cytokin prozapalnych. Sthuszczenie
watroby, trzustki, migsni szkieletowych, czy serca uposledza procesy metaboliczne
i funkcjonowanie tych narzadéw. Zatem przechowywanie tluszczu trzewnego jest
bardziej szkodliwe metabolicznie w pordwnaniu z thuszczem podskérnym. Osoba
moze nadal wyglada¢ na szczupla z zewnatrz, ale mie¢ parametry metaboliczne
osoby otylej, jest to okreslane jako ,,chudy na zewnatrz, thusty w $rodku” (“thin on
the outside, fat on the inside”, TOFI) [12,19]. Przyjmowanie fruktozy przyczynia si¢
takze wprost do zwigkszonego spozycia pokarmu i otylosci poprzez regulacje
osrodkowego uktadu nerwowego [19]. Spozyta fruktoza obniza wrazliwo$é
organizmu na leptyng, nazywang hormonem sytoSci [12], natomiast stymuluje
wydzielanie greliny, nazywanej hormonem glodu [19].

Spozywanie zwigkszonych ilosci fruktozy wigze si¢ bezposrednio z rozwojem
takich schorzen jak: cukrzyca typu 2; niealkoholowa stluszczeniowa choroba
watroby 1 jej agresywna postac, niealkoholowe sttuszczeniowe zapalenie watroby;
niektore nowotwory, zwlaszcza watroby, trzustki i okreznicy; oraz choroby uktadu
krazenia i nerek [9,12]. Nadmiar fruktozy w diecie sprzyja rowniez zaburzeniom
neurologicznym i psychiatrycznym, takim jak wzmozony lek, depresja i choroba
Alzheimera [15].

2. ODCZUWANIE SLODKOSCI

Wysoka wrazliwo$¢ na stodki smak jest wrodzona, a poszukiwanie stodkich
pokarméw jest uwarunkowane ewolucyjnie. Stopien odczuwania stodko$ci i poziom
odczuwanej przyjemnosci po spozyciu stodkich pokarméw s3 natomiast
zroznicowane osobniczo [20,21]. Jezyk i1 podniebienie migkkie sa obszarami
wyposazonymi w receptory smaku stodkiego i w tych miejscach zaczyna si¢ jego
odczuwanie po spozyciu pokarmu [22]. Proces ten jest ztozony i opiera si¢ na
interakcji pomigdzy stodka substancja a centrami aktywnymi obecnymi
w receptorach, ktore znajduja si¢ w komoérkach nablonka [23]. Zwigzki zdolne do
wywotywania stodkiego smaku czesto znaczgco roznig si¢ budowa, dlatego wiele
osrodkow naukowych podjeto proby wykazania zaleznosci pomiedzy strukturg
chemiczna zwigzku a jego stodko$cia [24]. Juz w XIX wieku wykazano znaczenie
stereochemii zwigzkéw w mechanizmie odczuwania stodko$ci. W 1886 roku Piutti,
udowodnil w toku prowadzonych przez siebie badan, ze aminokwas D-asparagina
jest stodki, a jego L-izomer nie [24].
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3. SLODZIKI

Substancje stodzace mozna podzieli¢ na dwie grupy: odzywcze
1 nieodzywcze. Odzywcze zawieraja monosacharydy (fruktoze i1 galaktoze),
disacharydy (sacharoze) oraz poliole (alkohole cukrowe), ktore w roznym stopniu sg
zrédlem energii. Natomiast nieodzywcze substancje stodzace, takie jak acesulfam K,
aspartam, sacharyna i sukraloza nie zawieraja kalorii w iloSciach istotnych dla
codziennego bilansu energetycznego [8].

Konsumenci coraz czgsciej skupiaja si¢ na wartosci odzywczej kupowanych
produktow spozywczych, a nie jedynie na ich smaku i koszcie. Rosngca §wiadomosé
wpltywu diety na zdrowie, czestos¢ wystepowania chorob wynikajacych ze zZle
zbilansowanej diety, a takze moda na zdrowy styl zycia stale potgguja popularnosé
niskokalorycznych produktéw spozywczych [25] i1 sg impulsem do poszukiwania
nowych substancji slodzacych o obnizonej kaloryczno$ci [26]. Zadaniem tych
substancji, okre§lanych mianem stodzikéw, jest nasladowanie stodkos$ci sacharozy,
bez drastycznego podnoszenia kalorycznosci produktu [25]. Idealny stodzik musi by¢
catkowicie bezpieczny dla zdrowia, a takze powinien cechowaé si¢ stabilno$cig
w calym procesie wytwarzania i przechowywania produktu finalnego [4,27].

3.1. POLSYNTETYCZNE SUBSTANCJE SEODZACE

Potsyntetyczne substancje stodzace, sg grupa niskokalorycznych zwigzkéw,
ktore charakteryzuja si¢ nieco nizszg stodkoscig niz sacharoza [28]. Wspottworza one
struktur¢ produktu i sg wykorzystywane jako wypeklniacze, a takze zwigzki
konserwujace. By zapewni¢ konsumentom satysfakcjonujacy poziom stodkosci,
zwiazki te moga by¢ taczone z innymi stodzikami [29]. Chemicznie polsyntetyczne
substancje stodzace to gléwnie alkohole cukrowe — poliole. Sg to pochodne cukrow,
w ktorych grupa aldehydowa Iub ketonowa jest zastgpiona grupg hydroksylowa [30].
Spozycie polioli nie wigze si¢ z ryzykiem rozwoju prochnicy, dlatego sg one czesto
stosowanymi zamiennikami cukru, szczegdlnie w cukiernictwie. Dodatkowo,
zwigzki te nie powodujg wahan poziomu glukozy we krwi, poniewaz zmniejszajg
odpowiedz glikemiczng i poprawiajg wrazliwo$¢ insulinowg [31]. Wsréd alkoholi
cukrowych ksylitol, erytrytol, mannitol i sorbitol s3a najczgéciej wskazywane jako
potencjalne alternatywy dla zastapienia sacharozy w produktach spozywczych
i naleza do najczgéciej stosowanych alkoholi cukrowych, obok m.in. maltitolu,
laktitolu i izomaltozy [32] . Ponizej przedstawiono krotka charakteryzacje ksylitolu
i erytrytolu.

Erytrytol (rys. la) to czteroweglowy alkohol cukrowy zawierajacy w swojej
strukturze cztery grupy hydroksylowe. Jest biala, krystaliczng, bezwonng substancja
o stodkos$ci na poziomie 60-80% stodyczy sacharozy [4]. Na tle innych polioli
wyroznia si¢ sposobem otrzymywania — erytrytol jest produkowany na skale
przemystowa przy wykorzystaniu biokatalizatorow [33]. Erytrytol moze by¢ wytwa-
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rzany biotechnologicznie z glicerolu, glukozy lub fruktozy poprzez kilka konwersji
enzymatycznych do erytrozy, ktora jest nastgpnie przeksztalcana przez reduktazg
erytrozy do poliolu [32]. Erytrytol najczgéciej stosowany jest do produkcji
niskokalorycznych napojow i gum do zucia [31].

OH OH
HO\)\/\
- OH HO OH
OH OH OH
(a) (b)

Rysunek 1. Struktura chemiczna erytrytolu (a) i ksylitolu (b)
Figure 1. Chemical structure of erythritol (a) and xylitol (b)

Ksylitol (rys. 1b) jest zwigzkiem powszechnie obecnym w owocach
1 warzywach, a takze jest produktem posrednim metabolizmu weglowodanoéw
u ssakoéw. U ludzi jest wolno wchianiany i nie powoduje gwattownych zmian stgzenia
glukozy we krwi [34]. Obecnie w celu =zaspokojenia przemyslowego
zapotrzebowania na ten stodzik wykorzystuje si¢ chemiczng metode¢ jego syntezy.
W tym procesie ksyloza ekstrahowana z biomasy lignocelulozowej poddawana jest
katalitycznemu uwodornieniu w celu wytworzenia ksylitolu [35]. Zwigzek ten mozna
wytwarza¢ biotechnologicznie z substratow lignocelulozowych, ktore sa
przeksztalcane w hydrolizaty bogate w ksyloze i ostatecznie przeksztalcane
w ksylitol przez reduktaze ksylozowg [32]. Zwigzek ten wykazuje dzialanie
przeciwprochnicze a takze remineralizacyjne i dlatego powszechnie stosuje si¢ go do
produkcji preparatow stomatologicznych, a takze syropow, czy suplementéw diety
[36]. Wykazano jednak, ze wysokie spozycie ksylitolu (20-30 g) moze skutkowac
niegrozng biegunka osmotyczng [34].

3.2. SUBSTANCJE INTENSYWNIE SLODZACE

Druga grupa srodkow stodzacych sg te o duzo wyzszej stodyczy niz
sacharoza, nazywane sg one $rodkami intensywnie stodzacymi lub alternatywnymi
stodzikami [37]. W tabeli 1 przedstawiono poréwnanie popularnie stosowanych
substancji stodzacych pod katem ich stodkosci i kalorycznosci.

Bioragc pod uwagge sit¢ stodzaca intensywnie stodzacych substancji, stosuje
si¢ znacznie mniejszy ich dodatek, niz sacharozy, zatem tadunek energetyczny
takiego produktu jest duzo nizszy. Niestety, smak wielu alternatywnych stodzikow
nie jest stabilny, czesto obserwuje si¢ obce posmaki [42]. Zwiazki te stosowane s3
jednak powszechnie w batonach, ptatkach, jogurtach ,light”, dzemach, lekach, czy
pastach do zebow [43].
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Tabela 1.  Zestawienie wybranych substancji stodzacych stosowanych jako dodatki do zywnosci pod katem
ich sity stodzacej i kalorycznosci [38—41]

Table 1. List of selected sweeteners used as food additives in terms of their sweetening power and calorific
value [38-41]

Symbol Warto$¢
Stodzik o Sita stodzaca energetyczna
” [keal/g]
Sacharoza - 1 4
Taumatyna E957 2000 4
Aspartam E951 200 4
Acesulfam K E950 150-200 0
Erytrytol E968 0.7 0.2
Ksylitol E967 1 2.5
Dihydrochalkon neohesperydyny E959 1500-2000 2

Aspartam (rys. 2) to najpopularniejszy stodzik na §wiecie Jego zaletg jest
zwigkszanie intensywno$ci innych smakow 1 aromatéw, natomiast wada —
stosunkowo niska rozpuszczalno$¢, a takze ograniczona stabilno$¢ termiczna oraz
chemiczna [5,44]. Aspartam to dipeptyd, na ktory sklada si¢ ester metylowy
L-fenyloalaniny i kwas L-asparaginowy [37]

A NH CH,
OH  NH, o)

Rysunek 2. Struktura chemiczna aspartamu
Figure 2. Chemical structure of aspartame

Po spozyciu zwiazek ten ulega catkowitemu rozpadowi do kwasu
asparaginowego, fenyloalaniny i metanolu, ktory uwalniany jest z aspartamu pod
wpltywem chymotrypsyny [44]. Metanol w organizmie jest utleniany do
formaldehydu i dalej do kwasu mrowkowego wykazujacych dziatanie toksyczne
[30]. Spozycie produktéw zawierajacych aspartam wigze si¢ z wystgpowaniem
sucho$ci w jamie ustnej, zmianami nastroju, wymiotami, a takze chronicznym bolem
glowy [45]. W badaniach na szczurach wykazano réwniez potencjalne dziatanie
rakotworcze tego stodziku. U samcow zaobserwowano zwigkszone wystepowanie
1 wzrost nowotwordéw ztos§liwych, a u obu pici wicksza czestotliwos¢ chtoniaka
i biataczki. Zastosowana w badaniu dawka byla zblizona do tej, ktora jest
dopuszczona do stosowania u ludzi [46].
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Acesulfam — K (Rys. 3) to stodzik charakteryzujacy si¢ szybko
wyczuwalnym stodkim smakiem [44], ktory jednak w wyzszych stezeniach moze
dawa¢ niepozadany posmak [47]. Zwigzek jest wysoce termostabilny, a takze
rozpuszczalny, dzigki czemu moze by¢ stosowany w wytwarzaniu réznorodnych
produktow spozywczych [44].

Rysunek 3.  Struktura chemiczna acesulfamu - K
Figure 3. Chemical structure of acesulfame — K

W badaniach na myszach wykazano, ze stodzik ten podawany w wysokiej dawce (60
mg/kg masy ciata) uszkadza ich materiat genetyczny [48].

Taumatyna to, na chwilg obecng, jedyny alternatywny stodzik produkowany
na skalg¢ przemystows. Zostata ona wyizolowana z owocow afrykanskiej rosliny
Thaumatococcus daniellii. Zwiazek ten jest biatkiem wystepujacym pod postacia
pigciu roznych form [49]. Taumatyna ulega catkowitemu rozkltadowi w organizmie
ludzkim i uwaza sig, ze jest bezpieczna dla zdrowia. Cechuje si¢ tez duzo wyzszg
stodkos$cig od sacharozy (tab. 1). Jej wadg jest mato oplacalny proces ekstrakcji
z materiatu roslinnego [50].

Alternatywne slodziki pozwalajg zmniejszy¢ spozycie cukru i obnizyé
kaloryczno$¢ przyjmowanych positkdw, co ma bezsprzecznie pozytywny wptyw na
zdrowie ludzi. Niestety, coraz czgsciej spozycie substancji stodzacych wigzane jest
z roznorodnymi, nierzadko powaznymi, problemami zdrowotnymi. Wérdéd nich
nalezy wymieni¢ dysbioze mikrobioty jelitowej [51], stan zapalny [26],
przyczynianie si¢ do choréb uktadu krazenia [52], nowotworéw uktadu moczowego
u kobiet [53], a nawet, paradoksalnie, zaburzen metabolicznych i otylosci [51,54].
Z tego powodu stale poszukuje si¢ alternatyw, ktore bylyby catkowicie bezpieczne
dla Iudzi, a najlepiej — dodatkowo pozytywnie wpltywatyby na ich zdrowie.

4. POTENCJAL DIHYDROCHALKONOW DO STOSOWANIA JAKO
SEODZIKI

Chalkony to wtérne metabolity ro$lin, sg zaliczane do zwigzkow
flawonoidowych. W ro§linach stanowia prekursory dla flawanonow, flawonow
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1 izoflawondéw. Cechg charakterystyczng tej grupy zwigzkdéw jest intensywna zolta
lub pomaranczowa barwa [55,56]. Chalkony sktadajg si¢ z dwodch pierscieni
aromatycznych polaczonych tréjweglowa o,B-nienasycong karbonylowa struktura.
Po raz pierwszy ich syntezy chemicznej dokonalo dwodch uczonych — Kostanecki
i Tambor i oni s3 tworcami nazwy ,,chalkony” [57,58]. Zwiazki te ze wzgledu na
latwo$¢ pozyskiwania na drodze syntezy chemicznej, a takze szeroki wachlarz
aktywnosci biologicznych sa potencjalnie atrakcyjnymi kandydatami na substancje
aktywne $rodkoéw farmaceutycznych, a takze dodatki do zywnosci. Udowodniono, ze
te ros$linne polifenole wykazuja aktywnos¢ m. in. przeciwutleniajacs,
przeciwzapalna, przeciwmikrobiologiczng, przeciwnowotworowa, przeciw-
cukrzycows, przeciwotylo$ciowa, hepatoprotekcyjna, a takze kardioprotekcyjna [57—
59].

O o)
(@) (b)

Rysunek 4. Struktura chemiczna chalkonu (a) i dihydrochalkonu (b)
Figure 4.  Chemical structure of chalcone (a) and dihydrochalcone (b)

Dzieki uwodomieniu chalkonow uzyskuje si¢ dihydrochalkony (Rys. 4) — zwigzki
o wysokim potencjale do zastosowania jako syntetyczne stodziki [60]. Smak tej grupy
zwigzkow silnie zalezy od struktury zwiazku i obecnych w nim podstawnikow [61], nie
wszystkie dihydrochalkony sg stodkie, a ich smak moze zaleze¢ rowniez od stezenia (Tab. 2)
[62].

Dihydrochalkony, podobnie jak chalkony sa syntezowane w roslinach,
czgsto w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny. Biosynteza tych dwoch klas
zwigzkow  flawonoidowych  przebiega  podobnie, jednak  biosynteza
dihydrochalkonéw wymaga przeksztatcenia p-kumaroilo-CoA, gtéwnego prekursora
chalkonow otrzymywanego droga szikimowa, w p-dihydrokumaroilo-CoA przez
dehydrogenaze zalezng od NADPH. Uwaza sig¢, ze syntaza chalkonu katalizuje wtedy
addycje trzech czasteczek malonylo-CoA, otrzymanego na szlaku poliketydowym,
do jednej czgsteczki p-dihydrokumaroilo-CoA. Pierscien A powstaje zatem na szlaku
poliketydowym, natomiast B jest tworzony na szlaku fenylopropanoidowym [63].
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Tabela 2. Pordwnanie dihydrochalkonéw z azotem wbudowanym w pierscien B. Na podstawie [62]

Table 2. Comparison of dihydrochalcones with nitrogen incorporated into the B ring. Based on [62]

XN X | X
N P
= = N
OH o) OH O

0,1 ppm — brak smaku
0,01-0,1 ppm — brak -

OH O

1 ppm - staby stodki smak,

1 ppm — bardzo stabo stodki ) 1 ppm — umami
cierpki
) 10 ppm — op6zniony stodki 10 ppm — silny smak podobny
10 ppm — stodki ) )
smak, cierpki do umami
100 ppm — bardzo stodki, 100 ppm — stabo stodki, 100 ppm — intensywny umami,
lukrecjowy chemiczny, gorzki lekko gorzki

Podobnie jak inni przedstawiciele zwiazkéw flawonoidowych, réwniez
dihydrochalkony sg wysoce aktywne biologicznie. Ich prozdrowotne dziatanie to
migdzy innymi aktywno$¢ przeciwutleniajaca, przeciwzapalna, przeciwdiabetyczna,
przeciwnowotworowa, czy hepatoprotekcyjna [63,64].

Stodki smak, bliska zerowej kaloryczno$¢, naturalne pochodzenie
1 wykazywane dziatanie prozdrowotne czynig z dihydrochalkonow atrakcyjnych
kandydatéw na nowoczesne dodatki do ZywnoSci.

Najlepiej zbadanym zwigzkiem jest dihydrochalkon neohesperydyny
(NHDC) (Rys. 5), ktéry po raz pierwszy zostal opisany jako intensywnie stodka
substancja przez Horowitza w 1963 roku [60]. Zwigzek ten pozyska¢ mozna poprzez
chemiczng modyfikacj¢ neohesperydyny — naturalnego glikozydu flawonoidowego,
ktory obecny jest w skorce gorzkiej pomaranczy [60,65].

T
e OH 0
o)
HO” N OH
= OH O
“SOH

Rysunek 5. Struktura chemiczna dihydrochalkonu neohesperydyny
Figure 5.  Chemical structure of neohesperidin dihydrochalcone
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NHDC nie tylko wykazuje stodko$¢ okoto 1500 razy wyzsza od sacharozy,
ale rowniez hamuje aktywno$¢ receptorow smaku gorzkiego [66]. Posmak NHDC
okresla si¢ jako lukrecjowy, jego kalorycznos$¢ to okoto 2 kcal/l g (8.4 kJ), co ze
wzgledu na stosowanie tego dodatku w bardzo matych ilosciach nie ma duzego
znaczenia zywieniowego. Istotng zaleta tego zwiazku jest wysoka stabilno$é
termiczna [50]. Dzigki temu dihydrochalkon neohesperydyny jest stosowany
w przemysle spozywczym 1 jest zarejestrowany w krajach Unii Europejskiej jako
dodatek E959 [64,67].

NHDC moze by¢ wykorzystywany zaréwno jako stodzik w napojach,
gumach do zucia czy sosach, a takze jako modyfikator smaku w margarynach,
produktach migsnych i galaretkach owocowych. Znane jest rowniez zastosowanie
tego zwigzku w preparatach farmaceutycznych do maskowania gorzkiego smaku
substancji aktywnych, a takze jako dodatku poprawiajacego smak pasz [68].

4.1. EKSTRAKCJA DIHYDROCHALKONOW Z MATERIALU ROSLINNEGO

Naturalnym Zrédtem dihydrochalkonow sg rosliny, a najbardziej bogate w te
zwiazki s3 jabtonie zawierajace do 14% dihydrochalkonéw w suchej masie lisci.
Dihydrochalkony mozna pozyska¢ z materialu roslinnego poprzez ekstrakcje
z uzyciem takich rozpuszczalnikow, jak etanol, eter dietylowy, metanol, heksan,
dichlorometan, a takze dwutlenek wegla w stanie nadkrytycznym [64,69].
Tradycyjne metody ekstrakcji obarczone sa szeregiem niedogodno$ci — stosowane
rozpuszczalniki sg nierzadko toksyczne, czas ekstrakcji siega kilkunastu dni, proces
prowadzony jest czgsto w wysokiej temperaturze, co jest wysoce energochtonne
1 moze powodowaé degradacje wrazliwych zwigzkow [70]. Materiat roslinny
nierzadko jest trudny do pozyskania, metabolity wtdérne zazwyczaj syntezowane sg
w niewielkich iloSciach i tylko w okre§lonych organach roélinnych, uprawa
uzalezniona jest od warunkoéw klimatycznych. Czesto musi uptynaé wiele lat, by
material roSlinny zawieral metabolity w satysfakcjonujacych ilosciach, dla
przyktadu, korzenie Panax ginseng (zen-szen) sg gotowe do zbioru po okolo szesciu
latach, a cisy najwigcej taksolu produkuja dopiero po okolo szes¢dziesieciu latach
[71].

4.2. SYNTEZA CHEMICZNA DIHYDROCHALKONOW

Chemicznie dihydrochalkony mozna otrzymaé miedzy innymi przez
regioselektywnag redukcje podwojnego wigzania wegiel-wegiel w a,-nienasyconych
ketonach.

Do bezposredniego uwodornienia chalkonéw do dihydrochalkonéw niezbedne
jest uzycie soli (kompleksow) metali, takich jak iryd, pallad, ruten, czy nikiel [72].
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Odczynniki stosowane w tych reakcjach sa silnie tatwopalne, z tego wzgledu musza
by¢ zachowane $ci§le kontrolowane warunki reakcji [73]. Briot w 2004 roku
zaproponowat uzycie palladu do otrzymywania dihydrochalkonéw. Przykladowa
reakcja zostata umieszczona na schemacie 1. Arylowanie palladem 1-arylo-2-propen-
1-olu, jest kluczowym etapem procesu. Dzieki tej metodzie mozliwe jest otrzymanie
szerokiego wachlarza r6znorodnych pochodnych [74].

/ / ; ) ] I \ \ )
~ | + ! R™ [Pd] katalizator ~ R— ‘ R
“XCH, X Z I Z
OH OH O

Schemat 1. Chemiczna synteza dihydrochalkonu (R*R?: -H, -OH, -CHs, -OCH, -Br, -Cletc.) [74]
Scheme 1 Chemical synthesis of dihydrochalcone (R*R% -H, -OH, -CH;, -OCH;, -Br, -Cl etc.) [74]

Redukcja a,B-nienasyconych ketonow zachodzi rowniez przy uzyciu innych
katalizatorow, takich jak [IrCp*Clz]2 [75] (Schemat 2).

O O [erp*Cl
| X

Schemat2.  Przebieg reakcji uwodomienia z zastosowaniem [Ith*Clz > [75]
Scheme 2 The course of the hydrogenation reaction with [FCp*CL}, [75]

Wydajnos$¢ tej reakcji w optymalnych warunkach byla bardzo wysoka
i wynosita 83-99%. Najwyzsza wydajnos¢ tworzenia si¢ dihydrochalkonu - 99%
uzyskano stosujac KoCOs (5 mol%) w propanolu [75]. Zestawienie warunkow reakceji
wraz z uzyskanymi wydajno$ciami przedstawiono w tabeli 3.

Innym katalizatorem umozliwiajacym przeprowadzenie chemoselektywnego

uwodornienia sg metaliczne nanoczastki rutenu [76]. Substratami wykorzystanymi w
badaniu byly 3-buten-2-on, 3-penten-2-on oraz 4-metyl-3-penten-2-on.
Katalizatorem byty nanoczgstki rutenu o $rednicy 7nm. Reakcja przebiegla z bardzo
wysoka selektywnosciag wynoszaca >99.9%. Kolejna zaleta omawianego procesu sa
jego tagodne warunki (roztwor etanolu, 35°C, 1-10 bar Hz) i mozliwosé
wielokrotnego stosowania nanoczasteczek rutenu w reakcjach uwodorniania
nienasyconych ketonow [76].
Kolejng bardziej przyjazng dla $rodowiska naturalnego metoda umozliwiajaca
chemoselektywng redukcje o,B-nienasyconych zwigzkow karbonylowych, w tym
chalkonow, jest zastosowanie komplekséw palladu z N-heterocyklicznymi
karbenami. Stosowanie karbenowych kompleksow palladu jest zgodne z zaleceniami
zielonej chemii ze wzglgdu na mozliwos¢ ich regeneracji i ponownego wykorzystania
[64].
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Tabela 3. Zestawienie reagentow w reakeji uwodomienia chalkonu wraz z wydajnoscia. Do reakcji zastosowano: chalkon
(0,2 mmol), [IrCp*CL], (1mol%), reagent (0,5 equiv.), rozpuszezalnik (1ml), 85°C, 5h[75]
Table 3. List of reagents used in the chalcone hydrogenation reaction along with the yield. The following were used in the
reaction: chalcone (0.2 mmol), [kCp*Cl,}, (1mol%), reagent (0.5 equiv.), solvent (1ml), 85°C, Sh[75]
— 5
Lp Rozpuszczalnik Reagent giig?;iical[lg ]n Alkohol
1 MCOH K2C03 3 1 0
2 EtOH K,COs 36 0
3 1-PrOH K,COs 70 0
4 1-BuOH K,COs 57 0
5 2-PrOH K,COs 92 0
6 2-PrOH Na,CO; 89 0
7 2-PrOH Cs,CO; 61 64
8 2-PrOH KOH 2 86
9 2-PrOH NaOH 3 84
10 2-PrOH NEt; 14 0
11* 2-PrOH K,COs 99 0
12 2-PrOH - 66 0

11%* - zastosowano Smol% K,CO;

Kolejnym

selektywnym katalizatorem

podwdjnego wigzania w a,fB-nienasyconych

umozliwiajgcym uwodornianie
ketonach jest Cu/AlLOs; [77].
Zastosowanie wodorku miedzi na powierzchni pirogenicznej krzemionki umozliwia

uzyskanie wigkszej aktywnosci i1 selektywnosci katalizatora. Czg¢§¢ zastosowanych

w badaniu zwigzkéw ulegta konwersji w bardzo wysokim procencie i z duza
selektywnoscig (Tabela 4), dodatkowa zaleta tej reakcji jest brak produktow
ubocznych, takich jak alkohole [77].

Tabela 4. Uwodornienie nienasyconych ketonéw w obecnosci 8% Cw/ALOs, 1 atm Hy, temperatura: 90°C, rozpuszczalnik —
toluen. Wybrane zwiazki na podstawie [77]
Table 4. Hydrogenation of unsaturated ketones in the presence of 8% CwALO;, 1 atm Hytemperature: 90°C, solvent -

toluene. The compounds were selected based on [77]

Czas  Konwersja  Selektywno$¢
[h] (%] [%]

3 100 100
(o]
o]
WCHE 6 100 96

2’-Hydroksydihydrochalkony mozna réwniez otrzymaé przez chemiczne
rozszczepienie pierScienia C we flawonie, ktére zachodzi podczas katalitycznego

Lp. Substrat Produkt
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uwodornienia. Flawon w reakcji z mroéwczanem amonu w obecnosci Pd/C

w metanolu i w atmosferze azotu dat 2’-hydroksydihydrochalkon z 20% wydajnoscia
(Schemat 3) [78].

OH
Seq NH,HCO,, Pd/C O O
MeOH

Schemat 3. Katalityczne uwodornienie flawonu z towarzyszacym mu rozszczepieniem pierscienia C [78]
Scheme 3 Catalytic hydrogenation of a flavone with C—ring cleavage [78]

Dostepne na rynku hydroksypochodne zwigzkow flawonoidowych, takie jak
kwercetyna 1 naryngenina rowniez moga stanowi¢ substraty do produkcji
dihydrochalkonéw. Opisano pigcioetapowy proces, w ktorym wydajnos¢ wynosi od
23% do 37% [64]

Wiekszos¢ opisywanych w literaturze chemicznych metod syntezy
dihydrochalkonéw z odpowiadajacych im flawonow, czy chalkonéw jest
nieoptacalna ekonomicznie, poniewaz wymaga przynajmniej dwuetapowej syntezy,
wydzielenia odpowiedniego produktu posredniego i skomplikowanej procedury
uwodorniania pod wysokim ci$nieniem [64].

Znaczna cze$¢ odczynnikéw, ktore stosuje si¢ w omawianych powyzej
reakcjach jest toksyczna i szkodliwa dla srodowiska. Z tego wzgledu nalezy wybieraé
reagenty odnawialne, ktére zmniejszajg ilo$¢ odpadow. Katalizatory powinny
cechowac si¢ jak najwyzsza selektywnoscia, a uzyskiwane produkty nie powinny
pozostawa¢ w srodowisku [79].

4.3. ZNACZENIE BIOTRANSFORMACJI W SYNTEZIE
DIHYDROCHALKONOW

W poréwnaniu ze swoimi chemicznymi odpowiednikami enzymy sg uznane za
zielone katalizatory, poniewaz pozyskiwane sg z surowcow odnawialnych i dzialaja
w lagodnych warunkach temperatury i ci$nienia. Ogromng zaleta katalizowanych
przez nie reakcji jest ich wysoka regio- i enancjoselektywnos¢ [80—-82]. Biokataliza
staje si¢ waznym narzedziem do produkcji zwiazkow chemicznych o ztozonej
strukturze. Do skali przemystowej opracowano juz co najmniej 134 procesy
biotransformacji [83].
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Enzymy pochodzenia mikrobiologicznego odznaczaja si¢ wicloma zaletami:
-Sg aktywne i stabilne.
-Katalizuja reakcje z duzg wydajnoscia, a zmieniajac warunki reakcji (zastosowane
medium reakcji, temperatura, dodatek jonéw metali) mozna wptywac na rodzaj i ilos¢
wytwarzanego produktu.
-Dzigki rozwojowi procesow fermentacji szczegdlnie wyselekcjonowane szczepy sa
w stanie wytwarza¢ oczyszczone, dobrze scharakteryzowane enzymy na duzg skalg.
-Materiat genetyczny mikroorganizméw jest tatwy do sekwencjonowania, wiele
genomoOw jest dostepnych w otwartych bazach danych, co umozliwia badania
bioinformatyczne i odkrywanie nowych sekwencji kodujacych biatka o aktywnosci
enzymatyczne;j.
-Mikroorganizmy bedace zrédtem enzymoéw wykorzystywanych w biotechnologii sg
bardziej podatne na modyfikowanie narzedziami inZynierii genetycznej, co
umozliwia otrzymywanie nowych preparatéw enzymatycznych o poprawionych
wlasciwosciach 1 wyzszych mozliwosciach aplikacyjnych w przemysle [81,84,85].

Biotransformacje oparte na oczyszczonych enzymach nie sg jednak rowniez
wolne od wad, do ktorych naleza pracochtonne procedury izolowania i oczyszczania
enzyméw, wysoki koszt, wigksza wrazliwo§¢ na zmiany warunkéw Srodowiska
reakcji oraz toksyczno$¢ substratu lub wytwarzanego produktu, a takze konieczno$¢
stosowania drogich kofaktoréw enzymow. Biokatalizatory calokomoérkowe moga
by¢ namnazane z wykorzystaniem niedrogich podtozy, umozliwiajg kaskadowe
przemiany substratow, wspomagaja regenerowanie kofaktoréw, zatem sg tansza
1 efektywng alternatywga dla preparatow enzymatycznych [82,86,87].

4.4. PRZYKLADY BIOTECHNOLOGICZNEGO WYTWARZANIA
DIHYDROCHALKONOW

Bogaty aparat enzymatyczny wielu grup drobnoustrojow umozliwia uzyskanie
produktéow trans-uwodornienia wigzania podwojnego trojweglowego fragmentu
chalkonu [88]. Przeprowadzone do tej pory badania dowodza, ze transformacje
chalkonow do dihydrochalkonow mozliwe s3a przy wykorzystaniu jako
biokatalizatorow komorek bakterii, grzybow strzepkowych, czy drozdzy [89].
Odnalezione w literaturze przyklady przedstawiaja wylacznie biokatalizatory
catlokomorkowe, brak jest prac opisujacych wykorzystanie czystych enzymoéow do
otrzymywania dihydrochalkonow.
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4.4.1 BIOKATALIZATORY PROKARIOTYCZNE

Wiele gatunkow bakterii jest zdolnych do uwodorniania podwojnego wigzania
w o,B-nienasyconych ketonach [90]. W badaniach, w ktérych jako substraty

zastosowano pochodne 4’-metylochalkonu, biokatalizatory stanowily bakterie
Gordonia sp. DSM44456 1 Rhodococcus sp. DSM364 (schemat 4).

HyC R? R' HyC R? R' H,C R? R'
+
0 0 OH

1.8 1a-8a 8b
1,1a:R'=H,R*=H 5, 5a: R! = CH,CH;, R?=H
2,2a:R'=CH;, R?>=H 6, 6a: R' = OCH,CH;, R?=H
3,3a:R'=0CH;,R?=H 7,7a: R'=NO,,R?=H

4, 4a: R' = OCH;, R? = OCH;3 8, 8a, 8b: R' = COOH, R?=H

Schemat4.  Biotransformacje pochodnych 4’-metylochalkonu przy zastosowaniu Gordonia sp. DSM44456 1 Rhodococcus sp.
DSM364. Na podstawie [90].

Scheme 4. Biotransformations of 4'-methylchalcone derivatives using: Gordonia sp. DSM44456
and Rhodococcus sp. DSM364 [90]

Reakcja w kulturach obu szczepdéw przebiegala z wysoka wydajnoscia
wynoszaca od 38% do ponad 99%. 4’-Metylochalkon oraz jego pochodne
podstawione grupami alifatycznymi, alkoksylowymi, a takze grupg nitrowg (1-7)
daty wytacznie produkty redukcji podwdjnego wigzania, natomiast w przypadku 4’-
metylochalkonu podstawionego grupa karboksylowag (8) powstal takze produkt
dodatkowej redukcji grupy karbonylowej chalkonu. Analizujagc przebieg
biotransformacji substratu 8 odkryto, ze po pierwszej godzinie zar6wno szczepy
Gordonia sp., jak i Rhodococcus sp. wytworzyly wylacznie produkt 8a (Schemat 7),
redukcja grupy karbonylowej (produkt 8b) rozpoczynata si¢ dopiero od szostej
godziny inkubacji z substratem. Omawiane powyzej biokatalizatory bakteryjne
wykorzystano rowniez w Dbiotransformacjach chalkonu, 4-metoksychalkonu
i chalkonu naryngeniny. Wszystkie reakcje przebiegaty chemoselektywnie skutkujac
wylacznie tworzeniem si¢ nasyconych pochodnych 1,3-difenylo-1-propanonu. Po 72
godzinach uzyskano produkty z wydajnoscia od 13% do 94% [91].

W badaniach Stompor 1 wsp. zastosowali siedem rdznorodnie
podstawionych chalkonéw pozyskanych na drodze syntezy chemicznej (Rys. 6.)
i jeden komercyjnie zakupiony chalkon bez dodatkowych grup funkcyjnych [92].
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R1 R2 R3
\
O
1:R'=R?>=H,R’=Cl 5:R'=0CH;; R?=H; R*= CH;
2:R'=R?>=H,R*=CH; 6: R' = OCH;; R?> = H; R*= OCH,CH;
3:R!=H, R>=0OH, R*=CH; 7:R'=0OCH;3; R?=H; R*=Br
4:R'=0OCH;; R*=H; R’*=H 8:R'=R?’=R’=H

Rysunek 6. Substraty zastosowane do otrzymywania dihydrochalkonéw w kulturach bakterii z rodzajow
Rhodococcus i Lactobacillus i drozdzy z rodzaju Rhodotorula [92]

Figure 6.  Substrates used to obtain dihydrochalcones in cultures of bacteria of the genus Rhodococcus
and Lactobacillus and yeast of the genus Rhodotorula [92]

Wykorzystujac jako biokatalizatory bakterie z rodzaju Rhodococcus
i Lactobacillus, a takze drozdze z rodzaju Rhodotorula uzyskano redukcje wigzania
podwdjnego chalkonéw z wydajnoscig od 12% do 72% w czasie od 3 do 7 dni [92].

Wydajnymi mikroorganizmami zamieszkujacymi $rodowisko wodne
zdolnymi do  przeksztalcania chalkonéw okazaly si¢  cyjanobakterie.
W dos$wiadczeniu substratem byt chalkon, a biokatalizatorami halofilne komorki
Spirulina platensis, a takze stodkowodne: Anabaea laxa, Anabaena sp.,
Aphanizomenon  klebahnii, —Nodularia moravica, —Chroococcus  minutus,
Merismopedia glauca and Synechocystis aquatilis. Wszystkie testowane organizmy
byly zdolne do redukowania podwojnego wigzania chalkonu w ciggu 14 dni
biotransformacji, z r6zna wydajno$cia wynoszaca od 3% do >99%. Cyjanobakterie
Anabaena sp. 1 C. minutus poza gtéwnym produktem wytwarzaly niewielkie ilo$ci
produktow redukcji grupy karbonylowej [89].

Chalkony na drodze biotransformacji mogg powstawac nie tylko w wyniku
uwodornienia odpowiednich chalkonéw, ale takze otwarcia heterocyklicznego
pierscienia C flawanondéw. Takie uzdolnienia posiada szczep bakterii
Stenotrophomonas maltophilia KB2, ktéry 7-metoksyflawanon przeksztatcat do
czterech roznych produktow w wyniku hydroksylacji, O-demetylacji, dehydratacji
i otwarcia pier§cienia C (Schemat 5). W tym ostatnim przypadku zaobserwowano
utworzenie si¢ zarowno dihydrochalkonu, jak i chalkonu. Dihydrochalkon powstat
z niewielkg wydajnos$cig wynoszaca 3.7% [93].
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Schemat5.  Biotransformacje 7-metoksyflawanonu w kulturze bakterii Stenotrophomonas maltophilia KB2 [93]
Scheme5.  Biotransformations of 7-methoxyflavanone in Stenotrophomonas maltophilia KB2 strain culture [93]

Omawiane bakterie przeksztalcity, zastosowany jako substrat 5,7-
dimetoksyflawanon w ciggu 12 dni, wylgcznie do analogicznego dihydrochalkonu
i chalkonu z wydajnos$ciami, odpowiednio 54.1% i 2.7%. Prawdopodobnie chalkon
jest produktem posrednim prowadzacym do powstania dihydrochalkonu [93].

4.4.2 BIOKATALIZATORY EUKARIOTYCZNE

Dobrym Zrédtem enzymédw redukujacych wigzanie podwojne jest morski grzyb
Penicillium raistrickii CBMAI 931. W do$wiadczeniu substraty stanowila grupa 2’-
hydroksychalkonéw zawierajgcych grupe metoksylowsa, a takze atomy fluorowcow
— Cl, Br, F. Wigzania podwojne we wszystkich substratach zostaty zredukowane
w ciggu 14 dni, a wydajno$¢ wyniosta od 25% do 83%. Oprocz dihydrochalkonow,
produktami reakcji byty flawanony powstajace z wydajnos$cia 3-9% (schemat 6). Na
stopien konwersji substratu wptywat rodzaj podstawnika obecnego w substracie.
Badany szczep przeksztalcal z nieznacznie wigksza wydajnos$cia  2’-
hydroksychalkon, gdy w pierscieniu B w pozycji para obecna byla grupa
metoksylowa (53%), niz kiedy w tej samej pozycji znajdowala si¢ silnie
elektroujemna grupa akceptorowa — Cl (41%). Stopien lipofilnosci podstawnika
skorelowany byl ze stopniem konwersji substratu, prawdopodobnie dlatego, ze
zwigzki zawierajace bardziej lipofilne podstawniki mogg lepiej przenika¢ przez btone
komoérkowa. W przytoczonym eksperymencie bromopochodne chalkonéw
biotransformowane byly z  wigksza wydajnoscia od  analogicznych
chloropochodnych, a najwyzsze wydajno$ci uzyskano dla chalkonu zawierajgcego
atom fluoru. Wynika¢ to moze z tworzenia si¢ silnych wigzan wodorowych pomiedzy
fluorem a resztami aminokwasoéw tworzacych centrum aktywne w enzymie [94,95].
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Schemat 6. Chemoselektywna hydrogenacja 2’-hydroksychalkonow w kulturze Penicillium raistrickii
CBMAI 931 [95]

Scheme 6. Chemoselective hydrogenation of 2'-hydroxychalcones in the culture of Penicillium raistrickii
CBMAI 931 [95]

Szczepy grzybow strzgpkowych z rodzaju Aspergillus, ktore wczesniej
szeroko stosowane byly w biotransformacjach flawonéw [96], réwniez posiadajg
zdolno$¢ do przeksztalcania chalkonéw w dihydrochalkony. Endofityczne grzyby
z gatunku Aspergillus flavus sa zdolne do redukowania podwoéjnego wigzania
chalkonu, 3,4,5-trimetoksychalkonu i 2,3,4,4’-tetrametoksychalkonu (Schemat 7).
Wydajno$¢ wynosita od 15.6% dla 2,3,4,4’-tetrametoksychalkonu do 74.5% dla
chalkonu [97].

;
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CH, (|I)H3
(6] O (0] O
_—
- T T
(6] (6] CHj (0] (0] CH,

Schemat7.  Biotransformacje chalkonu i jego metoksypochodnych przeprowadzonych przez Aspergillus flavus [97]
Scheme 7.  Biotransformations of chalcone and its methoxy derivatives carried out by Aspergillus flavus
[97]

Entomopatogenne grzyby strzgpkowe, od niedawna stosowane do
biotransformacji zwigzkow flawonoidowych, w swoich komorkach wytwarzaja
enzymy umozliwiajgce kaskadowe przeksztatcenia ksenobiotykéw. Mikroorganizmy
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te s zdolne nie tylko do prowadzenia redukcji podwojnego wiazania chalkonow, ale
jednocze$nie  wprowadzaja do  struktury  zwiazku  czasteczki  4-O-
metyloglukopiranozy, dzigki czemu poprawiaja ich stabilnos¢, rozpuszczalno$é
w wodzie 1 biodostepnos¢ [98,99].

2'-Hydroksy-2-metylochalkon uzyskany na drodze syntezy chemicznej zostat
poddany biotransformacjom w hodowlach szczepdéw Beauveria bassiana KCH J1.5,

Isaria fumosorosea KCH J2 i Isaria farinosa KCH J2.6. W rezultacie otrzymano pigé
nowych glikozylowanych dihydrochalkonéw (Schemat 8) z wydajnoscia od 2.9% do
13.1% [99].

Schemat 8. Biotransformacje 2’-hydroksy-2-metylochalkonu w kulturach: Isaria fimosorosea KCH J2 (a),
Beauveria bassiana KCH J1.5 (b) 1 Isaria farinosa KCH J2.6 (c) [99]

Scheme 8.  Biotransformations of 2'-hydroxy-2-methylchalcone in the cultures of: Isaria fumosorosea KCH
J2 (a), Beauveria bassiana KCH J1.5 (b) and Isaria farinosa KCH J2.6 (c) [99]
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Podobnie jak wspomniany wczesniej szczep bakterii S. maltophilia KB2,
réwniez grzyb strzepkowy Penicillium chermesinum 113 posiada zdolno$¢ konwersji
flawanonéw do odpowiednich dihydrochalkonow. W kulturze tego szczepu 7-
metoksyflawanon zostal przeksztalcony wylacznie do 4,2’-dihydroksy-4’-
metoksydihydrochalkonu z wydajno$cia izolowana wynoszaca 15% po 15 dniach
biotransformacji (Schemat 9). 7-Metoksyflawon w kulturze tego samego szczepu
ulegt jedynie hydroksylacji w pozycje C-4’ [100].

7
(0] OH OH
(0]

Schemat9.  Biotransformacje 7-metoksyflawanonu w kulturze szczepu Penicillium chermesinum 113 [100]
Scheme 9. Biotransformations of 7-methoxyflavanone in Penicillium chermesinum 113 strain culture [100]

Komorki drozdzy stanowig bardzo wydajne narzedzie do produkeji
dihydrochalkonéw z chalkonéw. Schemat 10 przedstawia przyktadowa redukcje
biokatalizowang komoérkami drozdzy.

R! R?
O
Rhodororula marina: Rhodororula marina:
R, R?=H R!'= OCH,,
Rhodotorula rubra: R? = OCH,CH,

R' = OCH,, R? = Br

R! R? RR
(e}
R! l I R’
OH

Schemat 10.  Przykiad biotransformacji chalkonu z uzyciem drozdzy Rhodotorula marina i Rhodotorula rubra [79]

Scheme 10. An example of chalcone biotransformation using yeasts Rhodotorula marina and Rhodotorula
rubra [79]

2
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Drozdze z rodzaju Rhodotorula posiadaja zdolno$¢ przeksztatcania
chalkonéw niepodstawionych, a takze podstawionych grupg metoksylows, czy
bromem [56,92].

Janeczko 1 wsp. poréwnali przebieg biotransformacji pomiedzy kilkoma
gatunkami drozdzy (Yarrowia lipolytica KCh 71, Rhodotorula glutinis KCh 242,
Rhodotorula rubra KCh 4, Saccharomyces cerevisiae KCh 464) 1 grzyboéw
strzepkowych (Syncephalastrum racemosum KCh 105, Chaetomium sp. KCh 6651,
Didymosphaeria igniaria KCh 6670, Absidia coerulea KCh 93, Fusarium culmorum
KCh 10) i wykazali, ze pierwsza grupa mikroorganizmow jest zdolna do redukcji
podwdjnego wigzania chalkonéw duzo szybciej. Juz po jednej godzinie
biotransformacji od 80 do 99% substratu (chalkonu i 2’-hydroksychalkonu) ulegato
konwersji. W wigkszosci przypadkéw po trzech godzinach procesu nastgpowat
jednak spadek zawartosci dihydrochalkonu w mieszaninie poreakcyjnej, co byto
spowodowane redukcjg grupy karbonylowej [56].

Modelowy biokatalizator drozdzowy stanowig komodrki Saccharomyces
cerevisiae, ktore sg w stanie redukowac réznie podstawione chalkony (Schemat 11).

X X X
ol ™ e o L«
= N = =
(0] (0]

1-9 1a-9a
l,la—R'=H,R*=H 6, 6a—R'=H, R>=4-OCH;
2,2a—R'=4-OCH;,R?=H 7,7a—R'=H, R? = 3,4-di-OCH;
3,3a—R'=3,4-di-OCH;, R>=H 8, 8a—R!=H, R?>=3,4-(OCH,0)
4,4a—R'=3,4-(OCH,0),R*=H 9,9a—R'=H, R?=4-NO,

5,5a—R'=4-NO,,R*=H

Schemat 11.  Bioredukcja chalkonu i jego pochodnych przez Saccharomyces cerevisiae [101]
Scheme 11. Bioreduction of chalcone and its derivatives by Saccharomyces cerevisiae [101]

W przypadku wszystkich zastosowanych substratow gtéwnemu produktowi
nie towarzyszyly produkty uboczne, takie jak alkohole. Dodatkowo zbadano, jak
warunki podczas biotransformacji wplywaja na jej przebieg, dzicki czemu wykazano,
ze temperatura 35-45°C i pH > 5,5 s3 najkorzystniejsze i umozliwiajg >99%
konwersje substratow. Roéwniez gesto§¢ komodrek biokatalizatora wplywa na
wydajnos$¢ redukcji, a najlepsze wyniki uzyskano dla gestosci 100 g/L catych
komorek S. cerevisiae [101].

Sposréd drozdzowych biokatalizatorow na szczegdlng uwage zastuguje
gatunek Y. lipolytica. Stale rosngce zainteresowanie tymi drozdzami wynika z ich
potencjatu do katalizowania réznorodnych reakcji, a takze tatwosci w hodowli
wynikajacej migdzy innymi z wysokiej tolerancji na zmiany pH, st¢zenia soli oraz
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akceptowania szerokiej gamy zrodel wegla, co podnosi ekonomiczng optacalnosé
procesu. Co wazniejsze, status GRAS (Generally Recognized As Safe) czyni szczepy
tych drozdzy atrakcyjnym 1 przyjaznym dla $rodowiska narzedziem
mikrobiologicznym do produkcji nutraceutykdéw, zywnosci fermentowanej
i suplementéow diety. Drozdze Y. lipolytica sa dopuszczone w krajach Unii
Europejskiej do obrotu jako nowa zywno$¢ od 2019 roku (Rozporzadzenie UE
2019/760). Maksymalna stosowana dawka wynosi 3 g dziennie dla dzieci w wieku
od 3 do 10 lat. Powyzej 10 roku zycia dawka wynosi 6 g dziennie [102].

Wysokie zdolnos$ci biokatalityczne szczepu Y. [lipolytica KCh 71,
w porownaniu z innymi gatunkami drozdzy, =zostaly dowiedzione przy
wykorzystaniu pigciu  pochodnych chalkonu uzyskanych na drodze syntezy
Claisena—Schmidta (Schemat 12).

4

R
r® OH R®
\Q;( NaOH, MeOH
cH, t H )
| R 2h, chtodnica zwrotna
R 0 o R
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1 OCH; H H H H H
2 H OCH; H H H H
3 H H OCH; H H H
4 OCH; H H OCH; H H
5 H OCH; OCH; OCH; H H
6 H H H H OCH; OCH;
7 H H OCH; H OCH; OCH;
8 H OCH; OCH; OCH; OCH; OCH;

Schemat 12.  Synteza metoksychalkonéw metoda kondensacji Claisena—Schmidta [102]
Scheme 12. Synthesis of methoxychalcones by Claisen-Schmidt condensation [102]

Aktywno$¢ drozdzy Y. lipolytica pordbwnano ze szczepami: Rhodotorula
rubra KCh 4, Rhodotorula marina KCh 77, R. rubra KCh 82, Candida viswanathii
KCh 120, R. glutinis KCh 242, Saccharomyces cerevisiae KCh 464 1 Candida
parapsilosis KCh 909.

Substraty 1-4 byly konwertowane przez szczep Y. lipolytica KCh 71 do
analogicznych chalkonow z bardzo wysokimi wydajnosciami wynoszacymi od 88 do
99% juz po jednej dobie, jedynie substrat 5 byl przeksztalcany mniej efektywnie.
W jego przypadku maksymalna zaobserwowana wydajno$¢ wyniosta 20% po
siedmiu dniach biotransformacji. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen
badacze wysnuli wniosek, ze wydajnos¢ biotransformacji jest skorelowana ujemnie
z liczba podstawnikow metoksylowych obecnych w pier§cieniu B, a produktow redu-
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kcji nie zaobserwowano w ogole, kiedy dwie grupy metoksylowe obecne byly
w pierScieniu A [102].

Stosujac ten sam panel biokatalizatorow i pochodne 2’-hydroksychalkonu
podstawione bromem w réznych pozycjach pierScienia A i B (Rys. 7) wykazano
kluczowe znaczenie potozenia atomu bromu dla przebiegu biotransformacji: ilo§¢
tworzonego dihydrochalkonu malata w zaleznosci od pozycji atomu bromu
w szkielecie chalkonu, zgodnie z prawidtowoscig 2>3>5">4 [103].

Br

OH Br OH

X X
(0] (0]
OH Br OH

AN

Br | X

(0] (0]

Rysunek 7. Bromopochodne 2°-hydroksychalkonu zastosowane w biotransformacjach katalizowanych przez
drozdze [103]
Figure 7. Bromo derivatives of 2'-hydroxychalcone used in yeast-catalysed biotransformations [103]

UWAGI KONCOWE

Ukierunkowanie konsumentow na wybdr smacznych, ale jednoczes$nie
zdrowych produktow spozywczych jest silnym impulsem do badan nad substytutami
tradycyjnie stosowanej sacharozy.

Stodzik powinien nadawa¢ pozywieniu cechy organoleptyczne jak najbardziej
zblizone do tych uzyskiwanych przy uzyciu cukru, ale jednoczesnie w jak najmniejszym
stopniu wptywac na kaloryczno$¢ potrawy i nie powodowa¢ wahan poziomu glukozy we
krwi po jej spozyciu. Idealnie, jezeli jego pochodzenie byloby naturalne, a takze gdyby
zapewniat dodatkowe korzysci zdrowotne konsumentom i poprawiat trwato$¢ zywnosci.
Cze$¢ dihydrochalkonow, zwiazkéw pochodzenia roslinnego lub ich bliskich analogéw,
ma szansg¢ sprosta¢ tym wymaganiom. Dzieki naturalnemu pochodzeniu dihydrochalkony
moga by¢ stosowane w zywnosci funkcjonalnej i zyskaé szeroka akceptacje wsrod
konsumentow. Intensywnie stodki smak i bliska zerowej kaloryczno$¢ stanowia znaczace
atuty tej grupy polifenoli, w stosunku do sacharozy. Wykazywana przez te zwigzki

aktywnosc¢ biologiczna, w tym przeciwutleniajaca i przeciwmikrobiologiczna, moze nie
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tylko wplywaé pozytywnie na zdrowie spozywajacych je ludzi, ale rowniez przedhuzaé
trwato$¢ zywnosci.

Dihydrochalkony mozna pozyskiwa¢ w wyniku ekstrakcji, syntezy chemicznej
lub biotransformacji. Ta ostatnia metoda wydaje si¢ optymalna ze wzgledu na
uzyskiwane wysokie wydajnosci, stosunkowo niski koszt, a takze znikomy negatywny
wplyw na srodowisko naturalne. Odkryto do tej pory wiele wydajnych biokatalizatoro6w
i metod umozliwiajacych pozyskiwanie znaczacych ilosci dihydrochalkonow. Do dzi§
jako dodatek do zZywnosci stosowany jest jednak jedynie dihydrochalkon
neohesperydyny.

Niezbedne sg intensywne badania nad okresleniem poziomu stodko$ci nowo
uzyskiwanych dihydrochalkonéw, ich Dbezpieczenstwa, a takze potencjatu
prozdrowotnego. Dzicki temu mozliwe bedzie rozszerzenie wachlarza zdrowych

i naturalnych zamiennikow sacharozy.
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