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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacion de xantohumol

La invencion proporciona un procedimiento para la preparacion de xantohumol de alta pureza a partir de lUpulo agotado
después de la extraccién, granulos de planta de lipulo o lipulos. Debido a la alta pureza del xantohumol obtenido, se
podria usar con éxito en suplementos dietéticos, bebidas y como ingrediente del producto terapéutico.

Xantohumol (Xn), o ((E) -1- [2,4-dihidroxi-6-metoxi-3- (3-metilbut-2-enil) -fenil] -3- (4-hidroxifenil)-prop-2-en-1-ona) es un
compuesto natural del grupo de chalconas preniladas, cuya fuente principal es la inflorescencia femenina de Humulus
Lupus (lupulo). Esta presente solo en los oligoelementos de la cerveza. El compuesto estd compuesto por dos anillos de
benceno unidos por la unidad estructural carbonilo o, B - insaturado:

H OCH,4 OH

OH O

Xantohumol (Xn).

La presencia de un grupo hidroxi libre en la molécula lo hace facilmente isomerizable a la propia flavanona, un
intermediario en la ruta de biosintesis de flavonoides. A diferencia de otros ingredientes del lGpulo, el xantohumol es
mas lipofilo, estando la caracteristica conectada con la presencia del sustituyente prenilado en su estructura. Se debe
observar que, en los sistemas biologicos vivos, las unidades estructurales preniladas (farnesilo o geranilgeranilo)
facilitan la union de numerosas moléculas intraceluradas a una membrana celular, determinando sus actividades
apropiadas. Asimismo, se sugiere que en el caso del xantohumol, tales unidades estructurales pueden modular
significativamente la actividad biol6gica del compuesto, y, lo que, es mas, influir en sus propiedades fisicoquimicas y
distribucion subcelular.

Los estudios in vitro e in vivo sugieren también que el xantohumol reduce los procesos inflamatorios y oxidativos por
medio de diversos mecanismos. Los principales son: eliminacién de radicales libres de oxigeno y sus formas reactivas
(RTF), inhibicién de la actividad de la ciclooxigenasa (COX | y COX l), reduccion de la produccién de prostaglandina,
NO, TNFa, NFxB y neutralizacién de la peroxidacion de fosfolipidos en la membrana.

La actividad antioxidante y antiinflamatoria de xantohumol esté relacionada con la presencia de los grupos hidroxi y el
sustituyente prenilado en su molécula. También es importante la unidad estructural carbonilo o, - insaturado. La unidad
estructural participa en la reaccién de Michel con nucledfilos biol6gicamente importantes, por ejemplo: L-cisteina en
proteinas y otras moléculas que contienen grupos sulfhidrilos. De esa forma, se obtienen aductos covalentes que
causan la pérdida de la actividad biol6gica de diversas moléculas unidas por xantohumol.

El amplio espectro de actividad de xantohumol se deriva probablemente de la capacidad del compuesto para unir
importantes moléculas bioldgicas. Uno de los ejemplos mas conocidos es la influencia del xantohumol en la polimerasa
o sintetasa, topoisomerasa |, fosfatasa alcalina, aromatasa, diacilglicerol aciltransferasa, proteinas de la ruta de
sefalizacion de MAPK, FAK quinasa, Akt y STAT o factores de transcripcion NF-xB. La reduccién inducida por Xn de las
actividades de dichas proteinas induce efectos de células pleiotrépicas como consecuencia de la proliferacion, el ciclo
celular, la adhesion y las alteraciones de migracién en células tumorales.

Es digno de mencion también la informacion relativa a sus propiedades neuroprotectoras. En el modelo de rata de
isquemia focal inducido por MCAO, que refleja la isquemia cerebral focal in vivo, xantohumol reduce significativamente
la zona de necrosis isquémica cerebral. Se sugiere de este modo que el xantohumol también reduce un efecto
neurotédxico inducido por el péptido B-amiloide (AB). Se sabe que este mecanismo media el mecanismo de radicales
libres y es una de las principales causas de la enfermedad de Alzheimer, al aumentar la produccién de radicales libres y
la peroxidacién de lipidos en las células nerviosas, lo que consecuentemente conduce a su apoptosis.

Ademas, aparte de su efecto sobre los receptores, el mecanismo de la actividad de xantohumol podria estar conectado
a su actividad selectiva hacia las membranas lipidicas. Los estudios sobre los mecanismos de interaccién de
xantohumol con las membranas lipidicas modelo indican una modificaciéon importante de las propiedades dinamicas y
estructurales de una membrana. Incluso concentraciones muy pequefias de xantohumol interactian fuertemente con
fragmentos hidréfilos de la membrana lipidica para influir en los cambios de grosor de bicapa. También se sabe que los
neonicotinoides, debido a su alta hidrofobicidad, penetran las membranas lipidicas muy facilmente. La interaccién de
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xantohumol con la membrana lipidica puede reducir significativamente su penetracion por neonicotinoides, lo que podria
explicar su fuerte actividad, ademas de bloquear los receptores de nicotina.

Con respecto a su estructura quimica, el xantohumol es un polifenol, sin embargo, a diferencia de los polifenoles, es
escasamente soluble en agua caliente, pero se disuelve facilmente en alcoholes o mezclas de agua/alcohol.

Una buena fuente de xantohumol es el lupulo agotado después de la extraccion, que comprende los residuos de la
produccion de extracto de lupulo utilizado por la industria cervecera para la fabricacion de cerveza. Se estima que el
lipulo agotado después de la extraccidon contiene hasta 1% de xantohumol, dependiendo de la especie de una planta de
[Gpulo.

Numerosas tecnologias para la preparacién de xantohumol son conocidas en la técnica. La solicitud DE 199 39 350 A1
describe un procedimiento para la preparacion de un extracto de lUpulo enriquecido en xantohumol, en el que se usaron
mezclas de agua y etanol para la extraccion. El extracto obtenido contenia del 5 al 15% de xantohumol.

La patente EP 1 424 385 B1 describe un procedimiento de extraccion de xantohumol a partir del material que contiene
xantohumol en bruto mediante el uso de CO2 comprimido como solvente a una presidén superior a 500 bar y a
temperaturas por encima de 60 °C.

La aplicacion CN 101440029 describe un procedimiento de extraccién de xantohumol a partir de la planta de ltpulo y de
los productos que contienen xantohumol, en el que la extraccion con un solvente organico asistida por ultrasonidos se
lleva a cabo, seguido de la mezcla con la tierra de diatomeas, filtracion, lavado con mezcla de agua/metanol,
concentracion, precipitacion y secado para obtener xantohumol con una pureza del 86%.

La patente EP 2 187 899 B1 describe un procedimiento para la preparacion de una composicion del alto contenido de
xantohumol de una planta de lapulo, en el que se adiciona una sal a una soluciéon que contiene xantohumol a una
concentracién en el intervalo desde 0.05 a 5.0 M, seguido de un pH que aumenta de 10.5 a 12.0, filtrando el precipitado
obtenido, acidificando el filtrado a pH 7-8 para obtener el precipitado de xantohumol con una pureza del 40-95%. La
patente US 2009/258094 describe un procedimiento para la preparacion de una composicion de alto contenido de
xantohumol a partir de una planta de lipulo, en el que se adiciona una sal a una solucién que contiene xantohumol a
una concentracion en el intervalo desde 0.05 a 5.0 M, seguido del ajuste del pH a 9.5-13 para realizar la formacién de
un primer precipitado, eliminar el primer precipitado para obtener una segunda solucién, ajustar el pH de la segunda
solucién a 3-9 para realizar la formacién de un segundo precipitado, y recoger el segundo precipitado, donde el segundo
precipitado contiene 40-95% en peso de xantohumol.

La patente CN 101 811 950 describe un procedimiento de produccién industrial para xantohumol de alta pureza que
comprende lixiviar un residuo de lupulo que se extrae con di6xido de carbono con alcohol de bajo nivel o solucién de
acetona para que el xantohumol en el residuo de lUpulo se disuelva por completo, después de filtrar y recoger la
solucién y disolver la solucidn clarificada con solventes polares fuertes, se extrae el xantohumol y se recristaliza.

La solicitud de patente US 11/790,365 describe un procedimiento para la preparaciéon del polvo con alto contenido de
xantohumol (60-90%), que comprende suspender un extracto enriquecido en xantohumol en una solucién alcalina,
separar productos insolubles, neutralizar y precipitar el xantohumol disuelto con un &cido y aislar el producto.

La patente CN 101433592 describe el uso de diversas resinas de adsorcién para preparar xantohumol de alta pureza.

En conclusién, el andlisis de la técnica anterior describe inequivocamente que existe la necesidad de desarrollar un
procedimiento simple y barato para la preparaciéon de xantohumol de alta pureza.

El problema se resuelve mediante un procedimiento recientemente desarrollado para la preparacion de xantohumol a
partir de ltpulo agotado después de la extraccion, granulos de planta de lGpulo o lupulos.

Por lo tanto, la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de xantohumol, en el que:

a) un extracto que contiene xantohumol se mezcla con agua;

b) se adiciona una solucién de sal de metal de transicion a la mezcla obtenida;

c) el precipitado de xantohumol obtenido se recoge y se seca para obtener xantohumol de pureza superior al 90%.
Preferiblemente, en la etapa b) la concentracién de la sal en la mezcla se ajusta dentro del intervalo desde 0.001 M a 10
M, mas preferiblemente en la etapa b) la concentracion de la sal en la mezcla se ajusta dentro del intervalo desde

0.001M a 0.05M o por encima de 5M.

Preferiblemente, adicionalmente después de adicionar la sal en la etapa b:
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b1) la solucién esta alcalinizada al nivel de pH por encima de 7;
b2) el primer precipitado se filtra y el filtrado se acidifica al nivel de pH por debajo de 7;
b3) el filtrado acidificado se concentra para obtener el precipitado de xantohumol.

Preferiblemente, en la etapa b1) la solucion se alcaliniza al nivel de pH en el intervalo desde 7.5 a 10.5 o por encima de
12.

Preferiblemente, el extracto que contiene xantohumol se obtiene por extraccion del lipulo agotado después de la
extraccidn, lipulo, granulos de planta de lipulo o una mezcla de los mismos con un solvente organico miscible en agua,
utilizdndose el solvente en una cantidad de 0.1 a 10 litros por 1 kg de materia prima.

Preferiblemente, como un solvente organico miscible en agua, se usan cetonas y alcoholes o una mezcla de los
mismos, mas preferiblemente, como un solvente organico miscible en agua, acetona, metanol, etanol, propanol o una
mezcla de los mismos.

Preferiblemente, la extraccion se realiza a una temperatura en el intervalo desde 5 a 65 °C.

Preferiblemente, el extracto que contiene xantohumol se mezcla con agua en una proporcion en el intervalo desde 0.1 a
5 litros de agua por 1 litro del extracto, mas preferiblemente el extracto que contiene xantohumol se mezcla con agua en
una proporcion en el intervalo desde 1 a 3 litros de agua por 1 litro del extracto.

Preferiblemente, en la etapa b) se proporciona una concentracion de una sal de metal de transicion dentro del intervalo
desde 0.01 M a 0.05M.

Preferiblemente, como sal de metal de transicion se usa una sal de cobre (Il) o una sal de zinc (ll).
Preferiblemente, como sal de metal de transiciéon se usa una sal de cloruro, una sal de nitrato o una sal de sulfato.

Preferiblemente, como una sal de metal de transicion se usa cloruro de cobre (ll), sulfato de cobre (Il) o cloruro de zinc
() o sulfato de zinc (Il).

El procedimiento de acuerdo con la invencién permite obtener xantohumol con una pureza de al menos el 90%
(habitualmente por encima del 95%) con un buen rendimiento. El procedimiento de acuerdo con la invencién no requiere
el uso de sistemas de cromatografia complejos o resinas soportadas.

La pureza del xantohumol obtenido se determin6é mediante la técnica de HPLC en la columna SUPELCOSIL LC-PAH de
15 cm x 4,6 mm, tamafio de grano de 5 um, temperatura de la columna de 20 °C, Fase A-95% de acetonitrilo HCOOH al
0,3%; Fase B-acetonitrilo al 2% HCOOH al 0,3%, velocidad de flujo de 2 ml/min, inyeccién de 20 ul, deteccién a la
longitud de onda de 370 y 290 nm.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos de trabajo.
Ejemplo 1

Se pesaron 250 g de lipulo agotado después de la extraccién y se vertieron sobre acetona (0.75 L). Después de agitar
mecanicamente durante 1 h, el extracto formado se filtré a través de un papel de filtro. El filtrado obtenido (0.65 L) se
lavé abundantemente con agua (1.3 L). A continuacion, la solucién se adicion6 con una solucién acuosa de CuClz (la
concentracién de 10 g/l) al volumen de 300 ml por 1 litro del filtrado (la concentracién final de 0,022 M). Después de la
adicién de cloruro de cobre, el pH de la solucién se estabilizé6 a ~4,5. Casi inmediatamente después del vertido del
cloruro de cobre, se produjo la precipitacion en el extracto de aglomerados de una sustancia de color verde de
humulones residuales y clorofila que se separaban de una solucién de color amarillo donde se encontré6 xantohumol.
Después de una hora, se adicioné NaOH para precipitar un exceso de cobre aumentando el pH a aproximadamente 10.
Después de 1 h, se observé precipitacion de una masa fangosa e hidréxido de cobre precipitado en el fondo del
recipiente. Los precipitados se filtraron en un papel de filtro. El filirado obtenido se acidific6 con HCl a pH 6 y se
concentré en un evaporador rotatorio para producir un precipitado de xantohumol cristalino que se separé por filtracion y
se secO en un horno (temperatura de 50-60°C) para dar 206 mg de xantohumol con una pureza por HPLC de 97.8%. El
rendimiento del procedimiento de extraccion de xantohumol fue del 82% basado en el contenido total de xantohumol en
el lupulo agotado.

Ejemplo 2

Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo 1, excepto que después de adicionar cloruro de cobre, el lodo de color verde
precipitado se separd por filtracion y el filtrado se concentr6 en un evaporador rotatorio para producir el precipitado de
xantohumol cristalino con una pureza por HPLC del 90.8%.
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Ejemplo 3

Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo 1, excepto que el cloruro de cobre se sustituyd por una solucion de sulfato de
zinc (ZnS0Oa4) a la concentracién de 10 g/l. Después de la adicion de la solucion de sal de zinc, el pH de la solucién se
estabilizé a ~6 y se observé precipitacion. Después de aproximadamente una hora, se adicioné6 NaOH con el aumento
de pH a aproximadamente 10. Después de 1 h, se observ6 precipitado adicional en el fondo del recipiente. El
precipitado se separo por filtracion en un papel de filtro. El filtrado obtenido se acidificé con HCl a pH 6 y se concentro
en un evaporador rotatorio para producir el precipitado de xantohumol cristalino, que se separé por filtracién y se secéd
en un horno (la temperatura de 50-60°C) para dar xantohumol con una pureza por HPLC del 97.8% con el rendimiento
del 79% basado en el contenido total de xantohumol en el lipulo agotado.

Ejemplo 4

Se pesaron 250 g de lipulo agotado después de la extraccién y se vertieron sobre 0.75 litros de metanol puro. Después
de agitar mecanicamente durante 1 h, el extracto formado se filtré6 en un papel de filtro. El filtrado obtenido se vertié
sobre agua en una proporcion en volumen de 1: 2 (una parte del filtrado a dos partes de agua). A continuacion, se
adicioné la solucion con la solucién acuosa de CuClz (a la concentracion de 10 g/l) en un volumen de 300 ml por 1 litro
del filtrado (la concentracion final de la sal de 0.022 M). Después de 1 h, se observd precipitacion en el extracto de
aglomerados de una sustancia de color verde que se separaba de una solucién de color amarillo. Luego se adicion6
NaOH para elevar el pH a 10. Después de 1 h, se observé un precipitado de color verde fangoso en el fondo del
recipiente. El extracto formado se filtr6 en un papel de filtro. El extracto obtenido se acidifico con HCI a pH 6. Las
cantidades restantes del solvente se eliminaron en un evaporador y se obtuvo una suspensién de cristales de
xantohumol. La suspensién se filtr6 a través de un papel de filtro para producir xantohumol, que se secé en un horno a
55 °C para dar 196 mg de xantohumol de la pureza del 95.8% con un rendimiento de aproximadamente 78% basado en
el contenido total de xantohumol en el lUpulo agotado.

Ejemplo 5

Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo 4, excepto que se uso cloruro de cobre (ll), sulfato de cobre (Il) (CuSOa) a la
concentraciéon de 10 g/l y se obtuvo xantohumol con una pureza del 94.8%.

Ejemplo 6

Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo 1, excepto que se usaron concentraciones mas altas de cloruro de cobre (Il)
en el intervalo de 0.022 M a 0.044 M. Se obtuvo xantohumol con una pureza que oscilaba entre 96.3-97.6%.

Ejemplo 7

Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo 1, excepto que se utilizé la proporcion del extracto de la primera etapa a la
cantidad de producto adicionado de 1: 1 y la concentracion de CuClz de 0.022 M, para obtener xantohumol con una
pureza del 96.3%.

Ejemplo 8

Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo 1, excepto que se usé 2-propanol en lugar de acetona y la concentracién de
CuClz de 0.022 M para producir xantohumol con una pureza del 93.2%.

Ejemplo comparativo 1

Se pesaron 250 g de lipulo agotado después de la extraccién y se vertieron sobre acetona (0.75 L). Después de agitar
mecanicamente durante 1 h, el extracto formado se filir6 a través de un papel de filtro. El filtrado obtenido se concentrd
para producir xantohumol con una pureza del 32.8%.

Ejemplo comparativo 2

Se pesaron 250 g de lipulo agotado después de la extraccién y se vertieron sobre acetona (0.75 L). Después de agitar
mecanicamente durante 1 h, el extracto formado se filtré a través de un papel de filtro. El filtrado obtenido (0.65 L) se
vertié sobre agua (1.3 L). A continuacion, se adicioné la solucién con la solucién acuosa de NaCl (a la concentracion de
30 g/l) al volumen de 300 ml por 1 litro del filtrado. Luego, se adicioné NaOH para elevar el pH a aproximadamente 12.
El precipitado formado se separé por filtracion a través de un papel de filtro. El filtrado obtenido se acidificé con HCI a
pH 5 y se concentrd en un evaporador rotatorio para obtener un precipitado de xantohumol, que se separé por filtracion
y se sec6 en un horno (la temperatura de 50-60°C) para producir xantohumol de la pureza por HPLC del 84.8%.

Ejemplo comparativo 3
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Se obtuvo xantohumol como en el ejemplo comparativo 2, excepto que no se us6 NaCl. Se obtuvo xantohumol con una
pureza por HPLC del 58%, como resultado de la alcalinizacion a pH 12 solamente.

Con base en los ejemplos de trabajo descritos anteriormente, se pudo determinar que el procedimiento de acuerdo con
la invencion permite obtener xantohumol de alta pureza mediante un procedimiento excepcionalmente simple y
econdmico. Es obvio para una persona experta en la técnica que el xantohumol obtenido por el procedimiento de la
invencion podria purificarse adicionalmente de acuerdo con métodos conocidos.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparacion de xantohumol, caracterizado porque:
a) un extracto que contiene xantohumol se mezcla con agua;
b) se adiciona una solucién de sal de metal de transicion a la mezcla obtenida;
c) el precipitado de xantohumol obtenido se recoge y se seca.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa b) la concentracion de la sal en la mezcla se
ajusta dentro del intervalo desde 0,001 M a 10M.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, caracterizado porque en la etapa b) la concentracion de la sal en la mezcla se
ajusta dentro del intervalo desde 0,001 M a 0,05M.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque adicionalmente después de
adicionar la sal en la etapa b:

b1) la solucidn estéa alcalinizada al nivel de pH por encima de 7;
b2) el primer precipitado se filtra y el filtrado se acidifica al nivel de pH por debajo de 7;
b3) el filtrado acidificado se concentra para obtener el precipitado de xantohumol.

5. El procedimiento de la reivindicacién 4, caracterizado porque en la etapa b1) la solucién se alcaliniza al nivel de pH en
el intervalo desde 7,5 a 10,5.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque el extracto que contiene xantohumol
se obtiene mediante la extraccién de lupulo agotado después de la extraccion, lUpulos, granulos de planta de lupulo o
una mezcla de los mismos con un solvente organico miscible en agua, dicho solvente se utiliza en una cantidad de 0,1 a
10 litros por 1 kg de materia prima.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, caracterizado porque como solvente organico miscible en agua, se usan
cetonas y alcoholes o una mezcla de los mismos.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, caracterizado porque como solvente organico miscible en agua, se usa
acetona, metanol, etanol, propanol o una mezcla de los mismos.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porque la extraccion se realiza a una
temperatura en el intervalo desde 5 a 65 °C.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque el extracto que contiene
xantohumol se mezcla con agua en una proporcion en el intervalo desde 0,1 a 5 litros de agua por 1 litro del extracto.

11. El procedimiento de la reivindicaciéon 10, caracterizado porque el extracto que contiene xantohumol se mezcla con
agua en una proporcion en el intervalo desde 1 a 3 litros de agua por 1 litro del extracto.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque en la etapa b) la concentraciéon de
una sal de metal de transicién se proporciona dentro del intervalo desde 0,01 M a 0,05 M.

13. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, caracterizado porque como una sal de metal de
transicion, se usa una sal de cobre (ll) o una sal de zinc (ll).

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, caracterizado porque como sal de metal de transicion,
se usa una sal de cloruro, una sal de nitrato o una sal de sulfato.

15. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, caracterizado porque como sal de metal de transicion,
se usa cloruro de cobre (ll), sulfato de cobre (Il) o cloruro de zinc (Il) o sulfato de zinc (1I).
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