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Uvod

Chmel je dilezitym zdrojem biologicky aktivnich
sekundarnich metabolitli, z nichz fada vykazuje pozitivni
ucinky na lidské zdravi. Farmaceuticky dulezitymi latkami
obsaZenymi ve chmelu jsou pfedevsim prenylované flavo-
noidy, fadici se mezi polyfenolové slouceniny' ™. Majorit-
nim prenylflavonoidem chmele je chalkon xanthohumol,
jehoz koncentrace v chmelovych hlavkach se pohybuje
v zavislosti na odrid¢ a ro¢niku sklizn¢ v rozmezi 0,2—1,1
hm.% (cit.”).

Pozitivnich zdravotnich u¢inkti prenylflavonoidu je
znama cela fada. Pisobi antioxida¢né a zpomaluji tak pru-
béh patologickych procest, jako je napi. rakovina, atero-
skleréza ¢i infarkt myokardu. Znacna pozornost je
v soucasné dob¢é veénovéana pfedevS§im antikarcinogennim
ucinkim prenylflavonoidi. Xanthohumol a ostatni pre-
nylflavonoidy U¢inn€ inhibuji proliferaci nddorovych bu-
nék a zabranuji tak rdstu karcinomu a vzniku metastaz,
pfi¢emz plisobi pfedevsim na buniky lidského karcinomu
prsu, vajeéniku a tlustého stieva'™. Mechanismus chemo-
preventivniho u¢inku xanthohumolu a ostatnich prenylfla-
vonoidii na rust nadoru v rané fazi spociva v inhibici meta-
bolické aktivace prokarcinogenti a indukci karcinogen-
detoxifikacnich enzymii. Mechanismus antikarcinogennich
ucinkt prenylflavonoidii na rast nadoru v pokrocilém sta-
diu zahrnuje inhibici DNA syntézy, inhibici angiogenese
a potladeni vzniku zanétd'.
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Dal$im vyznamnym ucinkem prenylflavonoidi,
zejména 8-prenylnaringeninu, je jejich estrogenni aktivita,
diky které jsou schopny alternovat lidské steroidni hormo-
ny — estrogeny, a potlacovat tak klimakterialni symptomy
¢i snizovat riziko vzniku nddorovych onemocnéni spoje-
nych s hormonalnim systémem®.

Jediny zdroj prenylflavonoidt v lidské vyzivé je pivo,
ovsem vzhledem kjejich velice nizkym obsahim
v konecném produktu je nutno konstatovat, Ze béznou
konzumaci piva neni mozné dosahnout koncentrace téchto
latek v plazmé v takové mife, aby vykazovaly vyraznéjsi
pozitivni u¢inky na lidské zdravi’. Xanthohumol je sice
majoritni prenylflavonoid v chmelovych hladvkach, ovsem
v hotovém pivu se nachazi jen ve velmi nizké koncentraci
(vétSinou nizsi nez 0,1 mg 1'"). Prosttednictvim isomerace,
pti které dochazi k cyklizaci ptes hydroxylovou skupinu,
je xanthohumol v pribéhu vyroby piva pfeménovan az
z 95 % na isoxanthohumol, coz je prenylflavonoid nejvice
zastoupeny v kone¢ném produktu.

Vzhledem kfad¢é pozitivnich G¢inkd chmelovych
prenylflavonoidid na lidské zdravi, jsou nejnovéjsi vy-
zkumy zaméfeny na to, jak zvysit jejich piijem ve vyzive.
Moznym feSenim mohou byt potravinové dopliiky obsahu-
jici biologicky aktivni latky z chmele.

Vzhledem k vyuziti chmelovych prenylflavonoida
v potravinafském a farmaceutickém primyslu je nyni kla-
den diraz na zdokonaleni metod pro kvantifikaci téchto
biologicky aktivnich latek. Cilem na$i prace byl vyvoj
spolehlivé analytické metody vyuzivajici HPLC-PDA
(vysokoucinna kapalinovd chromatografie s detektorem
s diodovym polem) pro stanoveni vSech vyznamnych pre-
nylovanych flavonoidi (xanthohumol, isoxanthohumol,
8-prenylnaringenin) ve chmelovych materidlech (chmel,
chmelové vyrobky, vedlejsi produkty zpracovani chmele,
potravinové dopliiky na bazi chmele). Pro ucel analyzy
prenylflavonoidii byla vyvinuta metoda zalozena na kom-
binaci extrak¢éniho postupu vychazejiciho z bézné pouziva-
né metody pro stanoveni alfa a beta hotkych kyselin ve
chmelu® a modifikovaného chromatografického stanoveni
prevzatého z metody Dhooghe a spol.”.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Pro extrakci chmelového vzorku byl pouzit methanol,
p. a. (Sigma-Aldrich, SRN) a diethylether, p. a. (Lach-ner,
CR). Na okyseleni roztoku byla pouzita kyselina chlorovo-
dikova, p. a. (38%, Penta, CR). Jako mobilni fize byla
pouzita smés acetonitrilu pro HPLC (Sigma-Aldrich,
SRN) a demineralizovana voda. Na okyseleni mobilni
faze byla pouzita kyselina mravenéi, p. a. (Penta, CR).
Standardy xanthohumolu (Hopsteiner, SRN), isoxantho-
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humolu (Toroma Organics, SRN), a 8-prenylnaringeninu
(Toroma Organics, SRN) byly Cistoty 98 % a vyssi.

Ptistroje a zafizeni

V8echny analyzy byly provedeny na kapalinovém
chromatografu 1100 Series (Agilent, USA) s kolonou
s reverzni fazi ECLIPSE XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm
(Agilent, USA) a PDA detektorem (Agilent, USA). Na
pripravu ultracisté vody byl pouzit piistroj MILLI Q RG
(Millipore, USA). Pti pripravé vzorku byly pouzity kalib-
rované laboratorni vahy (tfida pfesnosti I), tfepacka LT2
(Kavalier, CSR), vakuové odparka RWO6-ML (Ika Wer-
ke, SRN) a ultrazvukova lazeii (JP Selecta, Spanélsko).
Vzorky byly filtrovany pres teflonové (PTFE) filtry
(velikost port 0,2 um), (Whatman, SRN).

Analyzovany materidl

K analyze prenylovanych latek byl pouzit zbytkovy
material ziskany extrakci chmelovych hlavek ceské vyso-
koobsazné chmelové odriidy Vital superkritickym oxidem
uhli¢itym. Tato odrida byla vyslechténa s ohledem na jeji
vyuziti ve farmaceutickém pramyslu, je charakteristicka
vysokym obsahem prenylovanych flavonoidi — ptedevsim
desmethylxanthohumolu (0,3-0,4 hm.%), xanthohumolu
(0,7-1 hm.%) a alfa (12-16 hm.%) a beta (6—10 hm.%)
hotkych kyselin. V disledku své vyssi polarity zdstavaji
prenylflavonoidy (na rozdil od pryskyfic) v extrakénim
zbytku, ktery se tak miZe stat vhodnou surovinou pro pro-
dukci  materidlu  snavySenym  mnozstvim  latek
s pozitivnim u&inkem na lidské zdravi®.

Postup ptipravy vzorku

Chmelovy material byl homogenizovan na laborator-
nim mlynku, a poté byl navaZen 1 g s pfesnosti na Ctyfi
desetinnd mista a extrahovan smési 20 ml methanolu
a 100 ml diethyletheru po dobu 30 min na tfepacce. Na-
sledné bylo do barky ptridano 40 ml 0,1 M HCI a extrakce
na tfepacce pokracovala dal§ich 10 min. Poté byla smés
ponechana v klidu po dobu 10 min, aby doslo k dobrému
oddéleni fazi. 25 ml etherové faze nad sedimentem bylo
nasledné prevedeno do 100ml srdcové banky a veskery
diethylether byl odpafen na vakuové odparce do sucha pfi
laboratorni teploté. Po odpafeni byl extrakt rozpustén
v 5 ml methanolu a pfed pfevedenim do vialky byl zfiltro-
van pies teflonovy mikrofiltr.

Piipravené vzorky byly analyzovény technikou vyso-
koucinné kapalinové chromatografie.

Podminky HPLC analyzy

Mobilni faze: A — odplynéna demineralizovana voda
(0,05 hm.% mravenci kyselina); B — odplynény acetonitril
(0,05 hm.% mravenci kyselina). Gradient (tab. I): Od 0. do
42. minuty se podil mobilni faze B linearn¢ zvySoval z 35 %
na 95%. Stacionarni faze: reverzni faze CI18, 5um,
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Tabulka I

Gradient slozeni mobilni faze (0bj.%), A — demineralizo-
vana voda (0,05 hm.% mravenci kyselina), B — acetonitril
(0,05 hm.% mraven¢i kyselina)

Cas [min] A B
0 65 35
40 38 62
42 95
47 95

4,6 x 150 mm, teplota 30 °C, prttok 0,8 ml min”', detek-
tor PDA, nastiik 10 pl.

Latky byly identifikovany metodou porovnani retenc-
nich ¢asi a absorp¢nich maxim se standardy. Pfesny obsah
analyzovanych latek ve vzorcich byl stanoven metodou vné&jsi
kalibrace (n=4). Rozsah kalibraéni piimky byl v 0-420 mg "'
v pfipad¢ xanthohumolu (coz odpovida 0-1001 mg/100 g
vzorku), 0-15 mg 1™ v piipadé isoxanthohumolu (0-36
mg/100g) a 0-16 mgl"' (0-38 mg/100 g) v pripadé
8-prenylnaringeninu. Retencni ¢asy jednotlivych latek jsou
uvedeny v tab. II. Ukazkové chromatogramy zbytku chme-
lového materialu po extrakci oxidem uhli¢tym jsou na
obr. 1 a 2. Xanthohumol byl detegovan a vyhodnocen pfi
vlnové  délce 370nm  (obr. 1), isoxanthohumol
a 8-prenylnaringenin pfi vinové délce 290 nm (obr. 2), coz
jsou7 8Vlnové délky blizké jejich absorpénim maximim
(cit.”?).

Vysledky a diskuse

Pro potvrzeni robustnosti inovované metody byl pro-
ces izolace i analyzy prenylflavonoidi ve vychozim mate-
ridlu (zbytek po extrakci chmelovych hlavek odridy Vital
superkritickym oxidem uhli¢itym) opakovan desetkrat
(n=10). Mira proménlivosti vysledkl (opakovatelnost)
stanoveni koncentrace prenylflavonoidi (xanthohumol,
isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin) je nepfimo Umérna
vysi smérodatné odchylky. Primérna koncentrace xantho-
humolu, isoxanthohumolu a 8-prenylnaringeninu ve chme-

Tabulka IT

Zakladni tdaje o retencnich ¢asech jednotlivych prenylfla-
vonoidil pii HPLC analyze. Kolona: ECLIPSE XDB-C18,
5 um, 4,6 x 150 mm, detektor PDA, mobilni faze acetoni-
tril-voda (gradient uvedeny v experimentalni ¢asti), prutok
0,8 ml min!, vinovéa délka A = 370 nm pro xanthohumol,
A =290 nm pro isoxanthohumol a 8-prenylnaringenin

Latka Retencni ¢as [min]
Isoxanthohumol 9,9
8-Prenylnaringenin 18,2
Xanthohumol 31,5
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DAD1 B, Sig=370.4 Ref=off (SKOUPAID3-03-201400009.0)
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Obr. 1. Chromatogram vzorku pripraveného ze zbytku chmelového materialu po extrakci oxidem uhli¢itym. Kolona ECLIPSE
XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm, pritok 0,8 ml min"!, detektor PDA, mobilni faze acetonitril-voda (gradient uvedeny v experimentalni
Casti), vlnova délka A = 370 nm; 1 — desmethylxanthohumol, 2 — xanthohumol

DAD1 A, Sig=280.4 Ref=off (SKOUPA'03-03-201400008.0)
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Obr. 2. Chromatogram vzorku pripraveného ze zbytku chmelového materialu po extrakci oxidem uhli¢itym. Kolona ECLIPSE

XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm, pritok 0,8 ml min”',

detektor PDA, mobilni faze acetonitril-voda (gradient uvedeny v experimentalni

Casti), vlnova délka A = 290 nm; 1 — isoxanthohumol, 2 — 8-prenylnaringenin, 3 — desmethylxanthohumol, 4 — 6-prenylnaringenin, 5 —

xanthohumol

lovém materialu, smérodatna odchylka a opakovatelnost
v rel.% jsou uvedeny v tab. III.

Relativni smérodatna odchylka byla pro vsechny sta-
novované prenylflavonoidy niz§i nez 4 rel.%, pro isoxant-
hohumol odpovidd pouhym 1,61 rel.%. Tuto metodu lze
povazovat za spolehlivou a tedy i za vhodnou pro stanove-
ni prenylflavonoidi ve chmelovém materialu.

Mez detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou
je analyticky signal statisticky vyznamné odlisny od Su-
mu. Mez stanovitelnosti (LOQ — limit of quantificati-
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on) odpovida koncentraci, pti které je presnost stanoveni
takovd, Ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. Podle
uzance se mez detekce vyjadiuje jako trojnasobek Sumu
zakladni linie a mez stanovitelnosti jako desetindsobek
Sumu zakladni linie'’.

Meze detekce (3S/N) a meze stanovitelnosti (10S/N)
(cit.” ) jednotlivych prenylflavonoidi ve chmelovém mate-
ridlu (mg/100 g) jsou uvedeny v tab. IV.

Jako vychozi metoda byla zvolena bézné uZzivana
metoda pro stanoveni alfa a beta hotkych kyselin ve chme-
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Tabulka III
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Opakovatelnost metody pii stanoveni jednotlivych prenylflavonoidi (n=10)

Prenylflavonoid Priméma koncentrace [mg/100 g] Smérodatna odchylka Opakovatelnost [rel.%]
Xanthohumol 918,01 32,22 3,51
Isoxanthohumol 26,11 0,42 1,61
8-Prenylnaringenin 16,59 0,54 3,28
Tabulka IV padné desmethylxanthohumol, 6-prenylnaringenin)

Mez detekce a mez stanovitelnosti metody stanoveni jed-
notlivych prenylflavonoidi ve chmelovém materialu
(mg/100g). Kolona ECLIPSE XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150
mm, detektor PDA, mobilni faze acetonitril-voda (gradient
uvedeny v experimentalni &sti), pritok 0,8 ml min', vl-
nova délka A = 370 nm pro xanthohumol, A =290 nm pro
isoxanthohumol a 8-prenylnaringenin

Prenylflavonoid LOD LOQ
Xanthohumol 0,420 1,398
Isoxanthohumol 0,537 1,791
8-Prenylnaringenin 0,713 2,375

lu, a to z divodu podobné chemické struktury prenylflavo-
noidi a hotkych kyselin. Z této metody byl pievzat zpisob
ptipravy vzorku, zalozeného na extrakci vzorku smési
diethylether: methanol, 5:1 (v/v), okyselenou kyselinou
chlorovodikovou, ovSem nékteré kroky tohoto postupu
byly upraveny. Vzhledem k tomu, Ze ndmi vyvinutd meto-
da ma slouzit k analyze prenylflavonoidd i v relativné
drahych chmelovych materidlech, jako jsou potravinové
dopliiky na bazi chmele, zvolili jsme kvili niz§i finanéni
naro¢nosti snizeni navazky materialu z pivodnich 10 g na
1 g, a v disledku toho bylo nezbytné nutné zakoncentrovat
vzorek v koneéném kroku piipravy vzorku. Chromatogra-
ficky krok byl zaloZen na metodé¢ publikované Dhooghe
a spol. (2010). Z této metody bylo pfevzato sloZzeni mobil-
ni faze’, oviem délka analyzy byla prodlouzena za uéelem
zmirnéni gradientu vedouciho k lepSimu rozdéleni pikd
v prib¢hu chromatografické analyzy. Vyvinuta analyticka
metoda HPLC-PDA je kombinaci dvou metod a ma pro
stanoveni koncentraci prenylflavonoidii ve chmelovém
materialu nékolik zasadnich vyhod. Ptiprava vzorku je
rychla a spotfeba rozpoustédel a vzorkd je relativné nizka.
Zvolena tuprava vzorki a metodika stanoveni je vhodna
ipro stanoveni velmi nizkych koncentracich prenylflavo-
noidu.

Porovnanim absorp¢nich spekter je mozné identifiko-
vat i desmethylxanthohumol a 6-prenylnaringenin, nicmé-
né prozatim z divodu nedostupnosti Cistych standardd
nebyla kvantifikace téchto dvou prenylflavonoidd naplni
tohoto ¢lanku. Vyhodou této metody je také to, ze umoz-
fuje stanovit ve vzorku vSechny prenylflavonoidy
(xanthohumol, isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin, pii-
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v pribéhu jedné analyzy, a jelikoz se jedna o upravenou
metodu na stanoveni hotkych kyselin, je pravdépodobné
ze by tato metoda mohla slouzit i ke stanoveni dalSich
biologicky a technologicky vyznamnych latek (alfa a beta
hotké kyseliny).

Zavér

Pro tucely stanoveni prenylflavonoidi (xanthohumol,
isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin) ve chmelovych ma-
teridlech byla vyvinuta metodika, kterd pomoci systému
HPLC-PDA umoziiuje kvalitativni i kvantifikativni analy-
zu vSech sledovanych prenylflavonoidd. V ramci vyvoje
metodiky byly stanoveny jeji validacni parametry
(opakovatelnost, mez detekce a mez stanovitelnosti).

Tato préce byla podpoiena TA CR — Centrum pro
inovativni vyuziti a posileni konkurenceschopnosti ceskych
pivovarskych surovin a vyrobkit — TE02000177.
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In recent years, an interest in the health-promoting
activities of derivatives of hop constituents has grown.
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Pharmaceutically important substances in hop are primari-
ly prenylated flavonoids, in the context with their proven
biological effects. A reliable analytical method using
HPLC-PDA for determination of all prenylated flavonoids
(xanthohumol, isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin) in
hop materials was developed.
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