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Problematika

Chmel je dilezitym zdrojem biologicky aktivnich sekundarnich metabolitii, z nichz fada
vykazuje pozitivni G¢inky na lidské zdravi. Farmaceuticky dalezitymi latkami obsaZzenymi ve
chmelu jsou pfedevsim prenylované flavonoidy, fadici se mezi polyfenolové slouc¢eniny, a to
predevsim v souvislosti se svymi prokazanymi biologickymi G¢inky [1 - 3].

Znacna pozornost je v soucasné dob¢ vénovana predevSim prenylovanému chalkonu
antivirové ucinky. Xanthohumol G¢inné inhibuje proliferaci nddorovych bunék a zabratnuje
tak rdstu karcinomu a vzniku metastdz. DalSim vyznamnym ucinkem prenylflavonoidd,
zejména pak 8-prenylnaringeninu, je jejich estrogenni aktivita, diky které jsou schopny
alternovat lidské steroidni hormony - estrogeny, a potlacovat tak klimakteridlni symptomy ci
snizovat riziko vzniku nadorovych onemocnéni spojenych s hormonalnim systémem [4].

Diky potencidlnimu vyuziti chmelovych prenylflavonoidi v potravinaiském a
farmaceutickém primyslu je nyni tlak na zdokonaleni metod pro kvantifikaci téchto

biologicky aktivnich latek.



|. CiL METODIKY

Cilem metodiky je stanoveni prenylovanych flavonoidii v chmelovych materialech.
K tomuto ucelu byla vyvinuta spolehlivd analytickdi metoda HPLC-PDA (vysokoucinna
kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole) pro stanoveni vSech vyznamnych
prenylovanych flavonoidti  (xanthohumol, isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin) ve
chmelovych materidlech (chmel, chmelové vyrobky, vedlejsi produkty zpracovani chmele,
potravinové dopliiky na bazi chmele). Proto tento ucel byla modifikovana a kombinovana
metoda pro stanoveni alfa a beta hotkych kyselin ve chmelu [5] s chromatografickym

stanovenim podle Dhooghe a kol. [6].

Il. VLASTNI POPIS METODIKY

Stanovené latky: xanthohumol, isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin

Analyticky postup

1. Pristroje a zarizeni

HPLC chromatograf 1100 Series (Agilent, USA)

PDA detektor (Agilent, USA)

Kolona ECLIPSE XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm (Agilent, USA)
Trepacka LT2 (Kavalier, CSR)

Vakuova odparka RWO6-ML (Ika Werke, SRN)

o o
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Ultrazvukova lazen (JP Selecta, Spanélsko)

g. Kalibrované laboratorni vahy, tfida pfesnosti I (Kern, SRN)



o o

o o

o «Q o

Pfistroj pro ptipravu ultracisté vody MILLI Q RG (Millipore, USA)
Teflonové filtry (PTFE, velikost pori 0,2 um) (Whatman, SRN)
Erlenmayerova baiika 100 ml

Srdcova banka 100 ml

Pipety (1000ul, 10 ml)

Chemikalie

Methanol, p. a. (Sigma-Aldrich, SRN)
Diethylether, p. a. (Lach-ner, CR)

Kyselina chlorovodikova, p. a. (38%, Penta, CR)
Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, SRN)

Kyselina mravenéi, p. a. (Penta, CR)

Demineralizovana voda — MilliQ (Merck-Millipore, USA), vodivost mensi nez 0,5 uS

Standard xanthohumolu (XH) (Hopsteiner, SRN)
Standard isoxanthohumolu (IXH) (Toroma organics, SRN)
Standard 8-prenylnaringeninu (8-PN) (Toroma organics, SRN)



3. Analyzovany material

K analyze prenylovanych latek byl pouzit zbytkovy material ziskany extrakci chmelovych
hlavek ceské vysokoobsazné chmelové odriidy Vital superkritickym oxidem uhlicitym. Tato
odrida byla vySlechténa s ohledem na jeji vyuziti ve farmaceutickém primyslu, je totiz
charakteristickd  vysokym  obsahem  prenylovanych  flavonoidi -  predevsim
desmethylxanthohumolu (0,3-0,4 %hm.), xanthohumolu (0,7-1 %hm.) a alfa (12-16 %hm.) a
beta (6-10 %hm.) hotkych kyselin. V dusledku své vyssi polarity zGstavaji prenylflavonoidy
(na rozdil od pryskyfic) v extrakénim zbytku, ktery se tak muze stat vhodnou surovinou pro

produkci materidlu s navySenym mnozstvim latek s pozitivnim u¢inkem na lidské zdravi [7].

4. Postup pripravy vzorku

Chmelovy material je homogenizovan na laboratornim mlynku, je navazen 1 g S presnosti
na Ctyii desetinna mista a nasledné extrahovan smési 20 ml methanolu a 100 ml diethyletheru
po dobu 30 minut na trepacce. Nasledné je do banky ptidano 40 ml 0,1 M kyseliny
chlorovodikové a extrakce na tfepacce pokracuje dalSich 10 minut. Poté je Smés ponechana
V klidu po dobu 10 minut, aby doSlo k dobrému oddéleni fazi. 25 ml etherové faze nad
sedimentem je nasledné ptevedeno do 100 ml srdcové baniky a veSkery diethylether je
odpaten na vakuové odparce do sucha pfti laboratorni teploté. Po odpateni je extrakt zfedén 5
ml methanolu a pted pfevedenim do vialky je zfiltrovan ptes teflonovy mikrofiltr.

Ptipravené vzorky jsou analyzovany technikou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

5. Priprava smésnych roztoku prenylflavonoidi pro kalibraci

Ze standardii prenylflavonoidd jsou pfipraveny zasobni roztoky.

Zasobni roztok xanthohumolu (476 mg/l)

Je navézeno 11,9 mg xanthohumolu do odmérné baiky o objemu 25 ml a doplnéno po
znacku methanolem.

Zasobni roztok isoxanthohumolu (50 mg/l)

Je navéazeno 0,5 mg isoxanthohumolu do odmérné baiky o objemu 10 ml a doplnéno po

zna¢ku methanolem.



Z4asobni roztok 8-prenylnaringeninu (80 mag/l)

Je navazeno 0,8 mg isoxanthohumolu do odmérné banky o objemu 10 ml a doplnéno po

znacku methanolem.

Ze zasobnich roztokli jsou namichany kalibra¢ni roztoky o vyslednych koncentracich

jednotlivych prenylflavonoidii viz tabulka 1.

Tab. 1 Koncentrace jednotlivych prenylflavonoidi (mg/1) v kalibra¢nich roztocich

Smésny roztok Xanthohumol Isoxanthohumol 8-prenylnaringenin
1 23,8 2,5 4
2 47,6 5 8
3 95,2 10 12
4 142,8 15 16
5 190,4 - -
6 238 - -
7 285,6 - -
8 333,2 - -
9 380,8 - -
10 428,4 - -

Ze smeésnych roztok byly sestrojeny kalibracni kiivky jednotlivych prenylflavonoida

(obr. 1-3).
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Obr. 2 Kalibraéni pfimka isoxanthohumolu
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Obr. 3 Kalibra¢ni pfimka 8-prenylnaringeninu

Latky byly identifikovany metodou porovnani retencnich Casti a absorp¢nich maxim se
standardy. Presny obsah analyzovanych latek ve vzorcich byl stanoven metodou vnéjsi
kalibrace (n=4). Rozsah kalibra¢ni ptimky byl v 0-420 mg/l v piipadé¢ xanthohumolu (coz
odpovida 0-1001 mg/100 g vzorku) (r = 0,9996), 0-15 mg/l v piipad¢ isoxanthohumolu (0-36
mg/100 g) (r = 0,9999) a 0-16 mg/l (0-38 mg/100 g) (r = 0,998) v ptipadé 8-
prenylnaringeninu. Reten¢ni ¢asy jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce 2. Ukéazkové
chromatogramy zbytku chmelového materialu po extrakci oxidem uhli¢itym jsou na obr. 4 a
5. xanthohumol byl detekovan a vyhodnocen pfi vinové délce 370 nm (Obr. 4),
isoxanthohumol a 8-prenylnaringenin pti vinové délce 290 nm (Obr. 5), coZ jsou vinové délky

blizké jejich absorpénim maximam.

Tab. 2 Reten¢ni charakteristiky analyzovanych prenylflavonoida

Latka Retencni ¢as (min)
Xanthohumol 31,49
Isoxanthohumol 9,98
8-prenylnaringenin 18,24
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6. Podminky HPLC analyzy
Mobilni faze:
A — odplynéna demineralizovana voda s pfidavkem 0,05 %hm. kyseliny mravenci

B — odplynény acetonitril s ptidavkem 0,05 %hm. kyseliny mravenci)

V tabulce 3 je pribeh gradientu dvouslozkové mobilni faze.

Tab. 3 Gradient slozeni mobilni faze (% obj.), A - demineralizovana voda (0,05 %

hm. mravenci kyselina), B — acetonitril (0,05 % hm. mravenc¢i kyselina)

Cas (min) A B

0 65 35
40 38 62
42 5 95
47 5 95

Stacionarni faze: reverzni faze C18, 5 pm, 4,6 x 150 mm

Teplota: 30 °C

Prutok: 0,8 ml/min

Detektor: PDA (Xanthohumol byl detekovan pii vinové délce 370 nm, absorbance
isoxanthohumolu a 8-prenylnaringeninu pfi vinové délce 290 nm).

Objem nastiiku: 10 pl

7. Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla zjiSt€éna opakovanou piipravou vzorku a analyzou deseti
vzorkl stejného chmelového materidlu. Mira proménlivosti vysledkl stanoveni koncentrace

prenylflavonoidii (xanthohumol, isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin) je vyjadiena relativni

11



smérodatnou odchylkou.

smérodatné odchylky:

Aritmeticky pramér:

_ N
o= 2i=1
n
n pocet opakovani
Xi hodnota i-tého vzorku

Smérodatna odchylka:

n

P

i=1

g =

Relativni smérodatna odchylka:

RSD (%rel.) = 100 = ;

Opakovatelnost metody je

nepiimo

umérna vysi relativni

Priméma koncentrace xanthohumolu, isoxanthohumolu a 8-prenylnaringeninu ve

chmelovém materidlu, smérodatnd odchylka a opakovatelnost v %rel. jsou zndzornény v

tabulce 4.

Tab. 4 Opakovatelnost jednotlivych prenylflavonoidi (n=10)

Priumérna
Prenylflavonoid koncentrace Smérodatna Opakovatelnost (%orel.)
(mg/100 g) odchylka
Xanthohumol 918,01 32,22 3,51
Isoxanthohumol 26,11 0,42 1,61
8-prenylnaringenin 16,59 0,54 3,28

12



8. Mez detekce a stanovitelnosti

Mez detekce (LOD — limit of detection) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ — limit of
quantification) odpovida koncentraci, pii které je piesnost stanoveni takova, ze dovoluje
kvantitativni vyhodnoceni. Meze detekce a meze stanovitelnosti jsou uvedené v tabulce 5-6.

Podle uzance se mez detekce vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zdkladni linie a mez

stanovitelnosti jako desetinasobek Sumu zakladni linie:

L0Q 10 = h
B a
3+h
LOD =
a
h vyska Sumu
a smérnice kalibracni pfimky
Tab.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti jednotlivych prenylflavonoidi v roztoku
(mg/l)
Prenylflavonoid LOD LOQ
Xanthohumol 0,175 0,583
Isoxanthohumol 0,224 0,746
8-prenylnaringenin 0,297 0,990

Tab.6 Mez detekce a mez stanovitelnosti jednotlivych prenylflavonoidi ve

chmelovém materidlu (mg/100g)

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

13
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9. Vypocet koncentraci prenylflavonoidi z namérenych hodnot

Koncentrace prenylflavonoidii v roztoku se vypocte dosazenim do rovnice kalibracni

primKy:

y=ax+c

A,.—c
C,=——
a

Cv koncentrace slouceniny

Ay;  plocha piku slouceniny

roztoku (mg/1)

Obsah prenylflavonoidi ve chmelovém materidlu (mg/100 g chmelového materialu) se

vypocte podle vzorce:

100 120
C,, = ( « C,* 0,005 *2_)* 1000

m 5

Cvz koncentrace slouceniny ve vzorku (mg/100 g chmelového materialu)

m navazka materidlu (g)

14



10. Vzorové chromatogramy

DAD1 B, Sig=370 4 Ref=cff [SKOUPA'02-02-201400009.0)
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Obr. 4 Chromatogram vzorku ptipravené¢ho 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

¢asti), vlnova délka: A = 370 nm; 1: desmethylxanthohumol, 2: xanthohumol

DAD1 A, Sige280,4 RefecHf (SKOUPAD3-03-201400009.0)
Al

.
: 1
i %M ﬂ_h_wwﬂ M b\__ﬂ__ﬂ_Al_JL

Obr. 5 Chromatogram vzorku piipraveného ze zbytku chmelového materialu po
extrakci oxidem uhli¢itym. Kolona: ECLIPSE XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm, pratok: 0,8
ml/min, detektor: PDA, mobilni faze: acetonitril-voda (gradient uvedeny v experimentalni
Casti), vinova délka: A =290 nm; 1: isoxanthohumol, 2: 8-prenylnaringenin, 3:

desmethylxanthohumol, 4: 6-prenylnaringenin, 5: xanthohumol
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I11. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Jako vychozi metoda byla zvolena bézné uzivana metoda pro stanoveni alfa a beta
hotkych kyselin ve chmelu, a to z diivodu podobné chemické struktury prenylflavonoidu a
hotkych kyselin. Z této metody byl pfevzat zplisob piipravy vzorku, zaloZené¢ho na extrakci
vzorku smési diethylether: methanol, 5:1 (v/v), okyselenou kyselinou chlorovodikovou,
ovSem n¢které kroky tohoto postupu byly upraveny. Vzhledem k tomu, Ze ndmi vyvinuta
metoda ma slouzit k analyze prenylflavonoidi i v relativné drahych chmelovych materialech
jako jsou potravinové dopliiky na bazi chmele, zvolili jsme kvili niz$i financni naro¢nosti
snizeni navazky materialu z ptivodnich 10 gramii na 1 gram, a v disledku toho bylo nezbytné
nutné zakoncentrovat vzorek v konecném kroku ptipravy vzorku. Chromatograficky krok byl
zalozen na metod¢ publikované Dhooghe a kol. (2010). Z této metody bylo ptevzato slozeni
mobilni faze [6], ovS§em délka analyzy byla prodlouzena za G¢elem zmirnéni gradientu
vedouciho k lepSimu rozdéleni piki v pribéhu chromatografické analyzy. Vyvinutd
analyticka metoda HPLC-PDA je kombinaci dvou metod a ma pro stanoveni koncentraci
prenylflavonoidii ve chmelovém materidlu né€kolik zdsadnich vyhod. Ptiprava vzorku je
rychlé a spotieba rozpoustédel a vzorki je relativné nizka. Zvolend Uprava vzorkd a metodika
stanoveni je vhodnd 1 pro stanoveni velmi nizkych koncentraci prenylflavonoidi.

Porovnanim absorpénich spekter je moZzné identifikovat 1 desmethylxanthohumol a 6-
prenylnaringenin, prozatim vsak z duvodu nedostupnosti Cistych standardd nebyly tyto
analyty zafazeny do kvantifikace pfi aplikaci pouzité metody. Nicméné€ vyhodou této metody
je to, ze by umoznovala stanovit ve vzorku vSechny prenylflavonoidy (xanthohumol,
isoxanthohumol,  8-prenylnaringenin,  desmethylxanthohumol a 6-prenylnaringenin)
simultanné¢ a jelikoZ se jednd o upravenou metodu na stanoveni hotkych kyselin, je
pravdépodobné, Ze by tato metoda mohla slouzit i ke stanoveni dal§ich biologicky a

technologicky vyznamnych latek (alfa a beta hotké kyseliny).
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IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je vhodna pro velké i malé laboratofe, primyslové zkuSebni laboratoie a

laboratofe statnich kontrolnich organii.

V. EKONOMICKE ASPEKTY METODIKY

Ekonomicky piinos pro uzivatele metodiky (Chmelaisky institut, s.r.o. Zatec) je
nesporny. Metodika poskytnutd VSCHT Praha bude slouZit pfi rozborech chmelovych
materiald pifi feSeni ukoli TA CR - Centrum pro inovativni vyuziti a posileni
konkurenceschopnosti ¢eskych pivovarskych surovin a vyrobku - TE02000177. Laboratote
poskytovatele a uzivatele metodiky jsou v Uzké spolupraci a jsou jedinymi referen¢nimi
laboratofemi pro fadu analyti ve chmelu. Aby bylo mozno provadét mezilaboratorni

porovnavaci zkousky, je nezbytné, aby tyto laboratote pouzivaly stejné metody.
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