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Stanoveni antioxidan¢ni aktivity extraktu chmele

Souhrn

Literarni ¢ast prace se zabyvala chemickym slozenim chmele. Zejména byly popsany
polyfenolické latky, kam patii Siroké spektrum bioaktivnich latek, které vykazuji antioxidaéni
aktivitu a mnoho dalsich biologickych té¢inku jako napiiklad antibakterialni, antiflogistické,
antivirové ¢i antikarcinogenni ucinky. Obsazené prenylované flavonoidy, patiici také do
polyfenolickych latek, maji estrogenni aktivitu piedstavujici potencial nového terapeutického
feSeni ke zmirnéni menopauzalnich a postmenopauzalnich symptomti U Zen.

Cilem prace bylo stanoveni mnozstvi latek extrahovatelnych ethanolem v susenych
chmelovych $isticich u osmi Eeskych odrid chmele ('Zatecky polorany ervenak’, “Sladek’,
"Agnus’, "Kazbek’, "Harmonie’, ‘Premiant’, "Vital’, 'Saaz Late’) dle pokynti Ceského
Iékopisu 2017 a stanoveni antioxida¢ni aktivity téchto odrud. V experimentalni ¢asti byl u
vybranych odrid stanoven celkovych obsah fenolickych latek a flavonoidi pomoci
kolorimetickych metod a dale celkova antioxidac¢ni aktivita, vyjadiena jako ekvivalent
kyseliny askorbové, pomoci fosfomolybdenanové metody .

Odrtady Premiant” a "Harmonie” obsahovaly nejvétsi mnozstvi fenolickych latek a
flavonoidii a zaroven vykazovaly nejvétsi antioxidacni aktivitu. Naproti tomu u odriady
'Kazbek’ bylo naméteno nejmensi mnozstvi vSech stanovenych latek a zaroven se vyznacoval
nejmensi antioxidacni aktivitou

Na zaklad¢ vysledkt korela¢ni analyzy mezi obsahem fenolickych latek, flavonoidy a
antioxida¢ni aktivitou bylo zjisténo, Ze existuje ,,velmi silna“ linearni zavislost antioxidacni
aktivity na mnozstvi fenolickych latek (r=0,9431) i na mnozstvi flavonoida (r=0,9848) u
odrid "Premiant”, "Harmonie’, "Agnus’, ‘Sladek” a "Vital".

Kli¢ova slova: Humulus lupus, chmelové Sistice, antioxida¢ni akltivita,

fosfomolybdenova metoda, volny radikal



Determination of antioxidant activity of hop extracts

Summary

The literature part of the thesis deals with the chemical composition of hops. It
describes polyphenolic compounds, which include a wide range of bioactive substances that
exhibit antioxidant activity and many other biological effects such as antibacterial,
antiphlogistic, antiviral or anticarcinogenic effects. The contained prenylated flavonoids,
which are also polyphenolic substances, exhibit estrogenic activity representing a potential
new therapeutic solution for alleviating menopausal and postmenopausal symptoms in
women.

The aim of the study was to determine ethanol extractable matter in dried hop cones of
eight Czech hop varieties ('Zatecky polorany &erveiiak’, "Sladek’, "Agnus’, ‘Kazbek’,
"Harmonie’, 'Premiant’, "Vital” and "Saaz Late") according to the guidelines of the Czech
Pharmacopoeia 2017 and to determine the antioxidant activity of these varieties. In the
experimental part, the total phenolic and flavonoid content of the selected varieties was
determined by colorimetric methods and the total antioxidant activity, expressed as an
ascorbic acid equivalent, by the phosphomolybdenate method.

The varieties "Premiant” and "Harmonie” contained the highest amount of phenolic
compounds and flavonoids and at the same time showed the highest antioxidant activity. On
the other hand, the variety "Kazbek” was contained the lowest amount of all determined
substances and at the same time it was characterised by the lowest antioxidant activity.

Based on the results of the correlation analysis between the content of phenolic
substances, flavonoids and antioxidant activity, it was found that there is a “very strong”
linear dependence of antioxidant activity on the number of phenolic substances (r=0,9431)
and on the number of flavonoids (r=0.9848) in the varieties "Premiant’, "Harmonie’, "Agnus’,
‘Sladek” and "Vital".

Keywords: Humulus lupulus, hop cones, antioxidant activity, phosphomolybdenum method,

free radical
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1 Uvod

Chmel (Humulus lupulus L.) je dilezitou surovinou procesu vyroby piva. Dodava pivu
horkost, aroma, chut’ a pro své antibakterialni ucinky slouzi i jako konzervant. V poslednich
letech bylo zjisténo, ze samici kvétenstvi (chmelové sistice) a dalsi ¢asti rostliny (listy, stonky
a oddenky) obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek. Lupulinové Zlazy chmele
vyluéuji jemny zluty prasek, tzv. lupulin, ktery obsahuje pryskytice (napiiklad a-hotké a B-
hotké kyseliny), silice a polyfenolické latky (naptiklad prenylflavonoidy). V n¢kolika studiich
bylo potvrzeno, ze chmel vykazuje antioxida¢ni aktivitu. Klicovou roli v antioxidacni aktivité
chmele hraji polyfenolické latky i hotké kyseliny (Zugravu et al. 2022; Karabin et al. 2016).

Metoda stanoveni antioxidanéni aktivity chmele, chmelovych vyrobku a piva hraje
dulezitou roli nejen v chmelaiskych, pivovarskych laboratofich, ale i v dalSich pracovistich
zabyvajicich se hodnocenim chmele a chmelovych vyrobku. Polyfenolické latky obsazené v
chmelu vykazuji krom¢ antioxidac¢ni aktivity i mnoho dal§ich pozitivnich G¢inkd jako
naptiklad, antimutagenni, antikarcinogenni, antiflogistické ¢i antimikrobialni (MikySka &
Krofta 2012).

Zejména prenylované flavonoidy specifické pouze pro chmel maji antioxida¢ni G¢inky,
proto jsou velmi dalezitymi latkami pro ¢loveka, a jsou tak predmétem zkoumani této prace.
Od roku 2006 je provadéno slechténi na zvyseni obsahu téchto latek pro farmaceutické ucely.
Pro své cenné latky chmel nachazi vyuziti nejen v potravinarském, ale i farmaceutickém a
kosmetickém pramyslu (Nesvadba 2010).



2 Cil prace

Cilem bakalarské prace je stanoveni a porovnani celkové antioxidacni aktivity
ethanolovych extraktd u osmi odriid chmele (“Zatecky polorany ¢ervenak’, “Sladek’, "Agnus’,
"Kazbek’, ‘Sladek’, "Harmonie’, "Premiant’, "Vital’, "Saaz Late”). Teoreticka Cast prace se
zabyva problematikou antioxidantt, mechanismu antioxida¢ni aktivity a popisuje latky
obsazené ve chmelovych Sisticich a charakterizuje testované odrady chmele. V
experimentalni Casti Se prace zaméfuje na stanoveni obsahu extrahovatelnych latek a na
vlastni méfeni celkové antioxidaéni aktivity u  jednotlivych odrid pomoci
fosfomolybdenanové metody.

Hypotézy

Nulova hypotéza: Neexistuje rozdil v obsahu extrahovatelnych latek a sledované
antioxida¢ni aktivité mezi stanovovanymi odrudami.

Alternativni hypotéza: Mezi stanovovanymi odridami chmele bude alespon jedna, ktera
se obsahem extrahovatelnych latek anebo antioxidaéni aktivitou bude lisit.



3 Literdrni reSerse

3.1 Botanicka charakteristika chmele otacivého

Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) patti dle systematického botanického zatazeni do
¢eledi konopovitych (Cannabaceae) (Nesvadba et al. 2013). Anglicky obecny nazev hop
pochazi z anglosaského jazyka hoppan, coz znamena Splhat. Pivod nazvu Humulus se
piedpoklada, ze pochazi od humusu, bohaté vihké pady, v niz rostlina roste. H. lupulus je
vytrvala dvoudoma lianovita bylina, jejiz nadzemni cast je jednoleta, zatimco kofenova ¢ast je
vytrvala a vytvari adventivni kofeny kazdy rok, tvz. mladé dievo. Kotfenovou soustavu tvori
zdifevnatéla babka (staré dievo s letokruhy) dosahujici hloubky 10-30 cm, ktera ma
prumérnou Zzivotnost 25 let. Po stranach babky vyristaji kazdoroéné postranni oddenky
nazyvané VIky, slouzici k vegetativnimu rozmnoZovéni. Sestihranna lodyha (réva) dortsta
Sesti az deviti metrt, a od asi 50 cm vysky se zacina pravoto¢ivé vinout (Zanoli & Zavatti
2008; Bednaiova 2015).

Réva porostla drsnymi hackovitymi chloupky ma vstticné fapikaté listy s rozlicnymi
tvary od srd¢itého az po trojlalocny. Postranni vétévky zvané pazochy vyrustaji z révy a na
nich se vyviji kvétenstvi saméi nebo samiéi. Zluté drobné kvéty vyrastaji v azlabnich nebo
vrcholovych latach. Doba kvétu je 15-30 dnt, po odkveteni se kvéty méni ve zplostélou
nazku. Samici kvétenstvi jsou previslé Sistice neboli hlavky, nejprve jsou svétle zelené,
pozdé&ji zluté, nebot’ jsou pokryté zlatozlutymi lupulinovymi zlazkami. Kvétonosné vétévky se
samic¢imi kvétenstvimi (tvz. osypkou) vyrustaji u paty révovych, a hlavné pazochovych listt
od poloviny ¢ervna. Na chmelnicich se péstuji pouze samici rostliny, které se sklizeji a
pouzivaji v pivovarském pramyslu. Chmelové hlavky se skladaji ze stopky, vieténka, pravych
a krycich listd, na jejichz bazalni ¢asti se tvofi lupulinové zlazky (Obrazek 1). Z kazdého
¢lanku vieténka vyristaji 2 listeny kryci a 4 listeny pravé. Za kazdym pravym listenem se v
dobé¢ kvétu chmele (osypka) vytvoii semenik se 2 nitkovitymi bliznami (Kavalier et al. 2011).

Hlavky dortstaji délky od 15 do 35 mm, maji pievazné kulovitoovalné vejCity tvar,
popi. tvar kuzelovity nebo hranolovity, kazda odrida chmele se odlisuje tvarem chmelové
hlavky (Nesvadba et al. 2013).
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Obrdazek 1: Stavba chmelové hiavky (Sun et al. 2022)
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Obrazek 2: Lupulinové zldazy nachazejici se na pravém listenu (Sun et al. 2022)
3.2 Chemickeé slozeni obsahovych latek chmele

Uvnitt chmelovych Sistic v lupulinovych zlazkach jsou koncentrovany biologicky
aktivni latky, které jsou technologicky a ekonomicky vyznamné slozky pro pivovarnictvi. Az
98 % celosvétové vyprodukované trody chmele se vyuziva Vv pivovarnictvi. Nejveétsimi
producenty chmele na svété jsou Némecko, Spojené staty americké a Ceska republika (Prugar
2008). Z chmele bylo identifikovano vice nez 1000 fytochemikalii. Nejcastéji vyuzivanou
¢asti chmele jsou kuzelovité samici Gtvary zvané strobily — ,sistice®. Po dozrani chmele se
vylucuje z drobnych lupulinovych zlazek (Obrazek 2) jemny zluty pryskyticny prasek zvany
lupulin, vyluc¢ovany pouze samié¢imi Sisticemi (Teghtmeyer 2018). V lupulinu se kumuluji
sekundarni bioaktivni latky (nevyzivné latky, slouzici jako obrana rostliny pfed vné&j$imi
vlivy), davajici chmelu charakteristickou vini a chut’. Sekundarni metabolity Ize zde rozdélit
do tii skupin — chmelové pryskyfice, silice a polyfenolické latky (Schéma 1) (Korpelainen &
Pietildiinen 2021). Dalsi zastoupeni primérného mnozstvi primarnich 1 sekundarnich
metabolitd a dalsich latek obsazenych v $isticich chmelu je znazornéno v Grafu 1.

Mnozstvi sekundarnich metabolitti a dalsich biochemickych latek zavisi na nékolika
faktorech: na genotypu, fazi zréani, klimatickych podminkach, poskliziiové zpracovani na
vyrobky, ptistupu vzduchu a svétla (Almaguer et al. 2014).
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pryskyfice
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pryskyfice
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| Oxidacni frakce
*| Frakce sirnych
sloucenin
Schéma 1: Sekundarni metabolity chmele
50%
45% = Celulosa
= Celkové pryskyrice
40% .
= Proteiny
35% a-horké kyseliny
30% = VVoda
= B-horké kyselin
25% Y Y
= Mineralni latky
20% = Tvrdé pryskyrice
15% = Polyfenoly
10% = Monosacharidy
= Lipidy a vosky
0,
5% I..- = Chmelové silice
0%

Graf 1: Primérné zastoupeni metabolitii v sisticich chmele (Biendl 2009; Basarova et al. 2021)
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3.2.1 Chmelové pryskyrice

hmotnosti susiny $istice, a Ize je rozpustit v methanolu nebo diethyletheru. Pryskyfice se déli
na zaklad¢ jejich dalsi rozpustnosti v hexanu na mékké a tvrdé pryskytice. Mezi tvrdé
pryskyfice (y-pryskyfice), které nejsou rozpustné v hexanu, patii piedev§im oxidacni
produkty z mékkych pryskyfic vznikajicich b&éhem zrani, skladovani a zpracovani
chmelovych Sistic. Mnoho tvrdych pryskyfic se sklada z prenylflavonoidi a ve srovnani
s mékkymi pryskyficemi je obsah tvrdych pryskyfic v celkové hmotnosti suseného chmele
nizsi, pohybuje se mezi 3 a 25 %. M¢ekké pryskytice (9-27,5 % susiny) zahrnuji a-hoiké
kyseliny (humulony) dodavajici hotkou chut’ pivu a B-hotké kyseliny (lupulony) (Karabin et
al. 2016).

Slozkami chmelovych pryskyfic jsou o-hoiké kyseliny, B-hotké kyseliny. A-hoiké
kyseliny piedstavuji smés chemickych analogi, mezi hlavni patii humulon, kohumulon a
adhumulon, dale potom posthumulon, prehumulon (Obrazek 3). Jejich poméry jsou u
jednotlivych odrid odlisné. Pii izomeraci, béhem vyssich teplot pti varu sladiny s chmelem,
z kazdého analogu a-hotkych kyselin vznika trans- a cis-stereoizomer iso-a-hotké kyseliny
(Zhang et al. 2021). Tyto iso-a-hotké kyseliny zajistuji 85% hotkost pivu. Produktem oxidace
a-hotkych kyselin pii suseni a skladovani chmele jsou humulinony. Humulinové kyseliny
jsou kone¢nym produktem degradace (hydrolyzy) a-hotkych kyselin (Basafova et al. 2021).
Skupinu B-kyselin tvori smés analoga jako je lupulon, kolupulon, adlupulon, prelupulon a
postlupulon (Obrazek 4). Pii vafeni piva se ztraceji, a tak se na hotkosti piva nepodileji.
Béhem skladovani klesa podil mékkych pryskytic, zatimco podil tvrdych pryskytice stoupa
(Almaguer et al. 2014).

R R
CHs OH O CHj

/
cohumulon -HC posthumulon ~ —CH,—CHj
AN \
H,C R CHj
CHs
HO o) humulon —CHZ—HC\ adhumulon —(I:H—CHZ—CH3
‘OH
CHs CHj
CHs
prehumulon  —CH,-CH,-HC adprehumulon —CHZ—(IJH—CHZ-CH3
>

HC CH
- . CH;, CH;,

Obrdzek 3: Chemicka struktura hlavnich analogii a-horkych kyselin (Karabin et al. 2016)
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= /CH3 postlupulon —CH,—CHs
lupulon —CHZ—HC\
CHj " adlupulon —(I:H_CHZ‘CHa
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CHs

/
prelupulon —CHz—CHZ—HC\
CH,

Obrazek 4: Chemicka struktura hlavnich analogii 3-horkych kyselin (Karabin et al. 2016)
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Hortké kyseliny (o a B) vykazuji silné antimikrobialni u¢inky. Prostupuji ptes membrany
bakterialnich bunék a inhibuji dulezité zivotni pochody bakterii. Inhibuji rust predevsim
gram-pozitivnich bakterii jako napt. Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, coz
jsou patogeny podporujici zanét kiuze (Weber et al. 2019). Diky hydrofobnimu charakteru
jsou PB-hoiké kyseliny schopné narusovat bakterialni buné¢né membrany. Proti hlavnim
bakteriim, které hoiké kyseliny ptsobi, jsou predevsim Bacillus subtilis, Pediococcus spp.,
Listeria monocytogenes, Streptococcus ssp, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum
atd. Mimo jiné také inhibuje rust Lactobacilla spp., coz je hlavni kontaminant piva, ktery by
jinak ovliviioval vykonnost kvasinek (Zhang et al. 2021). Ptitomnosti isoprenylového
postranniho fetézce na aromatickém jadie zpusobujici nerozpustnost ve vode¢, proto je jejich
antibakterialni aktivita vyssi nez u a-kyselin. Bylo prokazano, ze nékolik oralnich bakterii
(Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis a Streptococcus salivarius) jsou ucinnéji
inhibovany B- kyselinami nez béznymi Gstnimi vodami (Bhattacharya et al. 2003; Sun et al.
2022).

Jina studie prokazala inhibi¢ni u¢inky chmele na kmeny bakterie Helicobacter pylori
izolované od pacientt se zalude¢nimi viedy. Ziskané vysledky naznacuji, ze chmel muze byt
pouzivan jako dopln¢k nebo dokonce alternativa k antibiotikiim pii 16¢bé infekci zptisobenych
touto bakterii (Cermak et al. 2015).

Hotké kyseliny vykazuji potencionalni protinadorovou aktivitu, tim, ze inhibuji proces
tvorby novych kapilar — angiogeneze, indukci apoptézy rakovinotvornych bunek. (Olsovska
et al. 2016).

3.2.2 Chmelové silice

Silice je smési vice nez 200 vonnych tékavych sloucenin jako sekundarnich metabolitt
chmele vylu¢ovanych lupulinovymi zlazami. Tvoti jen malou ¢ast rostliny chmele 0,5 - 3,0 %
hmoty (Prugar 2008). Jsou velmi dulezité pro svij aromaticky charakter vyuzivany
v pivovarnickém, parfumérském a kosmetickém primyslu. V soucasné dobé se rozlisuji tii
hlavni chemické skupiny silic, jako jsou uhlovodikové frakce, kyslikaté frakce a frakce
sirnych sloucenin. Do uhlovodiki s nejvétsim podilem v ¢erstvém chmelu (70-80 % z celkové
hmotnosti silic) patii alifatické uhlovodiky, monoterpeny (a-pinen, 3-pinen, geraniol, ocimen,
linalool, B-myrcen, limonen) a seskviterpeny (Karabin et al. 2016). Mezi hlavni
seskviterpenové slozky patii a-humulen, B-karyofylen, B-farnesen. Tyto slouceniny jsou
velmi tékavé a snadno podléhaji oxidaci a polymeraci. Pomér mezi monoterpeny a
seskviterpeny jsou dany genomem jednotlivych odrid chmele. Pro jemné odrudy zateckych
aromatickych chmeld je typicky nizky obsah myrcenu, ktery je nositelem drsného stiplavého
aromatu (Basafova et al. 2021). Na rozdil od p-myrcenu, a-humulenu a p-karyofylenu se p-
farnesen vyskytuje pouze v nékterych chmelech a obvykle v malém mnozstvi (Almaguer et al.
2014).

Kyslikaté (oxidované) frakce chmelovych silic vznikaji béhem zrani, zpracovani a
skladovani chmele. Celkova oxidovana frakce je slozita smés aromatickych alkohold,
aldehydu, kyselin, ketont, epoxidi a estert mastnych kyselin. Nejhojnéji zastoupenymi
terpenovymi alkoholy je linalool, geraniol a nerol. V pribéhu skladovani se ve chmelu
zvySuje obsah alkohold a epoxidd, které vznikaji oxidaénimi pfeménami seskviterpent.
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Vétsina silic se ztraci pti chmelovaru a pii kvaseni (Prugar 2008). Aldehydy jsou obvykle
pritomny Vv nizkych koncentracich, ale (Z)-3-hexenal je vedle myrcenu a linaloolu jednou z
nejvice pachové aktivnich sloucenin, které se nachazeji v ¢erstvém chmelu. Béhem suseni se
vsak vétsinou ztraci. Frakce sirnych sloucenin je ve chmelovych silicich v malém mnozstvi
okolo 0,1 %. Vyskytuji se v podob¢ terpenovych sulfidd, polysulfidt a thioestera (Rutnik et
al. 2022).

3.2.3 Polyfenolické latky chmele

Polyfenoly jsou sirokou skupinou biologicky aktivnich sekundarnich metabolitd, jejichz
obsah zavisi na odridé chmele a na klimatickych podminkach. Polyfenoly maji v chemické
struktufe spole¢ny aromaticky kruh s nejméné dvéma hydroxylovymi skupinami. Nejveétsi
obsah polyfenolu je v listenech, chmelové $istice obsahujici 4 az 14 % téchto latek v susiné
(Abram et al. 2015).

Zakladni strukturou flavonoidd, patficich do polyfenold, je flavanové jadro, které se
sklada z 15 atomu uhliku uspofadanych do 3 kruhti ozna¢ovanych A, B, C (Obrazek 5).
Ptitomnost dvojné vazby mezi uhlikem a kyslikem na pyranovém kruhu C slouzi jako zaklad
jejich bioaktivity. Substituce kruhti C, B hydroxylovymi skupinami odlisuje jednotlivé ¢leny
kazdé tiidy (viz Tabulka 1) (Giilgin 2012).

Chmelové polyfenoly lze rozdélit na flavonoly, flavan-3-oly (katechiny), fenolové
kyseliny a ostatni polyfenolické slouceniny (prenylflavonoidy, multifidolové glukosidy)
(Karabin et al. 2016). Ve chmelu jsou piitomné jak samotné aglykony, tak jejich glykosidy, u
kterych je nejcastéji cukernou slozkou D-glukosa a L-rhamnosa. Maji antibakterialni,
antifungicidni u¢inky. Ve chmelu byly zejména prokazany ptredevsim glykosidy kvercetinu
(jako je kvercetin-3B-D-glukopyranosid) a kaemferolu (kaemferol-3-D-gluko-6,1-a-
rhamnopyranosid). Mnozstvi téchto glykosidi zavisi na odridé a misté péstovani. Jemné
aromatické chmele jako 'ZPC’ maji nizs§i hodnotu poméru kaemferolu ke kvercetinu.
Fenolové kyseliny jsou zastoupeny ve chmelu jako derivaty kyseliny 4-hydroxybenzoové,
kyseliny kavové, kyseliny chlorogenové, kumarové nebo felurové. Antioxidacni aktivita
fenolickych kyselin a jejich jejich derivati zavisi na poctu a poloze jednotlivych
hydroxylovych skupin navazanych na aromaticky kruh, vazebném misté, vzajemné poloze
hydroxylovych skupin v aromatickém kruhu a typu substituentti. Hydroxylova skupina v
poloze -ortho nebo -para zvysuje antioxidacni aktivitu fenolickych sloucenin (Karabin et al.
2015).

Obrdzek 5: Struktura flavonolii (Gllgin 2012)
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Tabulka 1: Substituce kruhii C, B hydroxylovymi skupinami

Flavonoly R1 R2 Rs3 Ra4 Rs
Quercetin OH H OH OH H
Myricetin OH H OH OH OH
Kaemferol OH H H OH H

Nejhojnéji zastoupenymi flavonoly ve chmelu jsou kvercetin, myricetin a kaemferol
(Tabulce 1). Ob¢ slouceniny lze nalézt nejen ve chmelu, ale i v riznych druzich ovoce a
zeleniny. Kvercetin, kaemferol a myricetin maji vyznamné antikarcinogenni tc¢inky, zejména
kvercetin inhibuje nadorovy bunéény cyklus, apoptézou nadorovych bunék (Chen & Chen
2013).

Z flavan-3-olu vynikaji (+)-katechin, (-)-epikatechin a (+)-gallokatechin (Obrazek 6),
rozdily struktur téchto tii flavan-3-oli jsou uvedeny v Tabulce 2. Tvofi pfevaznou ¢ast
chmelovych polyfenolt (3 az 6 % v susing).

Kromé¢ polyfenoli chmelové Sistice obsahuji prenylflavonoidy a multifidolové
glykosidy (derivaty floroglucinolu s prenylovou skupinou), které se vyskytuji vyhradné ve
chmelu. Chmelové multifidoly vykazuji protizanétlivou aktivitu i velky antikarcinogenni
potencial (Biendl 2009; Karabin et al. 2016; Bohr et al. 2005)

OH

OH

Obrazek 6: Struktura flavan-3-olii (Karabin et al. 2015)

Tabulka 2: Substituce na pyranovém kruhu struktury jednotlivych flavan-3-olii

Flavan-3-oly Ri1 R2 Rs
Katechin OH H OH
Epikatechin H OH OH
Gallokatechin OH H OH

Rostliny chmele biosyntetizuji a sekretuji prenylflavonoidy lupulinovymi Zlazkami
spolu s chmelovymi pryskyticemi a silicemi. Mezi prenylflavonoidy ve chmelu patii skupina
chalkont jako xanthohumol (XN), desmethylxanthohumol (DMX) (Obrazek 7), pfitomnych
Vv lupulinovych zlazach chmele. Odlisnosti struktur XN a DMX jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Chalkony Flavanony

Obrazek 7: Struktura prenylflavonoidii (Nespor et al. 2017)

Tabulka 3: Substituce struktury jednotlivych prenylflavonoidii

Chalkony Prenylflavanony

Ri=prenyl (3-methylbut-2-en-1-yl) R;=H Rs=H R1=CHs R,=H R3=H R4= prenyl

Rs= CH3 Isoxanthohumol
Xanthohumol

Ri=prenyl R;=H R3=H R4=H Ri= H Ra=prenyl R3=H Rs=H
Desmethylxanthohumol 6-prenylnaringenin

- Ri= H R,=H R3= H Rs=prenyl
8-prenylnaringenin

Ackoli je xanthohumol hlavni slouc¢eninou tvrdych chmelovych pryskyfic, v pivu se ho

vyskytuje pouze stopova mnozstvi, protoze pii zpracovani, skladovani chmele nebo béhem
zpracovani vysokymi teplotami béhem vareni piva, dochazi k izomeriza¢nim reakcim. Béhem
nich xanthohumol izomeruje na isoxanthohumol a desmethylxanthohumol na smés flavanonu
6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu (8-PN) (rozdily ve struktufe téchto latek jsou
zaznamenany V Tabulce 3), obvykly pomér je 3:2 ve prospéch 6-prenylnaringeninu. Béhem
procesu vateni piva dochazi tedy k tepelné izomerizaci chalkont na flavanony (Nespor et al.
2017).
XN inhibuje genovou expresi enzymu cyklooxygenasy-1 (COX-1) a cyklooxygenazy 2
(COX-2), zajistujici preménu arachidonové kyseliny na prostaglandiny, a tim brani rozvoji
onemocnéni prostiednictvim inhibice signalizace (NF-xB - nuklearniho transkrip¢niho
faktoru kappa beta), ktery slouzi k expresi geni kodujicich proteiny, které se podileji na
vzniku prozanétlivych faktort. V nékolika studiich bylo prokazano, ze prenylflavonoidy
(xanthohumol a isoxanthohumol) jsou schopny inhibovat nadmérnou tvorbu oxidu dusnatého,
piimou inhibici syntézy oxidu dusnatého (iNOS) (Paoletti et al. 2009).

Prenylované flavonoidy, jako jsou 8-PN a XN, maji potencial inhibovat enzymy
cytochromu P450, zejména ¢lent rodiny CYP2C a CYP1A2, pfeménujici prokarcinogeny v
karcinogenni  sloucCeniny. Naopak XN aktivuje karcinogen-detoxifikatni enzym
chinonreduktasu. Tento enzym chrani bunky proti toxickym xenobiotikim tim, ze redukuje
chinony na hydrochinony, které se v téle savct snadnéji odbouravaji (Yuan et al. 2014).
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Estrogenni potencial prenylovanych flavonoidy z chmele predstavuje nové terapeutické
feseni ke zmirnéni menopauzalnich a postmenopauzalnich symptomu u zen (Liu et al. 2015).
Za jeden z nejucinngjSich dosud izolovanych fytoestrogena je povazovan 8-PN, ktery ma
schopnost stimulovat diferenciaci osteoblasti v kostni tkani a inhibovat aktivitu osteoklasta.
Tim tak mize zabranit osteoporéze. Mechanismus ucinku spociva v aktivaci estradiolovych
receptort (ER), jez jsou znamy ve dvou subtypech: typ Era (pfevlada v kostni tkani) a ERB
(pfevladaji v tukové tkani, v endotelialnich bunkach, mozku, v ledvinach a prostaté).
Estrogenni aktivita 8-PN spociva piedevsim na jeho podobné chemické strukture se
steroidnimi hormony. 8-Prenylnaringenin ma vétsi afinitu od ostatnich fytoestrogenid k
estrogennimu receptoru Eroa. Aplikace 8-PN ve formé chmelového extraktu v 1écbé
menopauzy byla klinicky zkoumana se slibnymi vysledky a je mozné budouci pouziti v 16¢bé
menopauzalnich a postmenopauzalnich symptomi (Stulikova et al. 2018; Tronina, 2020).

Acylflorglucinol 1-[(2-methylbutyryl)-floroglukinyl]-B-D-glukopyranosid znamy pod
trivialnim nazvem multifidolovy glukosid také vykazoval protizanétlivé ucinky (Bohr et al.
2005).

3.2.4 Antioxidanéni vlastnosti polyfenoli

Oxidace je prenos elektront z jednoho atomu na druhy a ptedstavuje nezbytnou soucast
acrobnich procest metabolismu v organismu, protoze kyslik je kone¢ny produkt v systému
toku elektronl, ktery produkuje energii ve form¢ ATP (Halliwell 1996). Bunky udrzuji
hladinu ROS (Reactive Oxygen Species) pomoci antioxidantt, naptiklad glutathionu (GSH),
a enzymu, jako je katalaza a superoxiddismutaza. Pokud je tato rovnovaha naruSena, muze
dojit k naruSeni bunééné obrany. Problém nastava, kdyz se tizeny tok (ptenos) elektront
prerusi a za¢nou vznikat volné radikaly s neparovymi elektrony ve vngjsim orbitalu. Volné
radikaly jsou vysoce reaktivni, protoze aktivné hledaji elektron, ktery by stabilizoval
molekuly. VoIné radikaly mohou vznikat z riznych zdroju, které lze klasifikovat jako
endogenni (energeticky metabolismus, zanéty) a exogenni zdroje (cigaretovy kout, znecisténé
Zivotni prostiedi, radioaktivita, UV zafeni atd.) (Madhavi et al. 1995).

Oxida¢ni stres nastava pii nerovnovaze mezi produkci volnych radikald a
antioxidacnimi schopnostmi organismu, které bojuji proti reaktivnim formam kysliku a
dusiku. Stres prispiva k rozvoji chronickych civilizaénich onemocnéni (kardiovaskularni,
neurodegenerativni @ nadorova onemocnéni). ROS jako jsou hydroxylové, superoxidové,
hydroperoxidové radikaly, ale i1 singletovy kyslik nebo peroxidové anionty, jsou tedy bézné
produkovany béhem fyziologickych d&ji a zpusobuji oxidativni pozkozeni nukleovych
kyselin, polynenasycenych mastnych kyselin a lipidd, proteini a sacharidi, v buikach
(Giilgin 2012).

Prenylflavonoidy chmele xanthohumol (XN) a 8-PN jsou silné antioxidanty schopné
vychytavat a potlacovat vznik ROS (hydroxylového, hydroperoxylového, superoxidového
radikali, singletovy kyslik) a RNS (Reactive Nitrogen Species) (peroxynitritovych radikali),
a tim prispivaji ke snizeni oxidacniho stresu (Musialik et al. 2009; Karabin et al. 2015) .

Antioxidac¢ni aktivita flavonoidi je dana jejich chemickou strukturou, zejména
hydroxylaci aromatickych kruht. Bylo prokazano, ze rozhodujici roli hraji hydroxylové
skupiny na pozici ,,C3* a ,,C4“ v B-kruhu, pfitomnost hydroxylovych skupin v pozici ,,C3*
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spolu s dvojnou vazbou 4-oxo skupiny na C-kruhu a dale navazanim hydroxylovych skupin
na A-kruhu v pozici ,,C7* a ,,C5“ (Obrazek 5). Flavonoidy s volnymi hydroxylovymi
skupinami pusobi jako lapace volnych radikald a vice hydroxylovych skupin, zejména v
kruhu B, zvysuji jejich antioxida¢ni aktivitu. Kvercetin ma na vSech téchto pozicich navazany
hydroxylové skupiny, a proto poskytuje vyssi antioxidacni uc¢inek nez kaemferol a myricetin
(Gulcin 2020; Resende et al. 2014).

Flavonoidy s volnymi hydroxylovymi skupinami ptisobi jako ,,lapace* volnych radikalt
a vice hydroxylovych skupin, zejména dvou hydroxylovych skupin v ortho pozici kruhu B,
zvysuji jejich antioxida¢ni aktivitu. Hydroxyly v kruhu B jsou primarnimi aktivnimi misty
preruseni oxidac¢niho fetézce. Flavonoidy v roli antioxidanta vystupuji v lidském organismu
jako redukéni Cinidla redukujici reaktivni formy kysliku nékolika mechanismy, napiiklad
poskytnutim vodikového atomu nebo jednoho elektronu s naslednym pienosem protonu.
Antioxida¢ni ucinky polyfenoli se vyznaduji také tim, Ze potlacuji nékteré specifické
enzymy, které se podileji na vzniku reaktivnich forem kysliku jako je naptiklad enzym
NADPH oxidaza, cyklooxygenazy, lipoxygenazy, mikrosomalni monooxygenaza, glutathion
S-transferaza nebo mitochondrialni sukcinoxidaza (Mladénka et al. 2010).

Rada flavonoida u¢inné chelatuje stopové kovy (ionty zeleza a médi), které se podileji
se na produkci volnych radikali. Volné zelezo a méd jsou potencialnimi zesilovaci
reaktivniho kysliku, ktery zapticinuje oxidaci lipoproteinti 0 nizké hustoté (LDL), a tim se
podili i na rozvoji aterosklerézy. Flavonoidy chelataci téchto kovii zabranuji jejich
katalytickym u¢inkiim. Na obrazku 8 jsou znazornéna vazebna mista flavonoidové struktury,
na které se chelatovou vazbou navazou kovy (Pietta 2000).

OH, Ou,y
Men+

1L,:‘.+

Obrazek 8: Chelatova vazba flavonoidii (Giilgin 2012).

Ptenos elektronu z flavonoidniho aniontu na radikal je dal$im moznym mechanismem
znamy jako sekvencni pienos elektront s ubytkem protonu (Sequential proton loss electron
transfer — SPLET). Hydroxylova skupina na ,,C7* ve flavonoidech hraje dulezitou roli jako
misto ionizace a prenosu elektronti z flavonoidniho aniontu na radikal. Prabéh reakce, kde se
volny radikal diky tomuto mechanismu stabilizuje, je znazornén na obrazku 9 (Musialik et al.
2009).
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Obrazek 9: Reakce kvercetinu s DPPH radikalem (Giilgin 2012)

3.3 Odriidy chmele péstované v Ceské republice

V Ceské republice mé péstovani chmele bohatou tradici, jiz ve 14. stoleti za panovani
cisate Karla IV. doslo k rozkvétu chmelaistvi. Uz v této dobé byla proslula krajina zatecko-
rakovnicka. Bylo zahajeno i prvni opatfeni podporujici ochranu proti vyvozu sadby Zateckého
chmele pod hrozbou smrti. Dalsi rozmach nastal za vlady Marie Terezie, kdy se dale
navySoval pocet pivovari a ploch chmelnic. V letech 1750 az 1769 byla ustanovena pravni
ochrana proti falsovani ¢eskych chmell a nafizeno znamkovani patenty vydanymi cisafovnou
Marii Terezii (1717-1780). Dulezitym opatfenim proti negativnim jevim V rozvijejicim
pivovarnictvi a obchodu bylo zalozeni v roce 1884 Znamkovny chmele v Zatci. Dnes je
zatecky chmel zapsan do produkti chranéného oznaceni pivodu (CHOP) (Obrazek 10). Dne
8. kvétna 2007 dle Natizeni Komise ¢. 503/2007 bylo oznageni Zatecky chmel zapsano do
Rejstifku chranénych oznaceni pvodu a chranénych zemépisnych oznadeni (Cesky chmel
2010). Oznagenim Zatecky chmel miize byt ozna¢en pouze jemny aromaticky chmel “Zatecky
polorany ervenak” vypéstovany v Zatecké chmelaiské oblasti (Hejda & Kovaiik 2000).

V Ceské republice se chmel péstuje ve tiech chmelaiskych oblastech na Zatecku,
Ustécku v Cechach a na Trsicku na Moravé. Skliziiova plocha chmelnic se oproti roku 2021
snizila 0 necelych 29 hektart. K datu 20. 8. 2022 evidoval Ustfedni kontrolni a zkusebni
tstav zemédélsky (UKZUZ) 4 943 hektarti chmelnic v Ceské republice ("Usttedni kontrolni a
zkusebni tstav zemédelsky" 2022).

Obrazek 10: Chranéné oznaceni piivodu
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3.3.1 ’Zatecky poloranny &erveiak’

"Zatecky polorany &ervenak” (ZPC) je charakteristicky velmi vysokym obsahem
polyfenolickych antioxidanti (Krofta et al. 2008). Vyraznym znakem je jemna a uslechtila
chmelova ving, ktera je dana jedine¢nou skladbou chmelovych silic. Obsah chmelovych silic
se vyznaCuje pomérné nizkym obsahem myrcenu a karyofylenu a zaroven vysokym
zastoupenim B-farnesenu (15-20 % relativniho obsahu sekundarnich metabolitt — % rel.), coz
je uréujicim znakem pro "ZPC’. Dale je typické, e ma vyrovnany pomér a a B hotrkych
kyselin (Nesvadba et al. 2013). Prace chmelaiského vyzkumu v Ceské republice, od roku
1927, je zaméfena na zuslechtovani ceského chmele. Zasadni vyznam pro ¢eské chmelaistvi
maji vysledky $lechtitelské prace doc. Karla Osvalda. Klony, kteraé byly registrovany v roce
1952 pod oznacenim Osvaldovy klony 31, 72 a 114, doposud patii mezi nejvyznamngjsi
odridy, kteréé zaujimaji stale prevaznou cast osazenych ploch ve vSech chmelaiskych
oblastech. Tyto hospodaisky vyznamné odriidy jsou znamé pod nazvem 'Zatecky polorany
Cervenak’ nebo také jako ,,zatecky chmel“ (Nesvadba et al. 2012).

3.3.2 ’Saaz Late’

Odrtda "Saaz Late” geneticky patii do skupiny evropskych aromatickych odrtd skupiny
"ZPC’, ktery je vyrazné zastoupen V jejim piivodu. Réva fialové barvy ma mohutny vzrist,
plodonosné pazochy jsou velmi dlouhé. Chmelové hlavky jsou stiedné vejcité, na pazochu
velmi husté nasazené. 'Saaz Late’ je polopozdni odrida s vegeta¢ni dobou v rozmezi 128-135
dni. Odruda je velmi citliva na zastinéni, proto se doporucuje vysazovat do vétsich spond.
Odolnost k peronospoie chmelové (Pseudoperonospora humuli) je stfedni, k padli
chmelovému (Sphaerotheca humuli) je vysoka aZ tolerantni. Cesatelnost odriidy "Saaz Late’
patii k tém horSim v disledku husté nasazenych drobnych hlavek (Mikyska et al. 2013;
Nesvadba et al. 2013).

‘Saaz Late’ obsahuje silice jako isobutylisobutyrat, 2-methylbutylisobutyrat a 3-
methylisobutyrat. “ZPC’ tyto slozky silic neobsahuje viibec nebo jen v nepatrném mnozstvi.
Diky tomu je mozno odriidy "Saaz Late ‘a "ZPC’ snadno vzajemné odlisit. Celkovy obsah a
slozeni sekundarnich metaboliti odriidy "Saaz Late” Ize povazovat za velmi podobny "ZPC’
(Krofta & Patzak 2011).

3.3.3 ’'Kazbek’

Z kiizeni odrady chmele ‘Bor” a sam¢ich chmeld pivodem z Ruska byla v roce 1984
vyslechténa odrida Kazbek (pojmenovana podle nejvyssi hory severniho Kavkazu). Rostlina
ma velmi velky habitus valcovitého tvaru. Borka je ¢ervenozelené barvy. Plodonosné pazochy
jsou velmi dlouhé az 2 m. Chmelové Sistice maji protahly tvar, Spicky krycich listent jsou
odklonéné od chmelové hlavky. "Kazbek” je pozdni odrida, ktera se vyznacuje dobou
vegetace v rozmezi 134-141 dni. Je tolerantni K primarnim i sekundarnim infekcim padlim
(P. humuli) a mou¢né plisni (S. humuli). Chmelova silice odrady "Kazbek” obsahuje nékolik
unikatnich slozek, homologickou fadu esterti geraniolu, zodpovidajici za citrusové aroma, v
poradi: geranylacetat, geranylpropionat a geranylisobutyrat. Jejich obsah je relativné velmi
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vysoky, kolem 2-4 % rel. Diky témto latkam se "Kazbek” jednoznac¢né odlisuje od vétsiny
komer¢nich odrid chmele (Krofta et al. 2019; Nesvadba et al. 2013). Pomér kohumulonu (a-
hotké kyseliny) a kolupulonu (B-kyseliny) je velmi vysoky. Diky témto parametrim je odrada
"Kazbek’ snadno identifikovatelna mezi ostatnimi ¢eskymi odriadami (Krofta & Patzak 2011).

3.3.4 ’"Premiant” a "Sladek”

Obé¢ odrudy byly vyslechtény nejen pro své péstitelské vlastnosti, ale predevsim jako
dopIngk ZPC pro pivovarské vyuziti. Spoleéné jsou registrovany pro ¢eské pivo (CHZO)
(Cesky chmel 2021).

‘Sladek” dava pivu vyvazenou hoikost a jemné chmelové aroma. Jedna se 0 pozdni
odrtidu s vegetaéni dobou 133-140 dni. Rostlina ma vysoké naroky na dostek vody. Spicky
krycich listenti jsou mirné odklonéné od hlavky (Nesvadba et al. 2013).

"Premiant” ziskal nazev podle tradi¢niho dvoustupniového piva ,,Premium* s vyraznou
chmelovou hoikosti (Cesky chmel 2021). Typickym znakem pro rostlinu jsou tmavé zelené
révové listy naklonéné Kk révé. "Premiant” je polopozdni odrida, vegetacni doba je 128-134
dni. Stfedni obsah farnesenu v rozmezi 1 az 5 % rel. je typické pro odridy "Premiant” spolu
s "Vitalem” (Krofta & Patzak 2011; Jelinek et al. 2010).

3.3.5 ’'Harmonie’

"Harmonie’ je nékolikanasobny kfizenec odriid "Premiantu’, "ZPC" a dalsich odrad.
Nazev je odvozen od harmonického slozeni pryskyfic (Nesvadba et al. 2012). Odriada je
charakteristickd Cervenou barvou révy a valcovitym tvarem S$istice. Vegetatni doba
polopozdni odriudy je 128-132 dni. S vyrovnanym obsahem o a Bhoikych kyselin se
"Harmonie” fadi mezi aromatické odridy chmele s kotenitym aromatem. U pivovarskych
zkousek se ukazalo, ze pivo chmelené odridou "Harmonie” obsahovalo nizsi antiradikalovou
aktivitu a niz8i mnozstvi polyfenolovych latek (Krofta et al. 2009). Odrida ’Sladek’,
"Harmonie” obsahuji nejméné B-farnesenu ze vsech ¢eskych odrad chmele (pod 1 %) (Krofta
& Patzak 2011).

3.3.6 "Agnus’

Tento hoiky chmel byl ziskan kiiZzenim odrad ‘Sladek’, ‘Bor’, ‘ZPC’ a dalsich
Slechtitelskych materiala. Tato odrida byla pojmenovana na pocest vyznamného ceského
Slechtitele chmele Frantiska Beranka, Vv latin¢ znamena beranek ,,Agnus“. "Agnus’ ma
nadprimérnou produkci a-hotkych kyselin s pozitivnim vlivem na stabilitu piva. Obsah a-
hotkych kyselin je 9,0-12,0 % rel. a obsah beta hoikych kyselin je 4,0-6,5 % rel. Chmelové
aroma je siln¢ kotenité (Nesvadba et al. 2013). "Agnus” spolu s odrudou "Vital” vykazuji ze
vSech Ceskych odrid chmele velmi vysoky podil xanthohumolu (0,7-1,1 % rel.) a
desmethylxanthohumolu (0,1-0,2 % rel.). Tato odrada produkuje velmi vysoky obsah silice -
myrcen a celkovych silic (Jelinek et al. 2011).
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3.3.7 ‘Vital

"Vital” byl vyslechtén po matecné odriadé "Agnus’ pro farmaceutické a biomedicialni
Ggely. V roce 2008 byl v Ceské republice registrovan jako prvni odriida chmele i pro
farmaceutické vyuziti (Nesvadba et al. 2012). Pravé siln¢ nadprimérny obsah xanthohumolu
(XN) a desmethylxanthohumolu (DMX) ma pfiznivy vliv na lidské zdravi. "Vital” vykazuje
v ramci sveétovych i ¢eskych odrid chmele vysoky obsah a-hoikych kyselin (12-16 % rel.)
(Jelinek et al. 2010; Krofta & Patzak 2011).

Charakteristickym znakem odridy "Vital” je dlouhd vegetacni doba a pravidelny
valcovity tvar rostliny. Odrada "Vital” je charakteristicka stfednim az fid$im olisténim. Listy
jsou stiedné velké tii az pétilalo¢naté s velkym vykrojenim. Chmelova hlavka ma tzce vejcity
tvar. OdlisSnym znakem od ostatnich Ceskych odrid chmele je, ze listeny jsou pevné
pritisknuty Kk vieténku. Vyhodou této pevné piilnavosti listenu ke vieténku je, Ze pfi
mechanizované sklizni nedochazi k rozpadu nebo poskozeni hlavek (Nesvadba 2010).

"Sladek’ "Harmonie” "Agnus’

Obrazek 11: Chmelové Sistice jednotlivych odriid (Nesvadba et al. 2013)

22



4 Metodika

V experimentalni ¢asti byl spetrofotometricky prostiednictvim pfistroje na Obrazku 12
stanoven celkovy obsah fenold, flavonoidi a celkova antioxida¢ni aktivita u osmi ceskych
odrud chmele.

Obrazek 12: UV- Vis spektrofotometr (ThermoFisher)

4.1 Pristroje a pomiicky

e Elektricky mlynek ECG KM 110"

e SuSarna

e Analytické sito (Preciselekt)

o  Filtrac¢ni kruh, filtra¢ni papir, nalevka, stojan, zkumavky, varné barky
e Liebigtv chladi¢

e UV-Vis spektrofotometr (Evolution 201; ThermoFisher)

o Kyvety

4.2 Rostlinny material a pfiprava vzorku

Susené §istice chmele osmi odrad (ZPC, Sladek, Agnus, Kazbek, Harmonie, Premiant,
Vital, Saaz Late) byly ziskany od Chmelaiského institutu s.r.o. Zatec a uskladnény v
uzavienych papirovych pytlich na suchém a tmavém mist¢.

Pfiprava extrakti a vyhodnoceni obsahu extrahovatelnych latek bylo provedeno dle
pokynti ¢lanku Lupuli flos Ceského Iékopisu 2017. Nejprve byly susené Sistice chmele
namlety v elektrickém mlynku a homogenizovana drt’ byla pieseta pomoci analytického sita o
velikosti otvora 0,355 mm.

Pro stanoveni celkovych fenolu, flavonoidu a celkové antioxida¢ni aktivity bylo od
kazdéé odridy chmele navazeno predepsané mnozstvi (10 g) homogenizované drogy do
varnych ban¢k s kulatym dnem. Ke kazdé navazce bylo piidano 300 ml 70% ethanolu. Smési
byly zahtivany pod Liebigovym chladicem na teplotu 80-90 °C (Obrazek 11). Vznikly extrakt
byl zfiltrovan a ziskany filtrat byl odpafen v dopiedu zvazenych baiikach do sucha na vodni
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lazni. Banky byly nasledné. suseny v susarné 2 hodiny pii teploté 100-105 °C. Po zchladnuti
byly banky zvazeny a mnozstvi ziskaného odparku spocitano jako rozdil hmotnosti.

Obrazek 13: Extrakce pod zpétnym chladicem (Liebiegiiv chladic)
4.3 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (TPC — Total phenolic content) ve
chmelu byla pouzita Folin-Ciocalteuova metoda podle (Singleton & Rossi 1965),
kolorimetricka metoda zaloZena na oxida¢né-reduk¢ni reakci mezi ¢inidlem Folin-Ciocalteu
(F-C) a fenolickymi slouc¢eninami. Zména barvy reakéni smési byla zplisobena pienosem
elektront, kdy doslo k redukci F-C ¢inidla (oxidaéni ¢inidlo) a k oxidaci fenolickych latek
(redukeni ¢inidlo), kde fenolické slouc¢eniny funguji jako donory elektronu (viz Schéma 2).
Redukci molybdenu (obsazeného ve slouceniné NaoMoOs v F-C Cinidle) vznikaji modré
komplexy, které se detekuji spektrofotometricky pii vinové délce 760 nm (Giilgin 2012;
Singleton & Rossi 1965).

Na, WO, + Na;MoOy + fenol —» MoW, 1049
Mo™® (zue) + e(poskytnuty z fenolicke slouceniny) = Mo moare)

Schéma 2: Princip Folin-Ciocalteuovy metody (Giilgin 2012)
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K 0,5 ml chmelového extraktu se ptidalo 1,5 ml F-C ¢inidla, roztok se nechal inkubovat
6 minut pii laboratorni teploté. Reakce probihala v alkalickém prostiedi, které bylo zajisténo
piidanim 1,6 ml roztoku 7% uhlic¢itanu sodného (Na.COs). Vysledna smés byla doplnéna
ultracistou vodou na kone¢ny objem 5 ml. Reakéni smés byla inkubovana 90 minut ve tmé pii
laboratorni teploté. Vzorky byly nasledné¢ méieny na spektrofotometru pii vinové délce 760
nm. proti slepému roztoku, kterym byla ultra¢ista voda. Celkovy obsah fenold ve chmelovych
extraktech byl vypocten na zakladé kalibra¢éni kiivky kyseliny gallové. Vysledky byly
uvedeny v miligramech ekvivalentu kyseliny gallové (GAE) na gram susiny chmele.

4.4 Stanoveni celkovych flavonoidi

Stanoveni celkového mnozstvi flavonoida (TFC — total flavonoid content) v extraktech
chmele bylo provedeno spektrofotometrickou metodou upravena dle (Shraim et al. 2021),
pomoci kolorimetrické reakce s chloridem hlinitym (AICI3) a dusitanem sodnym (NaNOy).
Pro analyzu byl pouzit 5% roztok NaNO2, 10% roztok AICls, roztok 4% hydroxidu sodného
(NaOH).

Tato analyza je zalozena na reakci flavonoidud s hlinitym iontem v alkalickém prostiedi,
které zajistuje hydroxid sodny, za vzniku rizovo-Cervenych chelatovych komplext. Diky
velkému mnozstvi oxoskupin a hydroxylovych skupin maji flavonoidy velkou afinitu k
iontim kovii, jako je AI**. Dusitan sodny slouzi jako nitra¢ni ¢inidlo, za vzniku flavoniod-
nitroxylderivati (Schéma 3) (Shraim et al. 2021).

Oranzové

zbarveni
0]

(0]

. AP* | HNO, (Nitrosylation
NaNO, — M & HNO, FIRRTE,

O
O = )
= \ & \AI3¢
/AI - -~ \
N fo) \ NaOH N (e}
Oe

| Il
(0]

H
Ruazové zbarveni

Schéma 3: Reakcee flavonoidii S hlinitym iontem (Shraim et al. 2021)
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Do zkumavek bylo napipetovano 0,4 ml chmelového extraktu spole¢né s 0,16 ml
destilované vody. Do této smési bylo pridano 0,12 ml roztoku NaNO: a pfipravena smés se
nechala 5 minut inkubovat. Po uplynuti doby inkubace bylo ptidano 0,12 ml roztoku AICl3 a
smés se nechala reagovat 6 minut, kdy se piidalo 0,8 ml NaOH. Objem reak¢ni smési se
doplnil ultra¢istou vodou na 2 ml. Absorbance byla zméfena pomoci spektrofotometru pti
vinové délce 415 nm.

Celkovy obsah flavonoidi byl vypocten na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky kvercetinu a
vysledky byly vyjadieny v miligramech ekvivalentu kvercetinu (QE) na gram susiny vzorka
odrad chmele.

4.5 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity

Celkova antioxida¢ni aktivity (TAA — Total antioxidant activity) u odrid chmele byla
stanovena fosfomolybdenovou metodou, ktera se pouziva k hodnoceni celkové antioxidacni
kapacity u rostlin. Tato metoda je zalozen na redukci Mo(VI) na Mo(V) antioxida¢nimi
latkami obsazenych ve vzorku a naslednou tvorbou zeleného komplexu fosfore¢nan/Mo v
kyselém pH. Zelenomodré zbarveni je vysledkem redukce molybdenanu amonného na oxid
znamy jako Kegginuv ion [H3PO4(M0Os3)12] za kyselych podminek. Vznikly Keggintv ion se
pak redukuje na [HsPMog"'M0sVO40]*> v piitomnosti antioxidantu (fenolické slouceniny)
(Schéma 4) (Sadeer et al. 2020).

H:PMoy; V104 + ArOH —» [HsPMogVIMoVOy]3- + [ArOH]*

- - ArOH ArOH]

O~. 0O v
\Mo’/

» » 3-
| PO, > [H,PMog ™Mo,V 0y

Fe

= =12

Zluty komplex - Keggintiv ion Zelenomodré zbarveni

Schéma 4: Reakcéni mechanismus fosfomolybdenové metody (Sadeer et al. 2020)

Do zkumavky bylo napipetovano 10 pl chmelového extraktu a 90 pl ultracisté vody,
smés byla smichana s 1 ml roztoku fosfomolydnenového cinidla (0,6M kyselina sirova,
28mM fosforecnan sodny a 4mM molybdenan amonny). Zkumavky byly ptikryty alobalem a
inkubovany ve vodni lazni pfi 95 °C po dobu 90 minut. Po ochlazeni vzorka na laboratorni
teplotu byla zmétena absorbance smési pii vinové délce 765 nm oproti slepému vzorku, kde
byl vzorek nahrazen extrakénim roztokem (70% ethanol). Celkova antioxidacni aktivita ve
chmelovych extraktech byla vypoctena na zakladé kalibra¢ni kiivky kyseliny askorbové.
Vysledky byly vyjadieny mnozstvim ekvivalentu kyseliny askorbové v miligramech na gram
susiny chmele (mg AAE/g).
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4.6 Vyhodnoceni dat

VSechny analyzy byly provedeny ve tfech opakovanich a vysledky vyhodnoceny jako
prumér tii naméfenych hodnot se smérodatnou odchylkou (SD). Pro celkovy obsah
fenolickych latek a flavonoidu byla provedena korela¢ni analyza, zda existuje linearni vztah
mezi obsahem téchto dvou skupin latek a antioxidac¢ni aktivitou. Byly sestrojeny bodové
grafy (Priloha | a Il) zavislosti TAA na TPC, respektive TFC obsazenych v jednotlivych
analyzovanych odridach. Do grafu byly vyneseny primérné hodnoty tii stanoveni obsahu
danych latek v miligramech na gram susené chmelové $istice. Nasledné byly grafy prolozeny
ptimkou pomoci funkce excel — Microsoft Excel 2016 ,,spojnice trendu* a pomoci funkce
CORREL byl vypoc¢itan dle (Evans 1996) Pearsoniv korelacni koeficient r zavislosti
antioxida¢ni aktivity na obsahu stanovenych latek.

5 Vysledky

V kapitole vysledky jsou uvedeny ziskané hodnoty z méfeni kvantitativniho stanoveni
mnozstvi extrahovatelnych latek, celkového obsahu fenolickych latek, flavonoidu, celkové
antioxidacni aktivity v extraktech jednotlivych odrid chmele. VSechny ziskané vysledky jsou
uvedeny jako pramér + smérodatna odchylka (SD) z trojnasobného opakovani.

5.1 Obsah extrahovatelnych latek u odrid chmele

Nejvyssi vytézek extrahovatelnych latek byl zaznamenan u odrady "Vital” a "Agnus’,
naopak nejmensi obsah vykazovala odrida 'Kazbek” (Graf 2). Pii srovnani hodnot
extrahovatelnych latek s grafem TPC i TFC (Grafy 3 a 4) lze konstatovat, ze odruda "Kazbek
méla ve srovnani S ostatnimi jak nejmensi mnozstvi extrahovatelnych latek, tak této skupiny
sekundarnich metabolitii. U odrid "ZPC" a ‘Saaz Late” se mnozstvi latek extrahovatelnych
70% ethanolem pohybovalo v podobném rozmezi jako nasledn¢ TPC a TFC (Grafy 3 a 4).
Vsechny odriidy pak spliiovaly minimalni mnoZstvi pfedepsané Ceskym lékopisem 2017
(0,250 g).
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Graf 2: Obsah extrahovatelnych latek v gramech

5.2 Celkovy obsah fenolickych latek ve chmelovych extraktech

Jak vyplyva z grafu 3, nejvyssi hodnota TPC byla naméfen u odridy "Premiant” (40,02
mg GAE/g) a "Harmonie” (38,58 mg GAE/Q), zatimco nejnizsi obsah u odridy 'Kazbek’
(23,11 mg GAE/g). Obsah fenolickych latek u ostatnich odrtid (jako "ZPC’, "Saaz Late” a
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Graf 3: Celkovych obsah fenolickych latek — TPC (mg GAE/Q)

mg GAE/g

(6)}
I

5.3 Celkovy obsah flavonoidi

Na zaklad¢ spektrofotometrického méfeni, byl stanoven celkovy obsah flavonoidi
(TFC) v ethanolovych extraktech chmele vyjadienych jako ekvivalent kvercetinu v mg na g
susiny (Graf 3).
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Mnozstvi TFC ve chmelovych extraktech se zna¢né lisilo a pohybovalo se v rozmezi od
42,61 do 184,04 mg QE/g susiny (Graf 4). Nejnizsi hodnoty byly opét zjistény u odridy
"Kazbek’ (42,61 mg QE/g) a u odrudy "Vital” (99,01mg QE/g). Naopak u odriidy "Harmonie ’
a "Premiant” byla naméfena nejvyssi koncentrace flavonoida ze vSech odrad (173,02 a 184,04
mg QE/g). Mnozstvi TFC u ostatnich odrtid "ZPC’, "Saaz Late “a "Sladek (113,87 -121,24 mg
QE/g) se pohybovalo mezi hodnotami "Kazbeku” a "Premiantu’. Vyssi obsah oproti jinym
odridam byl zjistén také u odrady "Agnus” (139,52 mg QE/g). Jak u vysledki TPC (Graf 3),
tak TFC (Graf 4), Ize pozorovat podobny trend v mnozstvi téchto bioaktivnich latek.
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Graf 4: Celkovy obsah flavonoidii — TFC (mg QE/Q)
5.4 Celkova antioxidacni aktivita

Pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity (TAA) byla vyuzita fosfomolybdenova
metoda, analyza pak byla provedena pomoci spektrofotometru. Z grafu 5 je patrné, ze
nejvyssi antioxidaéni kapacita byla zjisténa u extraktd odridy "Premiant”. (312,88 mg AAE/Q)
a "Harmonie” (271,64 mg AAE/g).” Kazbek” (149,01 mg AAE /g DW), spolu s 'ZPC’ a "Saaz
Late” patiil mezi odridy S nejmensi antioxida¢ni aktivitou. Ostatni odrudy jako "Vital’,
‘Sladek” a "Agnus’ vykazovaly primérnou antioxidacni kapacitu, jejichz hodnoty se
pohybovaly od 201,65 mg AAE/g do 254,70 mg AAE/qg.

Pomoci funkce CORREL byly vypocitany dle Evans (1996) Pearsonovy korela¢ni
koeficienty r pro zavislosti antioxida¢ni aktivity na obsahu stanovenych latek. Vztah mezi
antioxidac¢ni aktivitou a obsahem TPC vykazoval ,,velmi silnou* zavislost (r=0,9432) stejné,
jako vztah mezi antioxida¢ni aktivitou a obsahem TFC (r=0,9848). Sestrojené grafy
zminénych zavilosti jsou uvedeny v Priloze | a Il.
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Graf 5: Celkovy antioxidacni aktivita — TAA (mg AAE/Q)

6 Diskuze

6.1 Obsah extrahovatelnych latek

Vytézek extrakce polyfenolickych latek, a obecné i obsahovych latek chmelové rostliny
zavisi do zna¢né miry nejen na polarité rozpoustédla, které urcuje kvantitativni i kvalitativni
slozeni extrahovanych latek, ale i na extrakénich podminkach. Pouziti smési vody a alkoholu
poskytlo mnohem lepsi vysledky extrakéniho procesu, jak ukazaly nize uvedené studie
(Carbone et al. 2020; Hrn¢ic et al. 2019).

Odruda "Agnus” vynika nejvétsim obsahem XN (0,1-1,1 % rel.) v porovnani s ostatnimi
odrudami. XN je velmi dobie rozpustny v 100% ethanolu az (10 g/l) ("Enzo Life Sciences"
2023). Lze tedy usuzovat, ze diky této vysoké solubilit¢ se XN mohl podilet na vyssim
vytézku extrahovatelnych latek. Odrida "Agnus” ma také vysoké zastoupeni chmelovych silic
(1-2 % rel.) oproti ostatnim odridam chmele, pfedevsim B-myrcenu obsahuje nejvice (40-55
% rel.). Myrcen je dobfe rozpustny v ethanolu a jeho teplota varu se pohybuje mezi 166-168
°C, tim je omezena moznost, ze by se béhem extrakce vypafil. Toto tvrzeni je dalSim moznym
divodem, pro¢ bylo dosazeno lepsiho vytézku extrahovatelnych latek u této odrady (Graf 2).

Odruda 'Kazbek’ patti z genetického hlediska ke skupiné¢ americkych hotkych odrud
chmele. Diky svému genetickému ptavodu je charakteristicky vysokym obsahem kohumulonu
— a-hotké kyseliny (35-40 % rel.) a kolupulonu — B-hotké kyseliny (57-62 % rel.) oproti
ostatnim ¢eskym odradam chmele. Jelikoz kohumulon a kolupulon lze ziskat superkritickou
extrakci CO2 (Hrnéi¢ et al. 2019), je predpoklad, Ze extrakci 70% ethanolem byly ptitomeny
v malém mnozstvi chmelového extraktu. Kolupulon ve vod¢ neni rozpustny témét vibec, ale
v nepolarnich rozpoustédlech jako chloroform, dichlormethan, ethylacetat, aceton atd. a
z tohoto davodu Ize usuzovat, ze u odrudy "Kazbek” nedoslo k tak u¢inné extrakci (Graf 2).

Odruda "Vital” vykazuje podobny obsah extrahovatelnych latek jako odrida "Agnus’.
"Vital” byl ziskan vybérem z hybridniho potomstva, ve kterém ma vétSinovy podil praveé
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odrida "Agnus’. Chemicka analyza odridy "Vital” v roce 2006 a 2007 ukazala extrémné
vysoky obsah DMX, ktery spoleéné¢ s XN (jeho vysoky obsah vykazuje pravé odrida
»Agnus®) Ize extrahovat ethanolem (Nesvadba 2010).

Vysledky prezentované v této praci (viz kapitola 5) potvrzuji, ze rizné odrtdy chmele
se mohou lisit v TPC, TFC, a tudiz i v obsahu extrahovatelnych latek, ale zaroven je zde
ukazana podobnost trendu v obsahu extrahovatelnych latek s obsahem fenolickych latek a
flavonoidt zvIasté u odrad “ZPC’, “Sladek”’, "Saaz Late” a "Kazbek” (Graf 3 a 4).

Fenolické extrakty z rostlinnych materiala jsou vzdy smési riznych skupin fenolickych
latek, které jsou rozpustné v pouzitém systému rozpoustédel. Ve praci (Carbone et al. 2020)
byla provedena extrakce pomoci dvou metod. Extrakce pomoci ultrazvuku (UAE -
Ultrasound-Assisted Extraction), ktera byla provedena v sonifikaéni lazni, pracujici pfi
frekvenci 40 kHz a pouzitim 50% ethanolu. Ultrazvukova extrakce je upfednostiiovanou
technikou k izolaci bioaktivnich slou¢enin u rostlinnych latek ve farmaceutickém pramyslu.
Metodou se dosahuje uplné extrakce, a tim vyssiho i kvalitnéjsiho vytézku, ve velmi kratké
dobé. Mikrovinna extrakce (MAE — Microwave Assisted Solvent Extraction), ktera byla
provedena jako druhy zpusob extrakce ve studii (Carbone et al. 2020) poskytla vyznamné
vy$$i hodnoty nez ultrazvukova metoda bez ohledu na pouzité rozpoustédlo. Pouziti
rozpoustédla ethanolu s MAE umoznilo ziskat béhem pouhé jedné minuty pfiblizné pétkrat
vice polyfenolti nez pii pouziti metody pti kombinovaném pouziti ethanolu a ultrazvukové
extrakce.

Carbone et al. (2020) tedy poukazal na vyznamny vliv jak rozpoustédla, tak extrakéni
techniky, kdy je mozné ziskat rizné slozeni i mnozstvi bioaktivnich fenolickych latek. Dalsi
poznatek, ktery byl ve této studii pozorovan, byl linearni nartist obsahu polyfenolt s tim, jak
se zvySovala koncentrace organického rozpoustédla a byly detekovany vyssi vytézky TPC ve
vzorcich ethanolu bez ohledu na pouzitou extrakéni techniku (UAE/MAE). Za stejnych
extrakénich podminek a u stejné analyzované odriady chmele byla nahrazena voda
methanolem nebo ethanolem v rozpoustédle. To vedlo ke dvojnasobnému zvyseni vytézku
TPC. Z vysledkt vyplyva, ze hydroalkoholové smési vykazuji synergicky G¢inek mezi vodou
a alkoholem, coz zvysuje Gi¢innost extrakce fenolickych slouéenin z rostlinnych matric.

Srovnanim vysledkt ze studie (Carbone et al. 2020) z této prace lze konstatovat, ze
prosté zahtivani pod Liebiegovym chladi¢em mohlo mit mensi G¢innost pro extrakci TPC a
TFC. S ohledem na to, ze se v této praci pouzival u vSech odrtad stejny zpusob extrakce a
rozpoustédlo dle Ceského lékopisu (2017), byly tedy zajistény stejné podminky pro srovnani
extrahovatelnych latek mezi odridami. Nicmén¢ je tieba do budoucna provétit dalsi metody
extrakce s pouzitim jinak koncentrovanych rozpoustédel a srovnat vysledky ucinnosti
extrakce mezi jednotlivymi technikami.

6.2 Celkovy obsah fenolickych latek a flavonoidi

Nejvyssi obsah celkovych fenolickych latek (TPC) byl stanoven pro odrtidu "Premiant’,
coz je v rozporu se studiemi, kde fenolické latky byly ze vzorku jemné pomletého chmele
extrahovany 70% acetonem (Jelinek et al. 2011; MikySka & Jurkova 2014). Tyto studie
uvadi, Ze nejvyssi obsah fenolickych latek byl naméien u "ZPC’. V tomto rozporu je mozny
vliv rozpoustédla, kdy pouzitim acetonu se vyextrahovaly nepolarni fenolické latky, a pokud
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"ZPC’ obsahoval vice tdchto metaboliti, je proto mozné, e se U této odriidy naméfil mensi
obsah TPC za pouziti ethanolového rozpoustédla.

Nejnizsi mnozstvi fenolickych latek méla odruda "Kazbek” a "Vital” (Graf 3). Podobna
hodnota TPC u odrady 'Vital ‘byla namétena i v praci Krofta et al. (2013), ktera uvadi
hodnotu 30,00 mg GAE/g. Odrady “Sladek’, ‘ZPC" a "Saaz Late” se hodnoty obsahu TPC
vyrazné nelisily, coz potvrzuje studie (Mikyska et al. 2018). Pramérné obsahy TPC pro
odridy "ZPC’, "Saaz Late” a "Sladek” (Graf 3) byly podobné vysledktim téchto odrid, kteii
sledovali 1 dalsi autoti (Mikyska et al. 2018; Mikyska & Jurkova 2019; Mikyska & Jurkova
2014), kde jemné mlety chmel 0 mnozstvi 3,2 g byl extrahovan pomoci rozpoustédel vody
nebo smési acetonu s vodou (80:20) zahtivané pod zpétnym chladi¢em.

Vys$s§i mnozstvi TPC i TFC bylo naméfeno u odridy "Agnus” (Graf 3). Dikazem toho
mize byt, jak uvadi napiiklad Jelinek et al. (2010; 2011) nebo Mikyska & Jurkova (2019), ze
tato odrida ma bohaté zastoupeni jednotlivych polyfenolickych sloucenin jako jsou
flavonoidy (rutin, katechin a epikatechin) nebo fenolické kyseliny (kyselina siringova
protokatechova, hydroxykumarova). Epikatechinu, ktery patii do flavan-3-olt, obsahuje tato
odrtida téméf trojnasobné mnozstvi nez vétsina ostatnich zkoumanych odrad.

V praci (Jelinek et al. 2010) dale uvedli podobnost jak v kvantitativnim, tak i
kvalitativnim profilu TPC u odrid "Premiant” a "Harmonie’, coz koresponduje s vysledky této
prace, které vykazuji podobné hodnoty obsahu TPC a TFC u "Harmonie” i "Premiantu” a
zaroven ob¢ odrudy vykazuji nejvyssi obsah TPC a TFC oproti ostatnim odridam (Grafy 3 a
4). Moznym davod, pro¢ jsou tyto dvé odrudy "Premiant” a "Harmonie’ vzajemné podobné a
zaroven jasné odlisné od ostatnich odruid, mize souviset s jejich genetickou piibuznosti, kdy
odrtida "Harmonie "vznikla k¥izenim ‘ZPC" a "Premiantu’.

Ze vsech ceskych odrid ma "Vital” nejvyssi obsah a-hotkych kyselin (10-15 % rel.),
coz tadi, jako jedinou odridu, do skupiny vysokoobsazenych chmelt i také do skupiny
chmelti hotkych (pfi niz§im obsahu a-hotkych kyselin). Z toho divodu mohlo byt u této
odrudy naméteno druhé nejmensi mnozstvi fenolickych latek a flavonoidd (Maliar et al.
2017).

Variabilita obsahu diskutovanych TPC je dana vlivem klimatickych podminek v
prub&hu obdobi rustu chmelové rostliny a sklizné, jako jsou srazky, teplota, slune¢ni zareni,
které mohou ovlivnit fyziologické a biochemické procesy v rostlinach, u¢innost vyzivy
rostliny a biosyntézu bioaktivnich latek. Se soucasnymi klimatickymi zménami projevujicimi
se predevsim vyraznym suchem a zvysujici se teplotou, mize byt chmelova rostlina uvedena
do zna¢ného stresu, kdy rostlina produkuje vice sekundarnich metabolitd. Polyfenoly v hlavce
se vytvareji v ranych fazich vegetace chmelové rostliny, metabolity lupulinovych Zlaz se tvofi
hlavné béhem dozravani (&erven-srpen) (Cesky hydrometeorologicky ustav 2021).

V roce 2021 nastal velmi studeny biezen, kdy teploty v n€kterych dnech dosahovaly az
pod 0 °C, zatimco ke konci biezna teploty vystoupaly az k 12 °C. V kvétnu byly rozdily teplot
podobné. V dulezitych fazich vegetacniho obdobi, jako je kveteni a poc¢atecni vyvoj chmelové
SiStice (Cerven, ervenec az srpen), byly v roce 2021 teploty ve znaéném vykyvu, v nékterych
dnech dosahovaly pies 30 °C (Cesky hydrometeorologicky ustav 2021). Tento limitujici
faktor mohl mit nepfiznivy vliv na tvorbu polyfenolt ve chmelovych §isticich, a mohl narusit
standardni fyziologické procesy ve chmelové rostling, a tim zacala rostlina kumulovat vice
latek v kofenovém systému nez v ostatnich castech rostliny. Je mozné, ze diky mésicim
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(Cerven-srpen), kdy byly vysoké teploty, doslo k nizké akumulaci a-kyselin, a tim byl
ovlivnén i obsah celkovych fenolickych latek. Mikyska et al. (2018) uvadi, Ze snizenim
obsahu o-hotkych kyselin dojde k naristu obsahu polyfenolickych latek. To mulze byt
pti¢inou, Ze U hoikych odrad jako "Agnus’ a "‘Premiant” bylo naméfeno vysoky TPC. Dalsim
divodem, pro¢ u odrudy "Premiant” mohlo dojit k narastu TPC i TFC je i to, ze tato odrida je
tolerantni k nedostatku vody béhem vegetace. Oproti tomu odrada "Agnus'ma zvySené
naroky na dostatek vody a hnojeni dusikem Vv pribéhu rustu, které jsou dulezitymi
agroekologickymi faktory pro rast rostliny a akumulaci bioaktivnich latek ve chmelové
Sistici.

Nejvyssi obsah TPC ve chmelovych hlavkach byl stanoven u odrid "Premiant’,
"Harmonie a "Saaz Late’, coz nekoresponduje s vysledky ziskanymi v letech 2014-1016, kdy
byla provedena studie (Mikyska et al. 2018) zamétena na objasnéni vlivu odrudy, ro¢niku a
péstebni lokality na obsah polyfenoli a antiradikalovou aktivitu chmele. Avsak specialné u
odrudy "Harmonie ‘a "Saaz Late 'patiici do aromatickych odrid se potvrdilo, ze aromatické
odrudy chmele obsahuji vy$si mnozstvi polyfenolickych latek.

Dal$im dtvodem, pro¢ mohlo dojit k vy$$imu naméfeni mnozstvi polyfenolickych latek
u odrid "Premiant "a "Harmonie “je na zéklad¢ rozdéleni podle obsahu a-hotkych kyselin do
¢tyt komeréné i technologicky odlisnych skupin. Do prvni skupiny jemnych aromatickych
odrad (Fine aroma) patii chmele Zatecké genetické vétve — "ZPC’, "Saaz Late’, jejichz obsah
a-hotkych kyselin se pohybuje v rozsahu 3,5-4,0 %. Do druhé skupiny aromatickych odrid
(Aroma) patii ¢eské hybridni odridy "Sladek ‘a "Harmonie’. Chmele pattici do této skupiny
mivaji 3,5-6,5 % a-hotfkych Kkyselin. Dalsi skupinou jsou hoiké (Bitter-Dual purpuse) a
vysokoobsazené odrudy (High alpha) s vysokym obsahem pryskytic, hlavné a-hotkych
kyselin, ale s méné ptiznivym aroma, kam patii odrady "Agnus” a "Vital” jako
vysokoobsazené odrudy (Prugar 2008).

Podobné mnozstvi polyfenolickych latek bylo naméfeno u "ZPC” a ‘Sladek’, coz
naznacuje, ze tyto dvé odridy jsou geneticky velmi blizké (Jelinek et al. 2011).

6.3 Celkova antioxida¢ni aktivita

Odriada "Agnus” spolecné s "Vitalem” maji nadprimérny obsah a-hotkych kyselin a
vysokym mnozstvim prenylovanych flavonoidi (XN a DMX) jiz zminénych v kapitole 3.2,
které maji silné antioxida¢ni ucinky. To muze vést k tomu, Zze u odridy "Agnus’byla
naméfena tieti nejvyssi antioxidacni aktivita (Graf 5). Naopak u odrudy ‘Kazbek’s niz§im
zastoupenim XN, ale vysokym mnozstvim o-hotkych kyselin, které se podle Hrnci¢ et al.
(2019) ziskavaji supekritickou extrakci CO2, nedoslo k tak uc¢inné extrakci, a tim byla

Mozny vliv na hodnoty antioxidacni aktivity ve chmelovych extraktech muze byt
zpusoben synergickymi ucinky nékterych polyfenolickych latek jako jsou fenolové kyseliny
(felurova kyselina, vanilova kyselina, kyselina chlorogenova), flavan-3-oly — katechiny (+)-
katechinu a (+)-epicatechinu a flavonoly (kaempferol a kvercetin), které byly naméfeny ve
velkém mnozstvi ve chmelovych extraktech ve studii (Mikyska & Jurkova 2019; Preedy
2008). Napiiklad u odridy 'Premiant” bylo zjisténo vyssi mnozstvi flavonoida kvercetinu a
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katechinu nez u ostatnich odrid chmele, coz se mohlo podilet na nejvyssi hodnoté¢ TFC
(Graf 4) i TPC (Graf 5).

Jak bylo uvedeno vyse, divodem odlisného vytézku extrahovanych latek mohl byt, ze
se vyrazné lisila afinita extrahovanych latek na polarité rozpoustédla, v tomto méfeni byl u
vSech odrud pouzit 70% ethanol, a tak na zakladé¢ mensi ¢i vétsi afinity latek pfitomnych ve
sledovanych odridach k rozpoustédlu mohlo dojit k extrakci vice ¢i méné polarnich
obsahovych latek. Podil bioaktivnich latek s antioxida¢nimi ucinky, pak mohl zapii¢init
odlisnost naméfené antioxidacni aktivity u jednotlivych odrd chmele. U pigmentt
karotenoidt bylo pozorovano, Ze koncentrace jejich celkového obsahu byla ve chmelovych
extraktech ethanol-voda vétsi nez ve vodnych extraktech (Kobus-Cisowska et al. 2019).

Primarnim tepelnym poskozenim rostlin je komplex fotosystému 11 (PSII), disledkem
tepelného stresu se v rostlingé produkuji reaktivni formy kysliku, coz vede ke zvysSeni
biosyntézy antioxidantu, jako jsou karotenoidy (Allakhverdiev et al. 2008). JelikoZz pramérna
teplota v roce 2021 v dulezité generativni fazi (Cerven—srpen) byla 26,5 °C neptedpoklada se,
ze by se chmelova rostliny nachazela v kontinualnim stresu, pfesto v mésicich ¢even-cervenec
teploty v né&kterych dnech dosahly pies 35 °C (Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav
zemédélsky 2022). Je mozné, Zze vyssi teplota ve vegetatnim obdobi zapficinila narust
karotenoidd, a tim k pfispéni antioxidac¢ni aktivity, zejména u odrud chmele "Premiant” i
"Harmonie’. Pravé zvyseny obsah karotenoidu byl sledovan u americkych odrid chmele ve
spojitosti s odolnosti proti tepelnému stresu (Eriksen et al. 2020).

Dalsi mozné biomolekuly, které mohly ptispét antioxida¢nimi vlastnostmi k TAA a jsou
obsazeny ve chmelu, mohou byt vitaminy, zejména vitamin E. Dle Dubbs & Gupta (1998)
piidavkem ethanolu do vody, se rozpustnost vitaminu E vyrazné zvysi. Tato studie ukazala,
ze pridavkem 70% ethanolu se rozpustnost tohoto vitaminu zvysi 450krat. Lze tedy usuzovat,
ze vitamin E se mohl podilet na antioxida¢ni aktivité ve chmelovych extraktech. Vitamin E je
relativné termostabilni, jak uvadi (Tyopponen & Hakkarainen 2009), kdy pfi teplotach do 90
°C doslo k minimalni destrukci vitaminu E, lze tedy tvrdit, ze pfi extrakci se vitamin E
Castecné zachoval. (Tvrdonova 2014) uvedla, ze pravé u odridy ‘Premiant” je vitaminu E
nejvice oproti odrude “Sladek’.

Vysledky ve studii (Mafakheri & Hamidoghli 2019) ukazuji, ze pouziti vody ve smési S
organickym rozpoustédlem, zejména ethanolem, poskytlo lepsi vysledky nez samotné polarni
rozpoustédlo. Oproti tomu jina studie tvrdi (Kowalczyk et al. 2013), ze antioxidacni aktivita
se vyznamné nelisila pii extrakci hydroalkoholovych extrakti oproti samotnym polarnim
rozpoustédlim. Toto dava otazku budoucna, jak pfistupovat kK volbé rozpoustédla a metod
extrakce chmelovych sistic.

Rada praci uvadéla korelaci mezi antioxidaéni aktivitou s celkovym obsahem
fenolickych latek a flavonoidd v ethanolovém extraktu susenych sistic chmele. Krofta et al.
(2008); Prieto et al. (1999); Lyu et al. (2022) potvrdili, ze na antioxida¢ni aktivité se
vyznamné podili celkovy obsah polyfenolt ve chmelovych extraktech. Lze tedy fici, ze ¢im
ethanolovy extrakt z chmelovych Sistic vykazoval vyssi antioxida¢ni aktivitu, tim vice
obsahoval fenolickych latek a flavonoidi.

V uvedenych studii bylo stanoveno mnozstvi celkovych fenolickych latek Folin-
Ciocalteuovou metodou a antioxida¢ni aktivita byla stanovovana metodou DPPH, ABTS,
FRAP a fosfomolybdenovou metodou. Autofi analyzovali chmelové odrudy "Agnus’,
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"‘Premiant” a Sladek’, pfipadné dalsi, cizi odridy. To se shoduje i s vysledky Vv této praci, kde
uvedené grafy v Piiloze I. a Il. znazornuji zavislost antioxidacni aktivity na TPC a TFC. Z
vysledkil je patrna linearni zavislost antioxida¢ni aktivity na celkovém téchto metaboliti u
odrid "Premiant’, "Harmonie’, "Agnus’, 'Sladek’, "Vital’, pti¢emz 'Premiant’” ma nejvyssi
hodnoty obsahi stanovovanych latek a antioxidac¢ni aktivity. Naopak odrida "Kazbek *
obsahuje nejméné TPC, TFC a zaroven vykazuje i nejnizsi TAA.

Vergun et al. (2021) prokazal, ze rostlinné extrakty s vyssi koncentraci fenolickych
latek vykazuji véEtsi antioxidacéni potencial, toto tvrzeni koresponduje s naméfenymi
hodnotami této prace. Ve studii hodnoty korelace mezi zkoumanymi polyfenolickymi
slouc¢eninami a antioxidacni aktivitou pomoci metody DPPH byly vyssi nez prostfednictvim
fosfomolybdenové metody. Je tedy mozné, ze v reprodukovatelnosti vysledka hraje roli i
zvolena analyticka metoda.
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[ Zavér

V této bakalaiské praci byly charakterizovany v ramci literarni rezerze riizné bioaktivni
latky nachazejici se v samici Sistici rostliny Humulus lupulus L. Predev$im byla vénovana
pozornost fenolickym latkam, zejména jejich podskupiné flavonoidu. V praktické ¢asti byly
spektrofotometricky zméteny celkové obsahy celkovych fenolickych latek, flavonoidi a
antioxida¢ni aktivita u pfipravenych chmelovych extrakt osmi ¢eskych odrad (‘ZPC’,
‘Sladek’, "Agnus’, ‘Kazbek’, "Harmonie’, ‘Premiant’, "Vital’, "Saaz Late").

Vsechny odraidy chmele spliiovaly minimalni pozadavky Ceského lékopisu 2017 na
mnozstvi extrahovatelnych latek 70% ethanolem stanoveno zkouskou na cistotu. Nejvyssi
podil extrahovatelnych latek byl zjistén u odridy "Agnus’, kde byla namétena vyssi TAA.
Tato odrida méa potencial pro vyuziti diky znacnému mnozstvi bioaktivnich latek a
antioxidacni aktivité. Nejveétsi mnozstvi TPC, TFC obsahovaly odridy "Premiant” a
"Harmonie” a zarovén vykazovaly nejvyssi antioxidaéni aktivitu. Naproti tomu u odridy
‘Kazbek” bylo naméfeno nejmensi mnozstvi vSech stanovenych latek i vSech
extrahovatelnych latek a zaroven se vyznacoval nejmensi antioxida¢ni aktivitou.

Z vysledki prace vyplyva, ze mezi stanovenymi odradami chmele byla alesponi jedna,
ktera se obsahem extrahovatelnych latek nebo antioxida¢ni aktivitou lisila od ostatnich, ¢imz
byla potvrzena alternativni hypotéza. Na odlisnosti obsahu diskutovanych sekundarnich
metaboliti @ TAA se mohly podilet i dal$i vlivy jako napfiklad klimatické podminky. Z
provedené kolera¢ni analyzy byla patrna linearni zavislost antioxidacni aktivity na celkovém
obsahu TPC a TFC u odrid "Premiant’, "Harmonie’, "Agnus’, ‘Sladek”, "Vital".

Polyfenolické latky chmele maji Sirokou $kalu vlastnosti vyuzitelnych jak
V potravinaiském pramyslu, tak i pro farmaceutické ucely. Jelikoz u extraktt SiStic chmele
‘Premiant” a "Harmonie’” bylo naméfeno nejvétsi mnozstvi sledovanych sekundarnich
metabolitu a TAA, mohly by byt tyto odrady vyuzity i mimo pivovarnictvi, naptiklad 0
obohaceni riznych produktd 0 polyfenolické latky s antioxidaéni aktivitou slouzici ke zvySeni
jejich kvality a stability.

37



8 Literatura

Abram V et al. 2015. A comparison of antioxidant and antimicrobial activity between
hop leaves and hop cones. Industrial Crops and Products 64: (09266690) DOI:
10.1016/j.indcrop.2014.11.008 .

Allakhverdiev S. I, Kreslavski V.D, Klimov V.V, Los D.A, Carpentier R, Mohanty P.
2008. Heat stress: an overview of molecular responses in photosynthesis. Photosynthesis
Research 98: (0166-8595) DOI:10.1007/s11120-008-9331-0

Almaguer C, Schonberger C, Gastl M, Arendt E, Becker T. 2014. Humulus lupulus - a
story that begs to be told. A review. Journal of the Institute of Brewing 120: (00469750) DOI:
10.1002/jib.160

Astray G, Gullon P, Gullon B, Mumekata P.E.S, Lorenzo J.M, 2020. Humulus lupulus
L. as a Natural Source of Functional Biomolecules. Applied Sciences 10:(2076-3417).
DOI:10.3390/app10155074

Basafova G, Savel J, Basa P, Basafova P, Broz A. 2021. Pivovarstvi: teorie a praxe
vyroby piva. Vydani druhé, piepracované, doplnéné a aktualizované. Havli¢ek Brain Team,
Praha.

Bednarova J, 2015. Herbaf, aneb, Od and¢liky k zindavé. Fortuna Libri, Praha

Bhattacharya S, Virani S, Zavro M, Haas G. 2003. Inhibition of Streptococcus Mutans
and Other Oral Streptococci by Hop (Humulus Lupulus L.) Constituents. Economic Botany
57:(0013-0001) DOI:10.1663/0013-0001(2003)057[0118:10SMA0]2.0.C0;2118-125.

Biendl M. 2009. Hops and Health. Technical Quarterly 46. (07439407). Dostupné z:
DOI:10.1094/TQ-46-2-0416-01

Bohr G, Gerhduser C, Knauft J, Josef Z. J, Becker H. 2005. Anti-inflammatory
Acylphloroglucinol Derivatives from Hops ( Humulus | upulus ). Journal of Natural Products
68: (0163-3864) DOI:10.1021/np050164z

Carbone K, Macchioni V, Petrella G, Cicero D.O, 2020. Exploring the potential of
microwaves and ultrasounds in the green extraction of bioactive compounds from Humulus
lupulus for the food and pharmaceutical industry. Industrial Crops and Products 156: (0926-
6690) DOI:10.1016/j.indcrop.2020.112888

Cermak P, Palec¢kova V, Houska M, Strohalm J, Novotna P, Mikyska A, Jurkova M,
Sikorova M. 2015. Inhibitory effects of fresh hops on Helicobacter pylori strains. Czech
Journal of Food Sciences 33: (12121800) DOI:10.17221/261/2014-CJFS 302-307

Cesky chmel: Czech hops, 2021.Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky ve
spolupraci se Svazem péstitelti chmele Ceské republiky, Praha

Cesky chmel: Czech hops, 2010.Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky ve
spolupraci se Svazem péstitelt chmele Ceské republiky, Praha

Cesky hydrometeorologicky ustav, 2021. Cesky hydrometeorologicky ustav. Praha:
Ministerstvo ~ zivotniho  prostfedi.  Available from: https://www.chmi.cz/historicka-
data/pocasi/denni-data/Denni-data-dle-z.-123-1998-Sb# (accessed November 2023)

Dubbs M. D., Gupta R. B., 1998. Solubility of Vitamin E (a-Tocopherol) and Vitamin
K 3 (Menadione) in Ethanol-Water Mixture 43: (0021-9568) DOI:10.1021/je9800171

Enzo Life Sciences, 2023. Xanthohumol. Available from:
https://www.enzolifesciences.com/ALX-350-280/xanthohumol/ (accessed March 2023)

38



Eriksen R. L, Rutto L., Dombrowski J. E, Henning J. A. 2020. Photosynthetic Activity
of Six Hop (Humulus lupulus L.) Cultivars under Different Temperature Treatments.
HortScience 55: (0018-5345) DOI:10.21273/HORTSCI14580-19

Evans J. D. 1996. Straightforward Statistics for the Behavioral Sciences. Brooks/Cole
Publishing Company

Gorjanovi¢ S, Pastor F. T, Vasi¢ R, Novakovi¢ M, Simonovi¢ M, Mili¢ S, Suznjevica
D. 2013. Electrochemical versus Spectrophotometric Assessment of Antioxidant Activity of
Hop (Humulus lupulus L.) Products and Individual Compounds. Journal of Agricultural and
Food Chemistry 61: (0021-8561) DOI:10.1021/jf401718z

Giulgin 1. 2012. Antioxidant activity of food constituents: an overview. Archives of
Toxicology 86: (0340-5761) DOI: 10.1007/s00204-020-02689-3

Gulcin 1. 2020. Antioxidants and antioxidant methods: an updated overview. Archives
of Toxicology 94: (0340-5761) DOI:10.1007/s00204-020-02689-3

Halliwell B. 1996. Antioxidants: The Basics-what they are and how to Evaluate them.
Elsevier 38: (1054-3589) DOI:10.1016/S1054-3589(08)60976-X

Hejda L, Kovaitk M, 2000. Svaz péstitela chmele Ceské republiky: Zatecky chmel,
Zatec:  Svaz  péstitelt  chmele  Ceské  republiky.  Available  from
http://www.czhops.cz/index.php?option=com_content&view=article&id=75&Itemid=30&lan
g=cs(accessed March 2023)

Hrnéi¢ M. K, Spaninger E, Kogir |, Knez Z, Bren U. 2019. Hop Compounds: Extraction
Techniques, Chemical Analyses, Antioxidative, Antimicrobial, and Anticarcinogenic Effects.
Nutrients 11: (2072-6643) DOI:10.3390/nu11020257

Chen A, Chen Y. 2013. A review of the dietary flavonoid, kaempferol on human health
and cancer chemoprevention. Food Chemistry 138:(03088146) DOl:
10.1016/j.foodchem.2012.11.139

Jelinek L, Dole¢kova M, Hudcova T, Karabin M, Dostalek P. 2011. Profilling of czech
hop varieties by means of analyses of a- and B-bitter acids, essential oils and polyphenols.
Kvasny Pramysl 57: (00235830) DOI:10.18832/kp2011031

Jelinek L, Sneberger M, Karabin M, Dostalek P, 2010. Comparison of Czech hop
cultivars based on their contenst of secondary metabolites. Czech Journal of Food Sciences
28: (12121800) DOI:10.17221/65/2010-CJFS

Karabin M, Hudcova T, Jelinek L, Dostalek P. 2015. Biotransformations and biological
activities of hop flavonoids. Biotechnology Advances 33: (0734-9750) DOI:
10.1016/j.biotechadv.2015.02.009.

Karabin M, Hudcova T, Jelinek L, Dostalek P. 2016. Biologically Active Compounds
from Hops and Prospects for Their Use. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety 15: (1541-4337) DOI:10.1111/1541-4337.12201542-567.

Kavalier A, Litt A, Ma C, Pitra N, Coles M, Kennelly E, Matthews P. 2011.
Phytochemical and Morphological Characterization of Hop (Humulus lupulus L.) Cones over
Five Developmental Stages Using High Performance Liquid Chromatography Coupled to
Time-of-Flight Mass Spectrometry, Ultrahigh Performance Liquid Chromatography
Photodiode Array Detection, and Light Microscopy Techniques. Journal of Agricultural and
Food Chemistry family 59: (0021-8561) DOI:10.1021/j1049084

39



Kobus-Cisowska J, Szymanowska-Powatowska D, Szczepaniak O, Kmiecik D, Przeor
M, Gramza-Michatlowska A, Cielecka-Piontek J, Smuga-Kogut M, Szulc P. 2019.
Composition and In Vitro Effects of Cultivars of Humulus lupulus L. Hops on Cholinesterase
Activity and Microbial Growth. Nutrients 11: (2072-6643) DOI:10.3390/nu11061377

Korpelainen H, Pietildinen M. 2021. Hop (Humulus lupulus L.): Traditional and Present
Use, and Future Potential. Economic Botany 75: (1874-9364) DOI:10.1007/s12231-021-
09528-1

Kowalczyk D, Swieca M., Cichocka J, Gawlik-Dziki U. 2013. The phenolic content and
antioxidant activity of the aqueous and hydroalcoholic extracts of hops and their pellets.
Journal of the Institute of Brewing (0046-9750) DOI:10.1002/jib.73

Krofta K, Mikyska A, Patzak J, Slaby M, Nesvatba V, Cejka P. 2013. VITAL - The
Czech hop hybrid wvariety - Part |Il. Kvasny Pramysl 59: (0023-5830).
DOI:10.18832/kp2013019

Krofta K., Mikyska A., Haskova D. 2008. Antioxidant Characteristics of Hops and Hop
Products. Journal of the Institute of Brewing 114: (0046-9750) DOI:10.1002/j.2050-
0416.2008.tb00321.x

Krofta K, Mikyska A, Haskova D. 2009. Czech aroma hop variety. Kvasny Prumysl
55: (2570-8619) DOI:10.18832/kp2009017

Krofta K, Patzak J. 2011. Investigation of Czech hop varieties authenticity by means of
chemical and genetic analyses. Kvasny Pramysl. 57:(2570-8619) DOI:10.18832/kp2011035

Krofta K, Patzak J, Sedlak T, Mikyska A, Stérba K, Jurkova M, 2019. Kazbek — The
First Czech Aroma “Flavor Hops” Variety: Characteristics and Utilization. Kvasny prumysl
65: (2570-8619) DOI:10.18832/kp2019.65.72

Liu M, Hansen P, Wang G, Qiu L, Dong J, Yin H, Qian Z, Yang M, Miao J. 2015.
Pharmacological Profile of Xanthohumol, a Prenylated Flavonoid from Hops (Humulus
lupulus). Molecules 20: (1420-3049) DOI:10.3390/molecules20010754754-779.

Lyu J I, Ryu J., Seo K., Kang K., Park S., Hyun Ha T., Ahn J..Kang S., 2022.
Comparative Study on Phenolic Compounds and Antioxidant Activities of Hop (Humulus
lupulus L.) Strobile Extracts. Plants 11: (2223-7747) DOI:10.3390/plants11010135

Madhavi D, Deshpande S, Salunkhe D. 1995. Food Antioxidants: Technological,
Toxicological, and Health Perspectives. prvni. Marcel Dekker, Inc., New York.

Mafakheri M, Hamidoghli Y. 2019. Effect of different extraction solvents on phenolic
compounds and antioxidant capacity of hop flowers (Humulus lupulus L.). Acta Horticulturae
1236:(0567-7572) DOI:10.17660/ActaHortic.2019.1236.1

Maliar T, Némecek P, Urgeova E, Maliarovd M, Nesvadba V, Krofta K, Vulganova K,
Kroslak E, Kraic J. 2017. Secondary metabolites, antioxidant and anti-proteinase activities of
methanolic extracts from cones of hop (Humulus lupulus L.) cultivars. Chemical Papers 71:
(2585-7290) DOI:10.1007/s11696-016-0034-2

Mikyska A, Jurkova M. 2019. Varietal specificity of polyphenols, free phenolics and
antioxidant potential in hops. Kvasny Primysl 65: (2570-8619) DOI:10.18832/kp2019.65.178

Mikyska A, Krofta K. 2012. Stanoveni antioxidac¢ni aktivity chmele, chmelovych
vyrobku a piva: certifikovana metodika. Vyzkumny tstav pivovarsky a sladaisky, Praha:

40



Mikyska A, Slaby M, Jurkova M, Ktofta K, Patzak J, Nesvatba V. 2013. Saaz Late -
The Czech Hop Variety Recommended for Czech Beer. Kvasny Pramysl 59: (00235830).
DOI:10.18832/kp2013031

MikySka A, Vrzal T, Dusek M, Jurkova M, 2018. Factors affecting the polyphenol
compounds and antiradical activity of hops: Long-term study of Czech hop varieties. Kvasny
Pramysl 64: (0023-5830) DOI:10.18832/kp201839

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2019. Cesky lékopis 2017.Grada
Publishing, Praha

Mladénka P, Zatloukalova L, Filipsky T, Hrdina R. 2010. Cardiovascular effects of
flavonoids are not caused only by direct antioxidant activity. Free Radical Biology and
Medicine 49: (0891-5849) DOI:10.1016/j.freeradbiomed.2010.06.010

Musialik M, Kuzmicz R, Pawtowski T. S, Litwinienko G, 2009. Acidity of Hydroxyl
Groups: An Overlooked Influence on Antiradical Properties of Flavonoids. The Journal of
Organic Chemistry 74: (00223263) DOI:10.1021/jo802716v

Nesvadba V et al. 2013. Vyvoj a tradice Ceskych odriad chmele. 2013 edition.
Chmelaisky institut s.r.0. Zatec, Zatec.

Nesvatba V, Polon¢ikova Z, Henychova A, Krofta K, Josef Patzak J.2012. Atlas
eskych odriid chmele. Zatec: Chmelaisky institut

Nesvatba V, Polon¢ikova Z, Henychova A. 2012. Brewing characteristics of Czech fine
aroma hops "Saaz." Kvasny Pramysl. 58: (00235830) DOI:10.18832/kp2012020

Nespor J, Hanko V, Karabin M, Jelinek L, Dostalek P. 2017. Prenylated Flavonoids as
Valuable Biologically Active Compounds from Hops. Kvasny Pramysl 63:(00235830)
DOI:10.18832/kp201719

Olsovska J, Bostikova V, Dusek M, Jandovska V, Bogdanova K, Cermak P, Bostik P,
Mikyska A, Kolai M. 2016. Humulus Lupulus L. (Hops) - A valuable source of compouds
with bioactive effects for future therapies. Military Medical Science Letters 85: (03727025).
DOI:10.31482/mmsl.2016.004 19-30.

Paoletti T, Fallarini S, Gugliesi F, Minassi A, Appendino G, Lombardi G. 2009. Anti-
inflammatory and vascularprotective properties of 8-prenylapigenin. European Journal of
Pharmacology 620:(00142999) DOI:10.1016/j.ejphar.2009.08.015

Pietta P., 2000. Flavonoids as Antioxidants. Journal of Natural Products 63: (0163-
3864) DOI:10.1021/np9904509

Preedy V. R. 2008. Beer in Health and Disease Prevention. London: Academic Press.

Priet P, Pineda M, Aguilar M, 1999. Spectrophotometric Quantitation of Antioxidant
Capacity through the Formation of a Phosphomolybdenum Complex: Specific Application to
the Determination of Vitamin E. Analytical Biochemistry 269: (00032697)
DOI:10.1006/abi0.1999.4019

Prugar J. 2008. Kvalita rostlinnych produktti na prahu 3. tisicileti. prvni. Vyzkumny
Gistav pivovarsky a sladaisky ve spolupraci s komisi jakosti rostlinnych produkti CAZV,
Praha.

Resende F, da Silva Almeida C, Vilegas W, Varanda E. 2014. Differences in the
hydroxylation pattern of flavonoids alter their chemoprotective effect against direct- and
indirect-acting mutagens. Food Chemistry 155:251-255.

41



Rutnik K, Knez Hrn¢i¢ M, Joze Kosir I. 2022. Hop Essential Oil: Chemical
Composition, Extraction, Analysis, and Applications. Food Reviews International 38:529-
551.

Sadeer N. B, Montesano D, Albrizio S., Zengin G,Mahomoodally M.F. 2020. The
Versatility of Antioxidant Assays in Food Science and Safety—Chemistry, Applications,
Strengths, and Limitations. Antioxidants 9: 2076-3921

Shraim A. M, Ahmed T. A, Rahman Md. M, Yousef M, Hijji Y.M. 2021. Determination
of total flavonoid content by aluminum chloride assay: A critical evaluation. LWT- Food
Science and Technology 150:(0023-6438) DOI:10.1016/j.lwt.2021.111932

Singleton V. L, Rossi J. A. 1965. Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolybdic-Phosphotungstic Acid Reagents. American Journal of Enology and
Viticulture 16: (0002-9254) DOI:10.5344/ajev.1965.16.3.144

Sun S et al. 2022. Chemical constituents and bioactivities of hops (Humulus lupulus L.)
and their effects on beer-related microorganisms. Food and Energy Security 2: (2048-3694)
DOI:10.1002/fes3.367

Stulikova K, Karabin M, Nespor J, Dostalek P. 2018. Therapeutic Perspectives of 8-
Prenylnaringenin, a Potent Phytoestrogen from Hops. Molecules 23: (1420-3049).
DOI:10.3390/molecules23030660

Tronina T, Poptonski J, Bartmanska A. 2020. Flavonoids as Phytoestrogenic
Components of Hops and Beer. Molecules 25: (1420-3049) DOI:10.3390/molecules25184201

Tvrdoniova B.2014. Moznosti alternativniho vyuziti chmele na zékladé obsahu
antioxidantt. Brno. Bakalaiska prace. Mendelova Univerzita.

Tyopponen J, Hakkarainen R. V. J. 2009. Thermal Stability of Vitamin E in Barley.
Acta Agriculturae Scandinavica 35 :(0001-5121) DOI:10.1080/00015128509435767

Ustiedni kontrolni a zkudebni tstav zemé&délsky, 2022. Aktualni plochy chmelnic v
Ceské republice. Brno: Ministerstvo zemé&délstvi. Available from:
https://eagri.cz/public/web/ukzuz/tiskovy-servis/tiskove-zpravy/x2022_aktualni-plochy-
chmelnic-v-cr.html (accessed April 2023)

Vergun O, Shymanska O, lvanisova E, Fishchenko V.2021. Antioxidant Activity of
Extracts of Wild Humulus lupulus L. Agrobiodiversity for Improving Nutrition, Health and
Life Quality 5: (25858246) DOI:10.15414/ainhlq.2021.0006

Weber N, Biehler K, Schwabe K, Haarhaus B, Quirin K, Frank U, Schempp C, Wolfle
U. 2019. Hop Extract Acts as an Antioxidant with Antimicrobial Effects against
Propionibacterium Acnes and Staphylococcus Aureus. Molecules 24:(1420-3049)
DOI:10,3390/molekuly24020223

Yuan Y, Qiu X, Nikoli¢ D, Chen S, Huang K, Li G, Pauli G, van Breemen R. 2014.
Inhibition of human cytochrome P450 enzymes by hops (Humulus lupulus) and hop
prenylphenols. European Journal of Pharmaceutical Sciences 53:(0928-0987).
DOI:10.1016/j.ejps.2013.12.003.

Zanoli P, Zavatti &. 2008. Pharmacognostic and pharmacological profile of Humulus
lupulus L. 116:383-96 DOI: 10.1016/j.jep.2008.01.011.

Zugravu C. A, Bohiltea R. E, Salmen T, Pogurschi E, Otelea M. R, 2022. Antioxidants
in Hops: Bioavailability, Health Effects and Perspectives for New Products. Antioxidant. 11
(2076-3921) DOI:10.3390/antiox11020241

42



Zhang G, Zhang N, Yang A, Huang J, Ren X, Xian M, Zou H. 2021. Hop bitter acids:
resources, biosynthesis, and applications. Applied Microbiology and Biotechnology
105:(0175-7598) DOI:10.1007/s00253-021-11329-4.

43



Seznam obrazku

Obrazek 1: Stavba chmelové hlavky (Sun et al. 2022) ........cccccevvvieiiiieieie e 9
Obrazek 2: Lupulinové Zlazy nachazejici se na pravém listenu (Sun et al. 2022)........... 10
Obrazek 3: Chemicka struktura hlavnich analogti a-hoikych kyselin (Karabin et al.
P40 ) TSSOSO 12
Obrazek 4: Chemicka struktura hlavnich analogt B-hoikych kyselin (Karabin et al.
P40 ) TSSOSO 12
Obrazek 5: Struktura flavonold (GUlgin 2012) ......ccvevvevieiieiieieee e 14
Obrazek 6: Struktura flavan-3-ola (Karabin et al. 2015) .......cccooovvviiieninieceeeee e 15
Obrazek 7: Struktura prenylflavonoid (Nespor et al. 2017) ........ccccovvvivieieiiniiiieen 16
Obrazek 8: Chelatova vazba flavonoidi (Giilgin 2012).........cccoviviiiiiniiieicnc e 18
Obrazek 9: Reakce kvercetinu s DPPH radikalem (Giilgin 2012) ......ccoovvveveiiiieninnnnnn 19
Obrézek 10: Chranéné oznaceni PUVOAU........ccveiiiriiieiieiie e 19
Obrazek 11: Chmelové $istice jednotlivych odrud (Nesvadba et al. 2013) .................... 22
Obrazek 12: UV- Vis spektrofotometr (ThermoFiSher)..........cccoovvviiiieinne e 23
Obrazek 13: Extrakce pod zpétnym chladi¢em (Liebiegtiv chladi€) ......ccooevvvririvrinnnnn. 24

Seznam schémat

Schéma 1: Sekundarni metabolity chmele ... 11
Schéma 2: Princip Folin-Ciocalteuovy metody (Giilgin 2012).......ccoeveieveieieieninnnns 24
Schéma 3: Reakce flavonoidu s hlinitym iontem (Shraim et al. 2021)........c.ccccceevirnene 25
Schéma 4: Reak¢éni mechanismus fosfomolybdenové metody (Sadeer et al. 2020)....... 26

Seznam grafi
Graf 1: Primérné zastoupeni metabolitt v Sisticich chmele (Biendl 2009; Basafova et

Y IR0 A ) OSSPSR 11
Graf 2: Obsah extrahovatelnych latek V gramech ... 28
Graf 3: Celkovych obsah fenolickych latek — TPC (Mg GAE/Q)....ccccvvvviviiiiieieiieiee 28
Graf 4: Celkovy obsah flavonoidii — TFC (Mg QE/Q)...ccveiviiiiiiiiiiiie e 30
Graf 5: Celkovy antioxidacni aktivita — TAA (Mg AAE/Q) ....coovviiiiiiieieceeee 31

Seznam tabulek

Tabulka 1: Substituce kruht C, B hydroxylovymi SKUPINAMI .........ccevriiriiiiiiiirieien 15
Tabulka 2: Substituce na pyranovém kruhu struktury jednotlivych flavan-3-olq........... 15
Tabulka 3: Substituce struktury jednotlivych prenylflavonoidii..........ccccvvereiiicnennnne 16

44



Samostatné prilohy
Priloha . Zavislost antioxidacni aktivity na obsahu celkovych fenolickych ldatek (TPC)

330 - ‘ .
Premiant
310 A

290 +

.ot
eet®
ee”
.

2‘7()
:255()
EZ ()

TAA (AAE mg/qg)

190 7 ‘vital’
170 A

150 T T T T T 1
29,00 31,00 33,00 35,00 37,00 39,00 41,00

TPC (GAE mg/g)

Priloha l. Zavislost antioxidacni aktivity na obsahu flavonoidii (TFC)

350,00 -
‘Premiant”

300,00 A

"Agnus’ ’
oot "Harmonie’
250,00 A ‘Sladek’

Vital” .
200,00 1

TAA (AAE mg/g)

150,00 A ot
‘Kazbek”

100,00 T T T )
30,00 80,00 130,00 180,00 230,00

TFC (QE mg/g)






