potravinarstvo

Potravinarstvo, vol. 7, 2013, no. 1, p. 53-57

doi:10.5219/270

Received: 21 February 2013. Accepted: 22 February 2013.
Available online: 28 February 2013 at www.potravinarstvo.com
© 2013 Potravinarstvo. All rights reserved.

ISSN 1337-0960 (online)

@ potravindrstvo

HOP PELLETS AS AN INTERESTING SOURCE OF ANTIOXIDANT
ACTIVE COMPOUNDS

Andrea Holubkovad, Silvia MoSovskd, Barbora Baloghovd, Ernest Sturdik

ABSTRACT

Hop is a plant used by humankind for thousands of years. This plant is one of the main and indispensable raw materials for
the beer production. It is used for various dishes preparation in the cuisine. Hop is also used to inhibit bacterial
contamination. The hop extracts are used for its sedative, antiseptic and antioxidant properties in medicine, as a part of
many phytopharmaceuticals. The present paper have focused on the extraction of polyphenolic compounds from 4 samples
of hop pellets varieties of Aurora, Saaz, Lublin and Saphir, on the analyzing of bioactive substances (polyphenolics and
flavonoids) in prepared extracts and on the determination of antioxidant activity. The highest content of polyphenolic
substances was determined in the sample Lublin (153.06 mg gallic acid (GAE)/g) and Saaz (151.87 mg GAE/g). The
amount of flavonoids in the samples was descending order Saaz > Saphir > Aurora > Lublin. Hops, as plant, is known by
high content of antioxidant active substances. Antioxidant activity was determined using three independent
spectrofotometric methods, radical scavenging assays using 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS)
and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical and ferric reducing antioxidant power (FRAP). The sample Aurora
showed the highest ability to scavenge of ABTS radical cation. Antioxidant activity continued to decline in a row
Saphir> Lublin> Saaz. The same trend was also observed by using the FRAP assay. The most effective DPPH radical
scavengering activity had the sample Saaz a Saphir (p>0.05).
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UvoD

Za pdvodcu mnohych civilizacno-degenerativnych
ochoreni ako je napr. rakovina, ateroskleroza, atero-
a cerebrovaskularne ochorenia, diabetes, reumatoidna
artritida, neurodegenerativne ochorenia a dalSie sa
povazuje oxidaény stres (Fang et al., 2002; PSenakova et

prirodzenymi ochrannymi antioxida¢nymi mechanikami je
zhrnuty v Tab. 1. Z chemického hl'adiska sa za antioxidant
moze povazovat’ kazda latka, ktord zabrani oxidacii inej
zli¢eniny reaktivnym metabolitom (oxidantom) tym, Ze sa
sama prednostne oxiduje. Chrani organizmus pred
ucinkom vol'nych radikalov (Gulcin a Hujut, 2010).

al.,, 2010).

Z biologického hl'adiska je antioxidant taka zlicenina,
Pod pojmom oxida¢ny stres sa rozumie poruSenie ktora vmalej koncentracii v reakcii s reaktivnym
rovnovahy oxidant-antioxidant, ktoré je spOsobené metabolitom tvori relativne stabilné a netoxické produkty.

relativnym alebo absolutnym nedostatkom antioxidantov
v organizme a nadbytkom volnych radikalov (Avignon et
al., 2012). Oxidaény stres spdsobuje chronické poskodenie
buniek, fyziologické disfunkcie a patologické zmeny, ktoré
v organizme mozu vyustit do vysSie spominanych
ochoreni a v najhorSom pripade vedu az k smrti. Oxidacny
stres spdsobuje oxidaéné zmeny v molekulach DNA,
bielkovin, proteinov a sacharidov (Avignon et. al., 2012;
Slavin, 2000).

V stvislosti s oxidaénym stresom je potrebné
zadefinovat’ taktiez pojem antioxidant a volny radikal.
Volné radikaly, oznaCované aj ako reaktivne formy
kyslika (ROS), st definované ako molekuly, ktoré maju vo
svojej valencnej vrstve nespareny elektron, preto st vel'mi
reaktivne a kratkozijice intermediaty. Posobia ako
iniciatory oxidaénych retazovych reakcii (Palmieri a
Sblendorio, 2007). Prehl'ad jednotlivych ROS spolu s ich

Tym zabrani oxidacii cielovej molekuly. Produkt reakcie
oxidanta a antioxidanta by nemal spustat dalSie
radikalové reakcie, pri ktorych by sa tvorili nové vol'né
radikaly a oxidované substraity (Mohammad et al., 2009;
Duradkova, 1998).

V stcasnosti sa pozornost’ upriamuje najmé na prirodné
antioxidanty ktoré sa do l'udského organizmu dostavaji
prostrednictvom potravy, konkrétne ovocia, zeleniny,
Cajov pripadne roznym rastlinnych extraktov (Holst a
Williamson, 2008). Do tejto skupiny patria kyselina
askorbova, tokoferoly, karotenoidy a Siroké spekrum
fytochemikalii, ako su polyfenolové latky (flavonoidy
a fenolové kyseliny) (Avignon el al., 2012).

Chmel' (Humulus Ilupulus) je vyznamnym prirodnym
zdrojom antioxidantov. Je to dvojdoma rastlina (Obr. 1).
Botanicky sa zarad’'uje do ¢el'ade konopovitych.
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Tabulka 1 Prehlad reaktivnych kyslikovych foriem a ich
prirodzenych antioxidantov (Houston, 2005)

Reaktivne Antioxida¢ny
formy ochranny mechanizmus
kyslika (ROS)
Volné radikaly: | Enzymatické antioxidanty
(O7% SOD-superoxiddismutaza
OH. SOD
ROO. 2 0,7 +2H - Hy,05+ O,
RO. KAT-katalaza
RS. KAT
NO. 2 H202—> 02+ Hzo
NO.,. GTP-glutation peroxidaza
ONOO GTP
CCL, 2GSHH,0,—GSSG+ H,0
GSSG+NADPH+
H'—2GSH+ NADP"
GR
GR-glutation reduktaza
Neradikdlové Neenzymové antioxidanty
ROS:
H,0, Vitamin A
HOCI Vitamin C
ONOO Vitamin E
'0, B-karotén, koenzym Q, flavonoidy

Obrazok 1 Chmel otacavy (Humulus lupulus)

Biologicky aktivne zliceniny chmelu vykazuju Siroka
Skalu pozitivnych ucinkov, ku ktorym mozno zaradit:
antimutagénne, antikarcinogénne, antimikrobialne,
protizapalové a antitrombotické vlastnosti. Maji taktiez

schopnost’ pozitivnej regulacie krvného tlaku a hladiny
glukozy v krvi (PSenakova 2010; Piendl a Biendl, 2000).

Na potravinarske, resp. pivovarnicke ucely sa pouzivaju
iba samicie rastliny, priCom sa vyuzivaji chmelové
hlavky. Jednotlivé odrody chmel'u sa lisia kvalitativnymi
vlastnostami. NajdolezitejSimi zlozkami chmelu su
chmelové Zivice, polyfenolové latky a silice (Tab. 2), ktoré
su rozhodujice pre kvalitu chmelu ajeho dalSie
technologické spracovanie. Vsetky odrody s vSak zname
z hladiska vysokého obsahu chmelovych zivic, z ktorych
vyznamné si predovsetkym o- a B-horké kyseliny. o-horké
kyseliny sa skladaju z troch hlavnych zloziek — humulonu,
adhumulonu a kohumulonu. Analégmi B-horkych kyselin
st lupulon, adlupulon akolupulon. V jednolivych
odrodach je podiel a- aB-horkych kyselin rézny asu
znacéné aj rozdiely v obsahu a zlozeni silic a polyfenolov
(Zanoli a Zavatti, 2008).

Tabulka 2 Priemerné chemické zloZenie suSenych
chmelovych hlavok (Kosaf a Prochazka, 2000)

Latka Obsah (%)
Voda 8-12
Celkové zivice 15-20
Polyfenolové latky 2-6
Silice 0,2-2,5
Lipidy a vosky 1-3
Dusikaté latky 12-15
Sacharidové latky 40-50
Minerélne latky 6-8

Chmelove silice sii zmesou organickych latok prevazne
terpenického charakteru. RozliSuje sa uhlovodikova
frakcia prevazujica v cerstvom chmeli, kyslikova frakcia
vznikajuca pocas zrenia, spracovania a skladovania
chmelu afrakcia sirnych zlu€enin pritomna len
v nepatrnom mnozstve. V uhlovodikovej frakcii prevazuji
terpenické uhlovodiky myrcen, humulen, karyofylen
aniektorych odrod aj farnasen. Prchavé zlozky
uhlovodikovej frakcie silic su povodcom chmel'ovej ardmy
(Kosar a Prochazka, 2000).

Polyfenolové latky chmelu zahfiaji bohatd zmes
s prevaznym  podielom flavonovych glykozidov
(kempferol, kvercetin, rutin), antokyanogénov, katechinov
avolnych fenolovych kyselin. Zo skupiny fenolovych
kyselin chmel' obsahuje najmd derivaty kyseliny
hydroxybenzoovej, prevazne kyselinu kavovi, ferulovu,
kumarov, skoricovi, vanilovi, chlorogenovu a gentisovu.
Tieto prispievaju ku tvorbe farby piva (Gerhiuser, 2005).

Chmel je vel'mi vyznamnym zdrojom prenylflavonoidov.
Xantohumol je S$trukturdlne jednoduchy prenylovany
chalkon, ktory sa vyskytuje iba vrastline chmelu.
Na xantohumol aaj dalSie prenylované flavonoidy sa
upriamuje pozornost’ v oblasti mediciny a zdravotnictva
(Stevens a Page, 2004). Vysledky mnohych in vitro stadii
poukazuju na vyznamné biologické ucinky tychto latok:
inhibiciu rastu karcinogénnych buniek prsnika, inhibiciu

cytochromom P450 sprostredkovane;j aktivacie
prokarcinogénov, indukciu  ¢innosti  karcinogénne-
detoxifikatnych enzymov, antimikrobidlnu aktivitu.

Dal$im vyznamnym prenylflavonoidom vyskytujiicim sa
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v chmeli je 8-prenylnaringenin, ktory predstavuje doposial
najsilnejsi izolovany fytoestrogén (He et al., 2005).

Chmel sa  kvoli  predizeniu  azjednoduseniu
skladovatelnosti  upravuje  réznymi  mechanickymi
postupmi. Najrozsirenej$imi produktmi tejto skupiny st
granulované pripravky vyrobené zo suseného hlavkového
chmelu tzv. chmelové pelety. Chmelové pelety typu
90 a 45 predstavuju najvacsi podiel chmel'ovych vyrobkov.
Chmelové pelety tohto typu sa vyrabaji z predsuseného
rozomletého hlavkového chmelu tlakovou granulaciou pri
zvysenej teplote. Typ 45 znamena Zze zo 100 kg chmel'u sa
vyrobi 45 kg granuli. Dalej si zname aj chmelové
produkty vyrobené inymi fyzikalnymi upravami. Do tejto
skupiny sa zarad’uju etanolové extrakty, CO, extrakty,
preparaty z chmelovych silic. Existuje aj 3. skupina, a to
produkty zchmelu vyrobené chemickymi upravami —
izoextrakty, izopelety a redukované izo-a-horké kyseliny
(Prugar, 2008).

MATERIAL A METODY

Na analyzy boli pouzité extrakty z granulovanych
chmel'ov vo forme chmel'ovych peliet Typ 45 odréd (rok
zberu chmelu 2010) Aurora, Saaz, Lublin a Saphir.
Vzorky chmelovych peliet boli ziskané z vyznamného
slovenského pivovaru.

Priprava extraktov z chmelovych peliet

Prvym dolezitym krokom pri priprave extraktov bolo
odstranenie éterického podielu z chmelovych peliet. Ku
150 g peliet sme pridali 11 destilovanej vody a obsah
banky sme destilovali s vodnou parou. Vydestilovali sme
500 ml destilatu, ktory sme nasledne vysolili s NaCl
a kontinualne extrahovali n-hexdnom. Po extrakcii sme
organicku fazu zahustili na rotacnej vakuovej odparke
a uskladnili v chladnicke.

Zvysok po destilacii chmel'ovych peliet s vodnou parou
sme spracovavali dalej. Ku 100 g zelenej hmoty
(destilaéného zvysku) sme pridali 400 ml 80 %-tného
acetonu a extrahovali pod refluxom v dvoch stupioch.
Obidva stupne extrakcie sme nasledne zahustili na rotacnej
vakuovej odparke. Na odstranenie zvySkového podielu
éterického oleja zextraktu sa tento v dalSom stupni
destiloval svodnou parou. Destilaény zvySok sme
kontinudlne preextrahovali etylacetatom a vodnll fazu sme
zahustili do sucha. Poslednym krokom bola krystalizacia
z metanolu. Pre nasledujiice analyzy boli krystalické
produkty rozpustené vo vode.

Stanovenie mnozstva celkovych fenolov

Bolo uskutocnené spektrofotometrickou  metédou
pomocou Folin—Ciocalteuovho ¢inidla (Yu a Haley, 2004).
K 0,1 ml extraktu sme napipetovali 0,5 ml Folin—
Ciocalteuovho ¢inidla. Po troch minutach bolo pridanych
1,5ml 20 %-ného uhli¢itanu sodného aroztok bol doplneny
destilovanou vodou na 10 ml. Presne po 2 hodinach sme
zmerali absorbanciu pri 765 nm. Vysledok bol vyjadreny v mg
kyseliny galovej (GAE)/g vzorky.

Stanovenie flavonoidov
Mnozstvo flavonoidov bolo stanovené podl'a prace Kreft
et al. (2002) metodou vyuzivajucou AlCl;. K 0,5 ml

extraktu sme napipetovali 1,5 ml vody a 0,2 ml 5 %-tného
roztoku AICl;. Presne po 30 min bola zmerana absorbancia
pri 420 nm. Mnozstvo flavonoidov sme vyjadrili ako
mg rutinu/g vzorky.

Meranie antioxidacnej aktivity DPPH testom

Pri realizacii DPPH testu sme postupovali podla Yen
a Chen (1995) s miernou modifikdciou. Na stanovenie
bolo napipetovanych 0,25 ml extraktu, 1,5 ml vody
a 0,5 ml DPPH radikalu a po 10 minutach sme zmerali
absorbanciu pri 517 nm. Vysledna antioxida¢na aktivita
bola vyjadrend hodnotou IC 50 (mg/ml), ¢o je
koncentracia spdsobujuca 50 %-tni inhibiciu radikélov
pritomnych v reakénej zmesi.

Meranie antioxidacnej aktivity ABTS testom

Antioxida¢na aktivita stanovend ABTS testom bola
realizovana podl'a Re et al. (1999). K 2 ml ABTS" sme
pridali 0,05 ml extraktu a merali celé spektra v rozsahu od
400 do 1100 nm v priebehu 10 minat v minatovych
intervaloch. Pre vypocet poklesu absorbancie sme vybrali
hodnotu absorbancie v desiatej minate (730 nm). Vysledok
bol vyjadreny ako v pripade DPPH testu hodnotou IC 50.

Meranie antioxidacnej aktivity FRAP testom

Pri merani antioxida¢nej aktivity touto metdédou sme
postupovali podla prace Niemeyer a Metzler (2003).
K 0,06 ml vzorky bolo pridanych 0,18 ml vody a 1,8 ml
FRAP reagentu. Po 30 minatach sme zmerali absorbanciu
pri 595 nm. Antioxidacna aktivita bola vyjadrena ako
v predchadzajtcich dvoch pripadoch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Polyfenoly st vyznamnou skupinou biologicky aktivnych
latok rastlinného materidlu. Preukazujii antioxidacné,
antimutagénne, antivirové a protizapalové vlastnosti
(Vollmannova et al., 2006). Dalej sa vyznaduju Sirokou
Skalou zdraviu prospesnych vlastnosti. V poslednych
rokoch sa upriamuje pozornost na ich protektivne t€inky
vramci kardiovaskularnych ochoreni, niektorych typov
rakoviny, stimulacie imunitného systému, modulacie
detoxifikatnych  enzymov, zmien v metabolizme
cholesterolu a steroinych hormoénov, znizovania krvného
tlaku a zlepSovania endotelidlnych vaskularnych funkcii
(Robles-Sardin et al., 2011).

Mnozstvo celkovych fenolov v nami sledovanych
extraktoch ziskanych z chmelovych peliet bolo stanovené
spektrofotometrickou metodou pomocou
Folin-Ciocalteuovho ¢inidla. Vysledok bol prepocitany na
Standard — kyselinu galovi a vztiahnuty na g suchej
vzorky. Najvyssi obsah fenolov (Obr. 2) bol stanoveny
vo vzorke Lublin, v mnozstve 153,06 mg GAE/g, a Saaz
151,87 mg GAE/g (P > 0,05). Dalej klesal obsah
celkovych fenolov v poradi Saphir > Aurora.

Jednou z hlavnych skupin polyfenolickych latok st
flavonoidy, ktoré sme stanovili metodou s AlICl;, Vysledok
bol vztiahnuty na Standard — rutin a prepocCitany na g
suchej vzorky. Ich mnozstvo klesalo vrade Saaz
(17,46 mg rutinu/g) > Saphir (16,58 mg rutinu/g) > Aurora
(15,41 mg rutinu/g) ~ Lublin (15,13 mg rutinu/g).
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Porovnanie mnozstva flavonoidov v jednotlivych vzorkach
je znazornené na Obr.3.
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H celkové fenoly (mg GAE/g extraktu)

Obrazok 2 Porovnanie celkového obsahu fenolov vo
vzorkach Styroch typov chmel'ovych peliet
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Obrazok 3 Porovnanie celkového obsahu flavonoidov
vo vzorkach chmelovych peliet

Antioxidacné vlastnosti jednotlivych extraktov sme
sledovali troma nezavislymi spektrofotometrickymi
metodami, ABTS, DPPH a FRAP testom.

ABTS (ABTS - 2,2-azinobis-3-etylénbenzotiazolin-6-
sulfénova kyselina) test je spektrofotometrickd metdda,
ktora je zalozena na reakcii ABTS" s antioxidantami
nachadzajiicimi sa vo vzorke. Antioxidacnt aktivitu sme
sledovali ako pokles absorbancie reakénej zmesi pri
730 nm. Zmenu  absorbancie  ziskani  zrozdielu
absorbancii pre ABTS" bez as pridavkom antioxidantu
sme prepo¢itali na hodnotu IC 50 v mg.ml”. Najvyssiu
schopnost’ zh4sat ABTS" preukazala vzorka Aurora,
pricom antioxidacna aktivita d’alej klesala v poradi Saphir
> Lublin > Saaz . Vysledky merania antioxida¢nej aktivity
st sumarizované v Tab.3.

Tabul’ka 3 Antioxidaéna aktivita sledovanych extraktov
stanovena troma nezavislymi spektofotometrickymi
metodami  (ABTS, DPPH aFRAP test) vyjadrena
hodnotami IC 50

Dal'sou spektrofotometrickou metédou pouzitou na
stanovenie antioxidac¢nej aktivity bol FRAP test, ktory je
zalozeny na principe redoxnej reakcie a spociva
v schopnosti antioxidantov redukovat’ Fe’*
(TPZ-Fe’*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)  na  Fe*'
(TPZ-Fe*"-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Niemeyer
a Metzler, 2003). Namerané vysledky ukazali rovnaky
trend ako bol pozorovany pri ABTS metode.

DPPH test je spektrofotometrickd metoda zalozena na
schopnosti vol'ného radikalu 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu
(DPPH) reagovat s antioxidantami, ktoré st donormi
vodika. Pri reakcii radikalu s antioxidantom dochadza
k redukcii radikalu na DPPH-H, ¢o je sprevadzané
odfarbenim reakcénej zmesi ateda znizenim absorbancie
(Yen a Chen, 1995). Pokles hodnoty absorbancie sme
merali po desiatich minttach v dvoch paralelnych
meraniach a vysledok bol vyjadreny hodnotami IC 50.
Najucinnejsimi vzorkami boli extrakty Saaz a Saphir,
medzi ktorymi nebol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel
(P > 0,05). Antioxida¢ny potencial d’alej klesal v poradi
Aurora > Lublin.

ZAVER

Z pohladu technologicky vyznamnych latok chmel
obsahuje  chmelové  zivice, silice a polyfenoly.
V poslednych rokoch na chmel’ upriamuje pozornost aj
farmaceuticky priemysel. Dovodom je vysoky obsah
bioaktivnych latok, ktoré sa vyznacuji protizapalovymi,
antibakterialnymi, chemoprotektivnymi ucinkami
a d’al$imi pozitivnymi vlastnostami. Jedna sa najmi
o prenylflavonoidy, xantohumol ale aj a-horké kyseliny.
Vdaka tymto latkam je chmel sucastou mnohych
fytofarmakologickych pripravkov.

Taktiez naSe analyzy poukazali na znacny obsah
polyfenolovych latok, flavonoidov v extraktoch ziskanych
z chmelovych peliet aich antioxidacny potencial.
Vysledky naznacili, ze chmelové pelety by mohli byt
zaujimavym potenciadlnym zdrojom zlucenin s biologickou
aktivitou. AvSak je potreba d’al'Sieho testovania, ¢o bude
predmetom nasledujicej prace.
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