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V analizi smo uporabili posuSene liste in storzke hmelja kultivarjev 'Aurora’
(Aurora) in 'Hallertauer Magnum' (H. Magnum) (letnik 2009) iz Slovenije, Avstrije,
Nemc¢ije in Ceske. Nameravali smo doloéiti vsebnost in profil fenolnih spojin, alfa-
in beta-kislin, ksantohumola in antioksidativne ucinkovitosti etanolnih ekstraktov
obeh kultivarjev z razliénih geografskih podrocij. Dolocili smo skupne fenolne
spojine po Folin-Ciocalteujevi metodi in rezultate podali z ekvivalenti klorogenske
kisline. V sploSnem so imeli etanolni ekstrakti iz storzkov od 3- do 8-krat vecjo
koncentracijo fenolnih spojin kot listi. Kultivar H. Magnum je imel ve¢ fenolnih
spojin kot kultivar Aurora. Antioksidativne lastnosti v etanolnih ekstraktih smo
dolocili z metodo DPPH in z analizo sposobnosti redukcije. Pokazali smo, da z
DPPH testom in analizo sposobnosti redukcije, ki se sicer obe uporabljata za
doloCanje antioksidativnih ucinkovitosti, pri enakih vzorcih dobimo razli¢ne
rezultate. Alfa- in beta-kisline, ksantohumol in profil fenolnih spojin smo dolocili s
tekocCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti. Kultivar H. Magnum je vseboval vec
alfa- in beta-kislin in manj ksantohumola v primerjavi s kultivarjem Aurora. Pri
primerjavi HPLC kromatogramov fenolnih spojin listov in storzkov hmelja smo
opazili prisotnost nekaterih vrhov, ki so bili specifi¢ni samo za etanolne ekstrakte
listov oziroma samo za ekstrakte storzkov.
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Air dried hop leaves and cones of two cultivars: 'Aurora' (Aurora) and 'Hallertauer
Magnum' (H. Magnum) of the year 2009 from Slovenia, Austria, Germany and
Czech Republic were used for the analysis. The goal was to determine content and
profile of phenolic compounds in ethanol extracts, alfa- and beta-acids, xantohumol
and antioxidative characteristics of the leaves and the cones of both cultivars and
different geographical regions. Folin-Ciocalteu method was used to determine total
phenolic compounds and the results were expressed in chlorogenic acid
equivalents. In general, the cones contained 3- to 8-fold more phenolic compounds
that the leaves. The cultivar H. Magnum had more phenolic compounds than
Aurora. Antioxidative properties of ethanol extracts were assessed by performing
DPPH test and ferric reducing / antioxidative power activity assay. Although both
assays are used for determining antioxidative properties, it was shown that for the
same sample these two assays provided different results. Alpha- and beta-acids,
xantohumol and fractions of phenolic compounds were analyzed by high
performance liquid chromatography. The cultivar H. Magnum contained more alfa-
and beta-acids and less xantohumol than the cultivar Aurora. From the HPLC
chromatograms of phenolic compounds specific peaks were noticed in the ethanol
extracts of the hop leaves only or in the hop cones only.
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1UVOD

Hmelj je rastlina, ki jo najprej poveZemo z varjenjem piva. Prakti¢no je tudi vsa svetovna
pridelava hmelja namenjena pivovarski industriji. Glavne komponente, ki definirajo hmelj
kot dodatek pivu so alfa-kisline, fenolne spojine ter etericna olja (Bernotiene in sod.,
2004).

Predvsem v zadnjem desetletju ali dveh pa hmelj budi pozornost raziskovalcev s podroc¢ja
farmacije in tudi zivilske industrije, ki iSCeta nove niSe uporabe hmelja in njegovih
komponent bolj v prehranskih dopolnilih. V farmaciji se hmelj uporablja predvsem kot
pomirjevalo in Sele v zadnjem Casu se je usmerilo veliko raziskav tudi v iskanje drugih
zdravilnih lastnosti. Ekstraktom hmelja so tako in vitro dolocili dobre antikancerogene,
protivnetne in antioksidativne lastnosti (Krofta in sod., 2008). Za preniliran flavanoid 8,
toCneje, 8-prenilnaringenin, pa so ugotovili tudi sposobnost vezave na estrogenske
receptorje in posledi¢no estrogensko aktivnost, kar naj bi izkoristili pri Zenskah v
menopavzi, ko se pojavi pomanjkanje endogenega estrogena (Zanoli in Zavatti, 2008).

Rastline vsebujejo fenolne spojine, ki so kemijsko zelo raznolike. Fenolne spojine
sintetizirajo vse rastline, vendar sta sestava in koli¢ina specificni za vsako posamezno
vrsto. Profil fenolnih spojin, kot pravzaprav vseh sekundarnih metabolitov, pa se tudi
spreminja glede na vegetacijsko obdobje rastline in zunanje, pedoklimatske pogoje rasti.

Fenolne spojine so znani naravni antioksidanti in so kot taki zanimivi tako za raziskovalce
kot industrijo. Ceprav nacin absorpcije fenolnih spojin iz prebavnega trakta, njihov prenos
po telesu in metabolizem Se niso povsem raziskani, je dokazana pozitivna korelacija med
uzivanjem hrane bogate s fenolnimi snovmi in zdravjem, Se posebno pri rakavih obolenjih,
katerih nastanek povezujejo z radikali in ne reguliranim oksidativnim stresom (Pace
Pereira Lima in sod., 2014).

1.1 NAMEN NALOGE

Namen diplomskega dela je bil v ekstraktih iz listov in storzkov hmelja sort Aurora in
Hallertauer Magnum (H. Magnum) iz §tirih drzav (Slovenije, Avstrije, Nemd&ije in Ceske)
dolociti vsebnost fenolnih spojin in primerjati fenolni profil pridobljenih ekstraktov ter
njihovo antioksidativno ucinkovitost.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e (Glede na razli¢ne bioloske funkcije pricakujemo pomembnejso razliko v vsebnosti
in profilu fenolnih spojin v ekstraktih iz listov in storzkov rastline hmelj.

e Vsebnost fenolnih spojin, alfa- in beta-kislin bo odvisna od kultivarja in
agrotehniSkih pogojev rastisca rastline.

e Antioksidativne lastnosti vzorcev bodo odvisne od vsebnosti in profila fenolnih
spojin.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 OPIS RASTLINE HMELJ

2.1.1 Botanika

Hmelj — Humulus lupulus uvr§¢amo v red kopriv Urticales in druzino konopljevk
Cannabaceae (Oset in sod., 2009). V casu evolucije sta se razvili dve vrsti: Humulus
lupulus L. (navaden, veCletni hmelj) in Humulus japonicus Sieb. et Zucc. (japonski,
enoletni hmelj), ki sta danes citogenetsko stabilni, vsaka s svojim osnovnim Stevilom
kromosomov (Majer, 2000).

Vrsta Humulus lupulus L. je trajna dvodomna rastlina, ovijalka in predstavlja izvorno divji
hmelj Evrope in Zahodne Azije. V okviru te vrste se je razvilo ve¢ podvrst (subspecies), ki
se razlikujejo morfolosko in citolosko ter uspevajo v razli¢nih predelih:

o evropski hmelj (Humulus lupulus L. ssp. europaeus)

e novomehiski hmelj (Humulus lupulus L. ssp. neomexicanus)

e hmelj z listjem srcaste oblike (Humulus lupulus ssp. cordifolius)

Kljub temu, da je hmelj dvodomna rastlinska vrsta, se ob¢asno pojavljajo tudi enodomne
rastline (interseksi) ali celo dvospolni cvetovi (Majer, 2000). Hmelj ima diploidno
somatsko Stevilo kromosomov enako 2n = 20. Razen diploidov poznamo tudi triploide (3n
= 30; npr. sorta Celeia) in tetraploide, ki so pri hmelju manj zanimivi (Oset in sod., 2009).
Za pridelovanje je primerna le vrsta Humulus lupulus L., ki je trajnica. Trajnost gojenega
hmelja 10 in vec let je omogocena z vsakoletno rezjo (Pavlovi¢ in sod., 2010).

Komercialno vrednost imajo samo zenske rastline, medtem ko se moske rastline
uporabljajo le za zlahtnenje. Zaradi heterozigotne narave hmelja, kot posledice
dvodomnosti, ga v pridelovanju razmnozujejo izkljucno vegetativno, kar omogoca
vzdrzevanje homogenetske populacije (Majer, 2000). Gospodarsko pomembne so tudi
triploidne Zenske rastline, za katere je pogosto znacilna zelo bujna rast in sterilnost cvetov
(Oset in sod., 2009).

2.1.2 Klimatske zahteve za rast

Hmelj potrebuje za svojo optimalno rast skozi celotno sezono 1700 °C efektivne
temperature (vsota vseh razlik med povpre¢no dnevno temperaturo (nad 5 °C) in
temperaturo praga ki je 5 °C), direktno svetlobo ter dolg dan, tj. vsaj 15 ur. Zahteva veliko
vlage in v obdobju rasti potrebuje 500 do 600 mm ¢imbolj ustrezno razporejenih padavin.
Kot posledica dolzine dneva in sezone, je pridelovanje hmelja omejeno na 35° - 55°
geografske dolzine (Pavlovi¢ in sod., 2010)



Hercezi M. Antioksidativna uéinkovitost ekstraktov hmelja razli¢nega geografskega porekla in kultivarjev. 3
Dipl. delo. Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

2.1.3 Morfologija hmelja

2.1.3.1 Steblo

Steblo je tanko, v zacetku zeljasto kasneje pa oleseni oziroma pol oleseni. V visSino lahko
zraste od 8 do 15 metrov, odvisno od opore. Steblo ima obliko lijane in zelo hitro raste (15
- 20 cm v 24 urah), pri visSini 50 cm pa se ze zacne s kroznimi gibi ovijati in vzpenjati po
opori. V preseku je steblo Sesterokotno, po povrsSini rebrasto in obraslo z navadnimi in
kljukastimi dlacicami, ki mu pomagajo, da se pripenja na oporo. Steblo je razdeljeno na
¢lenke (noduse) in internodije, tako da se na vsakem c¢lenku razvije par nasprotno
postavljenih listov (KiSgeci, 2002).

2.1.3.2 Listi

Listi hmelja so postavljeni pravokotno na ¢lenke stebla, po obodu so nazobcani in dlakavi
po povrsini (Slika 1). Oblika lista je razli¢na (heterofilija) in je odvisna od polozaja na
steblu. Naceloma dominirajo listi s 5 do 7 reznji, med tem ko se nizje na rastlini formirajo
listi z 3 do 5 reznji ali listi z obliko srca. Smatra se, da hmelj obi¢ajno razvije okoli 600
listov po rastlini. Skupna povr§ina listov ene rastline je tako ve&ja od 5 m* oziroma je
povrina povprednega lista od 80 do 90 cm? (Kisgeci, 2002).

Slika 1: Oblike listov hmelja: 1 - rahlo deljeni, 2 - trikrpati, 3 - petkrpati (Rode in sod., 2002)

Na spodnji in zgornji strani lista so fine, mehke dlacice. Krozne rumene zlezne dlacice pa
so na spodnji strani tako zenskih kot moskih listov, nekoliko manj pogosto pa se pojavljajo
na stranskih in mladih listih. Relativno Stevilo teh zlez je odvisno od sorte (Katsiotis in
sod., 1990).

2.1.3.3 Generativni organi

Moska in zenska rastlina sta morfolosko podobni, razlikujeta se le v socvetju. Mosko
socvetje je latasto (Slika 2), zensko socvetje (Slika 3) pa je navidezni klas ali storzek. Na
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eni rastlini se lahko razvije od 1.500 do 5.000 socvetij in vsako od njih lahko vsebuje od 40
do 60 cvetov. Cvetenje Zenskih cvetov traja od 7 do 25, oziroma v povpre¢ju od 10 do 12
dni. Velikost in oblika storzkov je odvisna od sorte in od nacina pridelave. Oplojeni storzki
so vecji in bolj grobo grajeni. Ta karakteristika se Se posebej ceni v Angliji in ZDA. Z
raznimi Studijami je bila ugotovljena pozitivna korelacija med velikostjo storzkov in kotom
opore, po kateri raste hmelj. Tako so za sorto Backa pokazali, da znaSa suha masa storzka,
ki je rasel na pravokotni opori, 0,14 g, medtem ko je suha masa storzka, ki je rasel na opori
pod kotom 47° kar 0,2 g (Kisgeci, 2002).

2

Slika 3: Zensko socvetje: 1 - zunanji videz socvetja, 2 in 3 — par Zenskih cvetov na prilistu (Rode in sod.,
2002)

Spomladi socvetje Zenskih rastlin formira storzke, ki jih sestavljajo krovne luske in pod
njimi plodne luske s Stevilnimi lupulinskimi zlezami, v katerih se izlo¢a rumen smolni prah
t.i. lupulin (Van Cleemput in sod., 2009).
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2.1.3.4 Podzemni deli

Podzemni deli pri zreli hmeljni rastlini so sestavljeni tako iz koreninskega tkiva, kot tkiva
stebla, in oba skupaj tvorita tako imenovano koreniko ali Stor, ki je trajni, vecletni del
rastline (Slika 4). Poleg sklopa glavnih korenin, ki sluzijo pritrditvi rastline in shranjevanju
zalog, se iz teh razrascajo Se vlaknaste korenine, ki sluzijo privzemu hranil iz okolice. Na
spodnjem odebeljenem delu enoletnega stebla (trte), ki je Se v zemlji pa se razvijejo t.i.
nadomestne korenine, ki se razpredajo tik pod povrSino tal. Novi nadzemni deli se
razvijejo iz brstiCev na razvejanem stebelnem tkivu, ki lezi tik pod povrSino. Na koreniki
pa so tudi poganjki (t.i. »tekaci«), ki ne rastejo navzgor pac pa vodoravno tik pod povrsino
in pozenejo kot samostojna rastlina na dolo¢eni oddaljenosti od mati¢ne rastline (Rode in
sod., 2002).

==
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Slika 4: Podzemni deli hmeljne rastline: 1— stebelno tkivo s speéii oCesci, 2 - adventivne korenine, 3 -
stranski poganjki (tekaci), 4 - koreninsko tkivo, 5 - glavne korenine, 6 - odebeljena glavna korenina z zalozno
funkcijo (Rode in sod., 2002)

2.2 KULTIVAR AURORA

Aurora je aromati¢na sorta, pozlahtnjena na InStitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo
Slovenije (IHPS), in je potomka angleSke sorte Northern Brewer ter slovenske dednine.
Prepoznavna je po prijetni hmeljni aromi in grencici, ki se odrazata v zelo dobri pivovarski
vrednosti (Katalog ..., 2016). Rastline imajo obliko srednje Sirokega valja, 60 mm dolge
zalistnike, ki odganjajo tudi na spodnjem delu trte. Storzki so povprecju dolgi 25 mm in
gosto ra$éeni. 100 suhih storzkov tehta povpreéno 15 g (Sustar-Vozli¢ in sod., 2002).
Vsebuje 7,2 do 12,6 % alfa-kislin in 0,9 do 1,6 mL/100 g hmelja eteri¢nih olj. Optimalna
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zrelost (tehnoloska) za sorto Aurora je od 25. avgusta do 10. septembra. V tem casu
vsebuje najvec alfa-kislin in ima dobro sestavo eteri¢nih olj in so storzki kompaktni, ne ve¢
zeleni a tudi Se nimajo odprtih listi¢ev, da bi pri obiranju izpadal lupulin in bi bile s tem
izgube. Aurora obdrzi primerno zrelost najdlje med vsemi sortami v Sloveniji (Katalog ...,
2016).

2.3 KULTIVAR H. MAGNUM

Sorto H. Magum so leta 1983 vzgojili v mestu Hiill v nemSkem inStitutu za hmeljarstvo in
sicer je H. Magnum krizanec ameriske sorte Galena in moske rastline 75/5/3. Med sortami
hmelja ima ene vecjih storzkov in sicer merijo v dolzino do 35 mm, v povprecju tehta 100
suhih storzkov 37 g. Razmerje med alfa- in beta-kislinami je 2,8. Razmerje med eteri¢nimi
in alfa-kislinami pa je 0,15 (Sustar-Vozli¢ in sod., 2002). Kultivar spada z vsebnostjo alfa-
kislin od 10,9 do 15,2 % in od 1,8 do 3,8 % eteri¢nih olj v suhi snovi za eno bolj bogatih z
grenc¢inami. Tehnolosko zrelost dosega v Sloveniji med 1. in 5. septembrom in velja za
srednjo pozno sorto (Oset in sod., 2009).

2.4 TEHNOLOSKA ZRELOST

Fiziolosko je plod zrel, ko je sposoben kalitve, tehnolosko zrelost pa doloci ¢lovek glede
na Zeljene parametre (skladiSCenje, predelava). V ¢asu tehnoloske zrelosti dosezejo hmeljni
storzki vsebnost gren¢i¢nih (alfa-kisline) in aromati¢nih sestavin (eteri¢na olja) za sorto
znacilne vrednosti. Sorte hmelja delimo glede na pricetek tehnoloske zrelosti na zgodnje,
srednje in pozne sorte. TehnoloSka zrelost je primarno odvisna od sorte, nanjo pa vplivajo
Se vremenski in agrotehniski pogoji v rastni dobi (Oset in sod., 2009). S spremljanjem
dinamike parametrov tehnoloske zrelosti (dolzina storzkov, vsebnost vlage v storzkih,
masa suhih storzkov in vsebnost alfa-kislin) na ve¢ pedolosko razli¢nih lokacijah v
casovnem intervalu od 3 do 4 dni se lahko zelo zanesljivo napove ¢as, ko je dolocena sorta
dejansko tehnolosko zrela, kar pomeni najvecji pridelek in najvisjo vsebnost alfa-kislin, ki
sicer po relativno kratkem obdobju tehnoloske zrelosti zaéne upadati. V tem ¢asu so storzki
Se zaprti, tako da se lupulin, pri manipuliranju s storzki ¢im manj izgublja (Uredba...,
2010).

2.5 UPORABA HMELJA

Hmelj je zaradi pestrosti svojih sekundarnih metabolitov in njihovih lastnosti zanimiva
rastlina predvsem za Zzivilsko, zadnje ¢ase pa tudi za farmacevtsko industrijo. V zivilski
industriji ga poznamo kot dodatek pri varjenju pijac, prvi zapisi pa omenjajo, da so ga v ta
namen uporabljali ze Babilonci okoli 2000 let pred nasim S$tetjem (Bernotiene in sod.,
2004).

Glavne karakteristike, ki definirajo hmelj kot zanimiv dodatek pivu, so predvsem alfa-
kisline (in nekoliko manj beta-kisline) ter eteri¢na olja. Tako hmelj glede na vsebnost alfa-
kislin in aromo pogosto delimo v tri skupine:
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a) aromati¢ni hmelj

b) hmelj z visoko vsebnostjo alfa-kislin

¢) hmelj z lastnostmi zgornjih dveh.
Sestava sekundarnih metabolitov se spreminja med posameznimi sortami. Posuseni storzki
hmelja iz skupin b) in c¢) vsebujejo v suhi snovi 6 — 13 % alfa-kislin ter 0,5 — 2 % eteri¢nih
olj, medtem ko storzki iz skupine a) vsebujejo cca 3 — 7,5 % alfa-kislin. Poleg senzori¢nih
lastnosti pa ima hmelj vpliv tudi na kemijsko in mikrobiolosko stabilnost piva (Bernotiene
in sod., 2004).

V farmaciji hmelj sicer Se nima tako jasne uporabe kot na primer v Zivilski industriji,
vendar se v je v zadnjem cCasu veliko raziskav usmerilo v iskanje zdravilnih lastnosti. Za
ekstrakte hmelja so tako ugotovili dokaj dobre antikancerogene, protivnetne in
antioksidativne uc¢inkovitosti. Za preniliran flavanoid 8-prenilnaringenin prisoten v hmelju
so ugotovili sposobnost vezave na estrogenske receptorje in posledicno estrogensko
aktivnost. To lastnost naj bi izkoristili pri Zenskah v menopavzi, ko se pojavi pomanjkanje
endogenega estrogena. (Zanoli in Zavatti, 2008).

2.6 SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metaboliti so organske spojine, ki niso vklju¢ene v obi¢ajno rast in razvoj
organizma, v nasprotju s primarnimi metaboliti, ki imajo klju¢no vlogo pri fotosintezi (za
rastline), dihanju in v prezivetju vrste. Pomanjkanje sekundarnih metabolitov ne povzroci
takojSnje smrti organizma, pa¢ pa za organizem predstavlja dolgoro¢no tveganje in
ranljivost pri prezivetju (Agostini-Costa in sod., 2012). Ravno zaradi tega jim stroka
pripisuje pomembno vlogo pri obrambi rastline, bodisi pred neugodnimi okolijskimi
razmerami, ali pred Skodljivci in obCasno tudi kot pomo¢ pri razmnoZevanju (privabljanju
oprasevalcev). Zato se ti metaboliti sintetizirajo glede na potrebe oziroma stanje, v katerem
se rastlina nahaja. Sekundarne metabolite pri rastlinah lahko delimo na ve¢ nacinov. Eden
od njih je razdelitev v tri glavne skupine in sicer na izoprenoide ali terpene, alkaloide in
fenolne spojine (Kabera in sod., 2014). Sploh fenolne spojine so nas Se posebno zanimale v
tem diplomskem delu.

2.6.1 Fenolne spojine

Izraz fenolne spojine vkljucuje razvejano skupino organskih spojin z benzenovim ali
aromatskim obrofem in z vsaj eno hidroksilno skupino. Tako danes poznamo Ze vrsto
spojin od enostavnih fenolov, do spojin z enim, dvemi ali tremi ogljiki v stranski verigi in
pa di- in polimeri itd. (Mann in sod., 1996). Obicajno jih klasificiramo po Stevilu
ogljikovih atomov v osnovnem skeletu, kot je razvidno v preglednici 1.
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Preglednica 1: Klasifikacija fenolnih spojin (Nestec in sod., 2012)

Osnovni skelet Snov

Ne-flavonoidi Cs enostavni fenoli
Cs-Cy hidroksibenzojske kisline
Ce-C, acetofenoni, fenilacetati
C-Cs hidroksicimetna kislina, fenilpropani, kumarini, kromoni
Cs-Cy naftokinoni
Cs-C-Cg ksantoni
Cs-C,-C stilbeni, antrakinoni
(C6-C3), lignini
(Co)n katehol melanini
(C¢-Cy),:glukoza hidrolizabilni tanini
(C6-C3), lignini

Flavonoidi Cy-C5-Cq flavonoli
Cs-C5-C flavoni
Cs-C5-C flavanoni
Cs-C5-C flavanoli
Cs-C5-C antocianidini
Cs-C5-C izoflavoni
(C6-C5-Cq), biflavonoidi
(Cg-C5-Co)n kondenzirani tanini (katehin polimeri, proantocianidini)

Sinteza fenolnih spojin je skoraj ekskluzivno vezana na rastline, toda ravno tip fenolnih
spojin je moc¢no odvisen od posamezne skupine kateri rastlina pripada. V dosti manjsi meri
kot pri rastlinah se sintetizirajo fenolne spojine tudi v nekaterih plesnih in bakterijah
(Mann in sod., 1996). Sinteza fenolnih spojin je bila v veliki meri povezana z
evolucijskimi prilagoditvami rastlin na kopno. Kljub temu, da ima veliko fenolnih spojin
strukturno vlogo v celi¢ni steni, pa rastline sintetizirajo tudi Stevilne ne-strukturne fenolne
spojine, ki imajo vlogo pri obrambi, trajnosti (npr. lesa), barvi cvetov, vonju in okusu, ali
pa so SirSe znani kot naravni antioksidanti (Dermastia, 2006). V celicah se fenolne spojine
v vecini primerov nahajajo kot derivati, na primer metil estri, glikozidi, ali pa imajo pripete
druge skupine. Nekateri derivati izkazujejo dosti vecjo biolosko aktivnost kot njene
osnovne spojine. Se posebno veliko biologko aktivnost so izkazali prenilni (izoprenska
enota s petimi ogljikovimi atomi) derivati fenolnih spojin (Yazaki in sod., 2009).

Po literaturnih podatkih vsebujejo zracno suhi hmeljni storzki 4 — 14 % fenolnih spojin.
Njihova vsebnost pa naj bi z zorenjem narascala. Prav tako obstajajo tudi razlike med
aromatiénimi in visoko grencicnimi sortami. Pri aromati¢nih kultivarjih se vsebnost
fenolnih spojin v ¢asu zorenja veca in potem ostane relativno konstantna, medtem ko pri
visokogrencic¢nih kultivarjih opazajo zmanjSanje vsebnosti tekom zorenja. Za aromati¢ne
kultivarje prav tako velja, da vsebujejo ve¢ nizkomolekularnih fenolnih spojin. Med
fenolnimi spojinami so koli¢insko najbolj zastopani prenilflavonoidi, katerih glavni
predstavnik v hmelju je ksantohumol (Ceh in sod., 2007).

2.6.2 Eteri¢na olja

Eteri¢na olja v rastlinah so meSanica razli¢nih spojin. Glavni sestavni deli so izoprenske ali
terpenske spojine (90 %) in sicer so to povecini monoterpeni, C;y spojine (sestoje iz dveh
izoprenskih enot) in seskviterpeni, C;5 (vsebujejo tri izoprenske enote), poleg tega so tu Se
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fenilpropanski (C¢Cs) derivati, necikli¢ni ogljikovodiki ter enostavne fenolne spojine
(Dermastia, 2006).

Hmelj so prvotno ocenjevali le glede na vsebnost alfa-kislin in delez kohumulona. Kasneje
pa so proizvajalci in pivovarji vse ve¢ pozornosti namenili tudi sestavi in koli¢ini eteri¢nih
olj. Ta so vecji del odgovorna za specificno aromo hmelja. Bolj kot sama koli¢ina
posameznih eteri¢nih olj je aroma odvisna od razmerij med spojinami v eteri¢nih oljih
(Kralj in sod., 1991). Kolicina, sestava in razmerje med posameznimi spojinami v oljih je
razliCna in je pogojena z vegetacijskim obdobjem ter kultivarjem hmelja. Vsebnost
eteriCnega olja in njegova sestava se zacne oblikovati z zapiranjem storzka in vsebnost
mocno narasca do polne zrelosti storzka. Po tehnoloski zrelosti pri nekaterih vrstah hmelja,
vsebnost etericnega olja naraSa zaradi vsebnosti mircena, medtem ko vsebnost
seskviterpenov (razen farnezena) pada. V posuSenih storzkih najdemo priblizno od 0,5 do 2
% eteri¢nih olj, medtem ko je njihova vsebnost v listih bistveno manjsa (Virant, 2003).
Kljub raznolikosti v profilu etericnih olj najdemo v storzkih dva znacilna predstavnika in
sicer alfa-humulen in beta-mikren ter ostale spojine, ki se pogosto pojavljajo, vendar v
relativno majhnem delezu kot na primer linalol, undekanon-2, geranil acetat, humulen
epoksid-2, alfa-selinen (Kralj in sod., 1991). Bernotiene in sodelavci so z analizo eteri¢nih
olj razli¢nih kultivarjev ugotovili dolo¢ene vzorce, ki so znacilni za posamezne tipe sort, in
sicer je koli¢ina mikrena vi§ja v grenci¢nih in manjSa v aromati¢nih sortah. Obratno pa
velja za alfa-humulen. (Bernotiene in sod., 2004). V listih prevladujeta alfa-humulen in
beta-kariofilen, v dosti manj$i koli¢ini pa se pojavljajo Se kadinen, kariofilen, delta-
germakren in kadinen. (Katsiotis in sod., 1990). Zanimivo je tudi, da je v listih le okoli 1 %
beta-mikrena, med tem ko ga v storzkih najdemo tudi do 60 % (Langezaal, 1992).

2.6.3 Alfa- in beta-kisline

Grenke komponente v hmeljnih storzkih delimo v dve skupini in sicer alfa- in beta-kisline
(Slika 5) (Haseleu in sod., 2009a). Alfa-kisline vkljuc¢ujejo humulon (molekulska formula
C,1H3005) in §tiri analoge z enakimi funkcionalnimi skupinami, vendar razli¢nim Stevilom
ogljikovih atomov v stranski verigi. Beta-kisline vkljucujejo lupulon (molekulska formula
Cy6H3304) in analoge (Bernotiene in sod., 2004). Kemijska struktura je predstavljena v
sliki 5.

Alfa- in beta-kisline so v Zleznih strukturah (lupulinske Zleze), ki jih je veliko v storzkih
zenskih rastlin hmelja. Dolocene sorte hmelja lahko vsebujejo v suhi snovi tudi do 19 %
alfa-kislin, to so tako imenovani super alfa oziroma grenci¢ne sorte, med tem ko ostale
sorte vsebujejo med 4 — 13 % alfa-kislin (De Keukeleire in sod., 2003).

Koli¢ina in sestava alfa-kislin je vsaj s pivovarskega vidika Se najbolj pomembna, saj pri
kuhanju pivine izomerizirajo v izo-alfa-kisline, ki so bolj topne v vodi in bolj grenke kot
izvorne spojine. Od tu tudi znacilen grenak okus piva (Jaskula-Goiris in Luc De Cooman,
2010).
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Slika 5: Strukturne formule alfa-kislin hmelja: kohumulon (1), humulon (2), adhumulon (3); beta-kislin
hmelja: kolupulon (4), lupulon (5), adlupulon (6); (Haseleu in sod., 2009b)

2.6.4 Ksantohumol

Ksantohumol je strukturno enostaven preniliran derivat halkona, kar pomeni, da je na
osnovni odprt skelet flavonoida pripeta prenilna skupina (Slika 6). Ksantohumol se
pojavlja le v rastlini hmelja, Humulus Ilupulus L. (Cannabaceae), kjer je glavni
prenilflavonoid v Zenskem socvetju (storzku) in predstavlja 80 — 90 % skupnih flavonoidov
ter priblizno 0,1 — 1 % suhe mase storzkov (Yazaki in sod., 2009). Ksantohumol se izlo¢a
kot del smole v Zleznih trihomih, ki jih najdemo storzkih. Prav tako ga najdemo v trihomih
na spodnji strani mladih listov. V smoli je poleg ksantohumola prisotnih Se vsaj 13
sorodnih flavonoidov, vendar se ti pojavljajo v 10- do 100-krat manjSi koncentraciji v
primerjavi s ksantohumolom. Vecina flavonoidov vsebuje prosto hidroksilno skupino na
mestu 20 in lahko zato izomerizira v ustrezne flavanone kot npr. izoksantohumol, 6-
prenilnaringenin in 8-prenilnaringenin (Stevens in Page, 2004).

HO OH OH

H:CO 0O

Slika 6: Strukturna formula ksantohumola (Haseleu in sod., 2009b)

2.6.5 Vpliv vremena na proizvodnjo sekundarnih metabolitov

Rast in razvoj rastline je neposredno odvisen od koli¢ine padavin, Stevila sonc¢nih dni,
relativne vlage in temperature. To se izraza v kinetiki rasti rastline, asu cvetenja, koli¢ini
in velikosti plodov. Oc¢em skrita pa obicajno ostaja celicna fiziologija rastline, oziroma
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kako se rastlina preko verige presnovnih poti prilagaja bolj ali manj stresnim vremenskim
razmeram (Pavlovic¢ in sod., 2012).

Mocan vpliv na koli¢ino alfa-kislin v storzkih imajo padavine v €asu cvetenja in nastajanja
storzkov. Idealno bi voda sicer morala biti kar se da enakomerno razpolozljiva skozi
celotno obdobje rasti. Ve¢ja koli¢ina son¢nih ur pozitivno vpliva na sintezo alfa-kislin,
vendar povzro¢i tudi osuSitev zemlje, kar lahko negativno vpliva na razvoj rastline.
Pokazalo se je tudi, da je vpliv vremena na sintezo alfa-kislin razli¢en pri razli¢nih sortah.
Tako je Pavlovi€ s sodelavci (2010) ugotovil, da je sinteza alfa-kislin pri sorti Aurora dosti
bolj odvisna od vremenskih razmer kot pri sorti H. Magnum (Pavlovi¢ in sod., 2010).
Kopecky in Jezek (2007) pa sta dokazala, da je bil v suSnem letu 1996 pridelek hmelja vec¢
kot za polovico manjsi od onega v letu 1998, ko je bilo padavin v presezku. Vendar pa je
bil delez alfa-kislin najvecji v suhi snovi storzkov prav iz leta 1996 in delez alfa-kislin
najmanj$i v suhi snovi storzkov iz leta 1998 (Kopecky in Jezek, 2007).

2.6.6 Vpliv vegetacijskega obdobja na koli¢ino sekundarnih metabolitov

Sestava in koli¢ina sekundarnih metabolitov se v rastlinah spreminja tudi skozi
vegetacijska obdobja. To sta bolj podrobno raziskovala Urgeova in Polivka (Urgeova in
Polivka, 2009), ki sta v listih hmelja razli¢nih kultivarjev iz Piestany, Slovaska, spremljala
vsebnost fenolnih spojin v razli¢nih vegetacijskih obdobjih. Z vzorcenjem listov Sestih
kultivarjev v mesecu juniju in septembru leta 2008 sta pokazala (razvidno iz preglednice
2), da prihaja pri vsebnosti fenolnih spojin v listih v mesecu juniju (Casu tik pred cvetenjem
rastline) do vecjih razlik med posameznimi kultivarji, medtem ko je koncentracija fenolnih
spojin v listih v mesecu septembru (po koncu vegetacijskega obdobja) padla in bila precej
enaka pri vseh kultivarjih (Urgeova in Polivka, 2009).

Preglednica 2: Vsebnost fenolnih spojin v listih razli¢nih kultivarjev hmelja pobranih v dveh razli¢nih
¢asovnih obdobjih leta 2008 (Urgeova in Polivka, 2009)

Vsebnost fenolnih spojin
Kultivar (mg/g suhe snovi)
junij 2008 september 2008
K-31 6,99 £0,14 4,53+0,12
K-72 12,48 £ 0,36 3,03 +0,09
Bor 14,34 £ 0,15 3,77+0,20
Sladek 12,32 +£0,22 3,30+ 0,12
Zlatan 13,38 £ 0,14 3,57+0,11
Premiant 9,50+ 0,33 4,68 + 0,06
2.7 RADIKALI

Obstaja kar nekaj nacinov kako definirati radikale (ang. free radicals), vendar je Se najSirSa
definicija ta, da je radikal vsaka snov, ki ima enega ali veC nesparjenih elektronov. Ta
definicija tako vkljucuje vodikov atom z enim prostim elektronom, vecino ionov prehodnih
kovin in molekulo kisika. Nekatere definicije radikalov v¢asih vsebujejo Se zahtevo, da
morajo biti prosti elektroni v zunanji (valen¢ni) lupini, vendar s tem izgubimo kar nekaj
ionov prehodnih kovin (Halliwell in Gutterridge, 1990).
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Vezi v molekuli se obi¢ajno same po sebi ne razdrejo tako, da bi molekula imela nesparjen
elektron. Nastanek radikalov je tako v osnovi lahko posledica encimske ali ne-encimske
reakcije. Ob posebnih, lahko bi tudi rekli izrednih razmerah, se to v organizmu lahko zgodi
zaradi razli¢nih vrst stresa (npr. odziv imunskega sistema), v dihalni verigi, pri presnovi
hrane oziroma je to sploSna posledica staranja. Zaradi prisotnosti nesparjenega elektrona pa
so te snovi izredno reaktivne in so hitro sposobne odvzeti elektron drugim molekulam, ki
nato same postanejo nestabilne in tako nadaljujejo reakcijo odvzema elektrona. Zato se
radikali sami po sebi, oziroma zaradi veriznih reakcij, ki jih sprozijo in njihovih stranskih
produktov, smatrajo kot Skodljivi organizmu (Das Sarma in sod., 2010), posebno zaradi
delovanja na molekule DNA, proteine in lipide (Pecar in Mravljak, 2015). Navkljub
predhodno omenjeni Skodljivosti radikalov za organizem pa so reaktivne oblike kisika in
reaktivne oblike duSika v dovolj majhni oziroma ustrezni koli¢ini, za katero ne vemo
katera je, Se vedno pomembne za celice in Cloveka, saj sodelujejo pri obrambnem
mehanizmu in imajo fizioloski pomen v medceli¢ni signalizaciji (Sainz in sod., 2012). Prav
to je dvojna vloga radikalov, pri doloCenih opravilih so dobri in koristni, Se celo
nenadomestljivi, hkrati pa nevarni, ¢e jih je prevec in se pojavljajo tam, kjer to ni potrebno
(Pecar in Mravljak, 2012).

Za ¢loveka najbolj pomembne in pogoste skupine radikalov so:
e reaktivne oblike kisika, ki vkljucujejo superoksidni anion (O, °), hidroksilni radikal
(‘OH), peroksilni radikal (RO,"), alkoksilni radikal (RO"), singlet kisika ('O5), ozon
(0O3), vodikov peroksid (H,0O,);
e reaktivne oblike dusika, ki vkljuCujejo dusikov oksid (NO’), dusSikov dioksid
(NOy);
e ioni prehodnih kovin (Gutowski in Kowalczyk, 2013).

2.8 FENOLNE SPOJINE KOT ANTIOKSIDANTI

Zelo splosno bi lahko antikoksidante definirali kot vsako snov, ki pomembneje zavira ali
preprecuje oksidacijo substrata. Po osnovnem principu delovanja bi lahko antioksidante
delili na skupino, ki preprecuje napad reaktivnih oblik kisika na substrat in na skupino, ki
prekine verizne reakcije, obic¢ajno z lovljenjem kisikovih radikalov, ki bi sicer nadaljevali
verizno reakcijo (Nguyen in sod, 2003).

Znano je, da so fenolne spojine antioksidanti. Njihove antioksidativne lastnosti izhajajo
predvsem iz lahko odstranljivega vodika iz -OH skupine na benzenovem obrocu, zaradi
relativno nizke disociacijske entalpije med kisikom in vodikom v tej skupini. S prenosom
vodikovega atoma na peroksilni radikal se ta pretvori v hidroperoksid, ostane pa tudi
ariloksilni radikal, kot je ponazorjeno na spodnji enacbi (Nguyen in sod, 2003).

ROO- + ArOH — ROOH + ArO- ..(D)

Ariloksilni radikal nato reagira v razli¢nih sekundarnih reakcijah in sicer lahko:
e reagira s kisikovim radikalom in s tem zakljuc¢i nadaljnji proces,
e reagira sam s sabo in se tvori Ar-O-Ar,
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e pricne novo verigo oksidacije, tako da odvzame vodikov atom iz substrata; t.i. pro-
oksidacijski ucinek,
e lahko odvzame vodikov atom drugim donorjem vodika in hkrati sinergisticno
inhibira nadaljnji proces.
Pomembno je, da se na koncu reakcije tvori stabilen produkt in tako zavre nadaljnjo
verizno reakcijo nastajanja radikalov. Ucinkovitost antioksidanta je tako posredno tudi
odvisna h kateri sekundarni reakciji se bo nagibal preostali ariloksilni radikal (Nguyen in
sod, 2003).

Fenolne spojine predstavljajo najbolj raznoliko vrsto antioksidantov. Njihov dnevni vnos
pri ¢loveku se ocenjuje na 1 g, kar je hkrati priblizno 10-krat vecja koli¢ina od zauzitega
vitamina C in kar 100-krat ve&ja od vitamina E (Ndhlala in sod., 2010). Ceprav je
antioksidativna uc¢inkovitost mnogih fenolnih spojin znana in je v zadnjem casu delezna
velike pozornosti, je ta aktivnost povecini Se vedno omejena na laboratorijske poskuse in-
vitro, ki izkljucujejo usodo fenolnih spojin v ¢loveskem telesu. Listi in storzki hmelja sicer
niso pomemben vir ¢loveske prehrane, imajo pa antioksidanti ki so prisotni v storzkih
veliko vlogo pri pridelavi in skladisS¢enja piva, saj delujejo kot zascita pred razvojem
nesprejemljivega vonja (Krofta in sod., 2008).

2.9 PODATKI O NEPOSREDNI KONZUMACIHI PIVA IN POSREDNI KONZUMACUI
FENOLNIH SPOJIN

Po porocilu Svetovne zdravstvene organizacije o konzumaciji alkohola iz leta 2011 v
povprecju vsak prebivalec Slovenije nad 15 let starosti zauzije samo s konzumacijo piva
4,1 litra &istega alkohola. Ce v grobem upostevamo, da se najve¢ konzumira pivo s 5 %
(v/v) alkohola pomeni, da povprecni Slovenec star nad 15 let zauZzije 82 litrov piva na leto
(Global..., 2011). Podatki o konzumaciji piva v nekaterih drugih evropskih drzavah so
zbrani v preglednici 3. Rezultati raziskovalke Lugasi (2003), ki je preucevala skupno
koli¢ino fenolnih spojin v pivu, so pokazali da evropska piva vsebujejo od 270 mg/L do
470 mg/L fenolnih spojin (Lugasi, 2003). To pomeni da povprecni Slovenec nad 15 let, s
prej omenjeno konzumacijo piva, letno zauzije med 22,14 g in 38,54 g fenolnih spojin.

Preglednica 3: Prikaz konzumacije Cistega alkohola zauzitega s pivom in preraCunan volumen na 5 % (v/v)
pivo (WHO, 2011)

Drzava Konzumacija alkohola s Konzumacija 5 % (v/v)
pivom [L] piva [L]

Slovenija 4,1 82
Avstrija 6,7 134
Nemcija 6,22 1244
Ceska 8,51 170,2
Hrvaska 4,66 93,2
Italija 1,73 34,6
Francija 2,31 46,2
Svedska 2,6 52
ZDA 4,47 89,4
Avstralija 4,56 91,2
Kitajska 1,5 30
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorcenje hmeljnih listov in storzkov

Za analize smo zbrali v letu 2009 nabrane liste in storzke hmelja kultivarjev Aurora in H.
Magnum, §tirih geografskih lokacij in sicer Slovenije (Zalec), Avstrije (Leutschach),
Nem¢ije (Hiill) in Ceske (Zatec). Listi in storzki so bili pobrani v asu tehnologke zrelosti
storzkov in sicer v enaki koli¢ini (do volumna priblizno 5 L) iz spodnjega, srednjega in
zgornjega dela rastline ter nato premesani, s cemer smo poskusili zagotoviti homogenost in
reprezentativnost vzorca za analizo. Listi in storzki so bili suSeni pri temperaturi 50 —
55°C, dokler niso bili zracno suhi. Do analize so bili shranjeni v papirnati oziroma
plasti¢ni vreci.

Za lazji prikaz rezultatov smo v nekaterih preglednicah in slikah imena vzorcev
(Preglednica 4) skrajSali in uporabili nomenklaturo: (D)rzava — (K)ultivar — (L)isti ali (S)

torzki. Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali Stevilko 1 oziroma 2.

Preglednica 4: Oznake vzorcev

Drzava Kultivar Listi Storzki
.. Aurora SAL SAS
Slovenija
H. Magnum SML SMS
.. Aurora AAL AAS
Avstrija
H. Magnum AML AMS
L. Aurora NAL NAS
Nemcija
H. Magnum NML NMS
. Aurora CAL CAS
Ceska - -
H. Magnum CML CMS

3.1.2 Agrotehni¢ni pogoji rastis¢ hmelja
Aurora kultivarji so bili posajeni leta 2005 v Sloveniji, 2003 v Avstriji, 1996 v Nemciji in

2006 v Ceski. H. Magnum kultivarji so bili posajeni leta 2001 v Sloveniji, 2007 v Avstriji,
1999 v Nem¢iji in 2006 v Ceski.

Rasti$¢e hmelja v Zalcu (Slovenija) je na srednje globoki evtri¢ni rjavi zemlji nad pe$éeno-
gramozno podlago. Zgornji sloj zemlje je teksturno klasificiran kot glina/ilovica oziroma
pescena glina/ilovica (srednja do tezka zemlja). Zemlja v rastiS¢u Leutschach (Avstrija) je
zelo pesceno ilovnata, medtem ko je zemlja v rastiS¢u Hiill (Nemcija) zelo ilovnata. Zemlja
v rasti§éu Zatec (Ceska) je lahka pes¢ena ilovica.

Vsebnost humusa na vseh lokacijah je bila dobra, ¢eravno nekoliko majhna na podrocju
rastii¢a na Ceskem. Vrednosti pH zemlje so bile med 6,0 in 7,2. Vsebnost fosforja je bila
najmanjsa na avstrijskem rastii¢u za kultivar Aurora in na Ceskem (razred B zaloZenosti s
fosforjem), medtem ko je bilo rastiS¢e v Sloveniji in avstrijsko rastiS¢e za kultivar H.
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Magnum dobro zalozeno s fosforjem. Zemlja na slovenskem in nemskem rastiS¢u za
kultivar Aurora je vsebovala vec¢ fosforja kot ga je sicer potrebno. Rezultati kemijske
analize zemlje so za vse lokacije zbrani v preglednici 5.

Preglednica 5: Kemijska analiza zemlje pobrane leta 2005 (Nemcija), 2006 (Avstrija) in 2013 (Slovenija in
Ceska) z rastis¢ hmeljnih rastlin

Drzava Kultivar pH P,0Os K,0O Mg Humus
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (%)
Slovenija Aurora 7,2 28,0D 34,6 D 393 E 3,7C
H. Magnum 6,7 24,1 C 34,8 D 159D 2,6 C
Avstrija Aurora 6,0 8,9B 119C 16,2 D 20C
H. Magnum 6,0 16,6 C 37,1 E 17,4 D 3,0C
Nemcdija Aurora 6,6 430E 32,0D 17,0 D 24C
H. Magnum 6,6 43,0 E 32,0D 17,0 D 2,4C
Ceska Aurora 6,8 9,6 B 6,1 A/B 98 C 05A
H. Magnum 6,8 9,6 B 6,1 A/B 9,8 C 0,5A

Legenda: Crke poleg vrednosti oznadujejo nivo zalozenosti zemlje z elementi (P, K, Mg): A, zelo nizek; B,
nizek; C, dober, D, prezalozen; E, pretiran. pH, P,Os in K,O so bili dolo¢eni s CAL metodo, magnezij s
CaCl, metodo, vsebnost humusa pa z ISO 14235 metodo.

3.2 METODE

Za dolocanje antioksidativnih uéinkovitosti vzorcev je na voljo pestra izbira metod. V
grobem pa bi jih lahko po reakcijskem mehanizmu razdelili v tri skupine:
e metode, ki temeljijo na reakcija prenosa vodikovega atoma (ang. HAT — Hydrogen
Atom Transfer)
e metode, ki temeljijo na reakciji prenosa elektrona (ang. SET — Single Electron
Transfer)
e metode, ki zdruzujejo zgoraj omenjena principa (Ndhlala in sod., 2010).

Metode, ki temeljijo na HAT mehanizmu v svojem sistemu vsebujejo sinteti¢ni generator
radikalov, sondo, ki se oksidira ter antioksidant. Prenos vodika je pomembna stopnja v
veriznih reakcijah radikalov, zato se metode, ki temeljijo na prenosu vodika uporabljajo za
ugotavljanje u¢inkovitosti antioksidantov, da prekinejo verizne reakcije pri nastanku novih
radikalov.

Metode, ki temeljijo na prenosu elektrona, vkljucujejo redoks reakcijo, v kateri je oksidant
hkrati tudi sonda za spremljanje reakcije. Metode s prenosom elektrona vsebujejo dve
komponenti in sicer oksidant (v vlogi sonde) in antioksidant. Za te metode velja naslednje:

sonda-oksidant + ¢ (iz antioksidanta) = reducirana sonda + oksidiran antioksidant
Barvna sprememba se pojavi pri sondi, ko ta odvzame elektron reducentu - antioksidantu.

Stopnja barvne spremembe je sorazmerna s koncentracijo antioksidanta v reakcijski zmesi.
Koncna tocka reakcije je doseZena, ko se spreminjanje barve ustavi.
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Metode ki smo jih izbrali v naSem delu dolocanja skupnih fenolnih spojin (Folin-
Ciocalteu) in dolocanje antioksidativnih lastnosti (DPPH, analiza sposobnosti redukcije)
primarno temeljijo na prenosu elektrona (Ndhlala in sod., 2010).

3.2.1 Spektrometri¢ne analize

Skupne fenolne spojine, antioksidacijsko u¢inkovitost vzorcev z 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), sposobnost redukcije ter detekcijo eluiranih spojin pri HPLC smo dolocevali ali
sledili spektrometricno. Kemijske spojine absorbirajo svetlobo (oziroma elektromagnetno
valovanje) in na ta nacin zmanjS$ajo intenziteto zarka, s katerim smo presvetlili vzorec.
Absorpcijska  spektrometrija je osnovana na merjenju spremembe intenzitete
elektromagnetnega valovanja. Obicajno delimo absorpcijske metode na osnovi vrste
uporabljenega elektromagnetnega valovanja. Tako wuporabljamo rentgenske zarke,
ultravioletno, vidno ali infrardeco svetlobo ter mikrovalovno in radiofrekven¢no valovanje.
Valovne dolZine za nase analize so bile v UV-VIS obmocju, to je od 200 nm do 800 nm.

Kadar zarek monokromatske svetlobe potuje skozi snov, se intenziteta zarka zmanjsSa
zaradi zvrsti, ki absorbirajo doloCene valovne dolzine. Intenziteta svetlobnega zarka, ki
zapusti snov je odvisna od poti, ki jo prepotuje zarek skozi vzorec, koncentracije snovi, ki
absorbira svetlobo in v manjsi meri tudi od temperature. Relacijo, ki zdruzuje te parametre,
imenujemo Beer-Lambertov zakon in je osnova kvantitativne analize v absorpcijski
spektrometriji.

A =log [/l = ecl ...(2)

v kateri je A absorbanca, I intenziteta vpadne svetlobe, I intenziteta svetlobnega zarka, ki
zapusti snov, € molski absorpcijski koeficient ((mol/L)'cm™), ¢ molarna koncentracija
spojine (mol/L) in 1 dolZina opti¢ne poti (cm).

Sodobnejsi spektrometri, to je spektrometri z diodno matriko, imajo namesto
monokromatorja polikromator. V tem primeru sta kiveti s preiskovano raztopino in topilom
takoj za svetilom. Sledi jima polikromator, ki se od monokromatorja razlikuje po tem, da
nima izstopne reze, temve¢ nekakSen zaslon, grajen iz niza senzorjev, na katere pade v
vsakem trenutku »celotna mavricag, to je zarek svetlobe s Siroko paleto valovnih dolzin in
kot rezultat meritve ne dobimo le podatka o spremembi intenzitete svetlobe neke valovne
dolzine, temvec kar celoten spekter preiskovane snovi. Spektrometri z diodno matriko so
zelo primerni za HPLC analize, saj omogocajo tridimenzionalno sliko (Cas, intenziteta,
valovna dolzina) (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

3.2.2 Vpliv topila in razli¢ne temperature na izkoristek ekstrakcije fenolnih spojin

V predposkusu smo preverili katero topilo in temperatura sta najbolj primerna pogoja za
ekstrakcijo fenolnih spojin iz listov in storzkov hmelja. Izbrali smo dvoje topil: 96 %
etanol in metanol ter ekstrahirali fenolne spojine pri temperaturi 30 °C in 60 °C. Vzorce
smo pripravili na enak nacin kot je opisan v poglavju 3.2.3, s to razliko, da smo spreminjali
topilo in temperaturo ekstrakcije. Fenolne spojine smo dolocili po Folin-Ciocalteu, kot je
opisano v poglavju 3.2.4.
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3.2.3 Priprava ekstraktov

Posusene liste in storzke hmelja smo strli v tarilnici do fine, enakomerne konsistence. Nato
smo v 14 mL epruveto z zamaSkom prenesli 200 mg homogeniziranih listov oziroma
storzkov ter dodali 10 mL 96 % etanola in jo zamasili. Ekstrakcija fenolnih spojin je
potekala 24 ur v vodni kopeli (Kambi¢, Slovenija) s stresanjem vzorcev pri 60 °C. Po
kon¢ani ekstrakciji smo vzorce centrifugirali v centrifugi Centric 322B (Tehtnica,
Slovenija) 10 minut pri 3800 obratov/min. Supernatant, priblizno 8 mL, smo odvzeli za
analize, usedlino pa zavrgli. Tako pripravljene ekstrakte smo hranili v hladilniku pri 8 °C
oziroma v skrinji, ¢e je bilo potrebno vzorce hraniti dlje kot 3 tedne.

3.2.4 Dolocanje fenolnih spojin po Folin-Ciocalteu

Prvotno sta metodo razvila Folin in Denis, kasneje sta jo izpopolnila Folin in Ciocalteu za
doloCanje aminokisline tirozina (ki vsebuje fenolno skupino) v proteinih. Singleton in
Rossi sta potem metodo modificirala Se za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin (Waterman in
Mole, 1994).

3.2.4.1 Princip

Dolocanje skupnih fenolnih spojin po Folin-Ciocalteu metodi temelji na reakciji med
Folin-Ciocalteu reagentom, ki je kompleksna meSanica fosfomolibdenske in
fosfovolframove kisline, v katerih sta molibden in volfram v 6+ oksidacijskem stanju, z
reducirajo¢imi snovmi, ki imajo hidroksilno skupino. V principu gre za oksidacijsko-
redukcijsko reakcijo. Pri redukciji z reducirajo¢imi agenti, kot s fenolnimi spojinami v
alkalnem mediju, se tvori tako imenovano molibdensko modro oziroma molibdenov oksid,
pri katerih je srednje oksidacijsko stanje kovin med 5 in 6. Po konc¢ani redukciji se razvije
modra barva, absorbanco pomerimo spektrometri¢no proti slepemu vzorcu in preraunamo
koncentracijo ali maso fenolnih spojin iz umeritvene krivulje, ki jo pripravimo z galno ali
klorogensko kislino.

3.2.4.2 Reagenti

e Folin-Ciocalteujev reagent (Merck, Nemcija), ki smo ga razredCili z deionizirano
vodo v razmerju 1 : 2

e NayCOs, 20 % raztopina (Merck, Nemcija)

e klorogenska kislina, M = 354,31 g/mol (Sigma, Nemcija)

e 96 % etanol (Merck, Nemcija)

3.2.4.3 Instrumenti

e Tehtnica AT 201 (Mettler Toledo, Svica)

e Stoparica

e Avtomatske pipete

e Spektrometer HP 8453 (Hewlett-Packard, ZDA)
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e Centrifuga 1: Centric 322B (Tehtnica, Slovenija)
e Vrtincnik MS3 Basic (IKA, Nemcija)

3.2.4.4 Priprava umeritvene krivulje za doloCanje skupnih fenolnih spojin

Za umeritveno krivuljo smo pripravili 1 mmol/L raztopino klorogenske kisline v 96 %
etanolu, iz katere smo pripravili deset raztopin, ki so vsebovale od 0 do 80 pg klorogenske
kisline. Za dolo¢anje smo pipetirali od 20 do 200 pL raztopine klorogenske kisline in jih
razred¢ili z deionizirano vodo do 2,75 mL. Vsaki raztopini smo dodali §e 0,5 mL Folin-
Ciocalteujevega reagenta, predhodno razredenega v razmerju 1:2 z deionizirano vodo,
vklopili Stoparico, pomesali in po to¢no petih minutah dodali Se 0,5 mL raztopine 20 %
Na,CO; ter zopet pomesali. Vzporedno smo po enakem postopku pripravili tudi slepi
vzorec le da smo volumen vzorca nadomestili z etanolom. Po 90 minutah smo pomerili
absorbanco pri 746 nm proti slepemu vzorcu ter izrisali graf odvisnosti absorbance od
mase klorogenske kisline v reakcijski zmesi. Enacbo tako dobljene premice smo uporabili
za dolocanje mase skupnih fenolnih spojin v vzorcih. Vsako dolocitev smo izvedli v treh
ponovitvah.

3.2.4.5 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v ekstraktih

S predposkusom smo dolocili, da je potrebno uporabiti pri listih 100 pL ekstrakta, pri
storzkih pa priblizno 25 pL ekstrakta. Te smo potem razredcili z deionizirano vodo do
skupnega volumna 2,75 mL in dodali 0,5 mL razredéenega Folin-Ciocalteujevega
reagenta, zmes dobro premesali in vklopili Stoparico. Po to¢no petih minutah smo dodali Se
0,5 mL 20 % raztopine Na,COs in po 90 minutah pomerili absorbanco pri 746 nm proti
slepemu vzorcu, ki je namesto ekstrakta vseboval etanol. Maso skupnih fenolnih spojin
smo izracunali iz umeritvene krivulje in njihovo vsebnost izrazili z masno koncentracijo z
ekvivalenti klorogenske kisline (KKE) v mg/mL ekstrakta. Vsako dolo¢itev smo opravili v
treh ponovitvah.

3.2.5 DPPH test

3.2.5.1 Princip

Spojina 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) je znana kot stabilen radikal z nesparjenim
elektronom, ki zaradi delokalizacije nesparjenega elektrona znotraj molekule preprecuje
njeno dimerizacijo, kar se sicer zgodi z vecino ostalih radikalov. Delokalizacija
nesparjenega elektrona je tudi razlog za vijoli¢no barvo in absorbcijo svetlobe pri 517 nm v
etanolni raztopini. Ko etanolni raztopini DPPH dodamo snov, ki lahko odda vodikov atom,
se DPPH reducira (Slika 7), vijoli¢na barva izginja oziroma prehaja v rumeno. Absorbanco
vzorca pomerimo pri 517 nm, vzporedno, pri enaki valovni dolZini, izmerimo absorbanco
tudi t.i. kontrolni raztopini, ki je po dogovoru 0,51 mmol/L etanolna raztopina DPPH in
ima absorbanco okoli 1. Absorbanca etanolne raztopine DPPH, ki vsebuje antioksidant s
casom reakcije pada glede na koncentracijo in ucinkovitost snovi z antioksidativnimi
lastnostmi. Razliko v absorbancah teh dveh raztopin lahko izrazimo kot odstotek preostalih
DPPH radikalov, ali pa kot koncentracijo oziroma mnoZino vzorca, ki je potrebna za 50 %
inhibicijo DPPH radikalov (Molyneux, 2004).
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/ 7

b H
02N N—N 03N N
NO 2 NO ;
2,2-difenil-1-piknlhidrazil 2.2-dafenil-1-piknlhidrazil
(radikal) (reducirana oblika)

Slika 7: Strukturna formula 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) v obliki radikala in njegova reducirana
oblika (DPPH-H) (Molyneux, 2004)

3.2.5.2 Reagenti

e DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, M = 394,32 g/mol (Sigma, Nemcija)
e 0,51 mmol/L raztopina DPPH pripravljena s 96 % etanolom (Merck, Nemcija)
e FEtanol 96 % etanol (Merck, Nemcija)

3.2.5.3 Instrumenti

e Tehtnica AT201 (Mettler Toledo, Svica)

e Magnetna meSala

e Stoparica

e Avtomatske pipete

e Spektrometer HP 8453 (Hewlett-Packard, ZDA)
e Vrtincnik MS3 Basic (IKA, Nemcija)

3.2.5.4 Izvedba

Izhodno 0,51 mmol/L raztopine DPPH smo pripravili tako, da smo s 4,00 mg DPPH
raztopili v 20 mL 96 % etanola. Za pripravo kontrolne raztopine smo pipetirali v
mikrocentrifugirko 250 pL te etanolne raztopine DPPH in dodali 1 mL 96 % etanola.

Pri analizi vzorca ekstrakta smo v mikrocentrifugirko pipetirali 250 pL ustrezno
razredcenega vzorca, dodali 750 pL 96 % etanola in 250 pLL 0,51 mmol/L raztopine DPPH,
vklopili Stoparico in pomesali na vrtinniku. Po tocno 15 minutah smo pomerili
absorbanco kontrolne raztopine (Ag) in vzorca (A,;) pri 517 nm. Spektrometer smo
predhodno umerili z destilirano vodo. Analize smo izvedli z vsaj tremi razred¢itvami
vzorca ekstrakta v treh paralelkah.
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3.2.6 Analiza sposobnosti redukcije

3.2.6.1 Princip

Merjenje sposobnosti oziroma moc¢i redukcije je lahko v neposredni korelaciji z
antioksidativno ucinkovitostjo vzorca. Analiza temelji na prenosu elektrona, kjer se kot
oksidant uporablja zelezova sol, kalijev heksacianoferat (III). Med analizo sposobnosti
redukcije se prisotnost reducentov (antioksidantov) v testiranem vzorcu odrazi z redukcijo
Fe’* fericianidnega kompleksa v Fe?" obliko, kar smo spremljali z merjenjem absorbance
pri 740 nm in podatke prikazali v grafu odvisnosti absorbance od koncentracije fenolnih
spojin (Juntachote in sod., 2006).

3.2.6.2 Reagenti

e fosfatni pufer, pH 6,8
o 3,38 g KH,PO,4 (Merck, Nemcija)
o 3,53 g Na,HPO,4 (Merck, Nemcija)
o 1LHO
o triklorocenta kislina, 20 % raztopina (Merck, Nemcija)
o kalijev heksacianoferat (III), 1 % raztopina (Merck, Nemcija)
o zelezov (III) klorid, 1 % raztopina (Carlo Erba Reagenti, Italija)

3.2.6.3 Instrumenti

Tehtnica AT201 (Mettler Toledo, Svica)

pH meter Seven Easy (Mettler Toledo, Svica)
Magnetna mesala

Stoparica

Avtomatske pipete

Spektrometer HP 8453 (Hewlett-Packard, ZDA)
Centrifuga 1: Centric 322B (Tehtnica, Slovenija)
e Centrifuga 2: 5415C (Eppendorf, Nemcija)

e Vrtincnik MS3 Basic (IKA, Nemcija)

3.2.6.4 Izvedba

V epruvete smo odpipetirali 0,5 mL ekstrakta listov oziroma storzkov hmelja in dodali 2,5
mL fosfatnega pufra (pH 6,8), 2,5 mL triklorocetne kisline (20 % raztopina), 2,5 mL
kalijevega heksacianoferata (III) (1 % raztopina) in vse dobro premesali. Dobljeno zmes
smo centrifugirali 15 minut pri 13.000 obr/min v centrifugi 5415C (Eppendorf, Nemcija).
Po centrifugiranju smo prenesli 2,5 mL supernatanta v epruveto, kjer smo dodali 2,5 mL
destilirane vode in 1 mL Zelezovega (III) klorida in vklopili Stoparico. Po 15 minutah smo
pomerili absorbanco pri 740 nm proti slepemu vzorcu, ki je bil pripravljen po enakem
postopku, le da smo namesto vzorca dali topilo (96 % etanol). Analize smo izvedli z
najmanj tremi razli¢nimi razred¢itvami ekstrakta in v treh ponovitvah.
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3.2.7 HPLC

3.2.7.1 Princip

Vse separacijske tehnike temeljijo na fizikalnih lastnostih spojin. Snovi z zelo razli¢nimi
fizikalno-kemijskimi lastnostmi lo¢ujemo z enostavnimi tehnikami kot so solventna
ekstrakcija, destilacija, centrifugiranje, ipd. Za bolj zahtevne lo¢be moramo iskati Se tako
majhne razlike v lastnostih snovi in ustvariti prave pogoje, da bo locba uspesna. Zato je za
uspesno locbo dobro poznati polarnost, ionski znacaj, velikost (maso) in obliko snovi
(Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Kromatografija je fizikalno kemijska metoda za locitev tekocih ali plinastih zmesi v
prostorsko lo¢ene cone. Osnova kromatografske separacije je v razliki hitrosti migracije
posameznih komponent pod vplivom mobilne faze (plin, tekoc¢ina) zaradi selektivnega
zadrzevanja (retencije) komponent na stacionarni fazi (trdna povrSina ali nemobilna
tekocina).

Detektorji zaznajo in merijo koli¢ine snovi, ki se eluirajo iz kolone. Meritev poteka
kontinuirano, €as zadrzevanja na koloni pa je karakteristicen za posamezno snov.

Za na$ HPLC sistem smo uporabili detektor z diodno matriko (DAD), ki je v principu UV-
Vis detektor, le da omogoca tridimenzionalno sliko (Cas, intenziteta, valovna dolzina). Ti
detektorji so zelo primerni za razvoj novih metod, Se bolj pa za doloCanje necistoC ter
sorodnih spojin, ki se na koloni zelo tezko lo¢ijo (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

- -

rezervoar Erpalka injektor vzorca kolona detektor zapisovalnik
mobilne faze podatkov

Slika 8: Shema HPLC sistema (Kupiec, 2004)

3.2.7.2 Standardi in kemikalije

e ICE-2, hmeljni ekstrakt (Labor Veritas, Svica), standard za dologanje alfa- in beta-
kislin ter fenolnih spojin z znano sestavo:
o kohumulon 14,45 %
o n + adhumulon 34,94 % (to sta analoga humulona: nhumulon in adhomulon,
podana kot skupna vsota, saj ju pri HPLC analizi ne moremo lo¢iti)
o lupulon 12,92 %
o n+ adlupulon 12,02 % (to sta analoga lupolona: nlupulon in adlupulon, podana
kot skupna vsota, saj ju pri HPLC analizi ne moremo lociti)
e standard za dolocanje ksantohumola, 90,0 % ¢istost (Hopsteiner, Nemcija)
e ocetna kislina (Fluka, Nemcija)
e acetonitril (Fluka, Nemcija)
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e H;PO, (Fluka, Nemcija)
e metanol (Fluka, Nemcija)

3.2.7.3 Instrumenti

e avtomatske pipete

e rotavapor B-491 (Biichi, Svica)

e ultrazvocna kopel TK52 (Bandelin-Sonorex, Nemcija)

e HPLC: Agilent 1200 (Agilent, ZDA), detektor DAD (Agilent, ZDA), kvarterna
Crpalka (Agilent, ZDA)

e kromatografska kolona: Chromolith® Performance, 100 mm x 4,6 mm x 3 pum
(Merck, Nemcija)

e kromatografska kolona: Discovery” C18, 250 mm x 4,6 mm x 5 pm (Supelco,
Nemcija)

3.2.7.4 Priprava vzorcev za HPLC

Del ekstraktov iz listov in storzkov smo uporabili tudi za HPLC analizo. Ko smo vzorce
preliminarno analizirali s HPLC, se je izkazalo da je koncentracija fenolnih spojin in alfa-
in beta-kislin premajhna, saj vrhov na kromatogramu skoraj da ni bilo ali pa so bili zelo
majhni. Zato smo se odlocili, da vzorec petkrat koncentriramo z rotavaporjem B-491
(Biichi, Svica). Pri tem smo uporabili silirane bucke in s tem prepreéili sprijemanje
posusenega vzorca na steni bucke. V bucko smo odpipetirali 5 mL ekstrakta listov oziroma
storzkov hmelja. Z rotavaporjem smo najprej topilo odparili pri temperaturi 40 °C do
suhega. Ko smo odparili topilo (etanol), smo v bucko dodali 1 mL metanola, ker je bil
nehlapen suhi ostanek hmeljnih smol in fenolnih spojin bolj topen v metanolu kot etanolu.
Vse delce, ki so Se ostali sprijeti in neraztopljeni, smo raztapljali s pomocjo ultrazvocne
kopeli (Bandelin-Sonorex, Nemcija) priblizno 2 minuti oziroma toliko ¢asa, dokler nismo
vec opazili sprijetih delcev.

3.2.7.5 Locba alfa- in beta-kislin ter ksantohumola s HPLC

Alfa- in beta-kisline ter ksantohumol smo kvalitativno in kvantitativno dolo¢ili s HPLC
sistemom Agilent 1200. Za lo¢bo spojin smo uporabili:

Kolona: reverzno fazna kolona Chromolith® Performance, 100 mm x 4,6 mm x 3 um
(Merck, Nemcija)

Mobilna faza: izokratsko, 210 mL H,O, 5 mL H3;PO4 (Fluka, Nemcija), 850 mL metanol
(Fluka, Nemcija)

Temperatura kolone: 30 °C

Pretok mobilne faze: 1 mL/min.

Detekcija: DAD (314 nm in 370 nm)
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3.2.7.6 Locba fenolnih spojin s HPLC

HPLC analizo fenolnih spojin smo izvedli na HPLC sistemu Agilent 1200 z naslednjo
kolono in pogoji:

Kolona: reverzno fazna kolona Discovery” C18, 250 mm x 4,6 mm x 5 pm.
Mobilna faza:
e A:25mL ocetna kislina (Fluka, Nemc¢ija), 975 mL deionizirana voda
e B: 25 mL ocetna kislina (Fluka, Nemcija), 100 mL acetonitril (Fluka, Nemcija),
770 mL deionizirana voda
Temperatura kolone: 30 °C.
Pretok mobilne faze: 1 mL/min
Injekcijski volumen: 5 uLL
Detekcija: DAD (320 nm)

Preglednica 6: Gradientni program mobilne faze

Cas (min) A (delez %) B (delez %)
0 100 0
70 0 100
75 100 0

3.2.7.7 Kvalitativno in kvantitativno doloc¢anje alfa-, beta-kislin, ksantohumola in fenolnih
spojin

Za kvalitativno in kvantitativno dolocanje alfa- in beta-kislin ter fenolnih spojin smo
uporabili ICE-2 standard z vnaprej znano sestavo. Omenjeni standard je sluzil kot eksterni
standard za kvalitativno in kvantitativno doloCanje alfa-kislin (kohumulon in n +
adhumulon), beta-kislin (kolupulon in n + adlupulon) in zgolj za kvantitativno doloCanje
fenolnih spojin. Za kvalitativno in kvantitativno doloCanje ksantohumola smo uporabili
eksterni standard ksantohumola, 90 % Cistosti.

Eluirane snovi smo detektirali z DAD detektorjem. Alfa- in beta-kisline smo dolocali pri
314 nm, ksantohumol pri 370 nm in fenolne spojine pri 320 nm. Na InStitutu za
hmeljarstvo in pivovarstvo omenjene metode uporabljajo Ze dlje Casa, tako smo Ze vnaprej
vedeli, kateri retencijski ¢asi in vrhovi pripadajo posameznim komponentam v ICE 2 -
hmeljnem ekstraktu. Ker smo poznali tudi to¢no koncentracijo posamezne komponente v
standardu (Cg) in povrSino pripadajo¢ega vrha (Ps) ter povrSino vrha vzorca (Px), smo
lahko izracunali tudi koncentracijo doloc¢ene spojine v vzorcu (Cyx).

Cx =Px * Cg * Pg" .. (3)
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 SKUPNE FENOLNE SPOJINE

Skupne fenolne spojine smo dolocali spektrometricno po Folin-Ciocalteujevi metodi. Za
kvantitativno dolocitev skupnih fenolnih spojin smo naredili umeritveno krivuljo (Slika 9)
s klorogensko kislino in pridobljene rezultate izrazili kot ekvivalente masne koncentracije
klorogenske kisline v mg KKE/mL ekstrakta iz hmeljnih listov ali storzkov.
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Slika 9: Umeritvena krivulja s klorogensko kislino za dolo¢anje mase skupnih fenolnih spojin

Z metodo najmanjSih kvadratov smo narisali regresijsko premico in dobili naslednjo
odvisnost absorbance od mase klorogenske kisline in korelacijski faktor:

A7s=10,0169 * mgx + 0,0276; R* = 0,9986 ...(4)
Kjer je:

A746  absorbanca izmerjena pri 746 nm
mgg  masa klorogenske kisline [ug]
R’ korelacijski faktor

4.1.1 Vpliv topila in temperature ekstrakcije na vsebnost skupnih fenolnih spojin v
ekstraktu

Preizkus, v katerem smo spreminjali pogoje ekstrakcije smo izvedli, ker nas je zanimal
kakSen vpliv imata ta dva parametra na vsebnost fenolnih spojin v ekstraktu. V literaturi se
namre¢ omenjajo razli¢na topila in njihove kombinacije, so pa to bolj ali manj polarna
topila. V literaturi se prav tako zasledijo zelo razlicne temperature ekstrakcij, od sobne
temperature pa tja do 60 °C. Nekateri avtorji odsvetujejo visje temperature zaradi povisane
stopnje oksidacije fenolnih spojin tekom 24 urne ekstrakcije, spet drugi omenjajo moznost
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termi¢nega razpada, medtem ko je za nekatere ekstrakcija pri 60 °C standardni postopek.
Pri tem se moramo zavedati, da so fenolne spojine kemijsko zelo raznolike spojine, da
imajo zato razli¢ne fizikalne in kemijske lastnosti in se tako razlikujejo tudi po termicni
stabilnosti. Zato je tudi jasno, da ne obstaja univerzalno topilo, ki bi bilo specificno za tako
Siroko skupino kot so fenolne spojine in da z izbiro topila poskuSamo zajeti bodisi ¢im
vedji profil, ali pa le zelo ozko skupino snovi, odvisno od namena in cilja raziskav. Da bi
preizkusili vpliv topila in temperature smo izvedli preliminaren preizkus in sicer smo za
analizo skupnih fenolnih spojin vzeli le slovenske vzorce, spreminjali pa smo pogoje
ekstrakcije in sicer, temperaturo (30 °C, 60 °C) in topilo (96 % etanol, metanol). Ker so
nas zanimale zgolj preliminarne vrednosti smo opravili le eno serijo meritev. Dobljeni
rezultati so prikazani v preglednici 7.

Preglednica 7: Vpliv temperature in ekstrakcijskega topila na masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v
ekstraktu

30 °C, etanol 60 °C, etanol 60 °C, metanol

v (mg KKE/mL) v (mg KKE/mL) v (mg KKE/mL)
Aurora listi 0,19 0,21 0,44
H. Magnum listi 0,20 0,22 0,58
Aurora storzki 1,21 1,30 1,54
H. Magnum storzki 1,31 1,60 1,38

Razlik med etanolno ekstrakcijo pri temperaturi 30 °C oziroma 60 °C skoraj ni (razen pri
storzkih kultivarja H. Magnum), oziroma je masna koncentracija skupnih fenolnih spojin
pri 30 °C le malo manjsa kot pri 60 °C. Po drugi strani pa je ekstrakcija v metanolu pri 60
°C za vec kot dvakrat povecala masno koncentracijo fenolnih spojin v ekstraktu listov obeh
kultivarjev in le priblizno za 15 % v ekstraktu storzkov kultivarja Aurora, medtem ko je
masna koncentracija pri storzkih kultivarja H. Magnum padla za 15 %. Izgleda, da je v
listih prisotna kak$na vecja skupina fenolnih spojin, ki se dosti bolje ekstrahira v metanolu
kot etanolu.

Iz dobljenih, sicer preliminarnih, rezultatov gre sklepati, da temperatura (vsaj do 60 °C)
nima vec¢jega vpliva na ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojin medtem ko pa ima, po
pri¢akovanjih, topilo dosti vecjo vlogo. Pokazali smo, da ¢e bi za naSo ekstrakcijo
uporabili metanol, bi vsaj iz listov ekstrahirali dvakrat ve¢ fenolnih spojin, z uporabo Se
drugih topil pa bi verjetno dobili drugacne rezultate. Z izbiro topil bi se spreminjal profil
kot tudi koli¢ina skupnih ekstrahiranih fenolnih spojin, kar bi se verjetno odrazilo tudi pri
antioksidacijskih ucinkovitostih. Tako lahko zaklju¢imo, da nasi rezultati veljajo le za ozek
krog pogojev. Zavedati se moramo tudi, da metanol v zivilstvu ni primerno topilo in smo
zato raje izbrali etanol in s tem sledili standardni industrijski praksi.

4.1.2 Skupne fenolne spojine v ekstraktih

V letu 2009 smo zbrali osem vzorcev listov in storzkov hmelja dveh kultivarjev (Aurora in
H. Magnum) na stirih lokacijah v stirih drzavah (Slovenija, Avstrija, Nemcija in CeSka). 1z
vsakega vzorca smo pripravili po dve ekstrakciji fenolnih spojin z etanolom in dobljene
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ekstrakte uporabili za doloCanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin v treh ponovitvah za
vsak vzorec. Dobljene rezultate smo izrazili z masno koncentracijo v mg KKE/mL v
preglednici 8, sliki 10 in v prilogah A1 - A4.

Preglednica 8: Skupne fenolne spojine, izrazene z masno koncentracijo v mg KKE/mL, v ekstraktih iz listov
in storzkov dveh kultivarjev Aurora in H. Magnum iz §tirih drzav (Abram in sod., 2015)

Vzorec y (mg KKE/mL) Vzorec y (mg KKE/mL)
SAL1 0,213 £ 0,005 SAS1 1,299 £ 0,016
SML1 0,223 £ 0,007 SMS1 1,599 + 0,020
AAL1 0,542 +0,018 AAS1 1,486 + 0,002
AMLI1 0,192+ 0,010 AMSI1 1,705+ 0,016
NALI1 0,222 + 0,006 NAS1 1,428 £ 0,020
NML1 0,207 + 0,006 NMSI1 1,533 £ 0,049
CALI 0,282 + 0,004 CAS1 1,255+ 0,017
CMLL1 0,199+ 0,010 CMS1 1,440 + 0,023

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Rezultati so povprecne vrednosti + standardna deviacija.
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Slika 10: Grafi¢ni prikaz rezultatov dolocanja skupnih fenolnih spojin. Legenda: Imena vzorcev smo skrajsali
in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[S]torzki.

Znano je, da Folin-Ciocalteujev reagent reagira ne samo s fenolnimi spojinami, pac tudi z
vrsto ostalih spojin, kot so askorbinska kislina, ogljikovi hidrati, aromatski amini, organske
kisline, proteini, zelezov sulfat, kalijev nitrat, kalijev fosfat in manganov sulfat (Ndhlala in
sod., 2010). Kljub relativno dolgemu seznamu snovi, ki prav tako reagirajo s Folin-
Ciocalteujevim reagentom je omenjena metoda prakticno edina, s katero lahko hitro,
enostavno in poceni dolo¢imo vsebnost fenolnih spojin.

Pri dolo¢anju skupnih fenolnih spojin smo ugotovili naslednje. Najbolj ocitna razlika v
masnih koncentracijah se pojavi med ekstrakti listov in storzkov, saj smo v storzkih
dolocili od 3- do 8-krat ve¢jo masno koncentracijo fenolih spojin kot v listih. Pri listih je
imel najve¢ skupnih fenolnih spojin ekstrakt avstrijske Aurore (0,542 mg KKE/mL),
najmanj pa avstrijski H. Magnum (0,192 mg KKE/mL). Najve¢jo masno koncentracijo
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fenolnih spojin v storzkih je vseboval ekstrakt avstrijskega H. Magnuma (1,705 mg
KKE/mL), najmanjSo pa ekstrakt ¢eske Aurore (1,255 mg KKE/mL). Kar je zanimivo pri
skupnih fenolnih spojinah v ekstraktih listov avstrijske Aurore je, da je ta skoraj 2,5-krat
vec¢ja od masnih koncentracij fenolnih spojin ostalih vzorcev listnih ekstraktov ne glede na
kultivar in lokacijo. Ceprav so med koncentracijami ekstraktov storzkov dologene razlike,
vzorca storzkov, ki bi tako izstopal nad povprecjem ni prepoznati. Iz preglednice 8 lahko
vidimo, da storzki kultivarja H. Magnum vsebujejo v grobem 15 % ve¢ fenolnih spojin kot
storzki kultivarja Aurora. Kljub razlikam tako vzorci listov kot storzkov znotraj
posameznega kultivarja z razli¢nih lokacij izkazujejo kar dobro uniformnost v masni
koncentraciji fenolnih spojin. Tak3$ni rezultati analiz pravzaprav ne presenecajo, saj so bili
vzorci pobrani v tehnoloski zrelosti storzkov in morajo ze po definiciji tehnoloske zrelosti
ustrezati zastavljenim parametrom, kar rezultira v relativni uniformiranosti vzorcev, ¢eprav
se ve, da rastiS¢e in klimatski pogoji vplivajo na vsebnost fenolnih spojin v rastlinah
(Kacjan-Marsi¢ in sod., 2011).

4.2 ANTIOKSIDATIVNA UCINKOVITOST EKSTRAKTOV

4.2.1. Sposobnost lovljenja radikalov DPPH

Z uporabo stabilnega radikala DPPH smo dolocali antioksidativne sposobnosti ekstraktov
listov in storzkov hmelja kultivarjev Aurora in H. Magnum vzgojenih v Sloveniji, Avstriji,
Nem¢iji, Ceski. Zanimala nas je masa fenolnih spojin, katera povzroéi 50 % zmanjsanje
radikala DPPH v 15 minutah.

Za izracun koli¢ine fenolnih spojin smo najprej iz vrednosti Ay, izracunali AA= Ay-A,, in
Se AA/Ax. Potem smo narisali graf odvisnosti AA/Ax od faktorja razredCitve (R) ekstrakta.
Iz dobljene premice smo lahko dolocili razred¢itev in potem posredno preko izhodis¢ne
masne koncentracije fenolnih spojin v vzorcu (Priloge Al - A4) ter znanega volumna (250
uL) izracunali Se maso fenolnih spojin v reakcijski zmesi, ki je ustrezala AA/Ax = 0,5
oziroma je predstavljala 50 % zmanjSanje stabilnega radikala DPPH. Dobljeni rezultati so
zbrani v preglednici 9 in sliki 11. Absorbance vzorcev (vsaj tri razred¢itve in tri ponovitve)
in kontrolnih raztopin pa so prikazane v prilogah B1 - B4, grafi odvisnosti AA/Ax od
razredCitve pa so prikazani v prilogah B5 - BS.
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Preglednica 9: Masa fenolnih spojin, ki v reakcijski zmesi povzro¢i 50 % zmanjSanje radikala DPPH (Abram
in sod., 2015)

Vzorec mgg (mg KKE) mgs (mg KKE) povpreéna
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Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. mgg je masa fenolnih spojin,
medtem ko je mgs povprecna vrednost dveh paralelk + standardna deviacija.
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Slika 11: Graficni prikaz rezultatov DPPH testa. Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili
nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.

Z interpretacijo podatkov v preglednici 9, kjer manjSe vrednosti predstavljajo boljSo, vecje
pa slabSo sposobnost lovljenja radikala DPPH in posledi¢no antioksidativnimi lastnostmi
lahko sklepamo naslednje.

Najbolj ocitna razlika v sposobnosti lovljenja radikala DPPH se je pokazala med ekstrakti
listov in storzkov. Pri ekstraktih listov smo za 50 % zmanjSanje radikala DPPH znotraj
istega Casovnega okvirja potrebovali dosti ve¢jo koli¢ino fenolnih spojin, kot bi ga za enak
ucinek dosegli z nekajkrat manjSo maso fenolnih spojin iz ekstraktov storzkov. Pomembno
je vedeti, da so rezultati DPPH analize odvisni tako od koncentracije fenolnih spojin v
ekstraktih kot tudi profila tako fenolnih in drugih spojin, ki so antioksidanti. Iz dobljenih
rezultatov, na podlagi analize DPPH, je mogoce sklepati, da so v ekstraktih storzkov
prisotni bolj ucinkoviti antioksidanti kot v ekstraktih listov hmelja. Posledi¢no lahko
zaklju¢imo, da obstajajo razlike v vrsti fenolnih spojin v listih in storzkih hmelja. Med
ekstrakti listov kultivarja Aurora in H. Magnum se pojavljajo dolocene razlike in sicer so
listi kultivarja H. Magnum v povprecju izkazali nekoliko slabSo sposobnost lovljenja
radikalov kot ekstrakti listov kultivarja Aurora, kjer sta bila najbolj u¢inkovita vzorca iz
Avstrije in Ceske.

Ce primerjamo vzorce storzkov, opazimo, da so ekstrakti storzkov kultivarja H. Magnum
izkazali boljSo sposobnost lovljenja radikala DPPH kot storzki kultivarja Aurora.

4.2.2 Analiza sposobnosti redukcije

Analizo sposobnosti redukcije smo izvedli, da bi ocenili redukcijsko sposobnost ekstraktov
in s tem njihove antioksidativne sposobnosti. Iz izmerjenih absorbanc A1, A2, A3, treh
razli¢nih razredCitev ekstraktov listov ali storzkov in znanih masnih koncentracij fenolnih
spojin v reakcijski zmesi (yps) (podatki so zbrani v prilogah C1 - C4) smo z metodo
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najmanjSih kvadratov narisali graf odvisnosti absorbance od masne koncentracije fenolnih
spojin (priloge C5 - C8) in dolocili naklon premice za vsak posamezen vzorec. Vecji kot je
naklon premice (k) vecjo redukcijsko oziroma antioksidativno ucinkovitost ima vzorec
(Klan¢nik in sod., 2009). Dobljeni rezultati so prikazani v preglednici 10 in sliki 12.

Preglednica 10: Rezultati analize sposobnosti redukcije ekstraktov iz listov in storzkov dveh kultivarjev in
stirih drzav (Abram in sod., 2015)

Vzorec Naklon premice Vzorec Naklon premice
SALI 86,2 SASI 63,0

SAL2 86,1 86,1+0,1 SAS2 713 67,2+5,9
SMLI 83,9 SMS1 298

SML2 918 90,3£20 SMS2 36,6 33,2£48
AALL 100, AASI 70,6

AAL2 97.4 99,125 AAS2 67.7 69,221
AMLI 69,8 AMSI 45,6

AML2 74,9 724£36 AMS2 445 45,108
NALI 63,6 NASI 661

NAL2 70,3 67.0+ 438 NAS2 63,7 649+ 1,7
NMLI 92,0 NMS1 411

NML2 124.4 108,2+ 22,9 NMS2 453 43,230
CAL1 103,2 CASI 67,1

CAL2 954 99.3£3.5 CAS2 69,2 68,115
CML1 83,2 CMS1 40,1

EML2 91,4 87.3+58 EMS2 45,0 42,5 %34

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. mgg je masa fenolnih spojin,
medtem ko je naklon premic povpre¢na vrednost dveh paralelk + standardna deviacija
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Slika 12: Grafi¢ni prikaz rezultatov analize sposobnosti redukcije. Legenda: Imena vzorcev smo skrajsali in
uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[S]torzki.

Razlike v sposobnosti redukcije so se pojavljale na vseh nivojih. Najbolj opazna razlika se
pojavi ponovno med ekstrakti listov in storzkov, vendar so se tokrat presenetljivo, v
nasprotju z rezultati iz analize DPPH, za najboljSe reducente pokazali ekstrakti listov in ne
storzkov.

Med kultivarjema Aurora in H. Magnum je prvi izkazal vecjo redukcijsko mo¢ v ekstraktih
storzkov in sicer v vzorcih vseh drzav. Tako lahko sklepamo, da je ta lastnost pogojena s
kultivarjem. Slednjega ne moremo trditi za hmeljne liste, saj so rezultati analize vzorcev
listov obeh kultivarjev iz drzav Ceske in Slovenije dokaj podobni ter le vzorci kultivarja
Aurora iz Avstrije kazejo znatno vecjo sposobnost redukcije kot vzorci kultivarja H.
Magnum iz istega geografskega porekla. Sta pa rezultata sposobnosti redukcije vzorcev
listov kultivarja Aurora in H. Magnum iz Nemcije zelo zanimiva. Vzorec listov kultivarja
Aurora iz Nemcije izkazuje najmanjSo mo¢ redukcije tako znotraj kultivarja kot v
primerjavi s kultivarji H. Magnum razlicnih geografskih porekel. Listi kultivarja H.
Magnum iz Nemcije pa izkazujejo najvecjo moc¢ redukcije tako znotraj kultivarja, kot v
primerjavi s kultivarji H. Magnum razli¢nih geografskih porekel, kot tudi v primerjavi s
storzki obeh kultivarjev.

Pri vzorcih storzkov je tudi zanimivo, da so znotraj posameznega kultivarja vrednosti
sposobnosti redukcije zelo podobne, ne glede na geografsko poreklo (izjema je le vzorec
kultivarja H. Magnum iz Slovenije). Glede na to da so bili storzki pobrani v tehnoloski
zrelosti, bi lahko relativno uniformnost rezultatov povezali s tem parametrom. To pa ne
moremo trditi za vzorce listov, kjer prihaja znotraj posameznega kultivarja do dosti vecjih
razlik med vzorci razli¢nih geografskih porekel.
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4.3 HPLC ANALIZA

Za izvedbo HPLC analize smo se odlocili, ker nas je zanimal profil fenolnih spojin, kot
tudi koli€ina alfa-, beta-kislin in ksantohumola. Predpostavka je bila, da bi ti podatki bili v
podporo analizam antioksidativnih sposobnosti ekstraktov in bi prispevali k razlagi
antioksidativne u€inkovitosti.

4.3.1 Alfa- in beta-Kisline

Alfa- in beta-kisline ter ksantohumol smo dolocevali le v ekstraktih storzkov, saj je po
izkusnjah raziskovalcev iz InStituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije njihova
vsebnost v ekstraktih listov zanemarljiva. Rezultati so podani v g snovi/100 g zra¢no
suhega vzorca v preglednicah 11 in 12. Vzor¢ni kromatogram je podan kot priloga D1.

Preglednica 11: Vsebnost kohumulona, n + adhumulona in skupnih alfa-kislin (seStevek kohumulona ter n +
adhumulona) v zra¢no suhih storzkih kultivarjev Aurora in H. Magnum iz Stirih drzav

Kultivar Spojina Slovenija | Avstrija | Neméija | Ceska
(g spojine/100 g zra¢no suhega vzorca)

Aurora kohumulon 0,49 0,59 0,54 0,38

storzki n+ adhumulqn . 1,95 2,39 2,02 1,72
skupne alfa-kisline 2,44 2,98 2,56 2,10

H. Magnum kohumulon 0,78 0,76 0,82 0,59

storzki n+ adhumulqn . 3,01 2,60 2,60 1,83
skupne alfa-kisline 3,79 3,36 3,42 2,42

Preglednica 12: Vsebnost kolupolona, n + adlupulona in skupnih beta-kislin (seStevek kolupulona ter n +
adlupulona) v zra¢no suhih storzkih kultivarjev Aurora in H. Magnum iz Stirih drzav

Kultivar Spojina Slovenija | Avstrija | Neméija | Ceska
(g spojine/100 g zracno suhega vzorca)

Aurora kolupulon 0,30 0,24 0,29 0,20

storzki n + adlupulon 0,41 0,40 0,30 0,22
skupne beta-kisline 0,71 0,64 0,59 0,42

H. Magnum kolupulon 0,37 0,23 0,37 0,29

storzki n + adlupulon 0,60 0,45 0,49 0,35
skupne beta-kisline 0,97 0,68 0,86 0,64

Iz prilozenih preglednic 11 in 12, v katerih so vsebnosti alfa- in beta-kislin je mozno
opaziti dolocene podobnosti in razlike med razlicnimi kultivarji in drzavami. V ekstraktih
kultivarja H. Magnum smo dolocili ve¢ alfa- in beta-kislin kot v ekstraktih kultivarja
Aurora. To je bilo tudi pri¢akovati, saj velja H. Magnum za bolj grenci¢en kultivar,
medtem ko je Aurora bolj aromaticen in posledi¢no vsebuje nekoliko man;j alfa- in beta-
kislin. Zanimiva je tudi primerjava rezultatov HPLC analiz alfa- in beta-kislin obeh
kultivarjev med posameznimi drzavami. Tako so imeli med vsemi drzavami ekstrakti
vzorcev iz Ceske najmanjso vsebnost alfa- in beta-kislin pri obeh kultivarjih. Nasprotno pa
so imeli najve¢ alfa- in beta-kislin, med vzorci razlicnih geografskih porekel (z izjemo
alfa-kislin v ekstraktu kultivarja Aurora), prav slovenski vzorci. Ti rezultati odrazajo stanje
enega leta - 2009 in Stirih razli¢nih, geografsko majhnih podroc€ij oziroma rastisc.
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4.3.2 Ksantohumol

Ksantohumol smo dolocevali le v etanolnih ekstraktih storzkov, saj je po izkuSnjah
raziskovalcev iz InStituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije njihova koncentracija v
ekstraktih listov zanemarljiva. Rezultati so podani kot masna koncentracija v mg KHE/L
ekstrakta v preglednici 13. Vzor¢ni kromatogrami je podan v prilogi D2.

Preglednica 13: Vsebnost ksantohumola v etanolnih ekstraktih zra¢no suhih storzkih kultivarjev Aurora in H.
Magnum iz §tirih drzav

. .. Slovenija | Avstrija | Nem&ija | Ceska
Kultivar Spojina v (mg KHE/L)
Aurora
storzki Ksantohumol 0,20 0,28 0,27 0,30
H.~  Magnum 0,20 0,17 0,19 0,16
storzki

Ce primerjamo vsebnost ksantohumola v ekstraktih storzkov kultivarjev Aurora in H.
Magnum znotraj posamezne drzave opazimo, da obstajajo znacilne razlike med
kultivarjema. Z izjemo slovenskih vzorcev, kjer sta vsebnosti ksantohumola enaki, je
vsebnost ksantohumola od 1,5- do 2-krat vecja v ekstraktih Aurore iz drugih drzav.

Iz preglednice rezultatov je prav tako razvidno, da je, z izjemo vzorcev iz Slovenije,
vsebnost ksantohumola v ekstraktih znotraj istega kultivarja dokaj podobna ne glede na
drzavo porekla.

4.3.3 Fenolne spojine

Zaenkrat smo zeleli s kromatografsko locbo videti samo eluacijski profil fenolnih spojin v
ekstraktih iz listov in jih primerjati z onim od storzkov. Fenolnih spojin nismo
identificirali, poiskali smo le znacilne vrhove, ki so se pojavljali v kromatogramih in
izracunali koncentracijo fenolnih spojin. Koncentracijo fenolnih spojin smo izra¢unali na
podoben nacin kot prej alfa- in beta-kisline ter ksantohumol, le da tu nismo kvalitativno
identificirali vsak vrh posebe;.

Ker nismo poznali niti katera fenolna spojina se je eluirala z doloCenim retencijskim
¢asom, niti njene molske mase, smo koncentracijo fenolnih spojin izrazili kot ekvivalent
ksantohumola, katerega koncentracijo in molsko maso smo poznali. Podobna metoda
izrazanja koncentracije polimerov se pogosto uporablja, ko sestava polimerne snovi ni
natancno definirana ali znana. Zato pri izracunu, ¢e se le da uporabimo osnovno
komponento polimera, tisto katera je zastopana v vecini, ima podobno molsko maso
oziroma tisto, ki pokaze najbolj ustrezen odziv na detektorju. Ker poznamo molsko maso
in koncentracijo izbrane snovi, v naSem primeru ksantohumol, uporabimo slednjo kot
eksterni standard za izra¢un koncentracije fenolnih spojin in rezultat podamo kot masno
koncentracijo v mg KHE/L ekstrakta. Rezultati so podani v preglednici 14, kromatogrami
pa v prilogah D3 - D18.
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Preglednica 14: S HPLC analizo pridobljene vsebnosti fenolnih spojin v etanolnih ekstraktih zra¢no suhih
storzkih kultivarjev Aurora in H. Magnum iz Stirih drzav

tg [min] 5,5 7,1 9,6 | 11,6 | 15,9 | 20-21 | 21,7 | 23 | 28,3 ] 30,3 | 31,8 | 35,1 | 41,9
v (mg KHE/L)
Aurora list
Slovenija| 0,35 | 0,66 | 0,00 | 1,61 |23,16] 1,90 | 2,41 |11,29| 6,48 | 14,45]14,45] 6,49 | 9,59
Avstrija | 0,51 | 0,39 | 0,00 | 4,55 [267,5| 7,02 |15,85]46,98(27,85]175,94(117,3| 4,61 |15,50
Nemcija | 1,06 | 1,34 | 0,00 | 4,22 | 58,31 4,62 | 7,58 |22,76]14,00|40,64 (31,13 6,67 10,97
Ceska 0,40 | 1,03 | 0,00 | 3,1 [25,71| 4,29 | 3,93 |17,49( 2,98 [12,63]21,99| 2,85 | 3,13
H. Magnum listi
Slovenija| 0,46 | 0,47 | 0,00 | 6,86 |32,56| 4,00 | 7,78 |18,47|14,89|24,95]117,55] 7,98 | 17,25
Avstrija | 1,35 | 3,67 | 0,00 | 4,82 (40,29 2,99 | 3,59 | 18,18 18,12]38,76 (23,68 4,97 | 17,04
Nemcija | 0,35 | 0,60 | 0,00 | 2,80 [ 16,30 1,73 | 1,63 | 10,56| 4,23 [11,17[10,05( 2,67 | 5,77
Ceska 0,30 | 1,03 | 0,00 | 5,11 11,54 2,20 | 2,54 |10,20( 2,89 | 8,73 | 5,16 | 1,19 | 8,20
Aurora storzki
Slovenija| 0,00 | 0,00 | 1,65 | 3,00 | 42,2 | 1,54 | 7,19 |23,99] 6,23 |24,87|10,72( 0,00 [22,71
Avstrija | 0,00 | 0,00 | 1,42 | 2,21 [107,2| 1,73 [12,93]54,09( 7,57 |34,16(24,81| 0,00 |35,45
Nemcija | 0,00 | 0,00 | 1,33 | 1,70 | 89,91 1,82 |13,43]149,69] 5,69 |26,04 (22,48 0,00 |28,64
Ceska 0,00 | 0,00 | 1,28 | 1,82 |44,72| 2,15 |12,25]41,25] 5,73 |24,80( 10,95 0,00 |26,85
H. Magnum storzki
Slovenija| 0,00 | 0,00 | 1,42 | 1,08 | 6,19 | 1,82 24 | 7,251 3,59 | 6,01 | 1,08 | 0,00 |23,76
Avstrija | 0,00 | 0,00 | 1,30 | 2,28 (45,54 1,42 | 5,15 |21,83(18,44)120,41| 9,87 | 0,00 | 19,22
Nemcija | 0,00 | 0,00 | 1,44 | 0,92 | 12,33 3,43 | 3,51 |10,73] 7,69 | 6,83 | 3,60 | 0,00 [20,25
Ceska 0,00 | 0,00 [ 1,70 | 1,77 | 10,4 | 1,27 | 3,86 | 13,95 3,44 | 6,13 | 1,78 | 0,00 | 16,92

HPLC analizo etanolnih ekstraktov smo opravili, saj so nas zanimale tako kvalitativne kot
kvantitativne podobnosti in razlike med posameznimi kromatogrami ekstraktov iz listov in
storzkov hmelja razli¢nih kultivarjev ter geografskih lokacij. V kromatogramih smo opazili
najvecje razlike pri retencijskih ¢asih 5,5; 7,1; 9,6; 11,6; 20-21; 21,7; 23; 28,3; 30,3; 31,8;
35,1 in 41,9 min. Tako v kromatogramih ekstraktov iz listov katerih koli lokacij ni bilo
vrhov pri retencijskem Casu 9,6 min, v ekstraktih iz storzkov pa ne vrhov pri 5,5, 7,1 in
35,1 min.

Od vzorcev sta predvsem zanimiva ekstrakta listov in storzkov kultivarja Aurora iz
Avstrije, kjer se pri vrhu ob 15,9 min in nekoliko manj a kljub temu izstopajoce pri vrhu
30,3 in 31,8 pojavlja zelo visoka vrednost napram ostalim kultivarjem iz drugih drzav.

Iz preglednice 14 je moc¢ videti tudi znacilne razlike v vsebnosti posameznih fenolnih
spojin storzkov kultivarja Aurora in H. Magnum. Ne glede na lokacijo se pri vecini
retencijskih Casov izkaze, da vsebujejo storzki kultivarja Aurora ve¢ fenolnih spojin kot
storzki kultivarja H. Magnum. Take razlike se ne kazejo pri ekstraktih listov. Zanimivo je
tudi, da se znotraj skupine vzorcev listov oziroma vzorcev storzkov pojavljajo vrhovi ob
enakih retencijskih Casih, kar prica o tem, da se sintetizirajo enaki sekundarni metaboliti.
Kot je pa razvidno iz razli¢nih povrSin pod vrhovi, pa je koli¢ina le teh odvisna od
posameznega kultivarja in rastisca.
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5 SKLEPI

Na podlagi opravljenih analiz in pridobljenih rezultatov sklepamo da:

je koli¢ina ekstrahiranih fenolnih spojin predvsem odvisna od izbire topila za
ekstrakcijo,

je koli¢ina fenolnih spojin v etanolnih ekstraktih iz listov in storzkov hmelja
odvisna od kultivarja in agrotehniSkih pogojev rastiSca rastline,

etanolni ekstrakti storzkov hmelja vsebujejo ve¢ fenolnih spojin kot listi,

vsebujejo storzki kultivarja H. Magnum ve¢ fenolnih spojin kot storzki kultivarja
Aurora,

so ekstrakti listov hmelja slabsi lovilci radikalov DPPH kot ekstrakti storzkov,
imajo ekstrakti listov boljSo sposobnost redukcije kot ekstrakti storzkov hmelja

so bile antioksidativne lastnosti vzorcev bolj odvisne od dela rastline (listi ali
storzki) kot pa od kultivarja ali geografskega porekla,

vsebuje kultivar H. Magnum ve¢ alfa- in beta-kislin kot kultivar Aurora,
vsebuje kultivar Aurora ve¢ ksantohumola od kultivarja H. Magnum,
so v storzkih hmelja prisotne nekatere fenolne spojine, ki jih ni v listih in obratno.
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6 POVZETEK

Hmelj oziroma bolj natan¢no hmeljev storzek se trenutno skoraj ekskluzivno uporablja za
zivilsko industrijo kot dodatek pri varjenju piva, kjer z organolepticnega vidika pomembno
prispeva k vonju in okusu, s kemijskega vidika pa k stabilnosti piva. Poleg Ze uveljavljene
uporabe v zivilski industriji pa raziskovalci poskusSajo odkriti uporabo tudi za druge
industrije, predvsem farmacevtsko. Kljub trenutni uporabi storzkov zaradi pomembne
vsebnosti alfa- in beta-kislin, ksantohumola ter fenolnih spojin, pri pridelavi hmelja kot
stranski in neizkori§¢en produkt ostane Se cela rastlina.

V diplomskem delu nas je v etanolnih ekstraktih storzkov in listov hmelja, kultivarjev
Aurora in H. Magnum iz drzav Slovenija, Avstrija, Neméija in Ceska zanimala vsebnost
skupnih fenolnih spojin, antioksidativna lastnost ekstraktov (kar smo pomerili z DPPH
testom in analizo sposobnosti redukcije), vsebnost alfa- in beta kislin, ksantohumola ter
HPLC kromatogrami fenolnih spojin.

Skupne fenolne spojine smo dolocali po Folin-Ciocalteu, kjer se je v reakcijski zmesi
prisotnost reducirajo¢ih agentov (fenolnih spojin) odrazila v spremembi barve, to pa smo
spektrometricno pomerili pri 746 nm. Rezultate smo izrazili kot ekvivalent klorogenske
kisline. Listi so vsebovali od 3- do 8-krat manj fenolnih spojin. Med ekstrakti storzkov je
najve¢ fenolnih spojin vseboval vzorec AMS z 1,705 mg KKE/mL pri listih pa vzorec
AAL 7z 0,542 mg KKE/mL.

Pri testu DPPH smo spektrometri¢no pri 517 nm zasledovali spremembo barve v reakcijski
zmesi, kjer se je DPPH kot stabilen radikal ob prisotnosti reducentov (antioksidantov)
reduciral v DPPH-H. Rezultat smo izrazili kot tisto maso fenolnih spojin, katera v
reakcijski zmesi povzro¢i 50 % zmanjSanje DPPH radikala. NajslabSo antioksidacijsko
lastnost je izkazal vzorec AML z rezultatom 34,1 mg KKE, najboljSo pa vzorec SMS s 5,4
mg KKE.

Analizo sposobnosti redukcije smo izvedli, da bi ocenili redukcijsko sposobnost ekstraktov
in s tem posredno njihove antioksidativne lastnosti. Pri analizi sposobnosti redukcije se
prisotnost reducentov (antioksidantov) odrazi z redukcijo Fe’* fericianidnega kompleksa v
Fe”" obliko, kar smo spremljali z merjenjem absorbance pri 740 nm in podatke prikazali v
grafu odvisnosti absorbance od koncentracije fenolnih. Vecji kot je bil naklon premice
boljSe redukcijske sposobnosti je imel ekstrakt. NajboljSo moc¢ redukcije je pokazal vzorec
NML z vrednostjo 108,2, najslabso pa SMS z vrednostjo 33,2.

Pri HPLC analizi smo dolocevali vsebnost alfa- in beta-kislin, ksantohumola in profil
fenolnih spojin. Najvec alfa- kot tudi beta-kislin je vseboval vzorec SMS in sicer 3,79
g/100 g zracno suhega vzorca alfa-kislin in 0,97 g/100 g zracno suhega vzorca beta-kislin.
Najve¢ ksantohumola pa je imel vzorec CAS in sicer 0,30 mg KHE/L.

Posamezne vrhove v HPLC analizi fenolnih spojin smo ovrednotili le kvantitativno in
rezultate podali kot ekvivalente ksantohumola (mg KHE/L), med tem ko jih identificirati
nismo mogli saj nismo imeli ustreznih standardov. Pri pregledu kromatogramov ekstraktov
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listov smo ugotovili odsotnost vrha pri retencijskem ¢asu 9,6 min, v ekstraktih iz storzkov
pa odsotnost vrhov pri 5,5, 7,1 in 35,1 min in sicer neodvisno od lokacije ali kultivarja.
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PRILOGE

Priloga A: Absorbance in masne koncentracije vzorcev ekstraktov pri dolocanju skupnih fenolnih spojin

Priloga Al: Absorbance in masne koncentracije vzorcev ekstraktov listov hmelja kultivarja Aurora iz Stirih
drzav pri dolo¢anju skupnih fenolnih spojin

Aurora listi

1 2 3

Slovenija 1 A 746 nm 0,3968 0,3779 0,3742
v [mg KKE/mL] 0,218 0,207 0,205

Slovenija 2 A 746 nm 0,3853 0,3935 0,3925
y [mg KKE/mL] 0,212 0,217 0,216

Avstrija 1 A 746 nm 0,9190 0,9038 0,9151
v [mg KKE/mL] 0,527 0,518 0,525

Avstrija 2 A 746 nm 0,9760 0,9708 0,9740
y [mg KKE/mL] 0,561 0,558 0,560

Nemdija 1 A 746 nm 0,4231 0,4028 0,4042
v [mg KKE/mL] 0,234 0,222 0,223

Nemcija 2 A 746 nm 0,3939 0,3984 0,3949
v [mg KKE/mL] 0,217 0,219 0,217

Ceska 1 A 746 nm 0,4944 0,5024 0,5026
v [mg KKE/mL] 0,276 0,281 0,281

Ceska 2 A 746 nm 0,5139 0,5077 0,5051
y [mg KKE/mL] 0,288 0,284 0,283

Priloga A2: Absorbance in masne koncentracije vzorcev ekstraktov listov hmelja kultivarja H. Magnum iz
Stirih drzav pri dolo€anju skupnih fenolnih spojin

H. Magnum listi

1 2 3

Slovenija 1 A 746 nm 0,3920 0,3868 0,4125
v [mg KKE/mL] 0,216 0,213 0,228

Slovenija 2 A 746 nm 0,4172 0,4047 0,4165
y [mg KKE/mL] 0,231 0,223 0,230

Avstrija 1 A 746 nm 0,3880 0,3460 0,3552
y [mg KKE/mL] 0,213 0,188 0,194

Avstrija 2 A 746 nm 0,3342 0,3469 0,3410
y [mg KKE/mL] 0,181 0,189 0,185

Nemcija 1 A 746 nm 0,3675 0,3682 0,3686
y [mg KKE/mL] 0,201 0,202 0,202

Nemcija 2 A 746 nm 0,3787 0,3826 0,3956
y [mg KKE/mL] 0,208 0,210 0,218

Ceska 1 A 746 nm 0,3820 0,3746 0,3790
y [mg KKE/mL] 0,210 0,205 0,208

Ceska 2 A 746 nm 0,3469 0,3585 0,3381
v [mg KKE/mL] 0,189 0,196 0,184




Hercezi M. Antioksidativna ucinkovitost ekstraktov hmelja razli¢nega geografskega porekla in kultivarjev.

Dipl. delo. Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

Priloga A3: Absorbance in masne koncentracije vzorcev ekstraktov storzkov hmelja kultivarja Aurora iz

Stirih drzav pri doloCanju skupnih fenolnih spojin

Aurora storzki

1 2 3

Slovenija 1 A 746 nm 0,5728 0,5785 0,5836
v [mg KKE/mL] 1,291 1,304 1,316

Slovenija 2 A 746 nm 0,5851 0,5734 0,5655
vy [mg KKE/mL] 1,320 1,292 1,273

Avstrija 1 A 746 nm 0,6550 0,6394 0,6425
v [mg KKE/mL] 1,485 1,448 1,455

Avstrija 2 A 746 nm 0,6653 0,6646 0,6587
v [mg KKE/mL] 1,509 1,508 1,494

Nemcija 1 A 746 nm 0,6225 0,6394 0,6443
v [mg KKE/mL] 1,408 1,448 1,460

Nemdija 2 A 746 nm 0,6224 0,6251 0,6315
v [mg KKE/mL] 1,408 1,414 1,429

Ceska 1 A 746 nm 0,5552 0,5523 0,5730
y [mg KKE/mL] 1,249 1,242 1,291

Ceska 2 A 746 nm 0,5561 0,5580 0,5520
v [mg KKE/mL] 1,251 1,255 1,241

Priloga A4: Absorbance in masne koncentracije vzorcev ekstraktov storzkov hmelja kultivarja H.
stirih drzav pri dolo¢anju skupnih fenolnih spojin

Magnum iz

H. Magnum storzki

1 2 3

Slovenija 1 A 746 nm 0,7145 0,7129 0,7064
v [mg KKE/mL] 1,626 1,622 1,607

Slovenija 2 A 746 nm 0,6955 0,6922 0,6983
v [mg KKE/mL] 1,581 1,573 1,588

Avstrija 1 A 746 nm 0,7499 0,7456 0,7501
v [mg KKE/mL] 1,709 1,699 1,710

Avstrija 2 A 746 nm 0,7591 0,7471 0,7357
y [mg KKE/mL] 1,731 1,703 1,676

Neméija 1 A 746 nm 0,6735 0,6848 0,6767
v [mg KKE/mL] 1,529 1,555 1,536

Nemdija 2 A 746 nm 0,7118 0,6618 0,6446
v [mg KKE/mL] 1,619 1,501 1,460

Ceska 1 A 746 nm 0,6405 0,6357 0,6212
y [mg KKE/mL] 1,451 1,439 1,405

Ceska 2 A 746 nm 0,6414 0,6269 0,6507
v [mg KKE/mL] 1,453 1,419 1,475
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Priloga B: Absorbance vzorcev in grafi DPPH testa

Priloga B1: Absorbance vzorcev ekstraktov iz listov hmelja kultivarja Aurora dveh paralelk in kontrole za
DPPH test

Vzorci R Al A2 A3 Ajontrola
2 0,41909 0,42270 0,42051

SALI1 3 0,63711 0,62202 0,61306 1,04760
5 0,80308 0,77939 0,77779
2 0,42173 0,39903 0,40486

SAL2 3 0,63005 0,60425 0,59304 1,04760
5 0,79679 0,76566 0,76644

10 0,55018 0,54779 0,54453
AALLl 13 0,65651 0,65430 0,65410 1,10320
30 0,79537 0,80087 0,80569
10 0,53749 0,52269 0,52528
AAL2 13 0,65576 0,64904 0,64317 1,10320
20 0,79277 0,80399 0,80883

2 0,35738 0,36601 0,36055

NALLI 3 0,56323 0,53498 0,59024 1,14480
5 0,80669 0,82484 0,82699
2 0,43744 0,43556 0,43613

NAL2 3 0,65930 0,64892 0,63891 1,14480
5 0,87446 0,87257 0,85967
2 0,14758 0,14932 0,14958

CAL1 3 0,30332 0,29721 0,30398 1,09370
5 0,57524 0,55969 0,57034
2 0,15268 0,14790 0,14319

CAL2 3 0,26101 0,26742 0,27858 1,09250
5 0,52783 0,53887 0,54324

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. R predstavlja razredcCitev, Al,
A2, A3 absorbanco treh ponovitev, Ayonmola @bsorbanco kontrolne raztopine DPPH.
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Priloga B2: Absorbance vzorcev ekstraktov iz listov hmelja kultivarja H. Magnum dveh paralelk in kontrole
pri 517 nm za DPPH test

Vzorci R Al A2 A3 Aontrola
2 0,33536 0,31956 0,32150

SML1 3 0,55325 0,53465 0,53082 1,04760
5 0,76224 0,73104 0,73762
2 0,34699 0,30742 0,29234

SML2 3 0,54293 0,51706 0,51758 1,04760
5 0,75649 0,72829 0,72815
2 0,66741 0,66591 0,67042

AMLI1 3 0,79170 0,81402 0,78279 1,06220
4 0,86129 0,85524 0,86272
2 0,72210 0,70531 0,70285

AML2 3 0,81776 0,82046 0,82894 1,06220
4 0,90449 0,88872 0,88668
2 0,54066 0,53715 0,55867

NMLI1 3 0,74191 0,71288 0,76239 1,15680
5 0,88508 0,91510 0,93478
2 0,56501 0,56182 0,54930

NML2 3 0,73853 0,74728 0,74898 1,13410
5 0,84739 0,88900 0,88907
1,333 0,16253 0,16777 0,17473

CML1 2 0,32158 0,33951 0,33754 1,05210
3 0,51651 0,53728 0,52759
1,333 0,40505 0,38403 0,40599

CML2 2 0,57626 0,58532 0,58702 1,01530
3 0,75556 0,76303 0,76021

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca $tevilko 1 oziroma 2. R predstavlja razredCitev, Al,
A2, A3 absorbanco treh ponovitev, Aygumola @bsorbanco kontrolne raztopine DPPH.
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Priloga B3: Absorbance vzorcev ekstraktov iz storzkov hmelja kultivarja Aurora dveh paralelk in kontrole za
DPPH test

Vzorci R Al A2 A3 Ayontrola

20 0,24237 0,23380 0,23070
30 0,38808 0,33656 0,34480
50 0,58239 0,52205 0,54097
70 0,72823 0,68762 0,67710
20 0,23690 0,23015 0,24714
SAS? 30 0,33184 0,30195 0,30366 111260
50 0,57328 0,54352 0,54435
70 0,73739 0,71752 0,73232
30 0,30241 0,30112 0,31940
AASI1 50 0,55983 0,53102 0,53034 0,97347
70 0,65031 0,66236 0,66246
30 0,32740 0,33245 0,33216
AAS2 50 0,51959 0,51674 0,52200 0,97347
70 0,67823 0,67386 0,68109
10 0,35545 0,36476 0,36778
30 0,53907 0,55900 0,55549
50 0,71777 0,71019 0,72338
70 0,81268 0,82620 0,82488
10 0,36556 0,36760 0,37055
NAS? 30 0,53524 0,54040 0,53777 119730
50 0,71996 0,71527 0,72853
70 0,85677 0,84498 0,83558
10 0,27303 0,27786 0,28002
CASI 20 0,54501 0,56274 0,56836 1,45010
50 1,05750 1,05810 1,04260
10 0,26772 0,29092 0,27820
CAS2 20 0,59040 0,61802 0,61998 1,45010
50 1,03070 1,04120 1,05450
Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca $tevilko 1 oziroma 2. R predstavlja razredCitev, Al,
A2, A3 absorbanco treh ponovitev, Aygumola @bsorbanco kontrolne raztopine DPPH.

SAS1 1,11260

NASI1 1,12310
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Priloga B4: Absorbance vzorcev ekstraktov iz storzkov hmelja kultivarja H. Magnum dveh paralelk in
kontrole za DPPH test

Vzorci R Al A2 A3 Ayontrola
30 0,21437 0,20986 0,20832
SMSI1 50 0,36389 0,33207 0,33363 1,04760

70 0,52166 0,52778 0,54879
30 0,22099 0,21385 0,20801
SMS2 | 50 0,34642 0,34628 0,36802 1,04760
70 0,55216 0,52876 0,52783
30 0,18227 0,17756 0,17690
AMS1 | 50 0,30792 0,32425 0,31412 1,04790
70 0,49358 0,49212 0,47808
30 0,17332 0,17754 0,17348
AMS2 | 50 0,29891 0,31545 0,31785 1,04790
70 0,49403 0,50154 0,49475
10 0,43220 0,44583 0,42804
30 0,42910 0,43273 0,42993

NMSI1 1,19430
50 0,63696 0,60787 0,64553
70 0,74924 0,76855 0,75744
10 0,42871 0,44221 0,44473

NMS2 30 0,42714 0,45379 0,45833 122000

50 0,67314 0,68075 0,69285
70 0,78206 0,76277 0,80915
10 0,26801 0,26939 0,26244
CMSI 20 0,20334 0,20017 0,18467 1,09230
50 0,52803 0,49962 0,49645
10 0,25180 0,25018 0,24310
CMS2 | 20 0,19125 0,20318 0,20211 1,09230
50 0,51268 0,49032 0,52151
Legenda: Imena vzorcev smo skrajsali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.

Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca §tevilko 1 oziroma 2. R predstavlja razredcitev, Al,
A2, A3 absorbanco treh ponovitev, Ayonmola @bsorbanco kontrolne raztopine DPPH.
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Priloga B5: Grafi DPPH testa vzorcev SAL, SML, AAL, AML
Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.

Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2.
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Priloga B6: Grafi DPPH testa vzorcev NAL, NML, CAL, CML
Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.

Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2.
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Priloga B7: Grafi DPPH testa vzorcev SAS, SMS, AAS, AMS
Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2.
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Priloga B8: Grafi DPPH testa vzorcev NAS, NMS, CAS, CMS
Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2.
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Priloga C: Masne koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi in absorbance vzorcev testa analize
sposobnosti redukcije

Priloga C1: Masne koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi in absorbance vzorcev ekstraktov listov
hmelja kultivarja Aurora

Vzoree | Vupormtana (ML) Yes (2/L) Al A2 A3
500 0,00547 0,34225 0,35048 0,36591
SAL1 333 0,00365 0,18873 0,19471 0,18834
250 0,00273 0,10914 | 0,12350 0,12317
500 0,00557 0,44707 | 0,46516 0,45199
SAL2 333 0,00372 0,30224 | 0,28114 0,28727
250 0,00279 0,21338 0,21659 0,21856
333 0,00909 0,85023 0,83929 0,84524
AALL 250 0,00682 0,61081 0,62164 0,61447
167 0,00456 0,38623 0,38586 0,39125
333 0,00971 0,92979 | 0,89882 0,89339
AAL2 250 0,00729 0,66705 0,65047 0,64792
167 0,00487 0,43971 0,43519 0,43245
333 0,00393 0,31079 | 0,30260 0,30474
NALI1 250 0,00294 0,24148 0,22843 0,24321
167 0,00196 0,18826 | 0,18253 0,17140
333 0,00378 0,33207 | 0,31548 0,29522
NAL2 250 0,00283 0,22915 0,23888 0,25778
167 0,00188 0,17467 | 0,19193 0,17676
333 0,00484 0,52800 | 0,52866 0,51099
CAL1 250 0,00365 0,38725 0,37895 0,38515
167 0,00242 0,27921 0,27447 0,26399
333 0,00495 0,49633 0,48992 0,50100
CAL2 250 0,00372 0,35438 0,36991 0,36821
167 0,00247 0,25149 | 0,26983 0,25741

Legenda: Imena vzorcev smo skrajsali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. Vgpemaana predstavija
volumen izhodis¢nega supernatanta; ygg masno koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; Al, A2, A3
absorbance treh ponovitev.
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Priloga C2: Masne koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi in absorbance vzorcev ekstraktov listov
hmelja kultivarja H. Magnum

Vzorec Vsupernatanta (L) Yrs (g/L) Al A2 A3
500 0,00570 0,44504 | 0,44066 | 0,44534
333 0,00380 0,29002 | 0,28808 | 0,29658
SMLI 250 0,00286 0,19735 | 0,20272 | 0,20703
167 0,00190 0,10496 | 0,09980 | 0,10536
500 0,00594 0,46165 | 0,46009 | 0,46978
333 0,00396 0,26490 | 0,27676 | 0,27037
SML2 250 0,00297 0,19375 | 0,18390 | 0,19025
167 0,00198 0,10298 | 0,10227 | 0,09440
500 0,00516 0,33545 | 0,33898 | 0,31239
AMLI 333 0,00344 0,22146 | 0,20842 | 0,20737
250 0,00258 0,14803 | 0,14924 | 0,15577
167 0,00172 0,09038 | 0,08848 | 0,08719
500 0,00484 0,31947 | 032196 | 0,31651
333 0,00323 0,19869 | 0,18885 | 0,18909
AML2 250 0,00242 0,13588 | 0,13228 | 0,14007
167 0,00161 0,07447 | 0,07733 | 0,07993
333 0,00349 0,34110 | 0,34587 | 0,35654
NMLI1 250 0,00262 0,28594 | 0,26135 | 0,26072
167 0,00175 0,18558 | 0,18882 | 0,18847
333 0,00367 0,48283 | 0,48582 | 0,42373
NML2 250 0,00276 0,34408 | 0,36191 | 0,31825
167 0,00184 0,23852 | 0,23339 | 0,23650
333 0,00359 0,34389 | 0,34817 | 0,33434
CML2 250 0,00271 0,25658 | 0,25463 | 0,27064
167 0,00180 0,19506 | 0,18381 | 0,19862
333 0,00331 0,37483 | 0,38436 | 0,39110
CML2 250 0,00247 0,29909 | 0,31919 | 0,30255
167 0,00164 0,22444 | 0,23029 | 0,23857

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. Vgpematanta predstavlja
volumen izhodiS¢nega supernatanta; yrg masno koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; Al, A2, A3
absorbance treh ponovitev.
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Priloga C3: Masne koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi in absorbance vzorcev ekstraktov
storzkov hmelja kultivarja Aurora

Vzoree | Vaupormana (HL) yes (/L) Al A2 A3
167 0,01120 0,72479 | 0,78874 0,72371
SAS1 100 0,00677 0,49313 0,47445 0,47861
50 0,00339 0,25087 | 0,26001 0,24574
167 0,01120 0,83666 | 0,87914 0,96843
SAS2 100 0,00677 0,55383 0,59568 0,60241
50 0,00339 0,30859 | 0,35179 0,35055
167 0,01268 0,91188 091773 0,92239
AAS1 100 0,00760 0,56696 | 0,56212 0,57157
50 0,00380 0,28272 | 0,29831 0,28718
167 0,01302 0,92721 0,92217 0,92143
AAS2 100 0,00781 0,61391 0,58854 0,61676
50 0,00391 0,30097 | 0,30040 0,30761
167 0,01250 0,86731 0,85830 0,86100
NASI1 100 0,00750 0,44254 0,42495 0,42440
50 0,00375 0,27703 0,30326 0,30268
167 0,01229 0,82631 0,82434 0,82472
NAS2 100 0,00737 0,43601 0,43674 0,43684
50 0,00368 0,28387 | 0,28253 0,28730
167 0,01094 0,75114 | 0,76385 0,75521
CASI 100 0,00656 0,44882 | 0,44798 0,43018
50 0,00380 0,28076 | 0,28066 0,28283
167 0,01086 0,81094 | 0,81037 0,81420
CAS?2 100 0,00651 0,44803 0,45537 0,45305
50 0,00326 0,27517 | 0,30659 0,29298

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. Vgpemaana predstavlja
volumen izhodi$¢nega supernatanta; ygs masno koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; Al, A2, A3
absorbance treh ponovitev.
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Priloga C4: Masne koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi in absorbance vzorcev ekstraktov
storzkov hmelja kultivarja H. Magnum

Vzoree | Vaupormana (ML) yes (/L) Al A2 A3
167 0,01406 0,58594 | 0,58076 0,58503
SMS1 100 0,00844 0,42514 | 0,42565 0,42394
50 0,00422 0,28184 | 0,28369 0,30422
167 0,01372 0,60708 0,61705 0,62326
SMS2 100 0,00823 0,40671 0,44102 0,42083
50 0,00411 0,25550 | 0,26549 0,26802
167 0,01484 0,74251 0,74155 0,74851
AMSI1 100 0,00891 0,46576 | 0,48339 0,47246
50 0,00445 0,27623 0,28103 0,25303
167 0,01484 0,76109 | 0,81519 0,76613
AMS?2 100 0,00885 0,56289 | 0,55342 0,55517
50 0,00443 0,29358 0,31626 0,32703
167 0,01336 0,68996 | 0,70590 0,69070
NMSI1 100 0,00802 0,44695 0,42261 0,41552
50 0,00401 0,31548 0,32197 0,31112
167 0,01326 0,71888 0,71452 0,68752
NMS2 100 0,00794 0,42366 | 0,42535 0,40906
50 0,00398 0,29692 | 0,27822 0,30157
167 0,01242 0,64835 0,65712 0,65054
CMS1 100 0,00745 0,43803 0,42532 | 0,40945
50 0,00372 0,30837 | 0,28801 0,32180
167 0,01258 0,58012 | 0,58085 0,57424
CMS2 100 0,00755 0,32220 | 0,32160 0,31825
50 0,00378 0,18664 | 0,18101 0,19015

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. Vgpemaana predstavlja
volumen izhodi$¢nega supernatanta; ygs masno koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; Al, A2, A3
absorbance treh ponovitev.
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Priloga C5: Grafi odvisnosti absorbance od masne koncentracije fenolnih spojin pri analizi sposobnosti
redukcije vzorcev SAL, SML, AAL, AML

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. ygs predstavlja masno
koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; A pa izmerjeno absorbanco vzorcev.
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Priloga C6: Grafi odvisnosti absorbance od masne koncentracije fenolnih spojin pri analizi sposobnosti
redukcije vzorcev NAL, NML, CAL, CML

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca $tevilko 1 oziroma 2. ygs predstavlja masno
koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; A pa izmerjeno absorbanco vzorcev.
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Priloga C7: Grafi odvisnosti absorbance od masne koncentracije fenolnih spojin pri analizi sposobnosti
redukcije vzorcev SAS, SMS, AAS, AMS

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. ygs predstavlja masno
koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; A pa izmerjeno absorbanco vzorcev.
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Priloga C8: Grafi odvisnosti absorbance od masne koncentracije fenolnih spojin pri analizi sposobnosti
redukcije vzorcev NAS, NMS, CAS, CMS

Legenda: Imena vzorcev smo skrajSali in uporabili nomenklaturo: [D]rzava — [K]ultivar — [L]isti/[ S]torzki.
Dodatno smo pri prikazu paralelk dodali v imenu vzorca Stevilko 1 oziroma 2. ygs predstavlja masno
koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi; A pa izmerjeno absorbanco vzorcev.
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Priloga D: HPLC kromatogrami
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Priloga D1: HPLC kromatogram alfa- in beta-kislin v ekstraktu vzorca SAS pri 314 nm
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Priloga D2: HPLC kromatogram ksantohumola v ekstraktu vzorca SAS pri 370 nm
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Priloga D3: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca SAL pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000003.D)
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Priloga D4: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca AAL pri 320 nm
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DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000002.D)
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Priloga D5: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca NAL pri 320 nm
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Priloga D6: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca CAL pri 320 nm
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DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000005.D)
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Priloga D7: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca SML pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000007.D)
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Priloga D8: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca AML pri 320 nm
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DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000004.D)
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Priloga D9: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca NML pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000008.D)

Priloga D10: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca CML pri 320 nm
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Priloga D11: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca SAS pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000014.D)
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Priloga D12: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca AAS pri 320 nm
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DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000013.D)
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Priloga D13: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca NAS pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000012.D)
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Priloga D14: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca CAS pri 320 nm
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DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000011.D)

Priloga D15: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca SMS pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000015.D)
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Priloga D16: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca AMS pri 320 nm



Hercezi M. Antioksidativna ucinkovitost ekstraktov hmelja razli¢nega geografskega porekla in kultivarjev.
Dipl. delo. Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000016.D)

Priloga D17: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca NMS pri 320 nm

DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (SUZANA08112010\POLIFENOLI_NATASA 2010-11-08 12-52-13\POLIF000010.D)
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Priloga D18: HPLC kromatogram fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu vzorca CMS pri 320 nm




