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STANOVENI OBSAHU ALFA A BETA HORKYCH KYSELIN
V CHMELU METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni alfa a beta chmelovych hoikych kyselin metodou
HPLC v hlavkovém i mletém chmelu, chmelovych peletach a béznych chmelovych extraktech.

2 Princip

Alfa a beta hoiké kyseliny se extrahuji z chmele a chmelovych produkti smési diethylether-
methanol a kyseliny chlorovodikové. Hotké kyseliny (chmelové pryskytice) vyextrahované
do organické faze, se déli na chromatografické HPLC koloné sreverzni fazi a detekuji se
spektrofotometricky pii vinové délce 314 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se pouze chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Diethylether bez peroxidi.

2 Methanol.

3 Methanol, HPLC grade.

4 Kyselina fosforecnd, H3PO4, 85%, p(H3PO4) = 1,71 g/ml.

5 Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 0,1 mol/l.

6 Mobilni faze.
Ptiprava: Smicha se methanol (3), voda (8) a kyselina fosfore¢na (4) v poméru 85 : 17 : 0,25
(v/v/v). Podle poctu vzorku se piipravuje objem mobilni faze zpravidla 500 ml az 1000 ml.

7 Chmelovy extrakt o standardnim sloZeni jako vnéj$i standard se znamym obsahem alfa

a beta hotkych kyselin, od komeréné ovéteného vyrobce, napt. standard ICE-4, Labor
Veritas, Svycarsko.

8 Voda, ¢istota HPLC.

Piistroje a pomicky
Laboratorni odstfedivy mlynek s délkou oka sita 1 mm.
Laboratorni tfepacka.

Laboratorni vahy s pfesnosti 1 mg.

AW O = A

Sklenéné tmavé lahve se Sroubovacim uzavérem, 250 ml.
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5 Kapalinovy chromatograf s UV nebo DAD detektorem.

6 HPLC analyticka kolona s RP18 plnéna oktadecylsilikagelem, (125 x 4) mm nebo (250 X 4)
mm, zrnitost (3 — 5) um, napi. Nucleosil nebo Nucleodur 5 C18 Macherey-Nagel, Purospher
STAR Merck, Zorbax Extend Agilent apod.

7 HPLC ptedkolona k ochran¢ analytické kolony. Népln pfedkolony musi byt totozna s naplni

analytické kolony.
8 Ultrazvukova lazen.
9 Odsttedivka laboratorni.

10 Suchy skladdany filtr stfedni hustoty.

5 Postup
5.1 Priprava standardniho roztoku extraktu pro kalibraci

Certifikovany chmelovy extrakt (7) se nejprve zhomogenizuje (promicha Spachtli) a pak se odvazi
takové mnozstvi, které obsahuje zhruba 0,5 g vSech hotkych kyselin.

Odvazeny certifikovany chmelovy extrakt (7) se vlozi do 50ml kadinky, pfida se 30 ml methanolu
(2) a v ultrazvukové lazni se extrakt rozpusti. Roztok se kvantitativné prfevede do 100ml odmérné
baiiky a doplni methanolem (2) po znacku. Obsah barnky se dokonale promichd. Pak se z tohoto
roztoku odpipetuje 10 ml do 50ml odmérné banky, doplni methanolem (2) po znacku a znovu
dikladné¢ promicha, nasledné se prefiltruje nebo odstiedi. Pfi uchovani vtemnu a chladu
(v lednicce) je roztok stabilni 24 h.

5.2  Piiprava vzorku
Chmel, vyrobky z mletého chmele a chmelovy extrakt
Chmel se upravi mletim tak, aby prosel sitem s velikosti ok 1 mm.

Odvazi se 10 g jemné mletého vzorku s presnosti na 0,1 g (ms), chmel se pienese do 250ml tmavé
sklenéné lahve (4). Pfida se 20 ml methanolu (2) a 100 ml ethyletheru (1). Lahev (4) se pevn¢ uzavie
a intenzivné 30 min tfepe. Poté se lahev opatrné otevie a ptida se 40 ml kyseliny chlorovodikové
(5). Poté se opét 10 min intenzivné tfepe. Po vytfepavani se nechd barika asi 10 min stat v klidu, aby
se odd¢lily vodna a organicka faze. Do 50ml odmérné banky se odpipetuje 5 ml z horni organické
faze a doplni methanolem (2) po znacku. Obsah odmérné baiiky se opatrné promicha a poté opét
zfiltruje nebo odstfedi. Takto pfipraveny roztok Ize pouZzit na chromatografické stanoveni.
Pti skladovani v temnu a chladu (v lednicce) je roztok stabilni 24 h. Chmelovy extrakt se ptipravuje
stejnym zptisobem jako kalibracni extrakt (podle bodu 5.1).

5.3  Chromatografické stanoveni

Kalibraéni roztoky i extrakty kalibra¢nich roztokli se méfi za nésledujicich separa¢nich podminek
chromatografického systému. Uvedené podminky jsou doporuc¢ené, mohou byt pouzity i jiné
podminky za ptedpokladu, zZe poskytnou rovnocenné vysledky:
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Priatok mobilni faze se nastavi na 0,8 ml/min, UV detektor na 314 nm. HPLC kolonu i pfedkolonu
je nutné pted prvnim néstiikem kondicionovat priitokem mobilni fize po dobu minimalné¢ 30 min.
Objem nastiiku je 10 pl. Pfiklad chromatogramu chmelovych pryskyfic je na obrazku 1.

6 Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Metoda vypoctu s vnéjSim standardem

Koncentrace jednotlivych slozek C; ve vzorku v % (m/m) — kohumulon, n-humulon a adhumulon,
kolupulon, n-lupulon a adlupulon, se vypocita podle vztahu

__ DF X mgg X Cic X A;

C; =

mg XA

kde DF je faktor fedéni, DF = 1 pro chmelové extrakty, DF = 2 pro chmel a produkty z mletého
chmele,

mes  navazka kalibracniho extraktu v g,

Cic koncentrace slozky i v kalibraénim roztoku v % (m/m),
Aj plocha piku slozky i ve vzorku (primérna hodnota),

ms navazka vzorku v g,

Aic  plocha piku slozky i v kalibracnim roztoku (primérna hodnota).

6.2  Obsah alfa a beta horkych kyselin

Obsah alfa hotkych kyselin ve vzorku (C,) se vyjadii jako soucet hmotnosti celkového obsahu
jednotlivych analogti alfa hotkych kyselin (viz C; v bod¢ 6.1) — kohumulonu (Cc-h) a n-humulonu
+ adhumulonu (Ch+tad-h)

Ca = Cc-h + Cn+ad-h

Stejnym zpusobem se vyjadii i celkovy obsah hotkych kyselin (Cp) jako celkovy obsah kolupulonu
(Cc-1) a n-lupulonu + adlupulonu (Cn+ad-1).

Cﬁ = Ce-1+ Chradl

Obsah alfa a beta hotkych kyselin se vyjadiuje v % (m/m) s piesnosti na jedno desetinné misto.
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Poznamky

1 Za pikem kohumulonu se na chromatogramu objevuje maly pik, ktery je diilezity pro ovéreni
spravného a dostacujiciho déleni jednotlivych slozek alfa kyselin. Tento maly pik musi byt
od kohumulonu oddélen. Nedostatecné déleni se nejvice projevi pravé u técho dvou pikii.
Ucinnost délent Ize zlepsit zménou podilu vody v mobilni fizi.

2 Kohumulon ma retencni cas priblizné 10 min, n-humulon a adhumulon 12 min. Kolupulon
md retencni cas okolo 16 min, n-lupulon a adlupulon priblizné 20 min (obr. 1).

7 Opakovatelnost
Alfa hotké kyseliny Beta hotké kyseliny
Chmel a mleté chmelové produkty 3 % abs. 4 % abs.
Chmelové extrakty 2 % abs. 3 % abs.
8 Literatura

1 CSN 46 2520, ¢ast 17 — Zkouseni chmele. Stanoveni alfa a beta hoikych kyselin metodou

HPLC.
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Obr. 1. Priklad chromatogramu chmelovych pryskyfic.
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