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1. UvoD

Slozeni chmele se neustale méni, a to nejen v pribéhu dozravani a sklizné, ale predevsim
pfi sudeni, skladovani a zpracovani na chmelové vyrobky. BEhem zrani se v chmelu synteti-
zuje mnoho sekundarnich metabolitd, latek dalezitych pro vyrobu piva. Jedna se zejména
o alfa a beta kyseliny, chmelové silice a prenylflavonoidy. Jejich biosyntéza je provézena
napfiklad zménami ve vzajemnych pomérech analogl horkych kyselin nebo zastoupenim
monoterpent a seskviterpenl v chmelovych silicich. BEhem suseni chmele, jako prvni faze
zpracovani chmele bezprostiedné po sklizni, k tomu pristupuji dalsi faktory, jako jsou zvy-
$end teplota pfi suseni a mechanické manipulace s chmelem pfi baleni do péstitelskych
hranold. Zmény nevratné pokracuji pfi skladovani a zpracovani na chmelové vyrobky. Roz-
hodujicimi faktory jsou teplota a relativni vlhkost prostredi, ¢as, pfistup kysliku a pfipadné
denniho svétla. Kvalitu a Setrnost procesu suseni chmele a stupen starnuti Ize hodnotit
na zakladé fady objektivnich analytickych parametr(. Pfehled téchto parametrd, principy
stanoveni, vyhody a nevyhody a kvalitativni limity jsou pfedmétem predlozené metodiky.

2. CiL METODIKY A DEDIKACE

Cilem metodiky je charakterizovat kvalitativni ukazatele Setrnosti suseni a starnuti chmele.
Tyto ukazatele jsou zvoleny tak, aby je bylo mozno stanovit v bézné chemické laboratofi,
zamérené na analyzy chmele. Potfebné pristrojové vybaveni v podobé UV-VIS spektrofo-
tometru, kapalinového chromatografu, ptipadné plynového chromatografu patii v dnesni
dobé jiz ke standardu. Metodika byla vypracovana jako vystup z vyzkumného projektu
NAZV Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky QJ1510004 ,Setrny zplsob konzervace
pivovarskych a dalSich cennych latek chmele”.

3. ANALYTICKE PARAMETRY CHMELE PRI SUSENI A STARNUTI

V podkapitolach 3.1-3.6 jsou podrobné popsany kvalitativni parametry chmele vhodné
pro hodnoceni kvality procesu suseni chmele a jeho starnuti pfi zpracovani na chmelové
vyrobky a skladovani. U kazdého parametru je uveden princip a zplsob stanoveni, pracov-
ni postup, vymezeni kvalitativnich limitG a pfiklad vyuziti v praxi.

3.1 Vlhkost chmele

Vlhkost je velmi dilezitym kvalitativnim parametrem chmele. Optimalni obsah vlhkosti
suseného chmele lezi v intervalu 8-11 %. Obsahuje-li suseny chmel méné nez 7 % vlh-
kosti, ma tendenci k rozplevovani, tj. rozpadu na listeny a vieténka, coz je z hlediska ztrat
lupulinu pfi dal$im zpracovani nezaddouci. Pfi obsahu vody vy$sim nez 13 % hrozi chmelu
zaplisnéni a znehodnoceni v dlsledku zmény barvy, v krajnim piipadé az samovzniceni.
Pokud je zjistén nadmérny obsah vody, chmel je vracen péstiteli zpét k dosuseni. Péstitelé
jsou si rizik Spatného ususeni chmele dobie védomi, protoze pocet pfipadu z praxe, kdy
musi byt chmel dosusen, je ojedinély.



Princip a zptsob stanoveni

Vlhkost vzorku chmele se stanovi susenim definovaného mnozstvi mletého chmele v labo-
ratorni susarné s nucenym obéhem vzduchu nebo na susicich vahach. Z rozdilu hmotnosti
chmele pied a po suseni se stanovi vihkost vzorku.

Pracovni postup

PFi méfeni v laboratorni susarné se do hlinikové ¢i sklenéné vzorkovnice odvazi 5 az 10 gra-
mU mletého chmele. Miska s odvazenym vzorkem se vlozi (bez vitka) do susarny, predem
vytemperované na 105 °C. Vzorek se susi po dobu 1 hodiny. Po uplynuti této doby se miska
s vysusenym chmelem uzavie vickem a vlozi do exikatoru k vychladnuti. Po ochlazeni na
pokojovou teplotu se miska zvazi. V pfipadé suseni cerstvého zeleného chmele je postup
obdobny s tim, ze hldvky se pfedem rozstfihaji na mensi kousky a doba suseni se prodlouzi.
Doba 1,5 hodiny je v tomto pfipadé postacujici.

Vlhkost chmele Ize stanovit kromé suseni v laboratorni susarné i na susicich vahach, kdy
vlhkost vzorku se priibézné zobrazuje na displeji pfistroje. MnoZstvi vzorku je v tomto pfi-
padé pfiblizné 3 gramy a chmel musi byt rovnomérné rozprostien po celé plose vazici mis-
ky. Konec suseni nastane v okamziku, kdy ubytek hmotnosti vzorku béhem definovaného
¢asového intervalu je mensi nez predem stanovend hodnota. K méfeni vihkosti chmele se
osvédcila susici vaha HE43 od firmy Mettler-Toledo (obr. 1).

Mezni hodnoty vihkosti chmele:

<80% presuseny chmel

9-11% optimdlini hodnoty
11-12% akceptovatelnd zvysend vihkost

>12% vysokd vlhkost, chmel musi byt dosusen

Obr. 1: Susici vahy HE43 od firmy Mettler-Toledo



Pozndmka

Na obr. 2 je znazornéna distribuce vlhkosti ¢eskych chmell ze sklizné 2015. Analyticka data
byla ziskana z hodnoceni partii chmele pii ndkupu, pfi kterém se stanovuje obsah alfa ky-
selin, biologickych pfimési a vihkost. Prakticky vsechny chmele méli vihkost v témér opti-
malnim intervalu 7 az 12 % s praGmérnou hodnotou 9,2. Suseni chmele je naro¢ny proces.
Péstitelé jsou si toho védomi, a proto na obsluhu susaren nasazuji zkusené pracovniky s
mnohaletou praxi. Spatnym ususenim Ize chmel snadno nevratné poskodit nebo az zne-
hodnotit.
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Obr. 2: Distribuce vlhkosti chmele v ¢eskych chmelech ze sklizné 2015

3.2 Index skladovani chmele

Princip metody

Index skladovani (HSI - Hop Storage Index) je jednoduchym kvalitativnim méfitkem chme-
le, které hodné vypovida o jeho Cerstvosti a mife starnuti. Jedna se o bezrozmérny pa-
rametr, ktery se vypocitava jako pomér absorbanci toluenového extraktu chmele pfi 275
a 325 nm, méreny za definovanych podminek. V zelenych hlavkach pred susenim se jeho
hodnota pohybuje v rozmezi 0,20-0,25 bez ohledu na odrddu. Potom jeho hodnota
nevratné vzrlsta v zavislosti na podminkach skladovani, zptsobu zpracovani a odridé.
U Spatné skladovanych chmell mudze byt jeho hodnota vyssi nez 1,00.

Postup stanoveni

Do sklenéné lahve o objemu 250 ml se navédzi 5 grami rozemletého chmele. Pfida se
100 ml toluenu. Lédhev se uzavfe a tfepe v tfepacce po dobu 30 minut. Po vytfepéni se
obsah ldhve nechd usadit. Do 100ml odmérné bariky se odpipetuje 5 ml vycefeného tolue-



nového extraktu a dopIni methanolem po rysku (roztok A). Z roztoku A se odpipetuje 5 ml
do 50ml odmérné barky a doplni alkalickym methanolem po rysku (roztok B). Absorbance
roztoku B se proméfi na UV-VIS spektrofotometru pfi vinovych délkach 275 a 325 nm proti
slepému vzorku, ktery se pfipravi fedénim 5 ml toluenu stejnym zplisobem jako vzorky
chmele. Index skladovani chmele se vypocte ze vztahu [1].

HSI = A275/A325 [1]
Stanoveni HSI dle tohoto postupu odpovidd metodé uvedené v ASBC metodé, Hops 6.
Postup je vhodny pro susené hldvky a chmelové granule. Promérfovani Cerstvych zelenych
chmelt ukazalo, ze vyse popsany zplsob pfipravy vzorku je pro zelené chmele nepouzi-
telny (namérené hodnoty jsou nelogicky vysoké > 0,75 a neodpovidaji realité). Pro cerstvé
zelené chmele byl proto vypracovan alternativni zplsob pfipravy vzorku, pfi zachovani
principu findlniho stanoveni.

Modifikace pripravy vzorku pro Cerstvé zelené chmele

Do sklenéné lahve o objemu 250 ml se navazi 10 gramU nakrajenych ¢i jinak vhodné dez-
integrovanych zelenych hlavek chmele. Pfida se 20 ml methanolu, 100 ml diethyletheru
a 40 ml ziedéné kyseliny chlorovodikové (c = 0,1 mol/L). Lahev se uzavfe a tiepe se v tie-
pacce po dobu 40 minut. Po vytfepani se obsah ldhve necha usadit. Do 100m| odmérné
bariky se odpipetuje 5 ml vycefeného etherového extraktu a doplni methanolem po rysku
(roztok A). Z roztoku A se odpipetuje 5 ml do 50ml odmérné bariky a doplni alkalickym
methanolem po rysku (roztok B). Dal3i postup je stejny jako u susenych hlavek.

Mezni hodnoty HSI pro chmele:

Cerstvy zeleny chmel 0,20-0,25

Suseny chmel, bezprostfedné po sklizni 0,24-0,31

Granulovany chmel 0,30 a vice

Nevhodné skladované chmele > 1,00
Pozndmka

Rada pivovard ma stanoveni indexu skladovani chmele zahrnuto v systémech kontroly
kvality surovin. Limitni hodnota HSI pro chmel se pohybuje zpravidla v intervalu 0,40-0,45.
Méfeni indexu skladovani ve chmelech bezprostfedné po sklizni se neprovadi rutinné.
Obchodni organizace si timto zpGsobem namétkové kontroluji kvalitu suseni chmele od
svych dodavatel(. V tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty HSI v ¢eskych chmelech, predevsim
v Zateckém poloraném ¢ervenaku, kratce (tj. do 1 mésice) po ususeni v letech 2013-2017.
Pfevazna vétsina hodnot se nachdzi v intervalu 0,270-0,312, coz je pro chmele v této dobé
po sklizni bézné.



Tabulka 1: Hodnoty HSI v Eeskych chmelech krdtce po ususeni

0,275 0,278 0,291 0,270 0,281
2 0,281 0,295 0,308 0,274 0,252
3 0,287 0,291 0,290 0,263 0,281
4 0,291 0,311 0,288 0,293 0,262
5 0,304 0,295 0,289 0,269 0,302
6 0,291 0,267 0,305 0,276 0,272
7 0,277 0,273 0,294 0,289 0,290
8 0,312 0,283 0,270 0,270 0,288
9 0,291 0,300 0,301 0,307 0,265
10 0,305 0,293 0,302 0,279 0,296

3.3 Alfa a beta kyseliny

Alfa a beta kyseliny patii mezi specifické slozky chmelovych pryskytic (obr. 3). Alfa kyseli-
ny jsou tvofeny nékolika analogy humulonu (kohumulon, humulon, adhumulon aj.). Beta
kyseliny se od alfa kyselin lisi pfitomnosti dalSiho postranniho fetézce na 6. uhliku aro-
matického jadra. Podobné jako alfa kyseliny se i beta kyseliny vyskytuji ve formé nékolika
analogd lupulonu (kolupulon, lupulon, adlupulon). V priibéhu chmelovaru alfa kyseliny
spontanné termicky izomeruji na iso-alfa kyseliny, které maji vyrazné hotrkou chut. BEhem
suseni, skladovani a zpracovani se obsah alfa i beta kyselin nevratné snizuje v zavislosti na
podminkdch (teplota, pfistup vzduchu, svétlo). Vznika celd fada degradacnich produktd,
z nichz nejdulezitéjsi jsou humulinony (alfa kyseliny) a hulupony v pfipadé beta kyselin.
Obsah alfa a beta kyselin se stanovuje kapalinovou chromatografii dle uzan¢ni metody
EBC 7.7. Kromé toho existuje nékolik nespecifickych metod, zaloZzenych na konduktomet-
rické titraci alfa kyselin octanem olovnatym. Pro Ucely kvantifikace rychlosti starnuti chme-
le na zakladé poklesu obsahu alfa kyselin je vSak nutno pouzit kapalinovou chromatografii.

277777 777777

Obr. 3: Strukturni vzorce chmelovych alfa a beta kyselin (Priest, Stewart, 2006)



Princip metody

Alfa a beta kyseliny jsou zchmele a chmelovych vyrobkid extrahovany smési diethylether-
-methanol a zredénym vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové. Chmelové pryskyfice
vyextrahované do etherové faze se déli na chromatografické HPLC koloné s reverzni fazi.
Analyty jsou spektrofotometricky detekovany pfi vinové délce 314 nm.

Pracovni postup

Suseny chmel se rozemele ve vhodném mlynku na jemnou drt. Odvazi se presné 10 gra-
mu jemné mletého chmele do 250ml sklenéné lahve. Pfida se 20 ml methanolu, 100 ml
diethyletheru a 40 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (c = 0,1 mol/l). Ldhev se uzavfe
a tfepe se v tfepacce po dobu 40 minut. Po vytfepani se obsah lahve necha cca 10 minut
usadit, aby se faze oddélily (vodna a etherovd). Do 50ml odmérné barky se odpipetuje 5 ml
vycefeného etherového extraktu a doplni methanolem po rysku. Obsah barnky se diklad-
né promicha a zfiltruje pres stfikackovy ¢&i membranovy filtr vhodny pro organické faze.
Zfiltrovany extrakt je pfipraven k chromatografické analyze. Vzorky jsou stabilni po dobu
24 hodin, pokud jsou uchovany pfi nizkych teplotach a chranény pfed dennim svétlem.

Uvede se do chodu kapalinovy chromatograf. Pritok mobilni faze se nastavi na 0,80 ml/
min. UV nebo DAD detektor se nastavi na snimani analytického signélu pfi vinové délce
314 nm. Zkontroluje se spravna funkce celého systému (tésnost spojeni, teplota termosta-
tu kolony, stabilita tlaku mobilni faze). Mobilni faze mé sloZzeni methanol : voda : kyselina
fosforecna (c = 85 %) v poméru 830: 170 : 5 ml. Chromatograficka kolona se pted nastrikem
prvniho vzorku kondicionuje pritokem mobilni faze priblizné 30 minut. Osvédceny typ
kolony je Nucleosil 250 x 4 mm, C18 EC, 5 um (Macherey-Nagel). Objem nastfiku vzorku je
10 pl. Analyza hotkych kyselin trva pfiblizné 15-17 minut.

Pozndmka

Kvalitativni limity pro posouzeni kvality procesu suseni chmele na zékladé poklesu obsahu
alfa kyselin nelze v tomto pfipadé stanovit, protoze v ¢asovém horizontu nékolika dni jsou
alfa kyseliny stabilni latky. Ubytky v pribéhu suseni jsou nepriikazné mj. i s ohledem na
nehomogenitu chmele na vstupu do susarny. Pokles obsahu alfa a beta kyselin je vhodny
k monitorovani procesu starnuti chmele v del$im ¢asovém horizontu v fadech mésict az
rok(. Hodi se zejména pro granulované chmele, u kterych byla v priibéhu vyroby dosazena
znac¢nd mira homogenity diky tomu, ze namlety chmel se pfed granulaci homogenizuje
v silech pomoci $nekovych michadel. V tabulce 2 jsou uvedeny obsahy alfa a beta kyselin
v pribéhu 12mési¢niho testu starnuti ceskych odrlid chmele ze sklizné 2016. Vzorky
chmele byly analyzovany na zac¢atku testu, dale po 6 a 12 mésicich skladovani pfi normalni
teploté. Znac¢ny pokles obsahu alfa i beta kyselin v ¢asovém obdobi nékolika mésicu je
zfejmy.



Tabulka 2: Obsah alfa kyselin v ceskych odridach chmele béhem pfirozeného starnuti
(2016/2017)

9] o -
&5 5 % s c g
Doba %) N £ Re aE) £ 2 =
a © I} S < S =) =
N (%] a5 X o [ < >
zacatek 341 511 5,86 8,46 7,11 6,12 7,01 12,19 : 12,05 : 12,87
6 mésicl 3,10 3,17 341 : 6,15 517 3,68 6,16 9,92 769 : 799
12 mésicl 1,42 1,85 1,77 3,93 3,04 1,90 4,72 5,63 3,94 3,10

3.4 Prenylflavonoidy

Prenylované flavonoidy jsou specifickou slozkou chmelovych polyfenold chalkonové rady,
které strukturné predstavuji pfechod mezi pryskyficemi a polyfenoly. Nejvyznamné;jsimi
zastupci této skupiny latek, které se nachazi ve chmelu, jsou xanthohumol (X) a desme-
thylxanthohumol (DMX). Prenylflavonoidy se spolu s pryskyficemi kumuluji v lupulinovych

Zldzach chmelovych hlavek. Diky tomu je Ize snadno analyzovat kapalinovou chromato-
grafii simultanné s alfa a beta kyselinami.

chmelovar

OMe O

Xanthohumol

OMe O

Isoxanthohumol

l strevni bakterie

OH

o

8-Prenylnaringenin

chmelovar

on >
HO OH O /
O ‘ OH

Desmethylxanthohumol

6-Prenylnaringenin

Obr. 4: Strukturni vzorce a transformacni produkty chmelovych prenylflavonoidi (Karabin,
2016)

10



Na obr. 4 jsou uvedeny jejich strukturni vzorce a nejvyznamnéjsi transformacni reakce.
V pribéhu chmelovaru se xanthohumol izomeruje na iso-xanthohumol a DMX na smés
6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu. 8-prenylnaringenin je v soucasné dobé
povazovan za dosud nejucinnéjsi fytoestrogen. U xanthohumolu byla prokazana fada
piiznivych bioaktivnich ucinkd napfiklad v prevenci proti osteopordze nebo nékolika
typtm karcinomd. Neni proto prekvapenim, ze na chmelové prenylflavonoidy se obraci
zajem farmaceutickych firem pfi vyvoji novych fytofarmak.

Princip metody

Prenylflavonoidy xanthohumol a DMX jsou z chmele a chmelovych vyrobk( extrahova-
ny smési diethylether-methanol a zfedénym vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové.
Analyty vyextrahované do etherové faze se déli na chromatografické HPLC koloné s reverz-
ni fazi. Prenylflavonoidy jsou spektrofotometricky detekovény pfi vinové délce 370 nm.
V praxi se jejich stanoveni provadi simultdnné se stanovenim alfa a beta kyselin.

Pracovni postup

Pracovni postup je shodny s pfipravou vzorkid pro stanoveni alfa a beta kyselin. Pfi stano-
veni kapalinovou chromatografii je analyticky signél sniman pfi dvou vinovych délkéch,
314 nm alfa a beta kyseliny, prenylflavonoidy pfi 370 nm. Typicky chromatogram simul-
tanniho stanoveni alfa a beta kyselin, xanthohumolu a DMX je na obr. 5. Analyty se eluuji
v pofadi DMX (4. minuta), xanthohumol (5.-6. minuta), kohumulon (8.-9. minuta),
humulon (10.-11. minuta), kolupulon (13.-14. minuta), lupulon (15.-16. minuta).

anrn
11 =
o

4%

Obr. 5: Chromatogram simultdnni analyzy alfa kyselin, beta kyselin a prenylflavonoidu
(xanthohumol a DMX) modifikovanou metodou EBC 7.7

11



Pozndmka

V tabulce 3 jsou shrnuty vysledky analyz alfa kyselin, beta kyselin a prenylflavonoid(i v od-
ridé Vital v predsklizriiovém obdobi, pfi sklizni a po ususeni na dvou typech susaren. Obsah
alfa kyselin v pribéhu dozravani, na rozdil od beta kyselin, postupné nardstal. Mnozstvi
prenylflavonoidl se vyrazné neménilo. Susenim se sniZil obsah alfa kyselin o cca 10 %, coz
Ize pfipsat na vrub ztratdm lupulinu béhem ¢esani a sudeni. K nejvétsim zméndm (ztratam)
doslo v obsahu DMX v zavislosti na teploté sudeni. Pfi suseni v provozni pasové susarné
doslo k ubytku bezmala 50 % plvodniho mnozstvi DMX. Susenim pfi 40 °C v experimental-
ni komorové susarné ubylo pouze 28 % DMX.

Tabulka 3: Obsahy alfa kyselin, beta kyselin a prenylflavonoidd v odriidé Vital béhem zrani
a po suseni na provozni pasové susarné (55 °C) a experimentalni komorové susarné (40 °C)

Popis vzorku Datum | Alfa* Beta* X* DMX* | Vlhkost HSI
zeleny chmel 18.8. 12,51 11,71 0,85 0,53 78,5 -
zeleny chmel 25.8. 13,80 8,93 0,88 0,59 77,4 0,205
zeleny chmel 5.9. 15,11 11,25 0,88 0,56 75,6 0,220
zeleny chmel 13.9. 15,04 9,74 0,77 0,59 69,8 0,222

zeleny sklizriovy 17.9. 15,54 9,96 0,75 0,57 72,4 0,229
vzorek

suseny skliziiovy 18.9. 14,18 9,41 0,68 0,29 8,7 0,331
vzorek 55 °C

suseny skliziiovy 18.9. 14,06 9,19 0,67 0,41 10,3 0,258
vzorek 40 °C

* Obsahy jsou prepocteny na absolutné suchy vzorek.

Tepelné nestability desmethylxanthohumolu Ize s vyhodou pouZit pfi testovani inovaci pfi
vyvoji novych technologii suseni a zpracovani chmele. Méfeni mnozstvi uvedené latky je
spolehlivym indikatorem Setrnosti technologickych procest zpracovani chmele po sklizni.
Protoze jednotlivé odrldy se lisi v pfirozeném obsahu DMX, jsou k tomuto ucelu vhodné
odridy s vysokym ¢i nadprimérnym obsahem desmethylxanthohumolu, predevsim odrd-
da Vital, pfipadné odrlda Sladek.



3.5 Humulinony

Humulinony vznikaji oxidaci alfa kyselin, napft. pfi zpracovéni chmele na pelety nebo pfi
starnuti chmele za pfistupu vzduchu (obr. 6). Jsou dobfe rozpustné ve vodé, ale jejich pfi-
spévek k celkové horkosti piva neni pfi chmeleni do varni panve velky, pfestoze jejich sen-
zorickd horkost dosahuje 65 % horkosti iso-alfa kyselin. Tyto latky ale pfispivaji k horkosti
studené chmelenych piv. Kizomeraci alfa kyselin pii suseni a skladovani chmele nedochazi.
Méreni obsahu humulinond po suseni je alternativnim kritériem hodnoceni kvality chmele
a stupné starnuti. Analyza humulinond ve chmelu, v rdmci zpracovani této metodiky, byla
spojena s jejich syntézou z alfa kyselin v laboratornich podminkéch a naslednou separaci
kapalinovou chromatografii.

Priprava humulinon(

Jeden gram alfa kyselin se rozpusti v 5 ml diethyletheru. Pfida se 0,5 ml kumenhydrope-
roxidu a 35 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Smés se nechd reagovat na vzdu-
chu po dobu 48 hodin pfi pokojové teploté za stalého michani. Po uplynuti této doby se na
rozhrani fazi vytvoii pevna krystalicka vrstva humulinond. Humulinony se od mate¢ného
louhu oddéli filtraci a rekrystalizuji ve smési methanol-diethylether (1 : 1). K roztoku sodné
soli humulinon(l v methanolu se v prebytku pfida vodny roztok zredéné kyseliny chloro-
vodikové (c = 0,10 mol/l). Humulinony se reextrahuji do ¢istého diethyletheru. Extrakt se
promyje Cistou vodou, aby se odstranily zbytky mineralni kyseliny. Odpatenim etheru se
ziska cisty humulinon ve formé nazloutlé pevné latky.

H O
R I *®
HO = o iZOMmerace HO= OH
o= chmelovar
W R
Isc-alfa kysaling alfa kysaliny humulingny

Obr. 6: Oxidace a izomerace alfa kyselin (De Clippeller, 2014)

Chromatografické stanoveni humulinond

Priprava vzorku chmele k analyze humulinond je shodna s ptipravou k analyze alfa a beta
kyselin. Standardni roztok humulinoni o koncentaci 20 mg/I se pfipravi rozpusténim
2 mg cerstvé izolovanych humulinond v 100 ml methanolu. Chromatograficka separace
se provede na analytické koloné Luna 250 x 4,6 mm, 5 m, pfi teploté 40 °C. Eluce
se provede v gradientovém rezimu pii celkovém pritoku mobilni faze 0,80 ml/min.
Mobilni faze A: acetonitril - voda - kyselina fosfore¢na (650 : 350 : 1 obj.), mobilni faze
B: acetonitril — kyselina fosfore¢nd (99 : 1 obj.). SloZzeni mobilni faze pfi gradientové eluci
je nasledujici:
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Cas Gradient (B, % obj.)

0-2 minuty 5

2-25 minut 5» 90
25-30 minut 920
30-40 minut 5

Analyticky signal je sniman pfi 270 nm. Elu¢ni ¢as humulinont je do 15 minut. Na obr. 7
a obr. 8 jsou uvedeny chromatogramy analyzy standardniho roztoku humulinon( a reainé-
ho vzorku hlavek odridy Kazbek ze sklizné 2017 bezprostiedné po ususeni.

Standardni hodnoty obsahu humulinon® ve chmelu:
<0,10% Cerstvy zeleny chmel, suseny chmel bezprostfedné po sklizni
>0,10% starsi chmele v rizné fazi starnuti, granulované chmele

Obsah humulinont v zelenych chmelech pred sklizni i bezprostfedné po ususeni je zane-
dbatelny (do 0,10 %). V susenych hlavkach po nékolika mésicich skladovani pii pokojové
teploté a zejména v granulovanych chmelech je obsah humulinontd nékolikanasobné vyssi
(0,20 a2 0,50 %).

3.6 Chmelové silice
Princip metody

Chmelové silice jsou nejdullezitéjsi skupinou obsahovych latek chmele odpovédnych za
aroma chmele. V zavislosti na odrlidé obsahuje chmel 0,5 aZ 3,0 % silic, které se spolu
s pryskyricemi a dalSimi latkami kumuluji v lupulinovych zlazach v prabéhu tvorby a zrani
hldvek. Chmelové silice jsou smési nékolika set pfirodnich tékavych latek rizného chemic-
kého sloZeni. Nékteré jsou zastoupeny fadové v desitkach procent (myrcen, a-humulen),
jiné se vyskytuji v malém az stopovém mnozstvi. Vsechny se viak spole¢né podili na vzniku
charakteristického chmelového aroma. Slozky chmelovych silic se rozdéluji do tfi skupin.
Nejvétsi podil pfipada na uhlovodikovou frakci, ktera tvofi 70-80 % celkové hmotnosti si-
lic, 20-30 % pfipada na kyslikatou frakci. Zbyvajici podil pfipada na kyslikaté a sirné latky.
Zatimco analyza slozeni chmelovych silic se provadi vyhradné plynovou chromatografii,
izolaci silic z chmelové matrice Ize provadét nékolika metodami. Tradi¢nim a stéle ¢asto
pouzivanym postupem je destilace s vodni parou, pfi které se smés vody a jemné mletého
chmele vaii po definovanou dobu, béhem niz tékavé slozky silic v parni fazi kondenzuji ve
vodnim chladici. Protoze jsou leh¢i nez voda (mérnd hmotnost p = 850 kg/m3), zGstavaji
na hladiné vodniho sloupce, ze kterého se snadno oddéli. Alternativni zplsob izolace silic
zchmele je extrakce na tuhou fazi (SPME), pfi které se slozky silic sorbuji na povrchu vlakna,
pokrytého aktivni vrstvou sorbentu. Po dosazeni rovnovézného stavu se slozky silic de-
sorbuji z vldkna pfimo v néstfikovém prostoru plynového chromatografu. Nékteré slozky
chmelovych silic podléhaji snadno oxidaci a jejich aktudlni obsah Ize pouzit jako parametr
miry oxidace a starnuti chmele. Takovymi latkami jsou naptiklad karyofylenepoxid a humu-
lenepoxid ll, oxidacni produkty pfislusnych seskviterpend.
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Obr. 7: Chromatograficky zdznam analyzy standardu humulinond (c = 20 mg/L)

AU
p70nm 4nm [(1.00)

£
o
T

8.727

16.802

Obr. 8: Chromatograficky zdéznam analyzy humulinond, alfa
a beta kyselin odridy Kazbek ze sklizné 2017

Pracovni postup izolace silic destilaéni metodou

Do zabrusové varné bariky o objemu 4 | se naliji 2 | destilované vody a pfida se 100 gram
mletého chmele a nékolik varnych kaminkd. V piipadé cerstvého zeleného chmele se ru¢-
né nakraji 150 gramu zelenych hlavek. Mleti chmele provadime bezprostiedné pred izolaci
silic. Je nutno se vyvarovat rovnéz skladovani rozemletych vzorkd v lednici z dGvodu rychlé
ztraty tékavych latek ze vzorku. Barnka se vzorkem se umisti do topného hnizda. Na varnou
banku se nasadi kolimator s dvouokruhovym vodnim chlazenim. Vzhled celé aparatury
na destilaci chmelovych silic je na obr. 9. Pusti se chladici voda do kolimatoru a soucas-
né zapne elektrické vyhfivani topného hnizda. Za zacatek varu se povazuje okamzik, kdy
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zkondenzovand voda za¢ne separacni
trubici pretékat zpét do varné bariky.
Doba varu je 90 minut. Po jeho ukon-
¢eni se vypne topeni hnizda. Z koli-
matoru se nejprve odpusti voda. Vy-
destilovana silice, ktera se udrzuje na
hladiné vodniho sloupce, se odpusti
do predem zvazené zkumavky. Injekc-
ni stiikackou se odsaje zbytek vody
azkumavka opét zvazi. Z rozdil hmot-
nosti se urci prvni podil silice (A). Koli-
mator se proplachne 20 ml n-pentanu.
Proplach se jima do 100ml zabrusové
bariky. Rozpoustédlo se oddestiluje
na rota¢nim vakuovém odparovaku
pfi teploté 1azné 37-38 °C a absolut-
nim tlaku 60 kPa po dobu 5 minut. Po
odpareni rozpoustédla se barika opét
zvaZi a z rozdild hmotnosti se stanovi
druhy podil silice (B). Celkovd hmot-
nost silice je dana souctem podild
A + B. Vysledek se uvadi s pfesnosti na
dvé desetinnd mista.

Obr. 9: Aparatura pro izolaci chmelovych silic destilacni metodou

Chromatogrdfickd analyza

K chromatografické analyze chmelovych silic se pouzije podil A. Chmelova silice se naredi
n-hexanem v poméru 1 : 1 a injikuje se na kolonu plynového chromatografu v objemu
0,5 pl a splitem poméru 1 : 50. Chromatograficka kolona DB 5 (Agilent) ma tyto paramet-
ry: 30 m x 0,25 mm x 0,50 pm. K analyze Ize pouZit i kolony stejnych parametrd od jinych
vyrobcu (Restek, Thermo aj.). Nosny plyn je helium (Cistota 5,0) o konstantnim tlaku 60 kPa
na vstupu do kolony. Teplotni gradient na separacni koloné je nésleduijici:

60 °C - 5 minut, izotermicky
60-150°C - gradient 2 °C/min
150-225°C - gradient 5 °C/min
225-250°C - gradient 25 °C/min
250°C - 5 minut, izotermicky

Pristroj: plynovy chromatograf Focus ve spojeni s hmotnostnim detektorem DSQ Il (Thermo)

Teplota injektoru: 250 °C
Teplota detektoru: 250 °C
lontovy zdroj: 70 eV
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Obr. 10: Chromatograficky zdznam celé analyzy chmelovych silic
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Obr. 11: Detail chromatografického zdznamu analyzy chmelovych silic s indikaci retencnich

casu karyofylenepoxidu (RT=57:93 min) a humulenepoxidu Il (RT=59:67 min)
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Vyhodnoceni vysledki

Semikvantitativni hodnoceni slozeni silice se vyjadfuje v relativnich procentech jako podil
integrované plochy slozky k celkové integrované plose vsech slozek silice. Pi kvantifikaci
jsou integracni parametry voleny tak, aby bylo kvantifikovano 50-70 slozek silice. Nejvétsi
podil pfipada na terpenické uhlovodiky myrcen, karyofylen, humulen, farnesen a selineny,
které tvoii 50-70 % celkové hmotnosti silic. K identifikaci sloZzek se pouzivaji dva parame-
try: elu¢ni ¢as a hmotnostni spektrum. Pfi zméné kolony od jiného vyrobce nebo zménou
parametr( (délka kolony, vnitini priimér ¢i tloustka filmu) je nutno pocitat se zménou elu¢-
niho poradi nékterych slozek. Na obr. 10 je uveden celkovy chromatogram chmelovych si-
lic a na obr. 11 detailni vytez s indikaci elu¢nich pasl a reten¢nich ¢ast karyofylenepoxidu
a humulenepoxidu Il.

Hodnoty miry starnuti chmele na zakladé obsahu karyofylenepoxidu a humulenepoxidu
v chmelovych silicich:

karyofylenepoxid (%) humulenepoxid Il (%)

Cerstvy zeleny chmel 0,15-0,35 0,25-0,60
suseny chmel bezprostredné po sklizni 0,14-0,20 0,30-0,50
starsi chmele v rizné fazi starnuti > 0,50 > 1,00

Experimentalné zjisténé intervaly spolehlivosti pro obsah terpenickych epoxidli v cer-
stvych zelenych a susenych chmelech bezprostfedné po sklizni ukazaly, Zze se prakticky
nelisi. Vyrazné narlsty obsahu karyofylenepoxidu a humulenepoxidu byly zjistény v chme-
lovych granulich a dlouhodobé skladovanych hlavkovych chmelech pfi normalni teploté.
Z tohoto dlivodu je nutno tento parametr pro hodnoceni kvality suseni povazovat za po-
mocny a posuzovat jej v kontextu s dalSimi kritérii uvedenymi v této metodice.

4. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Novost postupll spociva predevsim v modifikaci analytickych metod pro cerstvé zelené
chmele. Zelené hlavky obsahuji cca 75 % vody. Pfi pfipravé k analyzam zaujimaji mnohem
vétsi objem nez rozemleté susené hlavky. To vyzaduje Upravu navazek a objem extrak¢-
nich ¢inidel. Pro stanoveni indexu skladovani chmele v zelenych chmelech byl vypracovan
origindIni postup, ktery je, na rozdil od dosud uzivané metody, univerzalni a pouzitelny pro
zelené i susené chmele. Nové byla vypracovana analyticka metoda stanoveni humulinont
ve chmelu a chmelovych vyrobcich od pripravy analytického standardu po kvantitativni
stanoveni kapalinovou chromatografii. Desmethylxanthohumol (DMX) se ukazal jako te-
pelné labilni latka. Jeho kvantitativni stanoveni v zelenych a susenych hlavkadch umoziuje
spolehlivé posoudit efektivnost inovativnich krokd pfi vyvoji technologii pro Setrné suseni
a zpracovani chmele.



5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika najde uplatnéni v kontrolnich mechanismech hodnoceni kvality suseného
chmele v pribéhu skladovani a zpracovani na chmelové vyrobky. Z chmelovych vyrob-
kG se jednd predevsim o granulované chmele. Chmelové extrakty jsou z hlediska starnuti
velmi stabilni a Ize je bez ztraty kvality skladovat nékolik let. Vzhled hlavkovych a granulo-
vanych chmell nemusi vzdy korespondovat s jejich stafim. To spolehlivé odhali az analyzy
uvedené v této metodice. Metodické postupy vyuziji zejména obchodni organizace, které
vykupuji chmel od péstiteld, ke kontrole Setrnosti susiciho procesu chmele bezprostiedné
po sklizni. Uplatnéni najde i pfi kontrole kvality granulovanych chmeld, protoze pfi gra-
nulaci dochazi ke zna¢nému mechanickému i tepelnému zatizeni chmele. Vyuzit je mGze
i statni organ (UKZUZ), ktery dozoruje nakupni a zpracovatelsky proces ¢eskych chmelli
z roénikové sklizné. Garantem uplatnéni metodiky v praxi je Svaz péstiteld chmele Ceské
republiky.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Postupy uvedené v této metodice jsou schopny odhalovat pfipady falzifikace chmele niko-
li ve smyslu identity deklarované odridy, ale ve smyslu staii chmele. Trh s chmelem je zffid-
kakdy vyrovnany. V letech, kdy je na trhu ptebytek chmele, se volny chmel skladuje, aby

mél obchodovat za nizsi ceny nez chmele z nové sklizné, pricemz cena by méla odpovidat
stafi chmele a mite zhor$eni kvalitativnich parametrd uvedenych v této metodice.
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9. SOUHRN

Slozeni chmele podléhd neustdlym zménam v casové fadé dozravani - sklizen — suseni
- zpracovani — skladovani. Nejvyznamnéjsi zménou je obsah vody béhem suseni. Dalsi
zmény spocivaji v obsahu a slozeni vétsiny sekundarnich metabolit(i. Pfedlozena metodi-
ka obsahuje metodické postupy pro kvantifikaci kvalitativnich zmén, ke kterym pfi suseni,
zpracovani a dlouhodobém skladovéni chmele dochazi. Jedna se o stanoveni vihkosti, in-
dexu skladovani chmele, obsahu alfa kyselin, beta kyselin, prenylflavonoid(, humulinont
a vybranych slozek chmelovych silic. Nékteré analytické postupy vyzadovaly modifikace
pro Cerstvy zeleny chmel. U kazdého parametru je uveden princip stanoveni, pracovni po-
stup a kvalitativni limity. Analytické postupy jsou voleny tak, aby je mohla stanovit bézna
laboratof zaméfend na analytiku chmele. Aplikace metodiky v praxi umozni odhalovat
falzifikaci stafi chmele a chmelovych vyrobkd. Je rovnéz vyuzitelnd pii vyvoji novych
Setrnych technologii suseni a zpracovani chmele.
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Abstract

The composition of the hops is subject to constant changes in the time series of ripening
- harvesting - drying — processing - storage. The most significant change is the water
content in the course of hop drying. Other changes consist in the content and composition
of most secondary metabolites. The present methodology includes methodological pro-
cedures for quantification of qualitative changes that occur during drying, processing and
long-term storage of hops. These are moisture, hops storage index, alpha and beta acid
contents, content of humulinones, prenylflavonoids and selected components of hop oils.
Some analytical procedures required modifications for fresh green hops. For each para-
meter, the principle of determination, workflow and qualitative limits are given. Analytical
procedures are chosen to be set by a conventional laboratory engaged in hops analytics.
The application of the methodology in practice will allow to detect the falsification of the
age of hops and hop products. It is also usable in the development of new technologies for
the drying and processing of hops.
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Védecko-vyzkumna cinnost
+ Slechténi chmele

« chemie chmele

« biotechnologie
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« ochrana chmele
. - M T O P [ A (T
agrotechnika chmele Tl T L e

« pokusny minipivovar | U s T T s e

Vyroba chmele

Vyroba chmelové sadby 5
« Zatecky polorany cervendk ".h’
« hybridni odriidy

Poradenska a skolici ¢innost
« Skoleni strojniki cesacek a susaren chmele
« Skoleni odborné zpdsobilosti pro naklddani s pfipravky na ochranu rostlin

Zemédélska vyroba

NOVINKA!

Obchodni cinnost T
Stanoveni rezidui pesticidil nejen ve chmelu.

« autenticita chmele (prokazani falSovani)
« prodej chmele a E-SHOP s chmelovymi vyrobky

« prodej cerstvych chmelovych hlévek ve sklizni m

|FineAroma  |Aroma  |Dual Purpose  |Bitter | Flavour | Pharmaceutical (X, DMX)
« SAAZ «Slddek  « Premiant «Bor « Kazbek « Agnus l
- Saaz Late « Kazbek +Rubin  -Boomerang -Vital
+ Bohemie « Agnus
« Harmonie + Vital
- Gaia

- Boomerang }



