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Stalost aktivnich latek obsaZenych ve fungicidnim
preparatu zaloZeném na chmelové a tymianové silici
urc¢enému k hubeni plisnovych chorob chmele

Souhrn

Chmel (Humulus lupulus; Cannabaceae) je rostlina zna¢n€ nachylna k nékterym
plisnovym onemocnénim, zejména k (Pseudoperonospora humuli). Houbové choroby chmele
se obtizn€ hubi. K prevenci a likvidaci plisni se pouzivaji ptipravky, které piedstavuji zatéz pro
zivotni prostredi (napf. ty na bazi médi). Pouzivani konvencnich ptipravki se stale legislativné
omezuje, ale novych, Setrn¢jSich ptipravkl k Zivotnimu prostiedi, se v soucasnosti vyrabi jen
omezené mnozstvi. Postiiky na bazi chmelové a tymidnové silice, se zdaji byt efektivni a vice
enviromentaln¢ pratelskou alternativou ke konvenénim fungicidam. Vzhledem k tomu, Ze tento
ptipravek je stale pouzivan na experimentalni bazi, neexistuji data, kterd by mapovala, zda jsou
aktivni slozky tohoto ptipravku stabilni a nepodléhaji rozkladu vlivem skladovani.

Tato studie se zabyvala stanovenim hladin aktivnich slozek fungicidniho postfiku na
bazi chmelové a tymianové silice v zavislosti na riznych skladovacich podminkach (6 °C, 25
°C, 40 °C). Obsah hotkych kyselin, v¢etné jejich jednotlivych anologil, ve chmelovém postiiku,
byl analyzovan pomoci HPLC-UV. Mnozstvi obsahovych latek silic bylo analyzovano pomoci
GC-MS snaslednou analyzou GC/Q-TOF. Oxidace lipidi byla zjistovana stanovenim
peroxidového Cisla. Primérny tbytek aktivnich latek byl do 10 % ve vSech skladovacich
podminkach. Vysledkem téchto méfeni bylo, Ze postfik je relativné stabilni ve vSech
skladovacich podminkach a mohl by tak byt zaveden do ochranné praxe chmele.

Klic¢ova slova: fungicid; hotké kyseliny; plisnova rezistence; skladovaci pokus; thymol



Stability of active principles contained in fungicidal
preparation based on hop and thyme essential oil intended
for the control of fungal diseases of hops

Summary

Hops (Humulus lupulus; Cannabaceae) is a plant highly susceptible to some fungal
diseases, especially (Pseudoperonospora humuli). Hop fungal diseases are difficult to control.
Products that pose a burden on the environment (eg copper-based ones) are used to prevent and
eliminate mold. The use of conventional products is still restricted by legislation, but new, more
environmentally friendly products are currently produced in limited quantities. Hop and thyme
essential oil sprays appear to be an effective and more environmentally friendly alternative to
conventional fungicides. As this product is still used on an experimental basis, there are no data
to map whether the active ingredients of this product are stable and do not degrade due to
storage.

This study examined the levels of active ingredients of hop and thyme essential oil
fungicides depending on different storage conditions (6 ° C, 25 ° C, 40 ° C). The content of
bitter acids, including their individual analogues, in the hop spray was analyzed by HPLC-UV.
The amount of essential oil content was analyzed by GC-MS followed by GC / Q-TOF analysis.
Lipid oxidation was determined by determining the peroxide value. The average loss of active
substances was up to 10 % in all storage conditions. The result of these measurements was that
the spray is relatively stable in all storage conditions and could thus be introduced into the
protective practice of hops.

Keywords: fungicide, bitter acids, fungal resistence, storage experiment, thymol
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1 Uvod

Chmel a ztéto suroviny vyrobené ptipravky jsou doposud nezastupitelnou surovinou
davajici pivu typickou hotkost a aroma (Basatova et al. 2010). V Ceské republice se chmel
péstuje na vysoké urovni a velkéd ¢ast z celkové produkce se vyvazi témét do celého svéta
(Kosaf et al. 2000). V roce 2019, kdy vyméra chmelnic v CR tvofila 8,1 % svétové plochy,
zaujima CR tfeti misto mezi péstiteli chmele ve svété po USA (38,7 % svétové plochy) a
Némecku (33,2 % svétové plochy). V roce 2019 byla roéni sklizen v CR 7 145 tun, pii
prumérném vynosu 1,43 t/ha. Celosvétoveé se vypéstuje 80 — 100 tis. tun chmele na 62 tis.
hektarech a uvaii se z n&j pfiblizn¢ 1 900 mil. hl. piva (Altova 2020).

Diky variabilité pocasi jsou rostliny chmele nachylné k napadeni riznymi houbovymi
chorobami, jako jsou napf. peronospora chmelova, padli chmelové ¢i Verticilium. Mezi
nejvyznamnéj$i houbové choroby patii plisenn chmelova (Pseudoperonospora humuli)
(Prochéazka et al. 2021). Peronospora mtize napadat vSechny organy chmelové rostliny, diky
rozmnozovani pohlavnim i nepohlavnim zptisobem ma vyssi odolnost vici nepiiznivym
podminkdm a v pfiznivych podminkach je schopna svého rychlého nartstu. Vyskyt
peronospory je v dnesni dobé diky propracovanému systému ochrannych fungicidi minimalni,
je vSak nutné peclivé dodrzovat agrotechnické postupy, zejména vcasné preventivni oSetient,
jinak mize peronospora zplsobit znaéné hospodarské ztraty (Vostiel 2008).

Jako ochrana proti houbovym onemocnénim chmele, zejména peronospoie, mnoho desitek
let pouzivaji konvencni ptipravky na bazi médi s a€innymi latkami oxychlorid médi a pozdé&ji
i hydroxid médnaty a fosforu. Na zaklad¢ provedenych studii, bylo zjisténo, Ze vysoké davky
médnatych pesticidi opakované vyuzivanych k ochrané chmelu ve chmelnicich ptedstavuji
zavazné riziko pro ptidni mikroorganismy, zejména pak pro krouzkovce. Akceptovatelna davka
medi byla stanovena 4 kg médi na hektar ro¢né, avSak tato davka predstavuje pouze polovinu
doposud pouzivaného mnozstvi (Prochazka et al. 2021). Pfitomnost vy$$iho mnozstvi médi
muize mit negativni vliv 1 na kvalitu piva. Kovové ionty médi se podileji na neenzymatické
oxidaci nenasycenych mastnych kyselin za vzniku nenasycenych aldehydi, které negativné
ovlivituji organoleptické vlastnosti piva. Méd v procesu vyroby piva piedstavuje silné
dekontaminac¢ni proces (Krofta et al. 2011). Z téchto divodia se vyvijeji nové alternativni
prostiedky, které jsou zaloZené na ptirodnich latkach, ale bohuzel tento vyvoj neni pfrednim
zajmem v prislusném védeckém sektoru. Jednou z moznosti v alternativni ochrané chmele jsou
ptipravky zaloZzené na chmelové a tymidnové silici. Tyto zminéné produkty nejsou prozatim
zavedené do ochranné praxe chmele, nicméné vykazuji dobré vysledky v polnich pokusech.
Ale doposud o nich nevime to, jak moc jsou stabilni pti skladovéni. Jako dalsi alternativni
ptipravky jsou testovany Wetcit-terpeny z pomerancovniku a Alginure-vytazky z motskych
fas.

Z vyse uvedenych diivodi je tato studie zaméfena na stanoveni stability alternativnich
fungicidnich ptipravkl zaloZenych na chmelové a tymidnové silici, které v polnich podminkéch
vykazaly slibné vysledky pii potlaceni fungalnich onemocnéni chmele. V této praci bude
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sledovana stabilita alfa a beta hotkych kyselin postfiku zalozeném na chmelové silici, zmény
profilu monoterpenoidnich latek a seskviterpenoidnich latek ptitomnych v obou ptipravcich
(zalozeny na chmelové i tymianové silici) a stabilita oleji pomoci sledovani peroxidového Cisla
(rovnéz u obou ptipravkil). Vysledky z této studie by mohly byt vyuzitelné pii praktickém
zavedeni pfipravkll zalozenych na chmelové a tymidnové silici do ochrany chmele vici
fungalnim patogentim.



2 Cil prace a védecka hypotéza

Cilem této prace je zhodnotit stabilitu alternativnich fungicidnich prosttedkii zalozenych na
chmelové a tymidnové silici urcenych pro potlaceni houbovych onemocnéni chmele otacivého.
Cile této prace mohou slouzit k zavedeni téchto pfipravkli do ochranné praxe chmele.
Specifické cile této prace zahrnuji:

1. Sledovani stability alfa a beta hotkych kyselin v prostfedku zalozeném na chmelové
silici pomoci kapalinové chromatografie spojené s UV/VIS detektorem (HPLC-UV)

2. Sledovani zmén poméri latek monoterpenoidniho a seskviterpenoidnicho charakteru u
obou prostfedkt (zalozeném na chmelové i tymianové silici) pomoci plynové

chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS)

3. Sledovani zmén v peroxidovém ¢isle oleje izolovaného u obou prostiedkt (zalozeném
na chmelové i tymidnoveé silici)

Hypotéza:
Oba prtipravky, jak ten zalozeny na chmelové silici, tak i ten zaloZzeny na tymianové

silici, jsou i za stizenych skladovacich podminek stabilni a jsou tak vhodné pro zavedeni do
ochranné¢ praxe chmele.
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3 Literarni reSersSe

3.1 Chmel otacivy (Humulus Lupulus L.)

Chmel otacivy je vytrvala, popinava rostlina, ktera je péstovana v monokultufe na témze
stanovisti 25 a vice let. Chmel je rozsiien v celé Evropé 1 v ostatnich svétadilech. Chmel je jako
jedna zékladnich surovin pro vyrobu piva. Vyznamnym zptisobem spoluvytvaii jeho senzorické
vlastnosti a ovliviluje i dal$i kvalitativni parametry. Z komerénich divodu se péstuje v mnoha
regionech mirného klimatu celého svéta. Nejvétsimi chmelovymi producenty na svété jsou
Némecko, Spojené staty americké a Ceska republika. I piestoZe stale stoupa svétova produkce
piva, tak kvili nartstajicimu podilu vysokoobsaznych odrid postupné klesa produkce zeleného
chmele. Na chmelové vyrobky se zpracovava vice jak 95% svétové produkce chmele (Prugar
et al. 2008).

Kosar et al. (2000) uvadeéji, ze chmele vyslechténé v prvni poloving 20. stoleti v zatecké
oblasti se dlouhodobé¢ staly svétovym standardem nejvyssi kvality. Jejich hlavni pfednosti bylo
stale jemn¢ aroma, které by bylo n¢jak ovliviiovano nezadoucimi tony ¢i pachy. Od Sedesatych
let 20. stoleti v disledku inovaci technologii zpracovani hlavkového chmele na chmelové
vyrobky a soucasnou inovaci modernizaci pivovarského procesu, vyznam jemnych
aromatickych odrad poklesl.

Péstovani chmele v CR je statné kontrolovano a fizeno. V CR jsou povoleny tfi
péstitelské oblasti: Zatecko a Ustécko v Cechach a Trsicko u Olomouce na Moravé. Nejvétsi
plochu zaujima Zatecka chmelai'ska oblast, ve které se chmel péstuje na 3815 hektarech.
Ustécka oblast zaujimé 530 hektart a oblast Trsicka ma rozlohu 600 hektarii (Usttedni kontrolni
a zkuSebni tstav zemédélsky 2017).

3.1.1 Systematické zarazeni

Chmel neni doposud jednoznacné systematicky zafazen v odborné literatuie. Pfevlada
zaclenéni do Celedé konopovitych (Canabaceae), pied zatazenim do ¢eledé morusnikovitych
(Moraceae) nebo koptivovitych (Urticaceae). Na zaklad¢ kritickych nazort riiznych autori na
druhovou samostatnost chmelt podle genetickych znak se za spravné déleni povazuje déleni
na tfi samostatné druhy*

- Chmel otac¢ivy (Humulus lupulus L.) je mnohaleta rostlina, ktera roste v celém mirném

pasu a je vice ¢1 méné bohata na lupulin. Podle riznych, pfedev§im morfologickych

znakd se rozliSuji 3 poddruhy: chmel evropsky, chmel novomexicky a chmel
srdCitolisty.

- Chmel japonsky (Humulus japonicus Sieb. et Zucc.) je jednoleta rostlina rostlina
vyskytujici se ve volné ptirodé€ ve vychodni Asii s nizkym obsahem lupulinu a je rovnéz
péstovana jako okrasna rostlina.

- Chmel oplétavy (Humulus scandes Lour et. Merril) je jednoleta rostlina, ktera se
vyskytuje ve volné ptirod¢€ ve stiedni Asii, ktera neni vhodna k pivovarskému uziti.
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Chmel evropsky ma tii rizné variety: Chmel zakrsly (Humulus lupulus ssp. europeus var.
irenae minima Blatt.), Chmel palny (Humulus lupulus ssp. europeus var.spontanea Ryb.) a
kulturni (Humulus lupulus ssp. europeus var. culta Ryb.). Chmel evropsky kulturni je dnes
péstovan vyhradné v tradi¢nich péstebnich oblastech. Nazev Humulus lupulus vznikl
z ptivodniho nazvu Lupulus salictarus, tento nazev byl pouZivan Rimany, coZ znamenalo vlk
mezi vrbami. Chmel a konopi jsou jediné dva rody rostlin patiici do ¢eledi konopovitych
(Basarova et al. 2010).

3.1.2 Morfologie chmele

Hlavni ¢asti chmelové rostliny tvoii kofenova soustava, réva s paznochty, listy a
kvétenstvi, které se béhem vegetace vyviji ve chmelové hlavky. Pro pouziti v pivovarstvi se
pestuji pouze samici rostliny, samci se vyuzivaji pouze pfii Slechténi odriid. Kofenova soustava
chmele je mohutné vyvinuta. Jeji zaklad tvofi zdfevnatéla babka, kterd ma primérnou Zivotnost
25 let. Hlavni ktilové kotfeny rostou do hloubky az 6 m, postranni letni kofeny se nachazeji
tésn¢ pod povrchem. Réva vyrista kazdy rok z babky a vytrvava jedno vegetacni obdobi. Ve
vysce asi 50 cm se réva zacina pravotoCiveé vinout okolo vodiciho dratku. Réva ma Sestihranny
prafez na jejich hranach se nachazeji ptichytné chlupy. Jeji rist je intenzivni v letnich mésicich
muze nartist az o 30 cm ta den a dosahuje vysky 7 az 8 m. Postranni vétévky nazyvajici se
pazochy vyristaji z révy a na nich se vyviji kvétenstvi, ménici se na chmelové hlavky. Listy
chmelové révy maji velké plochy a ve stadiu sklizn¢ mohou dosahovat obsahu 7 az 22 m? na
jednu rostlinu. Kvétonosné vétévky se samic¢imi kvétenstvimi vyristaji u paty révovych a
hlavné pazochovych listl ptiblizn¢€ od poloviny ¢ervna, v dob¢ kdy, chmelova rostlina dosahne
zhruba poloviny své vysky. Zacatek kveteni chmele nastava po dosazeni maximalni vysky asi
od konce ¢ervna az poc¢atku Cervence. Doba kvétu trva 15 az 30 dnti v zavislosti na odrad¢, poté
se postupné meéni kvéty v plody, jsou to hlavky typického vej¢itého tvaru. Chmelové hlavky
jsou tvofeny stopkou, vieténkem, pravymi a krycimi listeny. Pfi oplozeni coZ je pro kvalitu
chmele pouZivaného v pivovarstvi nezadouci, obsahuji jesté¢ semeno. Ve specidlnich bunéénych
vakuolach externiho systému lupulinovych zlaz, se nachazi bohaty rezervoar vyse zminénych
pivovarsky, ale i farmakologicky cennych latek, Casto nazyvanych sekundarni metabolity
(Basarova et al. 2010).

3.1.3 Chemické slozeni chmele

Chemické slozeni chmele zévisi na dané odriidé, provincienci, ro¢niku a zpiisobu
posklizinové upravy (Kosar et al. 2000). Suché chmelového hlavky obsahuji technologicky a
ekonomicky dutlezité slouceniny, balastni latky, ale 1 nezddouci slozky. Mezi hlavni
technologicky vyznamné sloZzky chmele fadime chmelové pryskyfice, silice a polyfenoly
(Basarova et al. 2010). Mezi balastni a nezadouci latky fadime dusi¢nany, rezidua postiikovych
latek, tézké kovy a u nékterych chmelovych vyrobkt i rezidua chemickych katalyzatort (Kosat
et al. 2000).
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3.1.3.1 Chmelové pryskyrice

vvvvvv

a chmelovych vyrobku. Pryskyfice jsou tvofeny zejména derivaty floroglucinolu. Zakladnimi
slozkami mé&kkych pryskyfic jsou mékké chmelové pryskytice, kam patii specifické alfa hoiké
kyseliny a beta hotké kyseliny. Dale pak nespecifické mékké pryskyfice a tvrdé pryskyfice
(Basatova et al. 2010).

3.1.3.1.1 Alfa horké kyseliny

Alfa kyseliny spolecn¢ sbeta kyselinami tvoii specifické slozky chmele a
v Cistém stavu bez chuti a viing. Alfa hoiké kyseliny tvofi smés sedmi dosud znamymi analogy
humulonu: humulonu (35 - 70 %), kohumulonu (20 - 55 %), adhumulonu (10 - 15 %),
prehumulonu (1 - 10 %) a posthumulonu (1 - 5 %), (viz obr. 2). Zbylé 2 nebyly dosud
V publikacich pojmenovany s vyjimkou knihy, kde je Sesty analog nazvan adprehumulon.
Rozdily v analogech jsou v acylovych zbytcich (Basafova et al. 2010). Ve chmelu bé&zné
ptevazuji humulon, kohumulon a adhumulon, ve vysledku obsah alfa hotkych kyselin a jejich
analogi ve chmelu je znaéné zavisly na fad¢ faktorQ, pfedev§im na odrid¢, péstebnim miste,
roc¢niku, podminkach sklizné a skladovani (Basatova et al. 2010).

C:H;‘ CI)H 9
HaC |J|*~ -
ho\o
H;C ‘ . -CH3
CHa CHs
R
CH2CH4 postlupulon
-CH(CHs3)2 kolupulon
-CH2CH(CH:), lupuion

-CH2CH2CH(CH3), prelupulon

~-CHCH-CH: adlupulon
CH4

Obr. 1 Alfa horké kyseliny a jejich analogy (Basafova et al. 2010)
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3.1.3.1.2 Beta horké kyseliny

Beta kyseliny jsou dulezitou slozkou mékkych pryskyftic. Beta kyseliny maji silnou,
antibakterialni aktivitu a tim padem jsou schopny pusobit proti fadé mikroorganismu a dalSich
fyziologickych uc¢inkl na organismus savci. V pivovarstvi maji mensi vyznam, protoze jsou
hife rozpustné. MenSi rozpustnost, je zpusobena strukturou beta kyselin. Beta kyseliny
neobsahuji tercidrni alkoholovou skupinu v aromatickém jadru a na rozdil od alfa kyselin se
nemohou pii chmelovaru izomerovat (Liu et al. 2019). Obsah beta hotkych kyselin
vyskytujicich se ve chmelu je v mnozstvi okolo 3 az 5 %. Beta kyseliny jsou smési péti a vice
analogli nazyvanych lupulon (30 - 55 %), kolupulon (20 - 55 %), adlupulon (5 - 10 %),
prelupulon (1 - 3 %) a postlupulon(Verzele & De Keukeleire 1991). Obsah a zastoupeni
jednotlivych sloucenin je zavisly stejné jako u alfa hotkych kyselin chmelové odrudé, stadiu
zralosti a péstebnich podminkach (Basatfova et al. 2010).

G o
HaC AR IJ\ o &
Ho""?f‘:':\"‘&*’()
H:C ..\_'_:.-;.:'v! . _-CH3
CHa CHa
R
-CH2CH5 postlupulon
-CH(CH3)2 kolupulon
-CH2CH(CH3)2 luputon

-CH2CH2CH(CH3)2 prelupulon

-CHCH2CH; adlupulon
CHa

Obr. 2 Beta horké kyseliny a jejich analogy (Basafova et al. 2010)

3.1.3.1.3 Vlastnosti, aktivita a stalost alfa a beta horkych kyselin

Celkové pryskyfice jsou definovany jako latky rozpustné v etheru a metanolu, zatimco tvrdé
pryskyfice jsou jednou z Casti celkovych pryskyfic, které jsou nerozpustné v rozpoustédlech
s nizkym bodem varu. (Almaguer et al. 2015). Z obecného hlediska jsou to latky chemicky
podobné, nepolarniho charakteru, které maji velkou citlivost na oxida¢ni zmény, a to zv1asté
alfa hotké kyseliny, které se snadno méni na nespecifické az tvrdé pryskyfice, které maji mensi
pivovarskou hodnotu (Basatova et al. 2010).
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Hlavnim analogem, obsazenym v alfa hotkych kyselinach je humulon a jeho derivaty.
Humulon je svétle zluta pevna latka, derivaty jsou vesmés olejovité kapaliny. Alfa hoiké
kyseliny jsou slabé kyseliny, které se velmi tézce disociuji a z tohoto diivodu jsou ve vodé a
vodnych roztocich obtizné rozpustné v zavislosti na pH roztoku. Alfa Hotké kyseliny jsou
chemicky nestdlé, podléhaji snadno izomeraci, oxidaci a transformaci postrannich
isoprenoidnich fetézch (Basatrova et al. 2010).

Mezi analogy beta hotkych kyselin ptevladaji lupulon a kolupulon. Jednotlivé analogy
se lisi se strukturné diky radikalu R, ktery se nachazi na druhém uhliku aromatického jadra.
Beta kyseliny jsou bezbarvé latky krystalické struktury. Ve vodé jsou velmi mélo rozpustné,
coz je zpusobeno ptitomnosti hydrofobnich postrannich fetézc v molekule. Rozpustnost beta
kyselin ve vod¢ je velmi mald, coz je dano piitomnosti hydrofobnich postrannich fetézct
v molekule. (Krofta & Mikyska 2014). Obdobn¢ jako alfa hotké kyseliny i beta hoiké kyseliny
siln¢ absorbuji UV zafeni, coz je vyuzivano k jejich analytickému stanoveni (Basafova et al.
2010).

Obsah hotkych kyselin je nejvétsi ve tazi jeho technologické zralosti. Po sklizeni se
obsah hotkych kyselin pfiblizné€ po 12 dni neméni. Nésledné se postupné obsah hotkych kyselin
snizuje. Proto ihned po sklizni probihé suseni chmele ve specialnich susickach pfi teploté okolo
+50 °C. Béhem skladovani dochazi k pfeménam sekundarnich metaboliti a dochazi
k degradaci hotkych kyselin. Rychlost degradace alfa hotkych kyselin zavisi na fad¢ faktort,
kysliku a svétla. Rychlost degradace alfa hotkych kyselin také zavisi na jednotlivych odridach
chmele. Béhem skladovani dochazi k oxidaci alfa hoikych kyselin. Procesy oxidace jsou
urychlovany zvySenou teplotou a neomezenym piistupem ke kysliku. U totoZnych chmeld,
které byly skladovany pti + 20 °C byly poklesy hotkych kyselin mnohonasobné vyssi nez u
chmelt skladovanych pii teplotach + 5 °C. Pti skladovaci teploté + 5 °C a dobé skladovani 12
mésict, dochdzi ke ztratdm (0 - 10 %) alfa hotkych kyselin. Pti skladovaci teploté + 20 °C po
dobu 12 mésict dochazi ke ztratam (21 - 30 %). Jednim z dtlezitych faktorti obsahu alfa
hotkych kyselin je i doba sklizn¢ chmele. U sklizné, kterd byla provedena, ve fazi netiplné
technologické zralosti, byla zaznamenana vysSi degradace alfa i1 beta hotkych kyselin pfi
skladovani. Rychlost degradace pfi skladovani neni rovnomérna po celou dobu skladovani.
Féaze stabilizace trvala 3 az 6 meésicli po niZ nésledoval pomérné rychly pokles téchto
metabolitli. Pfi vysSich teplotach skladovani byla ovSem tato faze kratsi a trvala maximalné 3
meésice (Skomra & Koziara-Ciupa 2020).

Degradace beta hotkych kyselin zavisi podobné¢ jako u alfa hotkych kyselin na teploté
skladovani a odrid¢, pficemz degradace beta hotkych kyselin probiha ve vétsi mife, nez je tomu
o alfa hotkych kyselin. Beta hotké kyseliny jsou citlivé k oxida¢nim reakcim, které jsou
vyvolany vzduchem (Krofta et al. 2013a). Jiz po 1 mésici se pfiblizné polovina mnozstvi se
rozklada pti pokojové teploté na otevieném vzduchu. Po 6 mésicich je rychlost degradace vice
nez 90 %. Dynamika rozkladu beta kyselin v surovém chmelu je vyrazné pomalejsi, zejména v
prabéhu prvnich 6 mésicti skladovani. Bunééné biomembrany jsou ti€¢innymi chranici slouc¢enin
obsaZzenych v lupulinovych Zlazach pted rychlym poSkozenim. Podstatny podil produkti
rozkladu beta kyselin tvofi slouceniny vznikajici pii cyklizaci bo¢nich prenylovych fetézca
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(tricyklolupulony a hydroxytricyklolupulony). V ¢erstvém chmelu po sklizni je obsah huluponti
do 0,5 %, ale v prub&hu starnuti se jejich obsah stoupa az k 1 az 3 %. (Krofta et al. 2013b).

3.1.3.2 Chmelové silice

Obsah silic ve chmelu je 0,5 az 3,0 %. Silice jsou smési nékolika set latek riizného
chemického slozeni, fyzikalnich vlastnosti i aroma, které doposud nebyly zcela identifikovany
(Basafova et al. 2010). Analyza pomoci kapilarni plynové chromatografie ve spojeni
S plamenovym ioniza¢nim detektorem zaznamenala az 1000 riznych slouc¢enin, které mohou
chmelové silice obsahovat (Almaguer et al. 2014). Celkové mnozstvi latek a zastoupeni
jednotlivych slozek, zavisi predevsim na genetickych vlastnostech odrudy, na podminkéach
pestovani, sklizné¢ a skladovani (Basafova et al. 2010). Silice chmelu dodavaji jeho
charakteristické aroma, aroma zna¢né ovliviiuje dana odrida chmele. (Almaguer et al. 2014).
Tvorba silic probiha v kone¢nych fazich zrani rostliny (Basatrova et al. 2010). Béhem rustu se
nejdiive se nejdiive syntetizuji kyslikaté frakce, nasledované uhlovodikovou frakci v podobé
seskviterpenti a jako posledni dozravaji monoterpeny (myrcen). Z tohoho hlediska mtize byt
koncentrace myrcenu pouzita jako métitko zralosti chmele. Na sloZeni a obsah silic mohou mit
negativni vliv houbové choroby chmele, napadeni Sktdci jako jsou napt. MSice chmelova
(Phorodon humuli) ¢i Sviluska chmelova (Tetranychus urticae Koch), diky kterym se rostlina
stava stresovanou (Eyres & Dufour 2009).

3.1.3.2.1 Slozeni chmelovych silic
Chmelové silice se daji rozdélit do tii zdkladnich skupin:

- uhlovodikova frakce
- kyslikaté frakce (oxidovana frakce)
- frakce sirnych sloucenin

Uhlovodikova frakce tvofi v Cerstvém chmelu nejvétsi podil 70-80 %. Osahuje
alifatické uhlovodiky (pentan, oktan, isopren, undekan aZz heptadekan a nékteré vétvené
izomery), dale monoterpeny jako myrcen, alfa a beta-pinen, beta ocimen, limonen a
seskviterpeny, kam se fadi beta farnesen, alfa humulen, beta karyofylen a fada dalSich
acyklickych mono- , di- a tricyklickych seskviterpent, které byvaji zastoupeny jen v nepatrném
az stopovém mnozstvi. Vzajemny pomér monoterpentt a seskviterpent je dan genetickou
vlastnosti jednotlivych klonti chmele (Basafova et al. 2010).

Kyslikaté frakce, je to frakce vznikajici béhem zrani, zpracovani a skladovani chmele a
tvofi priblizné 30 % z celkovych silic. Je slozitou smési terpenovych, seskviterpenovych,
alifatickych a aromatickych alkoholll, riznych aldehydt, ketont, epoxidd, kyselin a estert.
Slozeni kyslikaté frakce silic je ovliviiovana hlavné poskliziiovym zpiisobem upravy a
podminkami skladovani, kdy jejich obsah ve chmelu stoupa. V pribehu skladovani se ve
chmelu zvySuje obsah alkohold (humulol, humulenol, farnesol) a epoxidu (epoxid karyofyllenu
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a a humulenepoxiody), které vznikaji predevsim oxida¢nimi pfeménami seskviterpenti
(Basarova et al. 2010).

Frakce sirnych sloucenin jsou v chmelovych silicich obsazené v malém mnozstvi, okolo
0,1 %. Negativné se projevuji jako chut'ové a vonné latky jiz v malych koncentracich. Zvysené
mnozstvi sirnych sloucenin se vyskytuje predevsim u chmele, ktery byl béhem vegetace oSetfen
sirnymi preparaty proti houbovym chorobam, popf. u chmelii konzervovanych sifenim
Vv poskliziiovych upravach. Nejcastéji se vyskytujici se slouc¢eniny sirné slouceniny ve chmelu
jsou napft. sulfan, methanthiol, dimethylsulfid (Basatova et al. 2010).

Y

Myrcene Linalool MY"?;;‘E Myrcenol Geraniol
oxi
o
Humulene
Humulene Farnesene epoxide |

Caryophyllene
|  Aromacompounds | yophy!

Obr 3. Zdkladni slouceniny tvorici chmelove silice (Bocquet et al. 2018)

3.1.3.2.2 Stalost chmelovych silic

Mira degradace chmelovych silic zavisi na né€kolika chemickych faktorech, které
ovliviuji jak oxidaci, tak i prub¢h jeji reakce. Na degradaci maji z velké ¢asti vliv vnéjsi faktory
jako je teplota, svétlo a dostupnost kysliku. Stabilitu miize také ovliviiovat slozeni silic,
strukturni sloZeni a pfitomnost necistot. Ultrafialové (UV) a viditelné svétlo (VIS) je spojovano
s urychlenim procest oxidace, které vede k tvorbé alkylovych radikalt (Turek & Stintzing
2013). Miru degradace silic rovnéz ovlivituje poskliziiové zpracovani, skladovani a pteprava.
Stupent degradace béhem skladovéani zavisi na poskozeni lupulinovych Zlaz b&hem sklizné,
lisovani a suSeni a velky vliv mé nésledna skladovaci teplota. VéEtsi skladovaci obaly a vyssi
hustota nalisovaného chmelu zvySuje miru poskozeni lupulinovych Zzlaz. Pfi susSeni se
doporucuje aby nebyly piekracovany teploty 60 °C. K nejvétSim ztratdm silic miize dojit
béhem skladovani. Béhem 6 mésicti miize dojit aZ ke ztrat€ 50 % - 70 % silic, zejména kvili
ztraté myrcenu. Z tohoto diivodu by mél byt chmel skladovan pfi teplotach (0 - 5 °C). Negativni
pusobeni na silice ma i peletizace, pti které je chmel vytaven teplotdm az 65 °C jako dasledek
tteni peletovaci matrice, coZ zpiisobuje, Ze se silice, které se uvolni z rozdrcenych lupulinovych
zlaz, jsou nachylné k rychlé oxidaci. Z tohoto diivodu by méla byt maximalni granulaéni teplota
55 °C s naslednym okamzitym ochlazenim a vakuovym balenim v inertni atmosféfe (CO2 ¢i
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N2). Chmelové extrakty jsou podstatné stabilngjsi nez pelety ¢i cely hlavkovy chmel a i z tohoto
divodu mohou byt skladovany pii vyssich teplotach az 20 °C (Eyres & Dufour 2009).

3.1.3.2.3 Zpiisoby a kritéria hodnoceni chmelovych silic

Prvni charakteristickou vlastnosti chmelové odriidy je procentudlni vytézek silice ze
suSenych chmelovych hlavek. Toto méfeni se nejcasteji provadi pomoci méfeni objemu oleje
ziskaného parni destilaci susenych chmelovych hlavek vyjadiené v ml/g. Bézna analyza ke
stanoveni slozeni chmelového éterického oleje se provadi plynovou chromatografii
s plamenovym ioniza¢nim detektorem nebo hmotnostni spektrometrii. Silice se obvykle pied
analyzou izoluji. Rovnéz se ke stanoveni pouziva i metoda headspace. Tuto metodu lze
dosahnout statickym ¢i dynamickym vzorkovanim a té€kavé latky Ize koncentrovat zachycenim
na adsorbenty. Vhodnou, rychlou a popularni technikou je mikroextrakce na pevné fazi.
Béznym kritériem pouzivanym k charakterizaci odridy chmele je pomér humulen:karyofylen.
I kdyz tyto poméry mohou byt uzitecnymi markery nelze je vSak pouzit k predpoveédi c¢i
vysvétleni aromatu mezi jednotlivymi odridami. Za timto ucelem byl vytvofen seznam
jednotlivych sloucenin, ktery byl pojmenovan jako ,,profilovd slozka chmelového
aroma‘‘(HACP). Slouceniny byly rozdéleny do tii kategorii: produkty oxidace humulenu a
karyofylenu, kvétinové a citrusové aroma a citruso-borovicové aroma. Aromatické jednotky
AU byly definovany jako kvantitativni soucet 22 slouc¢enin HACP na gram chmele. HACP se
bézné pouziva pro charakterizaci silic riznych odrad chmele (Eyres & Dufour 2009).

3.1.3.3 Chmelové polyfenoly

Polyfenolové latky jsou zkoumany jiz nékolik let s kontroverznimi poznatky. Jedna se
o velmi rtznorodou skupinu latek, jejiZz jednotlivé skupiny latek se vyznaCuji riznymi
vlastnostmi z hlediska chemické struktury, antioxidacnich schopnosti. Patii mezi latky
sekundarniho metabolismu rostliny, jsou senzoricky aktivni a maji oxida¢ni a antimikrobialni
vlastnosti. Tvoti 3 az 6 % suSiny chmelovych hlavek. Hlavni ¢ast polyfenola je situovéana
v listech a vietenu chmelové hlavky. Jsou vylucovany z lupulinovych zlaz spole¢né s hotkymi
kyselinami a silicemi (Mikyska et al. 2018). Jedna se pfedevsim o smés latek s prevazujicim
podilem flavonovych glykosidl, anthokyanogend, katechinli a volnych fenolovych kyselin.
Jsou to vesmés reaktivni, ve vodnych roztocich rozpustné latky, snadno podléhajici oxidacné —
redukénim pfeméndm a vykazujici vysokou reaktivitu vii¢i bilkovindm (Kosart et al. 2000)

Chmel obsahuje 2 — 6 % polyfenola (Prugar et al. 2008). Nejvyssi obsah celkovych
polyfenola vykazuji zpravidla jemné aromatické odriidy, zejména zatecky polorany Cervenak,
u n¢hoz se obsah pohybuje v rozsahu 3,5 — 4,5 % (Kosaf et al. 2000).

Kromé¢ polyfenolovych sloucenin, které jsou odvozeny od flavonu, obsahuje chmel i

volné fenolové kyseliny odvozené od hydroxibenzoové kyseliny. Patii k nim kyseliny: kavova,
ferulova, kumarova, skoticova, vanilova, chlorogenova a gentisova (Kosar et al. 2000).
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3.1.3.3.1 Prenylované flavonoidy

Jsou to latky s estrogennim ucinkem, ktery byl popsan jiz v roce 1961. Patii mezi latky,
které tvoii prechod mezi chmelovymi pryskyficemi a polyfenoly. Jejich zastoupeni ve chmelu
tvofi od desetin procenta az po n¢kolik % hmotnosti. Stdrnutim chmele jejich procento klesa.
Hlavni podil z celkového mnoZstvi prenylovanych flavonoidu tvoii z 80 az 90 % xanthohumol.
Zbylych 10 az 20 % tvofi desmethylxanthohumol dehydrocykloxanthumolhydrat a ostatni
protirakovinotvorné u€inky. Fytoestorgeny v pfimétené davce pomahaji pii potizich v prubchu
klimakteria, pti depresich, bolestech hlavy (Basatova et al. 2010).

3.1.4 Houbové onemocnéni chmele

3.1.4.1 Peronospora chmelova (Pseudoperonospora humuli)

Peronospora chmelova piedstavuje biotrofni patogen, ktery se vyskytuje pouze na
chmelu. Napada vsechny jeho rostlinné organy. Radime ho do t¥idy Oomycetes, fadu
Peronosporales, ¢eledi Peronosporaceae. Jeji vyskyt byl v Evropé poprvé zaznamenan v roce
1920 a v prubéhu nekolika let se jeji vyskyt rozsitil po celém kontinentu. V soucasnosti je

wewvr

Vyskyt a $ifeni peronospory uzce souvisi s prubéhem pocasi, a to zejména s teplotou,
relativni vlhkosti vzduchu a srdZkami. Teplota je hlavnim faktorem pii infekci hostitelské
rostliny a ovliviiuje délku i pribéh inkubacni doby. Infekce peronosporou se miize uskutecnit
pii teplotach 1 — 29 °C, ale 1 pfi teplotach 1 — 3 °C dochazi k vegetativnimu rastu mycelia
houby. Nejkratsi inkuba¢ni doba peronospory je 3 dny, a to pfi teplotach 21 — 25 °C. S klesajici,
¢i zvysSujici se teplotou se délka inkubac¢ni doby prodluzuje. Pti 5 °C je inkubaéni doba 23 dnti
apii 29 °C trva 11 dnt. Teplota, pfi které se zoospory ze zoosporangii uvoliiuji optimalné je 19
—25°C.

Relativni vlhkost vzduchu z velké miry ovliviiuje tvorbu plodono$t a zoosporangii
peronospory. VlIhkost nad 90 % ma nejptiznivéjsi vliv, avsak i pii 40 % vlhkosti a optimalni
teploté se mohou zoosporangia ojedinéle vytvofit. Relativni vlhkost vzduchu béhem sporulace
ovlivituje 1 pritbéh uvolilovani zoospor ve vodni suspenzi. Nejvetsi mnozstvi zoosporangii (96
%) schopnych uvolnit zoospory vznika pfi vlhkosti nad 90 %. Pocet zoosporangii, které jsou
schopny uvolnit zoospory, klesa s klesajici vlhkosti. Pii 60 % vlhkosti se tvoii jiZ jen ojedinéle

skupiny plodonost se zoosporangii, ze kterych pouze tietina je schopna uvolnit zoospory.

Vedle samotného mnozZstvi srazek se uplatituje 1 jejich frekvence, tj. pocet srazkovych
dnt za urcité obdobi. Vyssi pocet srazkovych dnii beéhem celého vegeta¢niho obdobi, ma vliv
na vyskyt peronospory. Denni sraZky ve vysi 15 mm a vice za jeden den, zejména v kvétnu a
¢ervenci prispivaji k $iteni peronospory. Dlouhodobé sledovani pocasi ukazuje, Ze v letech
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S niz§im mnozstvim srazek, vysSi primérnou teplotou a nizsi relativni vlhkosti je vyskyt
peronospory nizsi. Naproti v letech s vy$§im mnozstvim srazek, vyssi relativni vlhkosti a nizsi
teplotou je vyskyt peronospory castéjsi (Vostiel 2008).

3.1.4.1.1 Skodlivost a bionomie peronospory chmelové

Peronospora byla v CR poprvé zjisténa v roce 1925. Zptisobuje u chmele pomérné velké
ztraty na jakosti a mnozstvi chmele. Parazituje zejména chmelu, u néhoz mize napadnout
vSechny podzemni i nadzemni organy. Zimni vytrusy se tvoii v napadenych pletivech v 1ét¢ a
na podzim. Do ptidy se dostavaji s rostlinnymi zbytky, ze kterych se béhem podzimu a v zimé
piirozkladu organické hmoty uvoliiuji. Ve vyhonech napadenych peronosporou se peronospora
rozrista a jeji podhoubi vnika do listi. Potom co peronospora pronikne do rostliny se jednotliva
vlakna (hyfy) rozrustaji a vytvaieji mycelium. Prvni pfiznaky napadeni peronosporou se tedy
v nékterych letech, zejména kdyz je vlh¢i jaro, mohou objevit jiz na mladych vyhonech chmele.
Jejich listy pak dostavaji zlutozelenou barvu a nemocné listy jsou zakrsl¢, zkracenim jejich
internodii dochazi k nahlouceni listti. Vzhledem pfipominaji klas, proto jim fikame ,,klasovité
vyhony chmele‘‘. Typicky je husty Sedofialovy povlak slozeny z plodonost a letnich vytrusnic
na spodni strané listl klasovitych vyhont. Klasovité vyhony se tvofi na jafe po infekei zimnimi

vvvvv

vyjimecna.

V obdobi vegetace se peronospora $ifi hlavné letnimi vytrusy (zoosporangiemi), které
vznikaji nepohlavni cestou na spodni strané listd. K Sifeni infekce je zapotiebi kromé zralych
vytrusnic také pfitomnost vody na listech a vhodné teploty. Vhodné podminky k Siteni infekce
jsou zejména v noci a rano. Béhem vegetace dochazi k infekci nejen listd, ale 1 kvét a hlavek
chmele.

Rozmnozovani probiha pohlavnim 1 nepohlavnim zplsobem, coz peronospoie

umoziuje pretrvat nepfiznivé podminky prostiedi, a naopak umoziuje velmi rychlé Sifeni za
optimalnich podminek (Vostiel 2008).

20



Obr.5 Rostlina zasazena Peronosporou (Krofta et al. 2012)

3.1.4.2 Padli chmelové (Sphaerotheca humuli)

Vyskyt padli narozdil od peronospory je nepravidelny. V naSich zemépisnych
podminkéch se jednd o fakultativniho patogena gradac¢niho charakteru, coz doklada i jeho
Skodlivy vyskyt na nékterych chmelnicich na ptelomu tisicileti. Posledni zdznamy o vyskytu
padli na Zatecku jsou z poloviny sedmdesatych let. Posledni hospodéisky vyznamny vyskyt
tohoto patogena byl na ¢eskych a moravskych chmelnicich zaznamenan v letech 1997 — 1999.
Aktualng je jeho vyskyt v CR omezen pouze na nékteré lokality, ale ani zde neni pravidlem, Ze
by se vyskytoval kazdoro¢n¢ (Krofta et al. 2012).

3.1.4.2.1 Skodlivost a bionomie padli chmelového

Prvni pfiznaky napadeni na mladych listech, zejména na chmelovych rostlinach
pestovanych ve sklenicich, se projevuji formou puchyikl, na kterych se pozdé&ji objevuje
sporulujici mycelium. Puchyiky jsou disledkem hypertrofie bunék v okoli infekéniho mista.
Pti optimalnich podminkach pro vyvoj patogena miize mycelium pokryvat prakticky cely list.
ProtoZe je jeho riist omezen okolnimi pletivy, jsou pfinuceny vytvofit vychlipeniny smérem
nahoru. Puchytky nejsou tak dobie viditelné na tuZSich listech, které se na chmelovych
rostlindch vytvaieji v polnich podminkach ¢i na starSich listech v dobé vzniku infekce.

Negativni vliv choroby na hlavky zavisi do zna¢né miry na jejich vyvojovém stadiu.
Dalsi rust je zde kvili infekci téméf zastaven. Je-li kvét (osypka) ¢i velmi mladé hlavky
napadeny, zastavaji nadale ve form¢ ztvrdlych bilych palicek. Rizna deformace hlavek mize
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probihat pfi pozd€jsim napadeni. Neobsahuje-1i chmelova hlavka jadérka, zistava po napadeni
ve stadiu osypky mnohem déle nez chmel, ktery je opyleny, a to je v tomto ptipadé stadium, ve
kterém mize infekce padlim zplsobit nejvétsi Skodu. V ranych stadiich infekce se puchytky
mohou jevit jako bilé diky bohatym fetézcim konidii, které¢ se vytvareji diky povrchovému
myceliu. V pozd&jsi ¢asti vegetace, tj. od Cervence do sklizné, vétSinou dochazi k tvorbé

vvvvvv
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¢ervenou barvu a toto stadium choroby se nazyvaji ,,bilé plisné‘‘ v konidiovém stadiu. Bili
povlak, ktery se vyviji na listech, se obvykle odstranuje pomoci chemického oSetieni, takze
nemusi mit nasledny negativni vliv na vynos chmele. Nejzavaznéjsi je infekce hlavek, ktera je
hlavni pfi¢inou vynosovych ztrat. Hlavky, které jsou napadeny v raném vyvojovém stadiu se
vubec dale nevyvijeji. Hlavky, které jsou napadeny v pozd€jSim vyvojovém stadiu se do urcité
miry vyvijeji v zévislosti na intenzit¢ infekce. Nasledkem napadeni je pak urcité sniZzeni
vynost, a piedev§im pak kvalitativni ztraty. Tyto ztraty se projevuji jednak vizualné a jednak
nepiijemnym po plisnich zapéachajicim aroma.

Padli chmelové piezimuje obvykle ve stadiu plodnic, které jsou produkovany v pozdéjsi
casti vegetacniho obdobi. Pti dozravani obsahuji plodnice osm askospor, které jsou uvoliiovany
na jare, kdy dochazi k reinfekci chmelovych listt. K uvolnovani askospor z plodni¢ek dochézi
pouze za piitomnosti vlhkosti. Potencionalnim nebezpecim pro Sifeni infekce jsou pupeny,
které se nachazeji ptimo na povrchu plidy nebo tésné¢ nad nim. Tyto pupeny mohou byt
odstranény fezem bcéhem kultivace. Pokud neni fez proveden, zistavaji pupeny zdrojem
infekce, ktery zptisobuje napadeni rasicich vyhond.

Jakmile dojde k primarni infekci, tak se choroba $ifi pomoci konidii. Zatimco aby
askospory vykli€ily, tak potfebuji vodu, konidie mohou vytvartet klicici spory, které se mohou
vyvijet i na suchych listech pfi riznych vzdusnych vlhkostech. Pti rychlém ristu chmelovych
rostlin je rychlejsi 1 pfenos patogena na téchto rostlindch. Ten se zrychluje v dobé tvorby
paznochtl a pokracuje 1 pozdé&ji pii tvorbe kvéti a hlavek. Starsi listy jsou k infekei odolngjsi.
Sifeni sekundarni infekce je podpofeno pfiznivymi podminkami pro rozvoj patogena. Mezi tyto
podminky patii nizkd slunecni intenzita, vysoka ptidni vlhkost a nadmérné hnojeni dusikem.
Negativné na vyvoj patogena pusobi déle trvajici ovlhCeni listd, intenzivni slunecni zafeni a
niz$i ptdni vlhkost. Vétrem pfenaSena antidepresiva, kterd jsou produkovéana asexualné jsou
primarnim zdrojem infekce. Infekce je mozna v rozsahu teplot 18 — 28 °C, pfi¢emz optimalni
rozsah je 18 — 21°C (Krofta et al. 2012).
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Obr.6 Poskozené chmelové hlavky infikované sekundarni konidiovou infekci padli chmelového
(Krofta et al. 2012)

3.1.4.3 Verticilium (Verticillium albo-atrum)

Rod Verticilium je ¢aste¢né saprofyticky, pfevazné pak paraziticky rod. Zptsobuje tzv.
hydromykodzy, které ucpavaji vodivé drahy dievni cévnich svazki vedoucich vodu a rozpusténé
mineralni soli. Hydromykoézy na kotenech chmele zpuisobuji hnilobu kofentl, coz zpsobuje
hnédnuti a odumirani kofent. V dasledku napadeni dochézi k nekréze cévnich svazk, na réveé
postupné odspodu vadnou a Zloutnou listy. Chlorofyl v listech je zachovén pouze u listové
Zilnatiny. V nékterych ptipadech miiZze houba vytvaret sklerociové utvary, které znamenaji, Ze
je houba v odpoginkovém stadiu. V CR byl v roce 2017 zaznamenan viibec prvni vyskyt tohoto
patogena, a to na odriidé Kazbek a Sladek v produk¢ni chmelnici v okrese Prerov. Jelikoz je
Verticilium karanténni choroba, je proto dulezité zamezit pienosu infikovanych rostlinnych
zbytki na jiné pozemky. Napadené rostliny se doporucuje likvidovat. Pfi napadeni patogenem
se doporucuje dbat na to, aby se patogen ve chmelnicich nepfenaSel pomoci zeméde€lské
techniky a pracovnikll. Z tohoto divodu je nutno zajistit dezinfekci pracovni techniky a
pracovnich pomtcek. Jedno z mnoha opatieni, které mizeme provést je omezeni aplikace
dusikatych hnojiv.
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K ochrané proti trache6znimu onemocnéni je mozné vyuzit biologickych preparatt
zalozenych na antagonistickych mikroorganismech zalozenych na Bacillus
subtilis, Pythium oligarchum nebo Trichoderma harzianum. Bacillus subtilis funguje na
bazi antibiotickych ucinki. Pythium oligarchum a Trichoderma harzianum funguji na
bazi kompetice s Verticilliem. Biopreparaty, které obsahuji zminéné mikroorganismy lze pouzit
1 jako prevenci pfed onemocnénim (Holy et al. 2017).

B B i fils g e

Obr.7 Rostliny napadené Verticiliem (Holy et al. 2017).

3.1.4.4 Bazalni korova nekréza chmele - Fusariéza (Fusarium sambucinum; teleomorfa
Giberella pulicaris)

Vyskyt této choroby je zejména na té€zSich zamoktenych pidach, obvykle ve vlh¢ich
letech. Nejcastéji byva fusaridozou napadeno mladé dievo, ve kterém vldkna houby prorustaji
cévnimi svazky, které ucpavaji. Z napadené babky rasi jen maly pocet vyhont, které maji
Spatné vyvinuté listy, nejsou schopné vinuti a postupné zasychaji. Révy lze snadno vytrhnout,
mladé dievo je nadufené a u babky zaskrcené. Pii silném napadeni viibec nenarasi ocka.
Choroba ma za nasledek zejména odumirani babek a tim snizovani poctli jedinct na hektar.
Ochrana proti fuzariéze je nepfima. Snizeni moZnosti napadeni fusariem je dodrZeni
vyrovnaného hnojeni, ¢istota chmelnice (podzimni tklid) a pti vyskytu ve vlhkych letech chmel
neptioravat. Pti zakladani chmelnice je dbat na optimalni vodni rezim chmelnice (Holy et al.
2017).
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3.2 Konven¢ni pripravky

Ma-li byt oSetieni fungicidy Uspé$né, musi predchéazet infekci (preventivni oSetieni).
Vzhledem k vyssi citlivosti hybridnich odrid v jarnim obdobi k houbovym onemocnénim jsou
spravn¢ nacasované a kvalitn€ provedené aplikace zakladem uspé$ného boje proti této chorobé.
Pro ochranu proti houbovym onemocnénim pouzivame jen doporucené a registrované
fungicidy (Vostiel 2008).

3.2.1 Konven¢ni pripravky na bazi médi

Jiz v roce 1882 bylo zaznamenano pouzivani piipravkd na bazi médi, a to proti plisni
vinné révy (Plasmopara viticola). Pouzivala se Bordeauxska jicha, ktera obsahovala siran
meédnaty (Martinez et al. 2012).

M¢dnaté fungicidy predstavuji dualezity regulac¢ni faktor, proti vyskytu houbovych
onemocnéni chmele. Prestoze patii k nejdéle znamym fungicidim, dodnes maji ochrané rostlin
proti houbovym chorobdm sviij vyznam. Vzhledem ke kontaktnimu pisobeni se pouzivaji
K preventivnim zasahtim. Mechanismus G¢inkd se objasiiuje vlivem elementarni médi na
bunécnou plazmu. Komplexni slouceniny médi rozpustné ve vod¢ ireverzibilné méni bilkovinu
protoplazmy patogena, ktera neni schopna vykonavat fyziologické funkce (Krofta et al. 2011).
M¢édnaté slouc¢eniny maji schopnost srazet proteiny, coz zpisobuje koagulaci cytoplazmy, ktera
prestava plnit svou fyziologickou funkci. Méd’ reaguje s thiolovymi skupinami kyselin a dalsich
sloucenin v buinikach nékterych hub, coz pusobi nepfiznivé na rust nékterych patogennich
kment (Gharieb et al. 2004).

Diky tomu, ze houbova onemocnéni piezimuji ve form¢ silnosténnych zimnich spor
(oospor). Tato skutecnost ma vliv i na intenzitu tzv. primarni infekce, kterd se mliZze na jafe
vyskytnout. Z tohoto diivodu je nezbytné v tomto obdobi provést, alespon preventivni oSetfeni
systémovym fungicidem.

Mezi nejcastéji pouzivané piipravky na bazi medi patii Ortiva, Ridomil Gold plus 42,5
WP a Aliette Bordeaux, tyto fungicidy povaZujeme za systémové. V dobé tvorby
fruktifikacnich orgénti se pouziva zejména Cuprocaffaro, Cuproxat SC, Curenox 50, Fun-
guran-OH 50 WP, Champion 50 WP, Kocide 2000, Kuprikol 50, Kuprikol 250 SC. Vzdy vsak
musime vychazet z pfipravki uvedenych v Seznamu registrovanych ptipravki a evido-vanych
prostiedkil na ochranu rostlin platném v daném roce (Vostiel 2008).

Utinné latky, které se nachazeji v ochrannych piipraveich mohou negativné puisobit na
kvalitativni vlastnosti chmele. Konkrétné méd’ nepfiznivé pisobi na thioly, 4-merkapto-4-
methylpentan-2-on (4MMP), 3-merkaptohexan-1-ol (3MH) a 3-merkaptohexyl acetat 3MHA),
které se podileji na charakteru chmelového aroma.4MMP je typicky pro chmely péstované ve
Spojenych statech, Australii a Novém Zélandu, ve chmelech péstovanych v Evropé se nachazi
vV malé mife. Naproti tomu 3 MH byl detekovan ve v§ech chmelech. Bylo zjisténo, ze po pouziti
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smési Bordeaux na bazi siranu médnatého byl ovlivnén obsah 4MMP coz ovlivnilo vlastnosti
chmelového aroma. 4MMP maji sklon vazat se na ionty médi nebo s nimi dokonce vytvaret
komplexy. Vliv na obsah 4MMP, ma krom¢ mnozstvi médi aplikovaného na rostlinu
Vv piipravcich, také obsah médnatych iontd v padé (Morimoto et al. 2010). Dle (Krofta et al.
2011) nelze podcenovat obsah médi na listech, ze kterych se méd’ dostava do sklizeného chmele
ve formé biologickych pfimési. Tato skuteCnost miize byt za urcitych okolnosti vyznamna,
uvazujeme-li, ze prevazna ¢ast sklizeného chmele obsahuje az 3 % biologickych pifimési. Obsah
médi vyskytujici se na listech, pii stejné aplikacni davce, oproti hlavkam je 2 — Skrat vyssi, coz
je dano vysokou hodnotou poméru plochy ku hmotnosti. Obsah médi v samotnych hlavkach
ma klesajici trend, ktery je dan pfedevsim postupnym zvétSovanim jejich velikosti béhem zrani.

Mrwe

postupti, nedokonalou homogenizaci praskovitych ptipravku (Krofta et al. 2011).
3.2.2 Konven¢éni pripravky na bazi fosforu

Utinnou latkou ve fungicidech na béazi fosforu je tris-O-gthyl fosfonat (fosetyl-Al).
Fosetyl-Al je dulezitym od pocatku 80. let, zejména po necitlivosti tophenylamidovych
fungicidl. Fosfonat ptsobi fungicidné pfedev§im proti chorobdm zpiisobenych oomycety a
vV mensi mife proti uréitym onemocnénim zplsobenym pravymi houbami a bakteriemi.
Pusobeni fosfonatu je jedineéné v tom, ze se jeho molekula v rostlinach pohybuje akropetalné
1 bazipetdlné, coz umoznuje aplikaci na list nebo téla rostliny a potlaceni onemocnéni
vV nadzemnich i podzemnich tkanich. Fosfonat v rostlinach setrvavad pomérné dlouhou dobu,
pricemz hladiny rezidui se 1isi, dle metody aplikace, na¢asovani aplikace postiiku a poklesu
v pletivech. Zbytky fosfonatu jsou detekovatelné v tkdnich tydny az meésice po aplikaci na list
a puadu. S postupem ¢asu dochdzi ke snizovani obsahu fosfonatu.

Zpusob ucinku fosfonatu zahrnuje ptimou fungicidni aktivitu na riist mycelia a tvorbu
spor oomycetach, pficemz troven aktivity je imérna koncentraci fosfonatového iontu ve tkéni.
RovnéZ jsou hlaSeny potenciondlni nepiimé ucinky fosfonatu na onemocnéni v disledku
stimulace obrannych odpovédi hostitele. U fosfonatu byla zjisténa pouze mirné riziko rozvoje
rezistence. Piima fungicidni aktivita fosfonatu se zda byt dulezitd pro vyvoj rezistence u
oomycet, o cemz sved¢i schopnost selektovat rezistentni mutanty v kultufe, korespondence in
vitro a in vivo aktivity a metabolické zmény detekovatelné v patogenu pii absenci hostitele.
Fosetyl-Al vykazuje ur¢itou uroven postinfekéni aktivity proti peronospote chmelové po dobu
3 dnti v listech, ale az 8 dni ostatnich ¢astech rostliny (vyhonky, odnoze).

Existuje limit pro davku fosfonatu, ktery Ize aplikovat na chmel a jiné plodiny, aniz by
doslo k fytotoxicité. Poranéni rostlin fosfonaty je hlaSeno u mnoha druhi rostlin. Citlivost na
fosfonat se lisi dle druhu rostlin, ale obecné to koreluje s aplikovanou dédvkou a koncentracemi
fosfonatu. Fytotoxicita mize také nastat pii michani s uréitymi pesticidy, adjuvanty a hnojivy.
Ackoliv nebyla pozorovana fyototoxicita, byla pozorovdna nekroza listh na nékterych
rostlinach oSetfenych 6-ti nasobnou rychlosti ve sklenikovych podminkéach. Bylo zjisténo, ze
opakované pouziti vysokych davek fosfonatu miize vést k chlor6ze mladych listi chmele a
zpomaleni rastu rostlin u nékterych kultivart (Gent et al. 2020).
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Pripravky na bazi fosetylu se pouZzivaji zejména na jate, kdy za piiznivych podminek
hrozi uvoliiovani oospor z rozkladajicich se poskliziiovych zbytkl pletiv a chladného pocasi
v zimnim obdobi. Pro tento Ucel pouzivame ptipravek Aliette 80 WP pfi teplotach vyssich nez
20 °C a nemichame jej s jinymi piipravky, stimuldtory rastu, ¢i listovymi hnojivy (Vostiel
2008).
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Obr.7 Seznam povolenych fungicidii pro ochranu chmele proti peronospore chmelové
(Pseudoperonospora humuli Miy and Tak., Wils.) v CR
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3.3 Alternativni fungicidni pfipravky na bazi prirodnich latek

Konvenéné pouzivané ptipravky mohou mit negativni dopad na Zzivotni prostiedi.
Ptipravky zalozené na bazi médi mohou negativné ptisobit na ptidni mikroorganismy, zejména
pak na krouzkovce (Prochazka et al. 2021). Pouzivani konven¢nich piipravki ma rovnéz
negativni vliv na kvalitativni parametry piva. Médnaté ionty obsazené ve chmelu mohou
zhorSovat organoleptické vlastnosti piva ¢i v pivu zpusobovat silné dekontamina¢ni proces
(Krofta et al. 2011). Z tohoto divodu je soucasny trend zaméfen na vyvoj alternativnich
ptipravkl, které by mély mensi zatéz na zivotni prostfedi a kvalitu chmelovych vyrobka
(Prochazka et al. 2021).

Alternativni fungicidni pfipravky jsou povétSinou zalozeny na silicich, ale mohou byt i
na bazi proteinii (Wetcit). Silice jsou té€kavé ptirodni slouceniny, charakterizované silnym
aromatem, které jsou tvofeny rostlinami jako sekundarni metabolity. Jsou znamy svymi
antiseptickymi, baktericidnimi, virucidnimi a fungicidnimi vlastnostmi. V pfirod¢ hraji silice
dulezitou roli v samotné ochrané rostlin jako antibakterialni latky, antivirotika, fungicidy a
insekticidy. Diky svym vlastnostem se casto vyskytuji jako alternativni produkty vedle
syntetickych chemickych produktti, napt. ve farmacii ¢i zemédélstvi. Silice jsou slozité
slouceniny, které obsahuji priblizné 20-60 slozek ve zcela odlisSnych koncentracich. Dvé az tfi
hlavni slozky jsou zastoupeny ve vyssich koncentracich (20 — 70 %) ve srovnani s ostatnimi
slozkami, které jsou povétsinou ptitomny ve stopovych mnozstvich (Bakkali et al. 2008).

Slouceniny obsaZené v silicich jsou povétSinou na bazi terpenoidil. Jsou tvofeny
uhlovodiky a jejich okyslicenymi derivaty. U nékterych se mohou vyskytovat derivaty dusiku
¢i syry. Zaklad vétSiny silic tvoii monoterpeny, seskviterpeny nebo diterpeny (Berger, 2007).

Silice jsou v rostlinach produkovany specialnimi buiikami ¢i pletivy. Tyto buiiky se dle
¢eledi mohou vyskytovat na riznych mistech. Mohou to byt trichomy, kvéty, listy nebo stonky.
Z udéavaného poctu 17 500 existujicich rostlin je pouze 5 % aromatickych a pouze jedna tietina
je vyuzitelna k extrakci silic (Lawrencet 2001).

3.3.1 Wetcit — terpeny z pomerancovniku

Wetcit je alternativni ptipravek na bazi pfirodnich terpenti z pomeran¢ovniku. Diky terpentim
rostlinného piivodu je zajiSténa pfilnavost a rovnomérnost rozptyleni posttiku na listové plose.
Ptirodni terpeny maji vedlejsi uc¢inky na omezovani chorob a sktdci rostlin (Prochazka et al.
2021).

V citrusovych listech, plodech a kvétech je obsazeno velké mnoZzstvi aromatickych a
biologicky aktivnich latek. Terpenoidy, a to pfedevsim limonenem, nomilinem a obacumonen,
patii mezi hlavni biologicky aktivni latky obsazené v pomerancovniku. Mezi seskviterpeny
obsazené v citrusech patii napf. gamma-bis-abolen. Zprvu byly u téchto latek objeveny pouze
insekticidni u¢inky. Pozdéji vSak doslo k nalezeni poznatkii ukazujicich na fungicidni ucinky
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téchto latek (Hay a Waterman, 1993). Pomerancova silice se nejcastéji vyskytuje v ovalnych
slicnych vaccich slupek plodd, ¢i v barevnych castech kiry. Silice plni funkci ptirodni
antimikrobidlni a repelentni bariéry. Mnozstvi jednotlivych slozek je ovlivnéno ro¢nikem,
péstebni oblasti a odridou. Obsah pomerancovych silic je z90 % tvofen D-limonenem a
seskviterpeny (Unal et al. 2012).

Limonen se ziskdva z pomerancové kury. Pti pokojové teplot¢ je kapalny a Ciry a vynika
charakteristickou citrusovou vini. Je nerozpustny ve vod¢, ale dobfe rozpustny v alkoholech
(El-1shaq et al., 2011).(Azar et al. 2011)

Pomerancova silice, kterd je lisovana za studena obsahuje piiblizn€ 90 % limonenu, 2,5
% myrcenu, 1,4 % % alfa pinenu a stopové mnozstvi dalsich latek jako jsou linalol a n-oktanol.
Za pouziti odlisné metody se vytéznost silic zvySuje, ale také se méni pomérné zastoupeni silic,
a to pfevazné na ukor limonenu, a to ve prospéch myrcenu a sabinenu. I pii jiném zpisobu
extrakce zustava obsah limonenu dominantni a jeho obsah neklesa pod 70 % (Azar et al. 2011).

3.3.2 Alginure-vytazky z morskych ras

Alginure je biologicky prostiedek, ktery obsahuje vytazky z moiskych fas a rostlinné
aminokyseliny a podporuje odolnost rostlin vii¢i napadeni houbovymi chorobami. Po jeho
aplikovéani dochézi v rostlin€ ke zvyseni obsahu fytoalexini, PR-proteinil a dalSich latek, které
ovlivituji obranyschopnost rostlin vii¢i chorobam. Prostfedek na bazi vytazkli z moiskych tas
ma preventivni plisobeni a nema piimy vliv na patogena (Prochazka et al. 2021).

Motiské tasy predstavuji skupinu fotosyntetizujicich organismi, které se obecné
pfichycuji k hornindm ¢i jinym tvrdym substratim. V mistech, kde se vyskytuji vytvareji husté
porosty, které nejcastéji slouzi jako stanovisté pro Siroké spektrum rostlin a zivocichtl, také
tvoii zaklad motského potravinového fetézce. Nejcastejsi vyuZiti motskych je v potravinaiském
primyslu, k vyrobé hnojiv ¢i krmiv, jako pifisada do kosmetiky nebo ve farmaceutickém
priamyslu (Hu a Fraser, 2016).

Hlavni ucinna latka u extraktd z moiskych tas jsou fytohormony auxiny a cytokininy.
Zdrojem pro vyrobu extraktii jsou nejcastéji hnédé fasy (Arioli et al. 2015). Efekt spociva ve
zvySeni koncentrace fytoalexinii a mnoha dalSich podpirnych latek v rostling, diky nimz je
posilena obranyschopnost rostliny vii¢i patogenim. Ptipravek obsahuje 24 % vytazku z fasy
Ascophyllum nodosum L. (Vostrel et al. 2018). U této tasy bylo zjisténo velké mnozstvi
biologicky aktivnich latek jako jsou napf. cytokininy, kyselina abscisovd, kyselina alginova,
stopové prvky a vitaminy (Norrie & Keathley 2006). U ptfipravku neni stanovena ochranna
lhita a je vhodny i pro rezim ekologického zemédélstvi (Vosttel et al. 2018).

Extrakty z mofskych fas stimuluji G¢inek ristu kotenti a také optimalizuji vyvoj rostlin.

Rovnéz se podileji na zvySeni vynost a kvality produkce (Holdt & Kraan 2011). Dle studie
Rehote et al. (2018) a (Prochazka et al. 2018) bylo zjiiténo, Ze osetieni postfikem na bazi
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vytazkti z motskych fas ma vliv na obsah chlorofylu v listech, to 1ze povazovat za ukazatel
zlepseni zdravotniho stavu rostlin.

Antifungalni efekt byl potvrzen (Rychla et al. 2012), v jejiz studii vykazoval piipravek
Alginure velmi dobrou u¢innost v potlaceni vyskytu strupovitosti jablon¢. Jankura et al. (2015),
ktery provad¢l laboratorni in vitro testy, potvrdil pfimy antifungalni efekt. V jejich praci mélo
pouziti piipravku Alginure prokazatelny vliv na potlaceni rozvoje houby Fusarium oxysporum.
Timto zplsobem byl potvrzen nejenom posilujici efekt na zdravotni stav rostliny, ale i jeho
antifungélni pisobeni.

Aplikace samotného extraktu z Ascophyllum nodosum L. méla fungicidni Gc¢innost
prumérné asi 85 %. Vyrazné potlaceni infekce houbovymi chorobami vykazuje pouziti extraktu
z Ascophyllum nodosum L. (Jayaraman et al. 2011).

3.4 Fungicidni pripravek na bazi chmelového extraktu

Moznost pouziti fungicidu na bazi chmelového extraktu v ochrané chmele proti chmelové
plisni probiha jiz fadu let. Nadobovymi pokusy byla stanovena nejvyssi netoxicka koncentrace
chmelového extraktu. Bylo provedeno nékolik provoznich pokust, které ukazaly funkénost
fungicidu srovnatelnou s konvenéné pouzivanymi fungicidy. Pouzivané koncentrace byly
zvoleny na 0,5 % a 0,25 %. Jelikoz jde o ptirodni latku, je v obdobi jeji aplikace nutna zvySena
agrobiologicka kontrola chmelnice.

3.4.1 Antifungalni aktivita latek obsaZenych ve chmelu

Bylo zjisténo, Ze pouze nckteré chalkony a nékteré acylfloroglucinoly vykazuji
antifungalni aktivitu, pfi¢emz nejvice bioaktivnimi latkami jsou desmethylxantohohumol a
kohumulon. Kohumulon a obecnéji hotké kyseliny jiz prokazali, Ze vykazuji protiplisnové
vlastnosti proti nékterym lidskym patogennim houbam. Bylo popséno, Ze humulenové derivaty
byly aktivnéjsi nez derivaty lupulonu proti Trichophyton sp. a Mucor sp.
Desmethylxantohohumol zabranuje vyZzivovani se proti patogennim rostlinnym Sktadcim.
Antifugalni potencidl ma treti fenolovd skupina v prvnim cyklu desmethylxantohohumolu.
Mechanismy antifungalniho pusobeni desmethylxantohohumolu a kohumulonu nejsou
doposud zndmy. OvSem pii srovnani jejich struktury s komeréné pouzivanymi syntetickymi
fungicidy (napt. Bixafen), vede k hypotéze, Ze funguji jinak. Tyto fungicidy funguji na principu
inhibice komplexu sukcinatdehydrogendzy v dychacim fetézci houby. O flavonoidech je
naopak znamo, Ze chrani bunky pfed poSkozenim, které vede k bun&cné smrti zprostiedkované
mitochondriemi. Je proto nepravdépodobné, Ze by desmethylxanthohumol zpisoboval
dysfunkci dychaciho fetézce. Pokud jde o derivaty kohumulonu, jiz bylo prokazano, Ze inhibuji
dychaci fetézec, syntézu proteinit DNA a RNA poté, co zplsobily Uiniky v primarni membrang
Bacillus subtilis. Hydrofobicita chmelovych prenylovanych fenolickych sloucenin pozitivné
ovlivituje antimikrobidlni aktivitu, kviili jejich interakci s bunéénymi sténami mikroorganismi.
Diky tomuto zjiSténi by slouceniny obsazené ve chmelu piisobit na bunéénou sténu hub.
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Hodnoty MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) byly podobné pro kohumulon i pro
desmethylxantohohumol, ov§em byla zji§téna nizs$i hodnota u kohumulonu p#i stanovovani ICso
(koncentrace, pii které nastane 50 % tithyn). To naznacuje, Ze co — humulon je proti patogeniim
o néco aktivnéjsi nez-li desmethylxanthohumol. Desmethylxanthohumol mé nizsi G¢innost pti
niz8ich davkach (< 0,3 g/l), ale nad tuto hodnotu je velmi aktivni coz zptisobuje vice nez 95 %
inhibici rastu hub (Bocquet et al. 2018).

Navzdory vysoké aktivité surovych silic, nebyla zjiSténa zadnad vyznamna aktivita pfi
testovani tfi hlavnich sloucenin samostatné, i kdyz jsou tyto slouCeniny znamé svym
antimikrobidlnim potencialem proti lidskym patogeniim. Naptiklad bylo prokazéano, ze myrcen
udé€luje antibakterialni aktivitu E. coli a Proteus vulgaris. Seskviterpeny, trans - karyofylen a
alfa humulen, také vykazovaly vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i n€kolika bakteriim, v¢etné
Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa (Bocquet et al. 2018). Absence antifungalni
aktivity téchto tfi hlavnich sloucenin ve stejnych pomérech, jaké byly zjiStény v silicich,
potvrdila, Ze antifungalni aktivita silic muze byt spojena s jednou nebo n€kolika dalSimi
slou¢eninami pfitomnymi v men§im mnozstvi (napf. alfa muurolen, sigma cadinen, limonen,
beta pinen) (Karabin et al. 2015).

3.4.2 Zpisoby ziskavani extraktu

Nejjednodussi metodou pro izolaci silic (ziskani extraktu) je destilace vodni parou nebo
hydro destilace. Metoda pouZivana vyhradné pro piipravu vzorku je Likens-Nickersonova
simultanni parni destilace-extrakce rozpoustédlem (SDE). Metody destilace zahrnuji ptisobeni
tepla, a proto existuje moznost izolace teplenou degradaci. SloZeni izolovanych silic se bude
lisit v zavislosti, na tom, zda se destilace provadi za atmosférického tlaku nebo za snizeného
tlaku v dusledku pouzité teploty. Je znamo, ze parni destilace za atmosférického tlaku
zpusobuje fadu degrada¢nich zmén. Extrakce pomoci rozpoustédla je dal§i metodou ziskavani.
Dle (Lawrence 2002) nelze striktné tyto extrakty nazyvat silicemi, ale pfesnéj$i nazev je
,»t€kavé koncentraty ‘. Jako rozpoustédla se pouZzivaji hexan, methanol, ethanol, trichloethylene
a methylenchlorid. Nejcastéji z téchto rozpoustédel je pouzivan hexan. Z disledku odpatrovani
rozpoustédla dochazi ke ztratam tékavych sloucenin. Existuji také obavy ohledné o zbytky
rozpoustédel v extraktech. V soucasné dobé se k extrakci silic nejéastéji pouziva extrakce
pomoci kapalného ¢i nadkritické CO». Extrakce kapalného CO> se obvykle provadi pii 5 - 15
°C a 60 - 65 barech, zatimco superkriticky CO2 vyZaduje vyssi teplotu (40 - 60 °C) a tlak (200
- 250 barh). SloZzeni obou extraktd bude pravdépodobné extrémné podobné, az na to, Ze
superkritické extrakty obsahuji vice tvrdych pryskyfic, polarnich hoikych latek. Uginnost
extrakce a flexibilita nadkritického COz jsou vétsi, protoze 1ze ménit vlastnosti rozpoustédla
zménou teploty a tlaku. Ve srovnani s tim, 1ze vlastnosti kapalného CO2 zménit pouze malymi
zménami teploty. Vyhodou extrakce CO: je to, Ze jsou ziskavany kvantitativné bez vytvareni
vedlejSich nezadoucich produktu (Eyres & Dufour 2009).

31



3.4.2.1 Ethanolové extrakty

Chmelové extrakty vyrabéné pomoci ethanolu, ktery je mirn€ polarnim rozpoustédlem
a je ekologicky a hygienicky nezavadny. Vysledny extrakt se rozd€luje na polarni, tfislovinny
extrakt (vodni podil) a na nepolarni pryskyiicny extrakt. Chemickym sloZzenim pryskyfic je
ethanolovy extrakt, az na vyssi koncentrace velmi blizky zpracovavanému chmelu, pozménéné
ma vsak slozeni silic. Maly podil pryskyfic mize byt pfitomen v izomerované form¢. Obsah
polarnich slozek zéavisi na typu extraktu, Cisty pryskyficny extrakt je prakticky neobsahuje.
Hotovy extrakt je vysoce homogenni s dlouhodobou trvanlivosti pii skladovani pod 10 °C
(Kosar et al. 2000).

3.4.2.2 CO2zextrakty

Diky charakteru pouzivaného rozpoustédla vyplyva, ze extrakt obsahuje pouze nepolarni
slozky vychoziho chmele, tedy pfedevsim hotké kyseliny a silice, dale v nepatrném mnozstvi
nepolarni rezidua postiikovych latek. CO2 extrakt prakticky neobsahuje polarni sloZzky chmele,
jako polyfenolové latky a dusi¢nany. Podkriticky extrakt se vyrdbi za mirnych podminek, ale
s niz8i vytéznosti. Superkriticky se pak vyrabi pii vySsi teploté, ale s vétSim vytézkem. Oba
extrakty jsou prakticky Cisté pryskyfi¢né extrakty, vysoce homogenni s dlouhodobou stabilitou
chemického slozeni (Kosaft et al. 2000).

3.5 Tymianova silice

Tymian (Thymus Vulgaris L.) je pfijemné vonici vytrvaly kef, ktery roste v nékolika
Vv oblastech svéta. Je to znama aromaticka rostlina s obsahem silic. Tymian ma také rizné
ptiznivé ucinky jako antiseptické, antimikrobialni a antioxidacni vlastnosti. Obsah silic
VvV tymianu je 1 — 2,5 % (Shabnum & Wagay 2011). Slozeni silic tymianu je z velké Casti
ovlivnéno genotypem (druh, odrtida, klon) rostliny, mistem a zplsobem a podminkami
pestovani (klimatické podminky, slozeni ptidy) a néasledn¢ také technologickym zpracovanim
(zpusob sbéru, skladovani, zptisob zpracovani) (Al-Asmari et al. 2017).

3.5.1 SloZeni tyamianové silice

Pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem bylo zjisténo, Ze 45
slozek predstavuje 96,75 % z celkovych detekovanych slozek v tymianové silici. Hlavnimi
slouceninami byly thymol, p-cymen, gama-terpen, karvakrol, linalool, beta karyofylen.
Mnozstvi a obsah jednotlivych slozek tvoftici silici je velmi variabilni (Shabnum & Wagay
2011). Hlavni skupinou slozek v tymianové silici jsou kyslikaté monoterpeny, dale
monoterpenové uhlovodiky, seskviterpnové uhlovodiky a aromatické slou¢eniny (Moghaddam
& Mehdizadeh 2020).

Thymol (2-isopropyl-5-methylfenol) patii mezi monoterpenické fenoly a jeho isomerem
je karvakrol. V silice tymianu obecného je nejcastéji zastoupen (44 — 58 %) (Shabnum &
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Wagay 2011). Thymol ma velmi Spatnou rozpustnost ve vodé (Bakkali et al. 2008). P-cymen a
gama terpen je meziproduktem biosytézy thymolu (Moghaddam & Mehdizadeh 2020).

Karvakrol je spole¢né s thymolem jedna z majoritnich slozek obsazenych v silicich
tymianu obecného. V silice se nejcasté)i vyskytuje v mnozstvi (3 — 5 %). Je isomerem thymolu
(Suntres et al. 2015).

GH; CHs
OH
OH
H3C CH, H,C CHj
Thymol Carvacrol

Obr. 4 Strukturni vzorec thymolu a karvakrolu (Hajimehdipoor et al. 2010)

3.5.2 Stalost tymidnové silice

Podobné jako u chmelovych silic zavisi mira degradace tymianovych silic na mnoha
chemickych faktorech, které ovliviiuji rychlost i pribéh degradace. Patii mezi né&, teplo, svétlo,
ptfitomnost kysliku. Stabilitu mize rovnéZ ovlivilovat konkrétni sloZeni tymidnové silice a
pfitomnost ruznych necistot. Pisobeni svétla UV i VIS urychluje autooxidaéni zmény. Avsak
autooxidacni zmény u riznych druht silic byly rozdilné, napt. tymidnové silice se témér
nezmeénily, ale u rozmarynového oleje doslo k znaénym chemickym zménam. Tyto zmény jsou
identifikovany pomoci zvySené hladiny jednotlivych sloucenin, které silice obsahuji. U
tymianové silice to jsou zejména p-cymene, karyofylen oxid, které souviseji s degradaci beta
karyofylenu a monoterpent jako jsou beta myrcen, alfa terpinen (Turek & Stintzing 2013).

Okolni teplota podstatné ovlivituje stabilitu v nékolika ohledech. ZvySenim teploty se
zpravidla zrychluji chemické reakce v disledku zvyseni reakéni rychlosti. Na zaklad¢ van’t
Hoffova zakona, ktery tikd, ze nartst teploty od 10 °C, pfiblizn¢ zdvojnasobuje rychlost
chemickych reakci. Autooxidace tedy roste se zvySujici se teplotou jesté vice, protoze teplo
pravdépodobné ptispéje k pocatecni tvorbé volnych radikali. Pii nizkych ¢i sttedné vysokych
teplotdch prevladala tvorba hydroxiperoxidli, zatimco pii 50 °C to bylo naopak.
Z dlouhodobého sledovani silic bylo zjisténo, ze stabilita klesa se stoupajici dobou skladovani
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a zvySenim teploty. Spole¢né se zvySenim teploty se projevily klesajicim mnozstvim
terpenickych uhlovodikl beta karyofylen, beta myrcen, beta pinen a gama terpinen a celkovy
vzestup p-cymenu. Terpenoidy jsou obecné znamé jako termolabilni latky a jsou nachylné
k pfesmykovym procesim pii zvySenych teplotach. Termicka degradace terpeni byla
klasifikovana do 4 rtiznych skupin oxidativnich reakci: Stépeni dvojnych vazeb, epoxidace,
dehydrogenace do aromatickych systémi a allylova oxidace na alkoholy, ketony a aldehydy
(Turek & Stintzing 2013).

Oxidacni reakce patii mezi hlavni pfi¢iny znehodnoceni silic. Béhem skladovani
v nadobach, které byly vice plné dochéazelo k vétsim fyzikdlnim i chemickym zménam. Oxidace
silic se zvysuje s koncentraci rozpusténého kysliku. Podle Henryho zdkona je rozpustnost
kysliku vysoké pfi nizkych teplotach a drasticky klesa s nartstem ve stupnich Celsia. Proto se
uvadi, Ze peroxylové radikaly jako jsou hydroperoxidy, pfedstavuji nejpocetnéjsi slouceniny
pii oxidaci silic pfi nizsich teplotach. Slouéeniny vytvofené koneénymi reakcemi, jako jsou
polymery, se vytvareji az v pozd¢jsich oxidacnich fazich, kdyz bylo vycerpano bud’ mnozstvi
kysliku nebo oxidovatelného substratu. Rozpustnost kysliku ovliviiuje hladinu peroxidu
ptitomnou v silicich tymianu, které byly skladovany pii 5 °C. Jako prevenci pted oxida¢nimi
procesy mize byt oSetieni inertnim plynem, napf. argon a opatrné proplachnuty, aby byl
vytlaen zbyvajici vzduch. Timto oSetfenim U¢inné zabranime tvorbé peroxidu (Turek &
Stintzing 2013).

Vlhkost je povazovana za jednu z moznosti pii znehodnoceni silic. Bylo prokézano, ze
postupy destilace vody pii 100 °C narusuji spektra slouc¢enin (Turek & Stintzing 2013). Naopak
(Rajeswara Rao 2002) nedokazali odhalit vyznamné zmény v riznych olejich skladovanych v
ptitomnosti vody, a to ani pii obsahu vody 20 %. Tato Uroven je nad koncentraci, ktera by
piipadné mohla byt v silicich po hydrodestilaci (Rajeswara Rao 2002).

3.5.3 Antifungalni aktivita tymianovych silic

Antifungalni aktivitu Tymianu obecného Ize ptipsat vysoké koncentraci okysli¢enych
monoterpentt (thymol) a monoterpenovych uhlovodikd (p-cymen) a dalSich vedlejSich
slouCenin. Pomémé vysokd antifungalni aktivita thymolu a karvakrolu naznacuji, ze obé
slouCeniny mohou byt plnohodnotnou alternativou k tradiénim chemickym fungicidim.
Antimikrobidlni aktivita tymianovych silic byla také zjisténa proti grampozitivnim bakteriim.
Znacna antifungalni aktivita silic byla zjisténa proti mnoha houbovym parazitiim, zejména proti
rodam Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor a Rhizopus
(Mandal & DebMandal 2016). Thymol s karvakrolem putisobi tak, Ze inaktivuji esencialni
enzymy, reaguji s bunéénou membranou nebo narusi funkcénost genetického materialu.
Tymianové silice zcela inhibovaly rist mycelia A. flavus pii 0,7 pL/ml. Antifungalni aktivita
silic stoupa s jejich rostouci koncentraci. Minimalni inhibi¢ni koncentrace se pro jednotlivé
druhy hub mize lisit. 100 % antifungalni aktivita byla zjisténa pfti koncentraci 200 pl/1 (Amini
etal. 2012).
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3.5.4 Metody izolace tymianovych silic

Tymianové silice se ziskavaji nejCastéji destilaci vodni parou nebo hydrodestilaci.
Vysoka teplota a vliv vody béhem izolace, vedou ke zméné slozeni silic. Tomuto procesu, Ize
snadno zabranit izolaci silic pomoci stla¢eného plynu. Pii extrakci kapalnym CO; byl obsah
fenolti thymolu a karvakrolu niZsi nez pti extrakci parni destilaci, ale naopak obsah p-cymenu
a linaoolu byl pfi extrakei kapalnym CO2 0 50 % vyssi. Bylo zjisténo, Ze koncentrace p-cymenu,
borneolu, nerolu a karvakrolu byly vyssi v destilovaném oleji nez v t€ékavém koncentratu
ziskaného pomoci SFE. Také celkové procento terpenovych oleji bylo nizsi v extraktech
pochazejicich z CO2. Superkritickou extrakci je mozno provadét pii nizkém tlaku 8 MPa.
Nejvetsi rozpustnosti silic a nejrychlejsi extrakce bylo dosazeno pii 11 MPa a 50 °C, coz je
v souladu s tim, ze sila nadkritické kapaliny jako rozpoustédla se zvySuje s rostouci hustotou a
teplotou. Dalsi zvyseni rozpustnosti nelze doporuéit z diivodu oéekavaného zvyseni obsahu
vody a vosku v extraktu. Koncentrace monoterpend (alfa pinen, beta pinen a p-cymene) byl
vys$si v silicich extrahovanych parni destilaci, ale naopak CO:2 extrakty byly bohats$i na
monoterpeny jako jsou borneol, geraniol, karvakrol. Monoterpenové uhlovodiky alfa pinen a
beta pinen nebyly v SFE extraktech vibec nalezeny. Silice ziskané extrakci pomoci SFE
obsahuji vyssi procento sloucenin typickych pro tymian nez silici extrahované parni destilaci.
Z tohoto diivodu se superkriticka extrakce pomoci CO: jevi jako vyhodna, protoze extrakt
neobsahuje monoterpeny, které mohou maskovat nebo znehodnocovat ptirodni aroma ¢i aroma
samotné silice (Aleksovski et al. 2001).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Chmelovy postiik

Chmelovy postiik je emulze sestavajici se z nasledujicich slozek, CO> chmelového
extraktu, lecitine, slune¢nicového oleje a ethanolu v nasledujicim hmotnostnim poméru
0,36:0,1:2:1,5.

Tymianovy postiik
Tymianovy postiik je pfipravovan jako emulze sestidvajici se z tymianové silice a
slune¢nicového oleje v poméru 1:1.

4.2 Skladovaci pokus

Jednotlivé postiiky (chmelovy i tymianovy) byly skladovany po celou dobu ve tiech
rozdilnych teplotnich podminkach. Prvni vzorek byl skladovan v pii pokojové teploté 25 °C,
druhy v susarné pti 40 °C a tieti v lednici pii 6 °C. Vzorky byly analyzovany 0., 1., 3. a 5. tyden
nize popsanymi metodami.

4.3 Analyza alfa a beta hoi'kych kyselin pomoci HPLC-UV/VIS

4.3.1 Chemikalie

Jako rozpoustédla pro HPLC-UV/VIS byla pouzita rozpoustédla diethylether (EtOEt) a
methanol (MeOH), ktera byla dodana firmou VWR International (St¥ibrna Skalice, Ceska
republika). Mezinarodni kalibracni extrakt 3 (ICE — 3) standart obsahujici kohumulon (13.88
%), kolupulon (13.44 %), adhumulon a adlupulon a jejich odpovidajicich izomerd humulon a
lupulon (vyjadfeno jako soucet izomert: n+adhumulon a n+adlupulon; 30.67 % and 10.84 %
V tomto potadi) byly zakoupeny od Labor Veritas (Ziirich, Svycarsko).

4.3.2 Priprava vzorki pro HPLC analyzu

Do sklenénych HPLC vialek bylo odebrano 10 pl vzorku chmelového postiiku ze vSech
skladovacich podminek ve tiech opakovanich, nasledovala extrakce smési methanolu (MeOH)
a diethyletheru (EtOEt) (1:5) o objemu 990 ul a podrobeno analyze.

4.3.3 HPLC-UV/VIS analyza

Koncentrace hotkych kyselin v kazdém vzorku chmele byla stanovena pomoci mirné
modifikované metody, diive publikovanou Oladokunem et al. (2016). Analyza byla provedena
ptistrojem UltiMate 3000 UHPLC, ktery byl vybaven diodovym detektorem (ThermoFisher
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Scientific, Waltham, USA). Separace hotkych kyselin byla provedena na koloné¢ Gemini — NX
C18 5 um 110 A (250 x 4.60 mm; Phenomenex, Torrance, USA). Byla pouzita Gradientova
eluce s vyuzitim mobilni faze A (voda s 2.5 % kyselinou octovou) a B (ACN s 2.5 % kyselinou
octovou) Vv nasledujicich ¢asech a pomérech: 0 min, 30:70 (A:B); 5 min, 20:80; 10 min, 10:90;
15 min, 0:100, 20 min, 0:100; 21 min, 30:70. Objem nastiiku byl 10 pl s pratokovou rychlosti
1,5 mL/min po dobu 23 minut. Teplota kolony byla udrzovéna na 40 °C. UV spektra byla
snimana pii vinovych délkach 270 a 326 nm. Kvantifikace byla stanovena pomoci devitibodové
kalibrace standardem ICE — 3 (koncentraéni rozsah 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 a 1000
pug/mL).

4.4 Sledovani zmén profilu volatilnich latek v pribéhu skladovani

4.4.1 Priprava vzorki pro GC-MS analyzu

Do GC vialek bylo napipetovano 200 pl chmelového postiiku a 10 pl tymianového
postiiku ve tfech opakovanich a nasledn¢ podrobeno analyze.

4.5 Analyza profilu volatilnich latek pomoci head space - SPME (solid phase
micro extraction) s naslednou analyzou pomoci GC/Q-TOF

Zmeény profilu volatilnich latek v postticich v pritbéhu skladovani byly sledovany pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS), konkrétné na piistroji Agilent (Santa
Clara, USA) GC 7200(/qTOF 7890 B vybaveného autosamplerem Combi PAL (CTC Analytic,
Svycarsko) umozitujici automatickou piipravu vzorku. Volatilni latky z postiikd byly
sorbovany na SPME vlakno potaZzeného kombinovanou fazi PDMS/DVB (Supelco, Némecko).
Vzorky byly pied samotnou sorpci kondiciovany po dobu 5 min pii teploté 40 °C, sorpce na
vlakno probihala pfi stejné teploté po dobu 30 s - 120 s v zavislosti na typu postiiku. Desorpce
vV GC nastiku probihala po dobu 5 min pii teplot€¢ 250 °C v rezimu splitless. Separace
jednotlivych slozek silic byla provedena na kolon¢ HP-5MS (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) o nasledujicich parametrech délka 30 m, primeér kolony 0,25 mm, tloustka faze
0,25 pum. Nosnym plynem bylo helium, rychlost pritoku 1ml/min. Teplotni program pece byl
nasledujici: pocatecni teplota pece 40 °C byla udrzovana 5 min, nasledné byla rychlosti 5
°C/min zvySovana na teplotu 180 °C, po 1 min byla teplota rychlosti 30 °C/min zvySovana na
konec¢nou teplotu 280 °C, celkova doba analyzy byla 37 min. Parametry hmotnostniho detektoru
byly nasledujici teplota kvadrupo6lu 230°C, teplota zdroje 230, rozsah skenovani hmot od 55 —
700. Identifikace jednotlivych volatilnich latek byla provedena porovnanim spekter se spektry
dostupnych standardi, dale porovnanim spekter a vypoctenych Kovatsovych indext s databazi
NIST (National Institute of Standards and Technology).
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4.6 Analyza peroxidového Cisla

4.6.1 Chemikalie

Jako rozpoustédlo pii LLE (liquid — liquid extraction) byl pouzit hexan od firmy VWR
International (Stiibrna Skalice, Ceska republika). Pro piipravu roztoku ke stanoveni
peroxidového ¢isla a kalibrace byl pouzit roztok smési chloroformu a methanolu (7:3) od firmy
VWR International (Stéibrna Skalice, Ceska republika), 10 mM xylenol orange, heptahydrat
siranu zeleznatého (FeSOs . 7H20) a peroxid vodiku (H202) od firmy Penta chemicals
unlimeted, bezvody chlorid zelezity (FeCls) a dihydrat chloridu barnatého (BaClz. 2H20 ) od
firmy Lach:ner.

4.6.2 Priprava roztoki

Ptiprava Fe (II)

Bylo rozpusténo 0,5 g FeSO4 . 7H20 v 50 ml vody. V jiné nadobé bylo rozpusténo BaCl
. 2H20 v 50 ml vody. Nasledné byl roztok chloridu barnatého pfidan do roztoku siranu
zeleznatého za stalého michani a poté bylo ptidano 2 ml 10 M HCI. Nasledovala filtrace
srazeniny siranu barnatého gravitaén¢ pomoci Whatmanova filtra¢niho papiru ¢.1. Roztok byl
pred pouzitim skladovan v tmavé nadobé¢ pii pokojové teplote.

Ptiprava Fe (III)

Bylo rozpusténo 0,5 g chloridu zelezitého (FeClz) v 50 ml 10 M HCI a ptidano 1 az 2
ml 30 % peroxidu vodiku (H202). Roztok byl vafen po dobu 5 minut, aby byl odstranén
piebytek peroxidu vodiku a poté byl zchlazen na pokojovou teplotu. Nasledné byl roztok ziedén
vodou na objem 500 ml a z tohoto objemu bylo odlito mnozstvi 1 ml do 100 ml odmérné barky.
Odlité mnozstvi 1 ml bylo ziedén po risku roztokem chloroform/methanol (7:3) a bylo dosazen
jsme kone¢né koncentrace 10 ug/ml (FeCls). Roztok byl pied pouzitim skladovan pii pokojové
teploté.

4.6.3 Separace oleje pomoci Liquid-liquid extrakce (chmelovy extrakt)

Do falkonek bylo odebrano 2,5 ml chmelového postiiku a nasledné pfidano 2,5 ml
hexanu. Tato smés byla vortexovana po dobu 1 min a nasledné centrifugovana po dobu 5 min.
Diky centrifugaci bylo ve falkonce dosazeno odd¢leni ethanolu s vodou a oleje s hexanem, ten
byl odebran do nové falkonky. Do zbytku ethanolu s vodou, ktery zlistal po odebrani smési
oleje a hexanu, bylo pfidano opét 2,5 ml hexanu a cely proces byl jeste 2x opakovan.

Poté co byla provedena extrakce, byl pomoci evaporatoru s dusikem ze smési odstranén
hexan a timto byl ziskan Cisty ole;.

38



4.6.4 Stanoveni peroxidového ¢isla pomoci FOX metody

4.6.4.1 Priprava kalibrace

Do 8 sklenénych 10 ml zkumavek se zabrusem bylo napipetovano mnozstvi
standardniho roztoku Fe (III) viz. tabulka. Nasledné byla pfidana smés chloroformu/methanolu
(7:3) v objemech jako je uvedeno v tabulce a roztok byl vortexovan po dobu 2-4 s. Poté byla
ptidana xylenol orange v mnozstvi 50 ul a roztok byl vortexovan po dobu 2-4 s. Po 5 min byla
méfena absorbance na spektrofotometru Thermo Scientific Helios Epsilon pifi 560 nm.
Zkumavka s nulovym obsahem roztoku Fe (III) neboli blank byl méfen jako prvni.

kalibllaéni koncentrace ml Fe (1) chloroform/methanol xylenol orange (ul)
stupen Fe (III) v pg/ml (ml)

0 0 0 9,95 50

1 2 0,2 9,75 50

2 5 0,5 9,45 50

3 8 0,8 9,15 50

4 10 1 8,95 50

5 12 1,2 8,75 50

6 15 1,5 8,45 50

7 20 2 7,95 50

4.6.4.2 Priprava a méfeni vzorku

Do 10 ml sklenénych zkumavek se zabrusem bylo napipetovano cca 10-20 pl
vyextrahovaného oleje chmelového postiiku a cistého tymianového postiiku ve tfech
opakovanich a byla zaznamenana piesna vaha. Dale byla do zkumavek pfidana smés
chloroform/methanol (7:3) a vSe bylo promichano. Nasledné bylo pfidano 50 ul xylenol orange
a roztok byl vortexovan po dobu 2-4 s. Poté bylo ptidano 50 ul Fe (II) roztoku a opét bylo vse
vortexovano po dobu 2-4 s. Po 5 min byla métena absorbance vzorku na spektrofotometru
Thermo Scientific Helios Epsilon pii 560 nm. Smés chloroform/methanol (7:3), ktera byla
pouzita jako blank, byla mé&fena jako prvni. Namétené hodnoty byly zaznamenany.

4.6.4.3 Vypocet peroxidového Cisla

Na zakladé naméfenych hodnot z kalibrace byla vytvoifena kalibra¢ni kiivka a vyjadiena
rovnice smérnice kalibra¢ni kiivky. Zrovnice smérnice kalibra¢ni kiivky byla pomoci
naméfenych hodnot absorbance jednotlivych vzorkt vyjadiena hodnota X, ktera byla nasledné
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dosazena do vzorce: PV= X/(W x 55,84 x 2), kde za W byla dosazena hmotnost napipetovaného
oleje.

4.7 Statisticka analyza

Vzorky pro kazdou analyzu byly pfipraveny ve tiech nezavislych opakovanich. Hodnoty
ziskané ze vSech pouzitych metod jsou vyjadieny jako primér = smérodatnd odchylka (SD).

K vyhodnoceni dat byl pouzit software Statistica 12 (TIBCO Software Inc., Palo Alto,
USA) a program Microsoft Office Excel. Pro sledovani vlivu skladovacich podminek a doby
skladovani na obsah hotkych kyselin u chmelového postiiku, obsah monoterpend,
seskviteprenti a hodnoty peroxidového ¢isla u chmelového a tymianového postiiku byla pouzita
analyza rozptylu (ANOVA). Pro zjisténi statisticky vyznamnych rozdilii byly hodnoty
analyzovany pomoci post-hoc Tukeyiv test. Bylo testovano na hlading€ vyznamnosti p<0,05.
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5 Vysledky

5.1 Obsah alfa a beta hoFkych Kkyselin ve chmelovém postiiku

Vysledky obsahti alfa a beta hotkych kyselin jsou vyjadieny v gramech na litr ptislusSné¢ho
postiiku. Byly sledovany jednotlivé analogy hofkych kyselin a to kohumulon, n+adhumulon u
alfa hotkych kyselin a kolupulon a n+adlupulon u beta hotkych kyselin.

Zda se, ze postiiky odebirané ve 21. dni mély statisticky vyznamné vyssi obsahy vsech
sledovanych alfa hoikych kyselin (49,65 g/l), (p = 0,05) pti skladovani ve 40 °C ve srovnani
s ostatnimi skladovacimi teplotami. Obsah beta hotkych kyselin (p = 0,05), u postiika
odebiranych ve 21. dni, byl statisticky vyznamné vys$si u postiiku skladovaného v lednici (20,82
g/l). U posttiki odebranych v 7. a 35. skladovacim dni nebyly statisticky vyznamné rozdily
mezi obsahy hotkych kyselin (p = 0,05) ve srovnani s jednotlivymi skladovacimi teplotami.
Postiik skladovany pii 25 °C vykazoval statisticky vyznamné vyssi obsah alfa hotkych kyselin
(32,58 g/l), (p = 0,05) ve 35. odbérovém dni ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny. Postiik
skladovany pii 6 °C vykazoval statisticky vyznamné vyssi obsahy alfa i beta hotkych (42,34
g/l; 20,82 g/l) kyselin (p = 0,05) ve 21. odbérovém dni ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny.
U postiiku, ktery byl skladovan pti 40 °C nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
obsahy hotkych kyselin (p = 0,05) ve srovnéni s jednotlivymi odbérovymi dny.

Z vysledkl se zda, Ze skladovaci podminky i doba skladovani maji minimalni vliv na

hladiny jednotlivych komponent hotkych kyselin. Statisticky vyznamné rozdily v mnoZstvi
aktivnich latek se pohybovali primémé do 10 %.
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Graf 1: Pramérné hodnoty jednotlivych analogu alfa a beta hotkych kyselin ve chmelovém
posttiku v jednotlivych odbérovych dnech a teplotach skladovani.
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5.2 Obsah monoterpent a seskviterpenii ve chmelové a tymianové silici

U kazdého postiiku byla provedena analyza silic s identifikaci nejCastéji zastoupenych
latek. Obsahy jednotlivych latek byly z hlediska statistické vyznamnosti hodnoceny dle
jednotlivych odbérovych dnti a skladovaci teploty.

5.2.1 Chmelovy postrik

U postiiku skladovaném pii 6 °C se nevyskytovali statisticky vyznamné rozdily mezi
obsahy myrcenu, humulenu a alfa pinenu (p = 0,05) ve srovnani s jednotlivymi odbérovymi
dny. Statisticky vyznamné rozdily ostatnich latek, jsou zaznamenany v piiloze ¢.1.

U postiiku odebraném ve 35. dni skladovani byly zji§tény statisticky vyznamné rozdily
u alfa pinenu, humulenu a myrcenu (p = 0,05) mezi posttiky skladovanymi pii 25 °C a 40 °C
(4,17 %; 0,5 %; 0,18 %), 6 °C a 40 °C (4,04 %; 0,52 %; 6,52 %), u myrcenu navic jesté¢ mezi
25°C a6 ° (6,34 %). Statisticky vyznamné rozdily ostatnich latek, jsou zaznamenany v ptiloze
¢.2.

V postiiku odebraném ve 35. dni a skladovaném pti 40 °C, byl detekovan nizsi obsah
myrcenu (30,48 %) a alfa pinenu (15,78 %), (p = 0,05) nez u ostatnich skladovacich teplot. U

cvwvr

Ackoliv mezi jednotlivymi odbéry existovaly statisticky vyznamné rozdily, tak
z vysledki se zda, Ze Cas ani skladovaci teplota nema na hladiny jednotlivych latek vyznamny
vliv. Statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi aktivnich latek se opét pohybovaly primérné do
10 %.
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Graf 2: Pomérné zastoupeni terpenickych latek ve chmelovém postiiku V jednotlivych
odbérovych dnech a teplotach skladovani.
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5.2.2 Tymianovy postiik

U postiiku, ktery byl odebran v 21. dni skladovani byly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily u thymolu a gamma terpinenu (p = 0,05) mezi postiiky skladovanymi pii 6
°C a 40 °C (0,52 %; 0,87 %) 25 °C a 40 °C (0,46 %; 0,41 %). U p cymenu (p = 0,05) se
nevyskytovali statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s jednotlivymi skladovacimi teplotami.
Statisticky vyznamné rozdily ostatnich latek, jsou zaznamenany v piiloze ¢.3.

V postiiku odebraném v 21. dni a skladovaném pfi 40 °C, byl detekovan nizsi obsah p
cymenu (47,30 %) a gamma terpinenu (13,54 %), (p = 0,05) nez u ostatnich skladovacich teplot.
U thymolu (p = 0,05) byla tato hodnota nejnizsi u posttiku skladovaného pti 6 °C (13,99 %)

U postiiku skladovaném pii 25 °C byly zjistény statisticky vyznamné rozdily u p
cymenu a gamma terpninenu (p = 0,05) mezi 7. a 35. (3,74 %; 2,41 %), 7. a 21. odbérovym
dnem (2,93 %; 3,95 %). U thymolu (p = 0.05) se nevyskytovali statisticky vyznamné rozdily
ve srovnani s jednotlivymi odbérovymi dny. Statisticky vyznamné rozdily ostatnich latek, jsou
zaznamenany V priloze ¢.4.

U postiiku, ktery byl skladovan pii 25 °C byl detekovan nejnizsi obsah p cymenu (p =
0.05) u postiiku odebraného v 35. odbérovém dni (41,07 %). U gamma terpinenu (p = 0,05),
byla tato hodnota nejnizsi u postiiku odebraného v 7. odbérovém dni (12,41 %) U thymolu (p
= 0,05) byla zaznamenana nejniz$i hodnota ve 21. odbérovém dni (13,99 %).

Ackoliv mezi jednotlivymi odbéry existovali statisticky vyznamné rozdily, tak
z vysledku se zd4, ze Cas ani skladovaci teplota nema na hladiny jednotlivych latek vyznamny
vliv. Statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi aktivnich latek se i zde pohybovaly primérné do
10 %.
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Graf 3: Pomémné zastoupeni terpenickych latek v tymidnovém postiiku V jednotlivych
odbérovych dnech a teplotach skladovani.
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5.3 Peroxidové ¢islo

Analyza peroxidového Cisla probihala zvlasté u chmelového a tymianového postiiku.

U chmelového postiiku skladovaného pii 25 °C byla hodnota peroxidového ¢isla (p =
0.05) statisticky vyznamné vy$$i ve 21. odbérovém dni (11,06) ve srovnani s ostatnimi
odbérovymi dny (7,88; 10,67) U postiiku skladovaného pti 6 °C hodnota peroxidového ¢isla (p
= 0,05) statisticky vyznamné vys§i ve 35. odbérovém dni (9,36) ve srovnani s ostatnimi
odbérovymi dny (8,13; 9,24). Postiik skladovany pii 40 °C mél statisticky vyznamné vyssi
hodnotu peroxidového ¢isla (p = 0,05) ve 35. odbérovém dni (11,39) ve srovnani s ostatnimi
odbérovymi dny (10,99; 7,77). Chmelovy postiik odebirany v 35. dni mél statisticky vyznamné
vy$$i hodnotu peroxidového ¢isla (p = 0,05) pii skladovaci teploté 40 °C (11, 39) ve srovnani
s ostatnimi skladovacimi teplotami (10,66; 9,36) U chmelovych posttiki, které byly odebirany
7. a 21. odbérovy den, nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami
peroxidovych ¢isel (p = 0,05) ve srovnani s jednotlivymi skladovacimi teplotami.

Tymidnovy postiik odebirany v 35. dni mél statisticky vyznamné vysS§i hodnotu
peroxidového ¢isla (p = 0,05) pti skladovaci teploté 25 °C (6,04) ve srovnani s ostatnimi
skladovacimi teplotami (4,72; 5,72). U tymianovych postiikt, které byly odebirany 7. a 21.
odbérovy den, nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami peroxidovych ¢isel
(p = 0,05) ve srovnani s jednotlivymi skladovacimi teplotami. Postiik skladovany pii 40 °C m¢l
statisticky vyznamné vy$$i hodnotu peroxidového ¢isla (p = 0,05) ve 35. odbérovém dni (5,72)
ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny (4,39; 5,39). U tymianovych postiikl, které byly
odebirany pii teplotach 25 °C a 6 °C, nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
hodnotami peroxidovych ¢isel (p = 0,05) ve srovnani s jednotlivymi odbérovymi dny.

Ackoliv mezi jednotlivymi odbéry existovali statisticky vyznamné rozdily, tak
z vysledku se zda, ze u tymidnového posttiku nema cas a skladovaci teplota vyznamny vliv na
hladiny peroxidovych ¢isel. U chmelového postiiku méa ¢as mirny vliv na hodnoty
peroxidovych cisel.
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B chmelovy postfik B tymianovy postfik

Graf 4: Praimérné hodnoty peroxidovych Cisel chmelového a tymianového se smérodatnymi
odchylkami.
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6 Diskuze

Tato studie se zabyvala stabilitou alternativnich fungicidnich prostfedkil zalozenych na
chmelové a tymidnové silici urcenych pro potlaceni houbovych onemocnéni chmele otacivého.
K ucelu zjisténi stability postiikt byly pouzity tfi analytické metody. Metody, HPLC-UV a GC-
MS, nam dovolily sledovat zmény jednotlivych komponent silic a hotkych kyselin u
chmelového postiiku. Diky této analyze mtizeme provést detailni hodnoceni jednotlivych latek.
Ke zjisténi oxidace pouzitych oleji, byla pouzita analyza peroxidového ¢isla.

Houbova onemocnéni, zejména Peronospora chmelova predstavuji velké riziko pro
chmelové rostliny, mohou na rostlinach zptisobovat velké ztraty. Jako prevence se pouzivaji
konvencni ptipravky, které jsou zejména na bazi médi, tyto ptipravky maji sice dobré vysledky
proti houbovym onemocnéni chmele, ale zaroven mohou mit negativni ucinky jak na kvalitu
chmele, tak i na zivotni prostfedi a pudni mikroorganismy (Prochazka et al. 2021). Pouzivani
konvenc¢nich ptipravkd na bazi médi ma rovnéz negativni vliv na kvalitativni parametry piva.
Me¢édnaté ionty obsazené ve chmelu mohou zhorSovat organoleptické vlastnosti piva ¢i v pivu
zpusobovat silné dekontamina¢ni proces (Krofta et al. 2011). Posttiky na bazi médi, skladované
pti vysokych teplotach (54 °C) po dobu 14 dni vykazovali tbytek aktivnich latek okolo 6 %
(Ramadan & Ateya 2016).

Z dtvodu zatéze zivotniho prostiedi konvencnimi piipravky na bazi médi, je soucasny
trend zaméten na vyvoj alternativnich ptipravkd, které by mély mensi zat€z na zivotni prostiedi
a neovliviiovali kvalitu chmelovych vyrobki (Prochéazka et al. 2021). Alternativni fungicidni
ptipravky jsou povétSinou zalozeny na silicich, ale mohou byt i na bazi proteind (Wetcit)
(Prochézka et al. 2021).

Z vysledki naSich analyz byl zjistén primérny Ubytek aktivnich latek do 10 % pfi vSech
skladovacich podminkach. Dle dokumentu vydaného spole¢nosti OECD (2015) tento ubytek
znaci, Ze je postrik stabilni. Dle Fishela (2001) mohou skladovaci podminky ovlivnit stabilitu
postiiku. Skladovani v nizsich teplotach muze vést k oddéleni Gc¢innych latek od rozpoustédel,
¢i emulgatorti, coz mize vést az ke krystalizaci ¢i koagulaci postiiku (Fishela 2001). Jednotlivé
latky zastoupené v postiicich mohou mit také odliSnou stabilitu. Stabilita silic, mize byt sniZzena
pusobenim tepla (Baritaux et al. 1992). Dle Turka & Stintzinga (2013) se zvysenim teploty
zpravidla zrychluji chemické reakce, coz ma za nasledek zvySeni rychlosti autooxidace.
Rowshan et al. (2013) ve své studii zjistili, ze ucinek skladovacich teplot na obsah silic nebyl
natolik vyznamny, jak délka skladovani. U nékterych zastoupenych latek, napt. thymol,
karvakrol mize béhem skladovani dochazet dokonce ke zvyseni jejich obsahu (Rowshan et al.
2013). Tuto skutec¢nost potvrdil i nas§ skladovaci pokus, kde hodnota u thymolu primérné
vzrostlao 10 % (z 20 % na 22 %). Dle Rowshan et al. (2013) jsou nejlepsi skladovaci podminky
pii pokojové teploté (25 °C), nejenze zde nedochazi ke sniZovani obsahu aktivnich latek,
dochazi zde dokonce k ristti neékterych aktivnich latek. Stabilitu alfa i beta hotkych kyselin
muze rovnéz ovliviiovat nékolik faktorti. Na miru degradace hoikych kyselin ma vliv doba
skladovani, podminky skladovani jako je teplota, dostupnost kysliku a svétla (Skomra &
Koziara-Ciupa 2020). Tento fakt potvrzuje i nas skladovaci pokus, kde v 21. a 35. odbérovém
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dni byly u chmelového posttiku skladovaného v lednici, zjistény vyssi obsahy hotkych kyselin,
oproti ostatnim skladovacim podminkam. Dle Nasirullaha & Nagaraja (1989) je slunecnicovy
olej, stabilni po dobu 6 mésict pii teploté skladovani (18-32 °C). Skladovni pfti vyssi teploté
okolo 40 °C, ukazalo, Ze olej po 6 mésicich jiz tak stabilni neni (Nasirullah & Nagaraja 1989).
Mirn¢€ vyssi hodnotu peroxidového Cisla vykazoval 1 nas postiik skladovany pii 40 °C, odebrany
v 35. dni skladovani, ostatni hodnoty se pfili§ neméli, coz potvrzuje stabilitu oleje po dobu
naseho pokusu.

V ramci této prace bylo zjisténo, Ze alternativni postiiky zalozené na na chmelové a
tymianov¢ silici jsou relativné stabilni ve vSech aplikovanych skladovacich podminkéch. Zda
se, ze postiiky na bazi chmelové a tymianové silice by mohli byt alternativou ke konvenéné
pouzivanym piipravkim a jsou tak vhodné pro zavedeni do ochranné praxe chmele. Jejich
hlavnim pfinosem by bylo sniZeni z4téZe na zivotni prostiedi a zdroven zvySeni kvality chmele
a chmelovych produkti.
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7 Zavér

Kvalita chmele je velmi duleZitym faktorem pro vyrobu a kvalitu piva. Kvalitu chmele
ovlivituje mnoho faktort, véetné druhu pouzivanych fungicidi. Cilem této prace bylo zhodnotit
stabilitu alternativnich fungicidnich postfikii zalozenych na chmelové a tymidnové silici
v riznych skladovacich podminkach a zjistit, zda jsou ptipravky vhodné pro zavedeni do
ochranné praxe chmele.

Pro zji$téni stability postiika zalozenych na chmelové a tymianové silice byly vyuzity
tfi rizna analyticka stanoveni. Analyza hotkych kyselin, silic a peroxidového ¢isla ukazala, ze
je postiik stabilni ve vSech skladovacich podminkéach. Diky srovnatelné tc¢innosti postiiki
zaloZenych na chmelové a tymidnové silici S konvencnimi piipravky a potvrzené stabilité jsou
postiiky vhodné pro pouzivani v alternativni ochran¢ chmele.
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9 Samostatné prilohy

Pfiloha 1: Tabulky primérnych hodnot latek zastoupenych v silici chmelového postfiku skladovaného pfi 6 °C se statistickym hodnocenim.

umisténi

alfa pinen

SD

kamfem

SD
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SD
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SD
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SD

25°C

0,1556
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0,0006
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6 °C
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0,0017

0,0126

0,0018

0,0696

0,0046

0,0427

0,0027

0,1421

0,0140

0,0304

0,0046

0,0023

0,0020

0,0209

0,0042

0,0149

0,0017

*a: znadi statisticky vyznamné rozdily s pravdépodobnosti p<0,05.
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Ptiloha 2: Tabulky primérnych hodnot latek zastoupenych v silici chmelového postfiku se statistickym hodnocenim po 35 dnech skladovani.

umisténi | den | alfa pinen?| SD |kamfen| SD |betapinen| SD |[myrcen®*| SD [limonen?| SD |[ocimen?| SD |linalool| SD |kopaen®?| SD
25°C | 0 0,1556 |0,0028| 0,0188 |0,0006| 0,0194 |0,0007| 0,4211 [0,0125| 0,1121 [0,0801| 0,0299 |0,0008| 0,0115 |0,0012| 0,0080 |0,0026
25°C | 7 0,1078 ]0,0084| 0,0158 [0,0009| 0,0149 |0,0029| 0,2869 [0,0121| 0,1128 |0,0038| 0,0080 |0,0097| 0,0042 |0,0007| 0,0141 |0,0004
6 °C 7 0,1237 ]0,0129| 0,0148 [0,0023| 0,0165 |0,0036| 0,3474 |0,0233| 0,1335 [0,0120| 0,0180 |0,0115| 0,0030 |0,0003| 0,0115 |0,0005
40°C | 7 0,1159 ]0,0118( 0,0172 [0,0022| 0,0151 |0,0014| 0,3372 |0,0122| 0,1337 [0,0039| 0,0174 |0,0135| 0,0045 | 0,0004| 0,0128 |0,0011
25°C | 21| 01135 (0,0104| 0,0136 |0,0004| 0,0131 ]0,0037| 0,2778 |0,0132| 0,1107 |0,0054| 0,0212 |0,0005| 0,0140 {0,0012| 0,0119 [0,0008
6°C |21 | 0,118 [0,0059| 0,0172 |0,0023| 0,0153 |0,0005| 0,3410 |0,0148| 0,1373 [0,0066 | 0,0252 |0,0028| 0,0162 |0,0013| 0,0119 |0,0007
40°C | 21| 0,1275 |[0,0086| 0,0194 |0,0031] 0,0176 |0,0044| 0,3345 |0,0321| 0,1289 |[0,0145| 0,0271 |0,0018| 0,0211 |0,0011| 0,0274 |0,0275
25°C | 35| 0,1161 |[0,0156| 0,0158 |0,0010| 0,0153 ]0,0034| 0,3066 |0,0283| 0,1129 |0,0072| 0,0228 |0,0014 | 0,0128 |0,0013| 0,0126 |0,0009
6°C | 35| 0,1174 ]0,0066| 0,0136 [0,0046| 0,0196 |0,0015| 0,3700 |0,0153| 0,1515 [0,0036| 0,0271 |0,0014| 0,0126 |0,0008| 0,0114 |0,0007
40°C | 35| 0,1578 [0,0132| 0,0202 |0,0061] 0,0203 ]0,0014| 0,3048 |0,0119| 0,1264 |0,0083| 0,0218 |0,0011| 0,0115 |0,0002| 0,0144 [0,0013
neidentifik. 1| SD |beta karyofylen®*| SD |[humulen®| SD [gamma muurolen®| SD [neidentifik.2| SD |neidentifik.3?| SD |kubeben®| SD
0,0439 0,0123 0,0294 0,0079| 0,0971 |0,0279 0,0217 0,0061 0,0024 0,0004 0,0176 0,0044| 0,0116 |0,0024
0,0697 0,0016 0,0513 0,0005| 0,1991 |0,0075 0,0482 0,0029 0,0051 0,0004 0,0373 0,0022| 0,0247 |0,0012
0,0587 0,0051 0,0404 0,0029| 0,1456 |0,0157 0,0358 0,0032 0,0036 0,0011 0,0284 0,0037] 0,0191 ]0,0028
0,0643 0,0029 0,0431 0,0033| 0,1534 |0,0077 0,0357 0,0023 0,0039 0,0007 0,0266 0,0018| 0,0191 ]0,0018
0,0630 0,0020 0,0515 0,0034| 0,2001 |0,0140 0,0459 0,0044 0,0043 0,0007 0,0342 0,0034| 0,0251 |0,0005
0,0597 0,0044 0,0412 0,0026| 0,1436 |0,0161 0,0298 0,0048 0,0029 0,0004 0,0218 0,0028| 0,0183 |0,0032
0,0563 0,0058 0,0372 0,0007| 0,1291 |0,0038 0,0304 0,0019 0,0029 0,0003 0,0223 0,0012] 0,0184 ]0,0018
0,0653 0,0063 0,0477 0,0040| 0,1768 |0,0278 0,0403 0,0069 0,0038 0,0006 0,0288 0,0036| 0,0223 |0,0035
0,0584 0,0024 0,0375 0,0027| 0,1237 |0,0099 0,0254 0,0027 0,0025 0,0004 0,0166 0,0017| 0,0126 |0,0018
0,0696 0,0046 0,0427 0,0027| 0,1421 |0,0140 0,0304 0,0046 0,0023 0,0020 0,0209 0,0042| 0,0149 |0,0017

*a: znadi statisticky vyznamné rozdily s pravdépodobnosti p<0,05
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Ptiloha 3: Tabulky primérnych hodnot latek zastoupenych v silici tymianového postfiku se statistickym hodnocenim po 21 dnech skladovani.

*a: znadi statisticky vyznamné rozdily s pravdépodobnosti p<0,05.

umisténi | den | alfa pinen| SD |kamfen| SD |[myrcen?| SD ([pcymen| SD |cineol*| SD ?:rrgm:na SD |alfatrepinolen®| SD ?eertp?inolena SD
25°C 0 0,0542 |0,0014| 0,0460 |0,0043| 0,0973 |0,0110| 0,3455 |0,0455|0,0003|0,0004| 0,1031 |0,0113 0,1040 0,0115( 10,0654 |0,0560
25°C 7 0,0243 |0,0059| 0,0299 |0,0067 | 0,0806 |0,0135| 0,4481 |0,0165|0,0090|0,0012| 0,1241 |[0,0143 0,0007 0,0001( 10,0012 |0,0004
6°C 7 0,0200 |0,0007| 0,0242 |0,0005| 0,0723 |0,0030| 0,4852 |0,0112|0,0074|0,0005| 0,1180 [0,0047 0,0006 0,0001( 10,0009 |0,0001
40 °C 7 0,0186 |0,0017| 0,0223 |0,0018 | 0,0646 |0,0034| 0,5039 |0,0061|0,0071|0,0002| 0,1065 [0,0010 0,0004 0,0000( 0,0008 |0,0001
25°C 21 | 0,0231 |0,0001| 0,0283 |0,0004| 0,0872 |0,0039| 0,4774 |0,0142|0,0089 |0,0012| 0,1636 |0,0061 0,0011 0,0001( 10,0019 |0,0002
6°C 21 | 0,0251 |0,0030| 0,0296 |0,0045| 0,0961 |0,0104| 0,4979 |0,0082|0,0057 |0,0005| 0,1572 |0,0046 0,0011 0,0001( 10,0016 |0,0002
40 °C 21 | 0,0225 |0,0013| 0,0259 |0,0023| 0,0743 |0,0059| 0,4730 |0,0108|0,0084 |0,0005| 0,1354 |0,0097 0,0008 0,0001( 0,0012 |0,0001
25°C 35 | 0,0181 |0,0015| 0,0225 |0,0027| 0,0717 |0,0012| 0,4107 |0,0296|0,0135|0,0011| 0,1482 |0,0016 0,0010 0,0001( 10,0016 |0,0001
6°C 35 | 0,0172 |0,0015| 0,0202 |0,0031| 0,0660 |0,0068| 0,4332 |0,0225|0,0112|0,0009| 0,1395 |0,0094 0,0009 0,0001( 10,0015 |0,0002
40 °C 35 | 0,0187 |0,0019| 0,0225 |0,0031| 0,0644 |0,0086| 0,4559 |0,0149|0,01100,0007| 0,1281 |0,0139 0,0007 0,0001( 0,0012 |0,0001
beta
linalool* SD kamfor® SD isoborneol® SD endoborneol* SD terpineol* SD thymol* SD karvakrol* SD  karyo sD
fylen
0,0137 0,0023 0,0019 0,0003 0,0019  0,0003 0,0012 0,0003 0,0010 0,0002 0,1237 0,0250 0,0394 0,0489 0,0015 0,0003
0,0398 0,0042 0,0097 0,0007 0,0041  0,0005 0,0029 0,0004 0,0025 0,0003 0,2049 0,0438 0,0158 0,0037 0,0023 0,0004
0,0351 0,0023 0,0080 0,0005 0,0037  0,0002 0,0026 0,0001 0,0022 0,0001 0,2036 0,0074 0,0141 0,0007 0,0021 0,0001
0,0329 0,0016 0,0079 0,0006 0,0034  0,0002 0,0025 0,0001 0,0022 0,0001 0,2112 0,0042 0,0137 0,0008 0,0020 0,0001
0,0313 0,0029 0,0073 0,0008 0,0032  0,0003 0,0021 0,0002 0,0019 0,0001 0,1502 0,0007 0,0108 0,0007 0,0018 0,0001
0,0238 0,0021 0,0055 0,0005 0,0025  0,0003 0,0017 0,0002 0,0015 0,0002 0,1399 0,0161 0,0093 0,0011 0,0016 0,0002
0,0346 0,0025 0,0081 0,0006 0,0036  0,0003 0,0025 0,0003 0,0022 0,0002 0,1918 0,0232 0,0139  0,0023 0,0020 0,0003
0,0510 0,0077 0,0126 0,0019 0,0053  0,0008 0,0037 0,0007 0,0033 0,0006 0,2139 0,0144 0,0200 0,0049 0,0029 0,0006
0,0446 0,0053 0,0106 0,0013 0,0045  0,0005 0,0032 0,0004 0,0029 0,0004 0,2237 0,0287 0,0180 0,0045 0,0028 0,0004
0,0415 0,0051 0,0100 0,0012 0,0044  0,0006 0,0029 0,0004 0,0026 0,0004 0,2185 0,0305 0,0156 0,0024 0,0020 0,0003
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Ptiloha 4: Tabulky primérnych hodnot latek zastoupenych v silici tymianového postfiku skladovaného pfi 25 °C se statistickym hodnocenim.

*a: znadi statisticky vyznamné rozdily s pravdépodobnosti p<0,05

umisténi | den | alfa pinen| SD |kamfen| SD |[myrcen| SD |pcymen?| SD |cineol*| SD ?:rrgm:na SD |alfatrepinolen®| SD ?eertsmolena SD
25°C 0 0,0542 |0,0014| 0,0460 |0,0043| 0,0973 |0,0110| 0,3455 |0,0455|0,0003|0,0004| 0,1031 |0,0113 0,1040 0,0115| 0,0654 |0,0560
25°C 7 0,0243 |0,0059| 0,0299 |0,0067 | 0,0806 |0,0135| 0,4481 |0,0165]|0,0090|0,0012| 0,1241 |0,0143 0,0007 0,0001| 0,0012 |0,0004
6°C 7 0,0200 |0,0007| 0,0242 |0,0005 | 0,0723 |0,0030| 0,4852 |0,0112|0,0074|0,0005| 0,1180 |0,0047 0,0006 0,0001| 0,0009 |0,0001
40 °C 7 0,0186 |0,0017| 0,0223 |0,0018 | 0,0646 |0,0034| 0,5039 |0,0061|0,0071|0,0002| 0,1065 |0,0010 0,0004 0,0000( 0,0008 |0,0001
25°C 21 | 0,0231 |0,0001| 0,0283 |0,0004 | 0,0872 |0,0039| 0,4774 |0,0142|0,0089|0,0012| 0,1636 |0,0061 0,0011 0,0001| 0,0019 |0,0002
6°C 21 | 0,0251 |0,0030| 0,0296 |0,0045| 0,0961 |0,0104| 0,4979 |0,0082|0,0057|0,0005| 0,1572 |0,0046 0,0011 0,0001| 0,0016 |0,0002
40 °C 21 | 0,0225 |0,0013| 0,0259 |0,0023| 0,0743 |0,0059| 0,4730 |0,0108|0,0084 |0,0005| 0,1354 |0,0097 0,0008 0,0001| 0,0012 |0,0001
25°C 35 | 0,0181 |0,0015| 0,0225 |0,0027 | 0,0717 |0,0012| 0,4107 |0,0296|0,0135|0,0011| 0,1482 |0,0016 0,0010 0,0001| 0,0016 |0,0001
6°C 35 | 0,0172 |0,0015| 0,0202 |0,0031| 0,0660 |0,0068| 0,4332 |0,0225|0,0112|0,0009| 0,1395 |0,0094 0,0009 0,0001| 0,0015 |0,0002
40 °C 35 | 0,0187 |0,0019| 0,0225 |0,0031| 0,0644 |0,0086| 0,4559 |0,0149|0,01100,0007| 0,1281 |0,0139 0,0007 0,0001| 0,0012 |0,0001
beta @
linalool* SD kamfor? SD iso borneol® SD endoborneol* SD terpineol* SD thymol SD karvakrol SD karyo sD
fylen

0,0137 0,0023 0,0019 0,0003 0,0019  0,0003 0,0012 0,0003 0,0010 0,0002 0,1237 0,0250 0,0394 0,0489 0,0015 0,0003

0,0398 0,0042 0,0097 0,0007 0,0041  0,0005 0,0029 0,0004 0,0025 0,0003 0,2049 0,0438 0,0158 0,0037 0,0023 0,0004

0,0351 0,0023 0,0080 0,0005 0,0037  0,0002 0,0026 0,0001 0,0022 0,0001 0,2036 0,0074 0,0141 0,0007 0,0021 0,0001

0,0329 0,0016 0,0079 0,0006 0,0034  0,0002 0,0025 0,0001 0,0022 0,0001 0,2112 0,0042 0,0137 0,0008 0,0020 0,0001

0,0313 0,0029 0,0073 0,0008 0,0032  0,0003 0,0021 0,0002 0,0019 0,0001 0,1502 0,0007 0,0108 0,0007 0,0018 0,0001

0,0238 0,0021 0,0055 0,0005 0,0025  0,0003 0,0017 0,0002 0,0015 0,0002 0,1399 0,0161 0,0093 0,0011 0,0016 0,0002

0,0346 0,0025 0,0081 0,0006 0,0036  0,0003 0,0025 0,0003 10,0022 0,0002 0,1918 0,0232 0,0139 0,0023 0,0020 0,0003

0,0510 0,0077 0,0126 0,0019 0,0053  0,0008 0,0037 0,0007 0,0033 0,0006 0,2139 0,0144 0,0200 0,0049 0,0029 0,0006

0,0446 0,0053 0,0106 0,0013 0,0045  0,0005 0,0032 0,0004 0,0029 0,0004 0,2237 0,0287 0,0180 0,0045 0,0028 0,0004

0,0415 0,0051 0,0100 0,0012 0,0044  0,0006 0,0029 0,0004 0,0026 0,0004 0,2185 0,0305 0,0156 0,0024 0,0020 0,0003
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