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Porovnani analytickych metod pro stanoveni horkych
kyselin v chmelovych produktech

Souhrn

Mezi svétovymi péstiteli chmele zaujima Ceska republika, jak svou plochou chmelnic,
tak i produkci chmele, 3. misto. V soucasnosti je u nas registrovano 16 ¢eskych odrid chmele.
Za nejkvalitngjsi odridu je povazovan Zatecky polorany Gerveidk (ZPC).

Chmel je po sklizni suSen a zpracovavan dle pozadavki pivovarl. Podle zdkona o ochrané
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podminkou pfi sjedndvani obchodl s chmelem. Proto je analytickym metodam, které slouzi
K urCeni obsahu a-kyselin, pfipisovana zna¢na publicita. Dfive byly pouzivany metody
gravimetrické a titracni, které byly v soucasnosti nahrazeny a doplnény o metody

spektrofotometrické, chromatografické, resp. elektroforetické.

V praktické Casti této prace byly na zdkladé opakovanych méfeni testovany
a porovnavany dvé zakladni analytické metody pro stanoveni alfa- a beta-hotkych kyselin
v chmelovych peletaich — metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a metoda
spektrofotometricka. Jako testovaci material byly pouzity chmelové pelety vyrobené
z definovanych chmelovych odrid a Vvjednom piipadé chmelové hlavky. Vzorky pelet
z rozdilnych roku sklizné byly analyzovany dle norem European Brewery Convention (EBC) a
nasledné¢ byla provedena statisticka vyhodnoceni podle soucasnych zasad spravné laboratorni
praxe (GLP). Namétené hodnoty byly porovnany s hodnotami deklarovanymi v literatufe pro

jednotlivé chmelové odrudy.

Pti analyze chmell bylo zjiSténo, Ze u star§ich chmeli porovnavané metody nevykazuji
shodné vysledky. Vysledky se shoduji pouze u Cerstvé sklizeného chmele. V obsahu hotkych

kyselin existoval ve vétsing piipadu statisticky vyznamny rozdil.

Kli¢ova slova: chmelové produkty; hotké kyseliny; analytick¢é metody; porovnani; HPLC;

spektrofotometrie



Comparison of analytical methods for the determination
of bitter acids in hop products

Summary

The Czech Republic occupies the third place among the world's hop growers with its hop
gardens areas and hop production. The Czech Republic is the third largest hop grower in the
world as regards area of hop gardens and hop production. There are 16 Czech hop varieties
registered in our country at present. The best quality variety is Zatecky polorany ¢ervetiak
(ZPC).

After harvesting, the hops are dried and processed according to the requirements of the
breweries. Their quality and origin are verified according to the Act on the Protection of Hops.
The most important ingredients in the hop cones for the brewing industry are hop resins and
essential oils. Bitter acids are classified as a- and -acids. Determination of the content of these
acids in hops is the most important condition for negotiating the commercial value of hops.
Therefore, substantial publicity is set down to the analytical methods used to determine a-acids.
Previously, gravimetric and titrimetric methods were used. They have now been replaced and

supplemented by spectrophotometric, chromatographic, and/or electrophoretic methods.

In the practical part of this study, two basic analytical methods for the determination of
alpha and beta-bitter acids in hops pellets — high performance liquid chromatography (HPLC)
and spectrophotometric method — were tested, based on repeated measurements. Hop pellets
made from defined hop varieties and in one case hop cones were used as test material. Pellet
samples from different harvest years were analyzed according to the standards of European
Brewery Convention (EBC). After that, statistical evaluations were made according to current
GLP principles. The measured values were compared with the values declared in the literature

for individual hops varieties.

It was found that the different testing methods compared in the study do not show the
same results when older hops were analysed. The results are identical only for freshly harvested
hops. There was a statistically significant difference in the content of bitter acids in most cases.

Keywords: hop products; bitter acids; analytical methods; comparison; HPLC;

spectrophotometry
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1 Uvod

V 1. 2017 dosahl objem v péstovani chmele svého vrcholu. Svétova rozloha chmelnic
¢itala v tomto roce 59 211 ha a celosvétova produkce se dle idaji firmy Hopsteiner vySplhala
na 113 902 t pii prumérné sklizni 1,92 t/ha (MZe 2017). Z Tiskové zpravy vydané 9. srpna 2018
byla Evropskou komisi Mezinarodniho sdruzeni péstiteld chmele (I.H.G.C.) k 31. 7. 2018
odhadnuta svétova vymeéra chmele sklizeného v r. 2018 na 60 557 ha s celosvétovou produkci
podobnou v r. 2017, a to ve vysi 117 500 t. Cca 95 % celosvétové produkce chmele pripada pro
ucely pivovarského primyslu, zbylych 5 % je urceno na vyrobu léCiv a ptirodnich

potravinovych doplnk.

Ceské chmele jsou Vv tuzemskych pivovarech b&zné pouzivané. V Ceské republice se
rocné spotiebuje zhruba 20 % ro¢ni produkce chmele. Piva schranénym zemépisnym
oznadenim ,,Ceské pivo™ musi ¢esky chmel obsahovat. Pivovary pouzivaji pro hotky zaklad
lezakl extrakty cizi provenience (piipadné pelety / hlavky do nékterych svrchné kvasenych piv

pro hotkost i aroma).

Jednou ze zakladnich surovin procesu vyroby piva jsou samié¢i hlavky chmele otacivého
(Humulus lupulus L.). PouZzivaji se v rizné upravené podobé a obsahuji vyjma technologicky
hodnotnych latek, jako jsou silice, a-hotké kyseliny, polyfenolové slouceniny, i celou fadu
dalSich druhotnych metabolitl s kladnymi G€¢inky na lidské zdravi. Nize citované studie pfinasi
nartst po¢tu dikaza ukazujicich na pozoruhodné ucinky riznorodych sekundarnich metabolitl
chmele na zdravi lidi. Bylo prokazano, ze hoiké kyseliny plisobi na zanétlivé procesy,
kardiovaskularni choroby, karcinogenni bujeni, cukrovku a na nékteré metabolické syndromy

(Van Cleemput et al. 2009, Taniguchi et al. 2015).

Z pohledu pivovarské technologie jsou prvofadou soucasti chmele a-hotké kyseliny. Dle
Krofty et al. (2017b) alfa hoiké kyseliny samy o sobé& hotké nejsou, avsak termickou izomeraci
se z nich vytvafi iso-alfa kyseliny, vykazujici jiz intenzivné hotkou chut’ a tvofici tak zaklad
charakteristického smyslového znaku piva. Posledni studie uvadeji, ze cisté B-kyseliny
k hotkosti piva nikterak nepftispivaji. Jednoznacné to potvrdily vyzkumy, pii nichz byly Cisté
B-kyseliny pfidavany do mladiny formou ethanolového roztoku. Mladina ani pivo Zadnou
smyslovou hotkost nevykazovaly, naopak zietelné¢ hotkou chut’ maji produkty oxidace beta

kyselin, které jsou rozpustné ve vode¢.



Obsah alfa hotkych kyselin je zdkladnim parametrem pro stanoveni kvality chmele,
protoze zejména jejich obsah stanovuje prodejni cenu chmele. Proto je analytickym metoddm
stanoveni obsahu a-kyselin ve chmelu pfipisovana zna¢na pozornost (Jurkova et al. 2012).
Mikyska et al. (2017) uvadéji, ze od roku 1950 je provadéna Vyzkumnym tustavem
pivovarskym a sladaiskym klasifikace obsahu hotkych kyselin pravé sklizeného chmele a od
roku 1994 je pouzivana chromatograficka metoda k zjisténi alfa- a beta-hotkych kyselin a jejich
analogt,

a to metoda HPLC podle EBC. Od r. 1997 je v CR proces uréovani a- a p-hoikych kyselin
kapalinovou chromatografii normalizovan a zakotven spolecné s dalSimi metodami
pouzivanymi ke zkouseni chmele v norm& CSN 46 2520 v &asti 17, ktera vieobecné vychézi
zmetod EBC a Mitteleuropdische Brautechnische Analysen Kommission (MEBAK).
Kapalinovou chromatografii je mozné ur¢it vedle a-kyselin také B-kyseliny, které jsou
odlisného charakteru. V tomto oboru uzce spolupracuji Vyzkumny tstav pivovarsky

a sladaisky, a.s. Praha (VUPS) a Chmelaisky institut, s.r.o. Zatec (Jurkova et al. 2012).

Spektrofotometricka metoda je pouzivana pro ¢erstvé chmele po sklizni. Se statim chmele
klesa ptesnost stanoveni hotkych kyselin, nebot’ se méni tvar absorpcnich spekter chmelovych
pryskyfic. Tato metoda je pouzivana v USA, kde byla vyvinuta, pouZivani v Evropé neni pfili$

bézné (Krofta 2008). Metoda spektrofotometricka je jednodussi a méné nakladna.

V roce 2000 zacdala samostatna klasifikace chmele ze standardni a bezvirdzni sadby
Zateckého poloraného &ervenidku. O &tyfi roky pozdgji bylo zahdjeno hodnoceni daliich
Ceskych odrid Premiant a Sladek, jejichz objem vyroby je pro tuzemské pivovary podstatny.
S hodnocenim hotké odridy Agnus se zacalo v r. 2009, od r. 2014 se hodnoti odrida Kazbek
avr. 2015 se zacala hodnotit aromatickd odrida Saaz Late (Mikyska & Jurkova 2018).

Ceska republika, jako prvni zemé Evropské unie, zaregistrovala u chmele zemé&pisnou
ochrannou znacku Evropské unie, a to chranéné oznaceni ptivodu Zatecky chmel. Touto
znatkou mize byt oznaCovan pouze jemny aromaticky chmel vypéstovany v Zatecké

chmelafské oblasti, a to Zatecky polorany ervenak (Pluhackova et al. 2011).



2 Védecka hypotéza a cil prace

Cilem této prace je porovnat dvé zakladni analytické metody pro stanoveni alfa- a beta-
hotkych kyselin v chmelovych peletach: metodu vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
(metoda EBC 7.7) a metodu spektrofotometrickou (metoda Hops-6 podle ASBC). Metody
budou testovany na vzorcich chmelovych pelet definovaného ptivodu (odrada, rok sklizn¢),
poptipadé¢ téZ na chmelovych hlavkach. Bude provedeno statistické vyhodnoceni naméfenych

vysledkl podle soucasnych zasad spravné laboratorni praxe.

Hypotéza: Testované analytické metody poskytuji srovnatelné vysledky.



3 Literarni reSerse

3.1 Charakteristika chmele

Chmel ota¢ivy (Humulus lupulus L.) je trvala rostlina (na stejném stanovisti vydrzi
25 i vice let), dvoudoma, z ¢eledi konopovitych, ktera se béhem svého ristu (cca od vysky 50
cm) otaci kolem urcitého svodu vzdy doprava a mize v dobrych klimatickych podminkach
dortistat do vysky 6 az 7, nebo i vice metrii. Kolem jednoho svodu se zpravidla zavadéji dve
rostliny (Otto 1897). Vzhledem k tomu, ze po opyleni ztraci kvéty na své kvalité, musi péstitelé
chmele dbat na to, aby se na chmelnici nevyskytovaly samci rostliny. Neve (1991) déli rod
chmele do tfi druhl, a to chmel otacivy (Humulus lupulus L.), chmel japonsky (Humulus
japonicus Sieb. et Zuc.) a chmel junnansky (Humulus yunnanensis Hu). Naopak Rybacek et al.
(1980) povazuji za spravné délit chmel na otacivy, japonsky a oplétavy (Humulus scandens
Lour et Merril).

Jedna se o rostlinu vlhkomilnou, které vyhovuje hluboké ornice, kde hladina spodni vody
je 150 — 200 cm. Hlavni ¢asti rostliny tvoii kofenova soustava, réva s pazochy, listy
a kvétenstvi, které trva v zavislosti na odriidé cca 15 az 30 dni, a poté se postupné pfeménuje
v plody, chmelové hlavky typického vejéitého tvaru (Basafova et al. 2010). V dob¢, kdy
obsahuje nejvice u€innych latek, dochazi ke sklizni chmele. Zpravidla to byva od poloviny

meésice srpna nebo od pocatku zaii (Nesvadba et al. 2013).
3.1.1 Vlastnosti kvalitni chmelové hlavky

Kvalitni chmelova hlavka ma vykazovat néasledujici znaky a vlastnosti:

e musi byt spravné ¢esdna a dle stanovenych zasad susena;
e dobry vzrist (od 15 do 35 mm) a vyzrélost - hlavky musi byt uzaviené a co do
velikosti stejné;
e bez symptomu poskozeni Skidci, chorobami, bez mechanického poSkozeni;
e hlavka ma mit zlatozelenou barvu se zietelnym leskem;
e bohaty obsah hoi¢in barvy svétle Zluté;
e viné hlavky musi byt jemna;
e  vysoky obsah a hoikych kyselin (Snobl et al. 2002).
Chmel je jednou z nejvice kultivovanych plodin, ktera je klicovou slozkou pii procesu

vafeni piva (Bertelli et al. 2018). Chmelové Sistice (jednd se o hlavky samicich kvéti) se
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V pivovarnickém primyslu pouzivaji k vyrobé piva, protoze obsahuji lupulin (hot¢iny), ktery
dodava pivu charakteristickou chut’ a aroma. Taniguchi et al. (2015) uvad¢ji, ze lupulinové
zlazky z kvétu samiciho chmele akumuluji silice, prenylflavonoidy a hoiké kyseliny (jedna se

o derivaty floroglucinolu, které jsou klasifikovany jako a- a B-kyseliny).

3.2 Péstebni oblasti

V soucasné dob¢ (od roku 2015) jsou nejvétsim svétovym producentem chmele Spojené
staty Americké. Na ploSe 23325 ha je péstovano az 60 chmelovych odrad, z nichz
nejrozsitenéjsi je aromatickd odriida Cascade. Nejrozsahlejsi plochy pro jeho péstovani se
nachazi ve stat¢ Washington. Do roku 2014 si prvenstvi drzelo Némecko (nejrozsahlejsi
péstebni oblast Hallertau). V soucasné dobé je chmel péstovan na 20 144 ha. Tietim nejvEtsim
producentem je Ceska republika (jedna se o jemné aromaticky chmel), étvrté misto zaujima
Cina. Plochou chmelnic zaujima CR také tfeti misto (v r. 2017 byl chmel péstovan na 4 945 ha,
Vv r. 2018 byly plochy rozsifeny o dalsich 75 ha, na 5 020 ha). Svoje odriudy chmele maji i dalsi
staty, napf. Anglie, Polsko, Slovinsko, Ukrajina, Australie, Novy Zéland a dalsi
(Barborka 2017; Kroupa 2017; MZ 2017; Altova 2018).

V Ceské republice jsou katastralné vymezeny tii oblasti uréené pro péstovani chmele,
a to Zatecko, Ustdcko (obé& v Cechach) a Tricko (na Moravé) (Forejtova 2007), a v souéasnosti
je zde evidovano celkem 119 péstiteltt (UKZUZ 2018). Chmel péstovany na nasem tizemi byl
a stale je povazovan za velmi kvalitni. Zejména chmel z oblasti Zatecka je nejméné od
15. stoleti cenén jako svétovy standard kvality. Vzhledem k tomu, Ze je chmel naro¢ny na teplo,
svétlo a vlahu, tak nejvhodné&jsimi oblastmi pro jeho péstovani jsou pravé oblasti mirného pasu

severni polokoule s primérnymi rocnimi teplotami kolem 8 — 10 °C (Basatova et al. 2010).

3.3 Odridy chmele
Basatova et al. (2010) rozdéluji odrudy chmele takto:

e dle odstinu chmelové révy — na Cervenaky a zelenaky;
e dle délky obdobi zrani — na rané, polorané a pozdni;
e dle obsahu chmelovych pryskyfic a chmelového aroma — na jemné aromatické chmele
a vysokoobsazné hotké chmele.
Pro ucely obchodu na svétovych trzich se odridy dale déli dle skladby pryskyfic a silic do péti

skupin na:

e tradiéni aromatické chmele (piikladem odriida ZPC — CR, Spalt — Némecko),
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e nové aromatické chmele (odrady Sladek — CR, Cascade — USA),
e §lechténé aromatické chmele (Premiant — CR, Perle — Némecko),
e kvalitni hotké chmele (Northern Brewery — Némecko),

e hotké chmele (odriidy Columbus — USA, Magnum — Némecko).

Jednotlivé odrudy chmele se dale déli do ¢tyi kvalitativné odliSnych skupin:

e jemné aromatické odrudy (obsah a-kyselin 3,5 — 4,0 % hmotnosti v susin¢ - z toho
kohumulon 25 — 30 %),
e aromatické chmele (a-kyseliny 3,5 — 6,5 % - kohumulon 20 — 40 %),

e hotké chmele (a-kyseliny okolo 8 % - kohumulon 30 %),
e vysokoobsazné chmele (a-kyseliny az 15 %).

V Tabulce &. 1 je uvedena odriidova skladba chmele péstovaného v CR, véetné osazenych
ploch, sklizn¢ a vynost v letech 2017 a 2018. Nejsou v ni jmenovité uvedeny nové registrované
Ceské odrady v roce 2017, a to odrida Gaia, Boomerang, Country a Jazz. Dle informace Ing.
Kovaiika, tajemnika Svazu péstitelti chmele Ceské republiky, je v letosnim roce planovana
registrace dal§i nové ¢eské odriidy — Blues. Majoritni odriidou péstovanou u nas je ZPC. V roce

2017 byl péstovan na plose zaujimajici 87,3 % ze vSech ploch. V r. 2018 to bylo 0 0,5 % méné.

Tabulka ¢. 1: Odradova skladba chmele, sklizeii a vynos v Ceské republice
v letech 2017 a 2018

Odriida Rok 2017 Rok 2018
chmele Plocha Sklizen Vynos Plocha Sklizen Vynos
(ha) () (t/ha) (ha) () (t/ha)
ZPC* 4317 5514,22 1,28 4349 | 4089,95 2,70
Agnus 42 97,71 2,33 42 90,61 4,83
Bohemie 2 1,70 0,85 1 1,33 1,33
Harmonie 5 11,20 2,24 8 12,02 1,50
Kazbek 34 70,61 2,08 34 63,91 5,97
Premiant 165 342,27 2,07 170 240,87 3,99
Rubin 1 1,37 1,37 2 2,09 1,05
Saaz Late 44 81,21 1,85 46 81,35 4,08
Saaz Special 26 45,04 1,73 34 33,35 3,32
Sladek 295 613,89 2,08 320 497,66 4,82
Vital 3 6,57 2,19 4 3,83 1,28
ostatni 11 9,00 1,11 10 9,45 2,54
CELKEM 4 945 6 794,79 1,37 5020 5126,42 1,02

Pozn. * vSechny klony

Zdroj: Ministerstvo zemédélstvi 2017; Altova 2018; vlastni uprava
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3.4 Technologie pro péstovani chmele

Od r. 2008 se u nas zacala pouzivat nova technologie pro péstovani chmele, a to na
nizkych konstrukcich, jejichz vyse je pouze do 3 m. OsvédCeny zplisob péstovani chmele
pouzival konstrukce vysoké az 7 m a toto péstovani chmele bylo jak po strance finan¢ni, tak i
pracovni, velice naro¢né. Zejména pii zavadéni odklonénych vegetacnich vrcholi nebo
znovuzavedeni révy po Zivelné pohromé, & zavéSeni spadlych rév (Stranc et al. 2012).
Glendinning (2009) uvadi, Ze s timto druhem péstovani zacala Velka Britanie uz od poloviny
devadesatych let. Pfechod k tomuto zptisobu péstovani chmele vyrazné snizil pozadavky na

sezonni lidské prace a spotiebu pesticidii nutnych na ochranu proti $kiidctim a chorobam.

K modernimu péstovani na nizkych konstrukcich jsou vyuzivany pouze ,,vysoké* ¢eské
odrtdy, a to Premiant, Sladek a ZPC. Ty viak nejsou pro tento typ p&stovani vhodné (mohutna
rostlina s nadmérnym olisténim na ukor chmelovych hlavek), a proto je nutné vyslechtit odridy
specialni — ,,trpasli¢i” (Nesvadba 2016). Barborka (2017) vSak uvadi, Ze plocha pro péstovani
chmele na nizkych konstrukcich se u nds meziro¢né snizuje, protoze vysazované odridy
nedéavaly zadanou urodu. Nizké konstrukce totiz vyzaduji velice nizké nasazeni hlavek, které
prozatim nase odrady (jak tradi¢ni, tak i hybridni) nemaji. Nesvadba (2016) dale informuje, ze
do registraénich zkousek Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho ustavu zemédélského (UKZUZ)
bylo pfihlaseno 12 nadéjnych genotypu. Patzak et al. (2017) potvrzuji, ze tvorba novych
¢eskych genotypli chmele na nizké konstrukce se jiz ukoncuje a vysledky genetickych analyz
zietelné prokazaly, ze vybrané genotypy maji ve svém pavodu genetickou informaci
aromatickych evropskych chmelti. Na zékladé toho byly v roce 2017 zaregistrovany dvé nové

odridy uréené pro péstovani na nizkych konstrukcich, a to odridy Jazz a Country.

3.5 SusSeni, uprava a certifikace chmele

Chmel se po sklizni susi a dale je zpracovavan a balen dle pozadavkl jednotlivych
pivovart. Snobl et al. (2002) uvadgji, ze obsah vody v chmelovych hlavkach je pied po¢atkem
procesu suseni v rozsahu 75 — 85 %, hrozi jim nebezpeci zapaieni az znehodnoceni, a proto
musi byt urychlené dopraveny do sudarny. Casovy tisek mezi ¢esanim a susenim chmele nesmi
prekrocit 2 hodiny. SuSeni probiha 6 — 9 hodin pfi teploté 55 — 60 'C na komorovych, resp.
pasovych susarnach. Pribéh suSeni ovliviiuje téZ rozdilnd struktura chmelovych hlavek
u riznorodych odrid chmele, zejména dle zatazeni do klicovych typovych skupin (Koten et al.

2008). Optimalni obsah vlhkosti ususené¢ho chmele je v rozmezi 8 — 11 %. Pokud je vlhkost
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suSeného chmele mensi nez 7 %, miize dochézet k rozpadu na listeny a vieténka. Tento proces
je nezadouci, protoze dochazi pii dal§im zpracovani ke ztraté¢ lupulinu. Pokud je obsah vody
vyssi nez 13 %, muze dochazet ke vzniku plisni, ke zméné barvy nebo k samovzniceni (Krofta

etal. 2017a).

Hlavky upravené v klimatiza¢ni komofte, kterd byva soucasti pasové susarny, se lisuji do
transportnich Zoku (jejich hmotnost byva v rozmezi 60 — 70 kg). Kazdy zok je nezavisle zvazen,
vybaven Stitkem s nezbytnymi daji, v horni ¢asti zaplombovan a zapsan do vykazu dodavky
oznaéené¢ho chmele (tzv. znamkovani), které je fizeno zakonem (Snobl et al. 2002). Pro
snadnou manipulaci je hlavkovy chmel lisovanim pod velmi nizkym tlakem zpracovavan do
tzv. pelet (puki). Ty jsou zarukou zachovani silic, které jsou potiebné k tomu, aby pivo mélo
prvotiidni aroma a pravou chut’. Povrch pelety pokryva pryskyfice, ktera chrani chmel pted
oxidaci, zajistuje jeho trvanlivost a kvalitu, zachovava mu typickou viini, chut’ a chmel setrvava
V této podob¢ nesrovnatelné déle Cerstvy. Granule typu 90 a 45 jsou baleny do nepropustnych
vakuovanych obalii. Lze je snadno rozebrat a dale s nimi manipulovat. Takto je zpracovano cca
60 % usuSeného chmele (Mikyska et al. 2012). Pivovarim jsou odriidy chmele dodavany bud’
v surové formé (suché hlavky) nebo v jiz zminénych peletach, anebo CO. — extrakt, resp.

ethanolovy extrakt (Chmelafsky institut 2012).

Chmelové pelety jsou skladovany pfi teplot€ mensi nez 4 °C. Chmelové pelety typu 90
maji stejnou strukturu jako autenticky chmel. Ze 100 kg chmele (ususeného) se semletim ziska
90 kg pelet sbéznou standardizovanou kvalitou obsahu alfa hotkych kyselin. Obohacené
chmelové pelety typu 45 se vyrab&ji z dosuseného chmele, z néhoz jsou odstranény nedistoty.
Nasledné jsou hlavky rozemlety, homogenizovany a obohaceny lupulinem flotaci v plynné fazi
pfi znaéném podchlazeni na teploty -30 az -35 °C. Ze 100 kg chmele se takto ziska 45 kg granuli
s t¢émé& dvojnasobnym obsahem hotkych kyselin. ZvySenim teplot pfi tlakové granulaci

dochdzi k nepatrnym zménam chemického sloZeni (Basatfova et al. 2010).

Podle Zakona ¢. 97/1996 Sb., § 5 o ochrané chmele rovnéz dochazi k ovétovani kvality
a ptuvodu chmele. Ovéfuje se vyhradné vyrobcem oznaceny chmel, ktery pochazi z oblasti
spliujicich pozadavky stanovené predpisy Evropskych spolecenstvi. Vydanim certifikatu, ktery
provazi zabaleny chmel az k zakaznikiim, je ovétovani zakonceno (Nafizeni komise (ES) ¢.
1850/2006)). V ovétovaci listiné musi byt uvedeno misto, resp. mista produkce chmele, rok
sklizn€¢ a odrtida. Ovétovaci listina, tykajici se chmelového prasku, chmelového prasku
S vy$$im obsahem lupulinu, chmelového vytazku a smiSenych chmelovych produktt, mtze byt

vystavena pouze v ptipadé, ze obsah a kyselin v uvedenych produktech neni nizsi nez u chmele,
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z néhoz byly opatieny. Certifikaci provadi UKZUZ za uéelem zabranit zaméné produkti
v sektoru chmele. Napt. v obdobi 2016/2017 bylo ovéfeno ze vSech tii péstebnich oblasti,
celkem 7 590 t chmele ¢eské provenience, z toho bylo 5 343 t zpracovano do granuli a dale

bylo do granuli upraveno pod kontrolou i 121 t zahraniéniho chmele (MZe 2017).

Piiklad ovéfovaci listiny, ktera doprovazi chmelové pelety vyrobené z Zateckého

poloraného Cervenaku, které nakupuje pivovar ,,Poutnik* Pelhtimov, doklada Obrazek ¢. 1.

PALETY
PALLETS
Loshero Ovmele wAend 2017 of Botarmian hops orop

VYROBNI OBLAST ZATECKO
PRODUCING DISTRICT OF ZATEC

A

ODRUDA : ZATECKY POLORANY CERVENAK

MLETY CHMEL GRANLE T 40 UPRAVENY MOOFI0CD
NILLID wOPS GRAMULES T.90 BE2 PECEX SEEDLESS HOPS

QAR H

Cin Mo 1101034 / 1101008

Casta vaha 1 neo weght "o

.~ SJdOH'Y

Obrézek &. 1: OvéFovaci listina &eského chmele ZPC

Zdroj: foto autor

3.6 Chemické sloZzeni chmele

Krofta et al. (2017a) uvadéji, ze skladba chmele se neustale méni. V procesu dozravani,
pii zpracovavani chmele na vyrobky a rovnéz i pii jeho skladovani. Chmel po sklizni starne.
Wain et al. (1977) zjistili, Zze na rychlost starnuti chmele ma vliv cela fada okolnosti jako napf.
Cas, teplota, ptsobeni svétla, piistup vzduchu, a také vSe zavisi na odridé chmele. Oxidaci
dochdzi k nevratnym zméndm ve skladbé chmelovych pryskyfic, silic a dalSich dilezitych
slozek chmele. Nejpodstatnéjs$i zménou je ubytek obsahu alfa a beta kyselin. V Tabulce ¢. 2 je
uveden primérny obsah a skladba chmelovych pryskyfic a silic u ¢eskych odrid chmele, které

uvadi Chmelaisky institut, s. r. o, Zatec, a u vybranych dovezenych odrid chmele.
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Tabulka €. 2: Obsah a sloZeni chmelovych pryskyfFic a silic u ¢eskych odriid chmele a vybranych svétovych odrud

Chmelové pryskyrice

Ceské odridy chmele - Chmelové
(tradiéni) a-kyseliny B-kyseliny . kohumulon kolupulon Celkovv.e silice
(% hm.) ®%hm) | POmEr B o) (% rel.) Pg/:m')“ 9/1009

Saaz / ZPC 25-45 40-6,0 | 06-1,0 23 - 26 3943 13-20 0,4-0,8
Saaz Late 3,5-6,0 40-65 | 0,8-10 20 - 25 3943 15-22 05-1,0
Sladek 45-8,0 40-70 | 0,7-1,3 23-30 44 —50 17 -24 1,0-2,0
Kazbek 5,0-8,0 40-6,0 | 09-15 35-40 57 - 62 17 -22 09-18
Bohemie 5,0-8,0 6,0-90 | 0,8-1,0 23 - 26 40 - 45 22 — 26 1,0-15
Harmonie 5,0-8,0 50-8,0 | 0,8-12 17 -21 35-40 22 - 26 1,0-2,0
Bor 6,0 -9,0 3,0-55 16-23 22 - 27 43 - 48 18 - 25 1,2-2,0
Premiant 70-100 | 35-55 1,7-2,3 18 -23 39-44 19-25 1,0-2,0
Rubin 9,0-120 | 35-5,0 25-3,2 25-33 45 52 22 - 27 1,0-2,0
Agnus 9,0-120 | 40-65 19-26 29 - 38 51 - 59 26 — 32 2,0-3,0
Vital 120-16,0| 6,0-10,0 | 16-2,1 21 - 26 45 -50 25-30 15-25
Nové odrudy od r. 2017

Gaia 120-150| 50-10,0 | 1,3-2,7 20-29 40 - 48 26 — 33 15-25
Boomerang 10,0-14,0| 50-10,0 | 15-2,3 27 - 32 47 —-50 24 - 30 15-3,0
Country 3,0-5,0 15-25 15-24 22 - 30 35-50 13-20 0,2-0,5
Jazz 3,0-7,0 2,0-4,0 15-27 22 - 35 40 -60 15-24 04-15
Dovezené odriudy

Cascade 45-70 48-7,0 09-1,0 33-40 39-43 nenalezeno 08-1,5
Citra 11,0-13,0| 35-45 2,4-3,7 32-38 55,0 nenalezeno nenalezeno
Triskel 8,0-9,0 4,0—-4,7 | nenalezeno 20-23 nenalezeno | nenalezeno 15-20
Northern Brewer 8,0-10,0 | 3,0-5,0 | nenalezeno 27 —-33 nenalezeno | nenalezeno 1,0-1,6
Galaxy 135-148 | 50-65 | 21-29 32-38 nenalezeno | nenalezeno 3,0-50

Zdroj: Chmelafsky institut s.r.o., Zatec 2012; Barth & Schonberger 2014; Altova 2018, vlastni uprava
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vvvvvv

chmelové pryskyfice, chmelové silice a polyfenoly. Kromé téchto slozek obsahuje chmelova
hlavka zna¢né mnozstvi vody a téz latky oznaCované jako problematické, a to jsou dusic¢nany,
tézké kovy, rezidua postiikovych latek, resp. rezidua chemickych katalyzatora (Prugar et al.

2008).

3.6.1 Chmelové pryskyftice

Jedné se o komplikovany soubor latek, z nichZ jenom u nékterych je zndmo chemické
slozeni. Predevsim k nim patii a-hotké kyseliny a f-hoiké kyseliny. Oba druhy kyselin jsou
v Cistém stavu bez chuti, viiné a ve vod¢é malo rozpustné. Hotké kyseliny jsou pryskyti¢né
alicyklické fenolové kyseliny a obvykle se klasifikuji takto:
a-hotké kyseliny — chemicky jsou velice nestalé, tvofi je smési sedmi doposud zndmych
analogt, z nichZ nejvice prevazuje humulon (35— 70 %), kohumulon (20 — 55 %), a adhumulon
(10 — 15 %) (Basafova et al. 2010);

v

B-hotké kyseliny — tvoii smési analogli, z nichz nejvyznamngjsi jsou lupulon (30 — 55 %),
kolupulon (20 — 55 %) a adlupulon (5 — 10 %). Beta kyseliny lze klasifikovat jako bezbarvé
krystalické latky, jejichz bod tani je v rozmezi od 82 do 97 °C a ve vodé malo rozpustné (Krofta
& Mikyska 2014). Od a-kyselin se B-kyseliny odliSuji ptitomnosti jiného postranniho fetézce

na 6. uhliku aromatického jadra, coz je znazornéno na Obrazku ¢. 2 (Krofta et al. 2017a)

Humulones Lupulones
(c-acids) (P-acids)
_CH,
R CH,—CH {humulon,lupulon)

NCH,
Hy

R — CH {kohumulon, kolupulon }
CHy

trans-Isohumulones cis-Isohumulones tadbumulon, adlupulon)

(frans-iso-c-acids)

(cis-iso-c-acids)

R — cIH —CH,CH,
CH,

Obrazek ¢. 2: Strukturni vzorce a- a f-horkych kyselin a jejich izomeri

Zdroj: www.kvasnyprumysl.cz/pdfs/kpr/1992/05/01.pdf
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Oba typy téchto hoikych kyselin maji nékolik homologt, jako jsou normalni, co- a ad-
homology. Vedlejsi a méné zastoupené chmelové kyseliny jsou posthumulon, postlupulon,
prehumulon, prelupulon a adprehumulon. Béhem procesu vafeni se humulony pievadéji na
izohumulony, které jsou odpovédné za specifickou hotkou chut, stabilitu pivni pény a zasluhou
antiseptickych ¢inki stoupd i biologicka trvanlivost piva (Prugar et al. 2008; Ceslova et al.
2009). Pluhackova et al. (2011) konstatuji, ze obsah a-hotkych kyselin je u ¢eskych chmela
v rozmezi od 2,5 do 16 % a B-kyselin od 3 do 10 %, naopak Basafova et al. (2010) uvadgji
mnozstvi B-kyselin 3 — 5 %. Pomér mezi obéma kyselinami by mél byt 1 : 1,2 — 1,5.

vvvvvv

a- a B-kyselin rocnikové sklizn¢ chmele. Zejména se jedna o srazky a teplotu v obdobi ¢ervna
az srpna. Jsou-li péstovany hybridni odriidy s del§i vegetacni dobou, muze se toto obdobi
prodlouzit az do mésice zafi. Zpravy o obsahu a-Kyselin v ¢eskych chmelech jsou védeckou
vetejnosti pokazdé o¢ekavany se znacnym zajmem. Proto se progndzovani a klasifikaci obsahu
a- a B-kyselin z ro¢nikové sklizné chmele pripisuje velka publicita. V poslednich letech se letni
obdobi v celé sttedni Evropé vyznacuje znaénymi extrémy pocasi (vysoké teploty a malo
srazek); vysledkem jsou nejen nizké vynosy chmele, ale i podprimérné obsahy a-hotkych

kyselin (Krofta et al. 2017b).

V roce 2017 bylo vyrobeno, dle prozatimnich vysledkt sklizn¢ v jednotlivych statech,
11 034 t a-hotkych kyselin, coz je o 3,9 % vice nez v roce 2016. Souhrn poctu a-kyselin

vyrobenych na ¢eskych chmelnicich v uplynulych letech je uveden v Tabulce ¢. 3.

Tabulka &. 3: Mnoizstvi alfa kyselin vyprodukovanych v Ceské republice
v letech 2011 — 2017

Rok 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

okyseliny | 5068 | 2154 | 2141 | 2435 | 1509 | 3411 | 2699
(v tunach)

Zdroj: Krofta et al. 2017¢c

V Tabulce ¢. 4 je vyhodnocen obsah a- a B-hotkych kyselin v dilezitych ¢eskych
odrudach chmele ze sklizné v letech 2016, 2017 a 2018. Jednalo se o vzorky Cerstvé sklizeného
a ususSen¢ho chmele, které byly analyzovany metodou HPLC dle metodiky EBC. Vysledky
analyz hotkych latek jsou vyjadiené v % hmotnostnich v susin€. Mikyska & Jurkova (2019)
konstatuji, ze rok 2018, co se tyée obsahu alfa a beta hotkych kyselin v odriidé ZPC, byl nizsi
nez pramér za poslednich 26 let, a prakticky shodny s rokem 2017.
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Tabulka €. 4: Obsah a- a p-horkych kyselin v dilezitych ¢eskych chmelech
v letech 2016, 2017 a 2018

Rok 2016 Rok 2017 Rok 2018

i LI RE S Ry RT3 | R LT s LR RE | R S L3 | £33
omie | S5 |98 £ |22 25|38 130 & |2 |25 |38 059 § |z:|:k
R S s| & | & 2 s s | 2| & 2 o S

= S = S = =]
7ZpPC 3,35 4,99 0,67 | 23,50 | 39,7 2,81 4,41 0,64 24,2 39,4 2,89 3,92 0,74 24,4 38,9
Sladek 7,29 6,40 1,17 | 23,70 | 46,9 6,43 5,87 1,11 24,0 471 4,96 3,37 1,39 26,3 48,0
Premiant | 9,02 5,54 1,68 20,01 425 7,65 5,66 1,40 18,9 39,6 4,65 3,54 1,31 20,5 39,2
Agnus 9,70 6,34 1,54 38,30 60,2 | 10,97 6,32 1,75 32,7 55,9 10,91 5,18 2,13 28,1 50,3
Kazbek 4,96 5,45 0,91 | 37,20 | 61,1 5,65 5,01 1,13 35,5 60,2 4,68 4,82 0,96 34,7 56,4
Saaz Late | 4,76 5,66 0,83 | 21,00 | 38,4 3,44 4,89 0,71 21,1 37,5 1,57 3,78 0,40 26,2 38,6

Zdroj: Mikyska et al. 2017; Mikyska & Jurkova 2018; Mikyska & Jurkova 2019; vlastni uprava
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3.6.2 Chmelové silice

Vyskytuji se v lupulinovych zrnech chmelové hlavky spole¢né s pryskyficemi a dalSimi
latkami a jejich obsah se pohybuje v rozmezi od 0,5 — 3 %. Jsou rozhodujici skupinou latek
zodpovidajicich za aroma chmele. Chmelové silice jsou smésici mnoha set ptirodnich tékavych
latek odlisného chemického slozeni. Slozky chmelovych silic 1ze ¢lenit do tfi kategorii. Znacna
Cast patfi uhlovodikové frakci, ktera u Cerstvého chmele ptredstavuje 70 — 80 % celkové
hmotnosti silic. Zbyla ¢ast patii latkam obsahujicim kyslik (cca 20 - 30 %) a zbylé 1 % nalezi
sirné frakci chmelovych silic. V pivovarském procesu je vyuzit jen velmi maly podil silic.
Vétsina vytéka pii chmelovaru a dal$i ubyva pii kvaseni (Prugar et al. 2008; Pluhackova et al.
2011).

Analyza skladby chmelovych silic je provadéna pouze plynovou chromatografii, zatimco
oddélent silic z chmelové matrice je mozno provadét nékolika postupy. Nejcastéji se silice

izoluji destilatni metodou nebo extrakci na tuhou fazi (Krofta et al. 2017a).

3.6.3 Chmelové polyfenoly

Mezi chmelové polyfenoly jsou fazeny jednoduché fenolové kyseliny (hydroxyskoticova,
gallova, kdvova, kumarova a dalsi) a jejich derivaty, a polycyklické struktury tzv. flavonoidy.
V chmelu je obsazeno 2 — 6 % polyfenol, opé€t ale vSe zavisi na odrtidé chmele a na lokalité
péstovani. Polyfenoly jsou rozpustné ve vode, proto pronikaji az do vysledného produktu a tvoti
cca 30 % celkovych polyfenolt pritomnych v pivu. Hlavkovy chmel a peletovany chmel typ 90
obsahuji plné mnoZzstvi chmelovych polyfenolli, naopak koncentrované pelety typu 45 obsahuji
pouhou ¢ast polyfenoli Vv zavislosti na stupni obohaceni. Pfi jejich vyrobé je z produktu

oddglena ¢ast rostlinného podilu (Prugar et al. 2008).

Pisobeni polyfenolovych substanci na kvalitu piva je zkoumano jiZ celou fadu let, ¢asto
ale se spornymi poznatky. Jde o znaén¢ mnohotvarnou skupinu latek vyznacujici se riznymi
vlastnostmi z hlediska chemického slozeni, antioxidacnich schopnosti, zakalotvornych
vlastnosti, a tudiz vlivu na stabilitu piva (Mikyska & Jurkova 2018). Almaguer et al. (2014)
konstatuji, ze prevazna ¢ast polyfenoll se nachazi v listenech a vietenu chmelovych hlavek,
Z lupulinovych 7ldz spole¢né s hotkymi kyselinami a silicemi jsou vyluovany tzv.
prenylflavonoidy, které jsou specifickou skupinou flavonoidi. Zahrnuji dvé podskupiny, a to
chalkony a flavanony (Karabin et al. 2015). Mezi nejvyznamné&;j$i chalkony patii xanthohumol

a desmethylxanthohumol. Xanthohumol je vyznamna biologicky aktivni latka
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S protinadorovymi a antioxidacnimi u¢inky. Byla prokazana schopnost inhibice enzymu
cytochromu P450. Pusobi také inhibi¢né proti nékterym bakteriim, virGm, plisnim a prvokam.

Na Obrazku €. 3 je zndzornéna struktura xanthohumolu (Nespor et al. 2017).

OCH, O

Obrazek ¢. 3: Strukturni vzorec Xanthohumolu

Zdroj: https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/xanthohumol

3.7 Etapy hodnoceni ro¢nikovych obsaht alfa kyselin

V Ceské republice se cely priibéh hodnoceni obsahti alfa kyselin sestavé ze tii etap, které
na sebe vzajemné navazuji. Do 90. let minulého stoleti cely proces platil pouze pro odridu
chmele ZPC. V letech 1995 — 2000 se zacaly péstovat i hybridni odriidy chmele a hodnoceni se

S postupem casu rozsifilo i na odridy Agnus, Premiant a Sladek.

3.7.1 Piedskliziiové prognézy pro ZPC

Pred ocekavanym zacatkem sklizné, zpravidla (v priabéhu 3 — 4 tydnt), se ve vybranych
chmelaiskych oblastech Zatecka a Ustdcka provede sbér chmelovych hlavek. Odbérna mista
jsou zvolena tak, aby byly odebrany vzorky ze starSich chmelnic, které jsou osazené sadbou
ZPC. Jedna-li se o chmelnice osazené ozdravenou sadbou, musi byt porosty staré alespori p&t
let. Vzorkovani v obou takovychto oblastech se musi stihnout béhem jednoho pracovniho dne.
Takto jsou realizovany tii — Ctyii zkuSebni odbéry. Posledni, tzv. kontrolni odbér je provadén
cca tyden po zahajeni sklizn€. Vzorky chmell jsou odebirany vzdy ze stejné chmelnice, ve
stejném misté, z5 — 10 rostlin. Tyto oc¢esané hlavky musi byt do druhého dne usuSeny pii
teploté 50 — 55 °C v laboratorni komorové suSarné€ a druhy den po odbéru jsou separovany na

obsah a-kyselin (Krofta et al. 2017c).

3.7.2  Skliziiové prognézy pro ZPC i hybridni odridy

Skliziiové prognozy pro vyse uvedené odrudy se délaji na zakladé rozbor zvolenych

nakupnich vzork chmele béhem sklizné a tésn¢ po jejim skonceni ze vSech péstebnich oblasti.
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Jednotlivé vzorky se shromazd’uji v laboratoii Chmelaistvi, druZstva Zatec a to je nasledné
predava Vyzkumnému ustavu pivovarskému a sladaiskému v Praze, kde je provedena konec¢na
selekce vzorkt a jejich rozbor. Kazdy rok se testuje cca 115 vzorkia ZPC, cca po 30-ti vzorcich
odrtd Premiant a Sladek a cca 10 vzorkti odrid Agnus, Kazbek a Saaz Late. Vysledky analyzy
obsahu a- a B-kyselin jsou statisticky zpracovany po jednotlivych péstebnich oblastech v celé
republice a nésledné jsou predavany pivovarim a publikovany v odborném casopise Kvasny

prumysl (Krofta et al. 2017c).

3.7.3 SKute¢né skliziiové obsahy alfa kyselin pro ZPC i hybridni odrady

Na zéklad¢ zpracovani rozborG veSkerych nakupnich a farmatskych vzorkd chmele
(nejvétsi pocet piipada na ZPC) jsou zjistovany skuteéné skliziiové obsahy a-kyselin.
V zavislosti na sklizni chmele v daném roce, se celkovy pocet hodnocenych vzorkid mnohdy
pohybuje v rozmezi 2 000 — 3 000. Vzorky jsou stanovovany podle nejrozsifenéjSich odrud i
viech ti chmelaiskych oblasti. V soudasnosti se takto hodnoti odridy: ZPC, Agnus, Kazbek,

Premiant a Sladek.

Krofta et al. (2017¢) déle uvadgji, ze vzorky pro odriidu ZPC jsou dale diferencovany dle
typu sadby na standardni a viruprosté (znaceni VT — virus-tested nebo VF — virus-free).
Zejména oznaceni VF pro ZPC ma sviij vyznam, protoze ozdraveni sadby této odriidy od
hospodarsky Skodlivych virti a viroidii, ma zna¢ny vliv na mnozstvi a kvalitu sklizené¢ho
chmele. Podrobné zpravy o obsahu alfa kyselin z ro¢nikové sklizn€ v ¢eskych chmelech jsou

publikovany v ¢asopisu Chmelafstvi.

3.8 Analytické metody pro stanoveni hoirkych kyselin

Analytickym metodam, dle kterych se stanovuje obsah a- kyselin ve chmelu, je pfipisovana
evropsky predpis obsahujici analytické metody pro chmel. EBC (European Brewery
Convention) je mezinarodni védecko-technicka organizace, kterd byla zalozena v r. 1947 za
ucelem podpory a propagace zajmil pivovarského priimyslu. Podobnou funkci ve Spojenych
statech Americkych uskuteénuje organizace ASBC (American Society of Brewing Chemists).
Ta zpracovala souhrn analytickych metod tykajicich se chmele a chmelovych produkti
s titulem ,,Methods of Analysis of the ASBC*. Byl zaznamenan piechod od méné specifickych
titracnich metod k metodam vice specifickym, které jsou =zalozené na kapalinové

chromatografii. Od r. 1997 je v CR postup uréeni o- a p-hoikych kyselin kapalinovou
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chromatografii normalizovan a zakotven spole¢né s dalSimi metodami pouzivanymi ke
zkouseni chmele v normé CSN 46 2520 v &asti 17 pod nédzvem ,,Zkouseni chmele® (Krofta

2008; Jurkova et al. 2012).

vvvvvv

obchodi s chmelem. Pti nakupu chmele musi byt piesné specifikovana pouzita metoda (Krofta
& Ticha 1997).

3.8.1 Titra¢ni metody

Do 50. — 70. let minulého stoleti byly pouzivany metody titracni a gravimetrické zalozené
na vysrazeni a-kyselin v nerozpustnou srazeninu humulonat olovnaty pomoci dvoumocného
olova. Nasledné se ur¢il obsah kyselin zvazenim dané srazeniny (Krofta & Ticha 1997). Tyto
metody byly pozdé€ji upraveny a nahrazeny konduktometrickou titraci octanem olovnatym.
V titraéni metod¢ se dfive vyuzivalo rozpoustédla toluenu (Analytica-EBC, 2005a). Toluen je
povazovan za relativné ,,mékké™ rozpoustédlo, které nedokaze kvantitativné prevést horké
kyseliny do roztoku (Krofta & Ticha 1997). Pozdéji se tento krok nahradil diethyletherem
Vv kyselém prostiedi (Analytica-EBC, 2005b). Extrakt je titrovan octanem olovnatym za vzniku
komplexti s hotkymi kyselinami a konduktometricky je sledovana zména vodivosti systému.
Vysledkem je obsah a-kyselin vyjadieny hmotnostnimi procenty hodnotou KH
(konduktometricka hodnota). Konduktometrickd hodnota je ale ovlivnéna dalSimi latkami,
které také reaguji s octanem olovnatym, a proto jsou namétené hodnoty méné presné. Beta
kyseliny jsou stanoveny rozdilem celkového obsahu hotkych kyselin a hodnoty KH (Jurkova
et al. 2012). Vyhodou téchto metod je hlavné cena, protoze nepotiebuji nakladné ptistrojoveé

vybaveni a také relativné kratsi ¢as analyzy (Krofta & Ticha 1997).

V soucasnosti byly nahrazeny a doplnény o metody spektrofotometrické,
chromatograficke, resp. elektroforetické. Inovace metod byla umoznéna diky rychlému vyvoji

predevs§im HPLC — vysokoucinné kapalinové chromatografie (OlSovska et al. 2016).

3.8.2 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické stanoveni je zaloZené na schopnosti hotkych kyselin pohlcovat svétlo
v UV oblasti. Pohlcovani svétla hotkymi kyselinami je zavislé hlavné na pH roztoku a také na
pouzitém rozpoustédle. Proto je potiebné tato méteni uskuteiiovat za presné definovanych
podminek pH v kyselém ¢i zasaditém prostfedi. V toluenu vyextrahované vzorky se, po

nafedéni alkalickym methanolem ptfedepsanym zplisobem, proméii ve spektrofotometru pii

23



vlnovych délkach 275 nm (a i B-kyseliny), 325 nm (a-kyseliny) a 355 nm (B-kyseliny).
Nameétené hodnoty absorbance se nasledné dosadi do regresnich rovnic (Krofta 2008). Uziti
této metody Vv Evropé neni piili§ bézné a je spiSe vhodna pro Cerstvé chmele. Metoda je
vyhradn¢ zakotvena v metodice American Society of Brewing Chemists (ASBC) pod
oznacenim Hops 6. Pii spektrofotometrické analyze Ize z hotkych kyselin ziskat také tvz. index
skladovani chmele (HSI = A275/Azs). Tato hodnota urcuje stupen degradacnich zmén ve

chmelech (Krofta & Ticha 1997).

3.8.3 Tenkovrstva chromatografie TLC

Od 2. poloviny 20. stoleti se tenkovrstva chromatografie vyuzivala pro separaci a- a -
kyselin v pivu a chmelovych extraktech. Tato metoda je jednoducha, nakladové efektivni

a pouziva velice mald mnozstvi rozpoustédel.

Jako priklad velmi propracovaného TLC stanoveni lze uvést publikaci Franiau &
Mussche (1974), kde se jako stacionarni faze vyuziva smés silika-gelu a celulozového prasku
a jako mobilni faze smé&s iso-oktanu, isopropylalkoholu, diethyletheru a kyseliny mravendi.
Tato metoda poskytuje vysoké rozliSeni, snizenou dobu eluce a vysokou citlivost. Pro
kvantitativni stanoveni jsou chromatografické desky pozorovany pod UV svétlem a skvrny
odpovidajici kazdé skupiné latek jsou vyfiznuty. Nasledné jsou rozpusténé v alkalickém
methanolu a méfeny pfi vhodné vinové délce.

Dnes je mozné hotké kyseliny analyzovat pfimo z povrchu chromatografické desky, a to
pomoci analytické¢ techniky MIDAS (Molecular lonization Desorption Analysis Source).
MIDAS je nedavno zavedena ioniza¢ni a vzorkovaci platforma pro hmotnostni spektrometrii
(Winter et al. 2017). Sestava se z desorpéniho chemického ioniza¢niho zdroje (DAPCI) za
atmosférického tlaku, ktery poskytuje ionty plynného dusiku a ¢inidel potiebné pro desorpci
analytu a platformy, kterda pouziva systém vymeénitelnych desek pro provadéni riznych typt
analyz (Winter et al. 2016). Vyvoj kazdé desky trva pfiblizné 20 min. Na druhou stranu analyza
kazdého bodu pomoci MIDAS trvad pouze 4 minuty, coZ nabizi usporu z hlediska Casu a
rozpoustédel v porovnani s béznymi HPLC metodami. Problémem této metody je ale znac¢na

relativni smérodatna odchylka mezi vzorky, a to v rozmezi 16 — 35 % (Winter et al. 2017).
3.8.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC

Kapalinova chromatografie je metoda pouzivana ke zjisténi obsahu alfa kyselin ve

chmelu a dalSich z chmele vyrdbénych produktti. Touto metodou lze piesné stanovit alfa
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kyseliny i ve starSich chmelech, coz jiné metody neumoziuji. Principem metody je
chromatograficka separace chmelovych pryskyfic, které jsou ziskany vhodnou extrakci chmele
na analytické kolon¢ a nésledné jsou detekovany jednotlivé slozky na principu pohlcovani UV
svétla. Vzhledem k tomu, ze je k detekci vyuzivan UV detektor, jedna se v podstaté o metodu
spektrofotometrickou. Analyzou lze kromé obsahu alfa kyselin stanovit i obsah beta kyselin
a zastoupeni hlavnich analogii kohumulonu, respektive kolupulonu (Krofta 2008). Graf ¢. 1
znazoriiuje chromatogram HPLC analyzy dle metody EBC 7.7, kde se alfa kyseliny vymyvaji
z kolony ve dvou zdnach. V samostatné zoéné kohumulon a ve spole¢né zéné n-humulon
s adhumulonem. Podobné¢ se vymyvaji i beta kyseliny, kde samostatné se vymyva kolupulon a

ve spole¢né zon¢ n-lupulon s adlupulonem.
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Graf &. 1: Chromatogram chmelovych pelet Zatecky polorany erveiiak 2017

Zdroj autor, vlastni analyza

Jako ptiklad propracovanéjsi a citlivejsi techniky HPLC lze uvést publikaci Prencipe et
al. (2014), kde k extrakci vyuziva maceraci ve smési methanolu s pfimési kyseliny mravenci
Vv poméru 99:1 jako nejvhodnéjsi extrakeéni postup. Vyhodou je jeji jednoduchost nevyzadujici
nakladné zafizeni a vysoka vytéznost sekundarnich metabolitt. Jako detektor je vyuzit
UV/DAD detektor schopny proméfit rozsah vsech vhodnych vinovych délek. Dale je vyuzivana
kolona s povrchové poréznimi Casticemi, ktera zlepsuje ucinnost HPLC ve srovnani s
konvenénimi stacionarnimi fazemi (Prencipe et al. 2014). Castice této stacionarni faze obsahuji
stejné velkd pevna jadra, kterd jsou na povrchu obalena silikagelem. Diky stejné velkym
¢asticim se tvofi v koloné¢ mensi odpor. JelikoZ analyt nemusi difundovat pies celou ¢astici diky
pevnému jadru, doba separace se vyrazné zkrati. Vysledkem je GipIné oddéleni vSech slozek v

kratSim Case a S niz§im pouzitim rozpoustédla (OlSovska & Jurkova 2012).
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Jedna se o metodu, kterd je schopna soucasné analyzovat vétSinu sekundarnich
metabolitii chmele, a to jak hoikych kyselin, tak prenyflavonoidy. Hodnota LOD byla v rozmezi
0,3 — 1,0 ug/ml pro prenylflavonoidy a 2,8 — 5,8 ug/ml pro hotké kyseliny. Hodnota LOQ byla
v rozmezi 1,3 — 3,8 pug/ml pro prenylflavonoidy a 8,1 — 21,4 pg/ml pro hoiké kyseliny. Tyto
hodnoty naznacuji, Ze navrhovand metoda HPLC-UV/DAD ma vhodnou citlivost pro analyzu

sekundérnich metaboliti chmele (Prencipe et al. 2014).

3.8.5 Ultra u¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Jedna se o nové vyvinutou generaci kolon pro chromatografické stanoveni spolecné
S novou instrumentaci pracujici pti vysokych tlacich cca 100 MPa (Swartz 2005). Kolony jsou
tvofené ¢asticemi o pruméru < 2 um. Takto malé ¢astice zvySuji u€innost separace a s vyuzitim
vys$Sich pritokovych rychlosti se doba separace vyrazné zkrati (Mellors & Jorgenson 2004).
Olsovska & Jurkova (2012) uvadéji, ze pomoci této technologie se zkrati doba analyzy az
devétkrat, citlivost se zlepsi tiikrat a rozliSeni se zlepsi az dvakrat. Spole¢né s tim se snizi i
spotfeba rozpoustédel. Nevyhodou takto malych ¢astic v koloné je tvorba vyssiho zpétného
tlaku. Proto bylo potieba poupravit cely pristroj tak, aby za takto vysokych tlakii mohl
spolehlivé pracovat. UHPLC kolony jsou diky vysoké ucinnosti schopny zlepSit separaci pika
a v piipad¢ separace hotkych kyselin ve chmelu jsou schopny od sebe rozdélit i analogy n-
humulon a adhumulon a stejné tak i n-lupulon a adlupulon. Bézné HPLC kolony tohoto nejsou

schopny (Jurkova et al. 2012).

3.8.6 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS)

Metody zaloZené na pouziti hmotnostni spektrometrie (MS), jako je napt. kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), jsou vysoce citlivé a poskytuji
vynikajici identifika¢ni kapacitu. Vyuzivaji se pfi profilovani ¢i objevovani novych slouc¢enin
spole¢né s dal$imi technikami jako FTICR-MS ¢i NMR. FTICR-MS je typ hmotnostniho
analyzatoru pro stanoveni poméru hmotnost/naboj (m/z) na zaklad¢é cyklotronové rezonance
iontll v pevném magnetickém poli. Navzdory vyhoddm FTICR-MS pii odhalovani novych
isoprenylovanych slou¢enin v chmelu tato technika ukazala nekonzistentni vysledky zatizeni
v PCA (analyza hlavnich komponent) ve srovnani s daty odvozenymi od NMR a LC/MS. Jedno
omezeni ve FTMS se tykd nedostatku kvantifikace a nutnosti ziskani spektra v pozitivnim
1 negativnim iontovém modu za G¢elem ziskdni komplexnich profild vzorkt, a dal$i nevyhodou

FTICR-MS je neschopnost rozlisit izomery jako humulon a adhumulon (Farag et al. 2012).
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3.8.7 Dvourozmérna Kkapalinova chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii

Komplexni dvourozmérna kapalinova chromatografie (LC x LC) je jednou z nejlepsich
strategii pro ziskani zvySené kapacity pikd a selektivitu velmi slozitych vzorkii. Pfi tomto
postupu se cely vzorek podrobi dvéma nezavislym separacim; eluent z prvni kolony se
kontinualn¢ shromazd’uje a znovu vstupuje do druhé kolony pies rozhrani, kterym je obvykle
vice portovy piepinaci ventil. Oddélené slouceniny jsou dale detekovany jak UV, tak i MS
detektory. Tato metoda je schopna oddé¢lit vice druht sloucenin s uspokojivou selektivitou,
stejné jako izomerni slou¢eniny, a to pravé diky spojeni riiznych separaénich kolon, a je velmi
vhodna pro piesné profilovani nebo objevovani novych slouc¢enin v chmelovych produktech

(Sommella et al. 2018).

3.8.8 Mikroemulzni elektrokineticka chromatografie (MEEKC)

MEEKC je chromatografickda modifikace elektroforézy umoziujici oddéleni
neutralnich molekul v elektrickém poli. K dosazeni tohoto uc¢inku se k pufru pfidava povrchové
nabitd aktivni latka, obvykle dodecyl-sulfat sodny (SDS), v koncentraci nad kritickou
koncentraci micel. Neutralni molekuly jsou rozdéleny mezi vodnou fazi a nabitou micelarni
mikrofazi podle jejich hydrofébnosti. Prostfednictvim sdruZovani s micelami se neutralni
molekuly pohybuji v poli jako by byly nabité a rizné stupné sdruzovani urcuji zjevné rozdily
v elektroforetické pohyblivosti, které vedou k separaci. Hotké kyseliny mohou byt rozdéleny
do a a B-frakci €istou elektroforézou, nikoliv v8ak na jednotlivé druhy. Povzbuzujici vysledky
byly ziskdny s SDS jako povrchové aktivni latkou, nicméné tato analyza vyzaduje ptisnou
regulaci pH separacniho pufru (v rozsahu 0,2 jednotek) a ztrata rozliSeni mize nastat vlivem
tepelnych ucinkii v kolon¢. Substituce povrchové aktivni latky emulzi olej/voda sestavajici
z SDS, n-heptanu a n-butanolu v boraxovém pufru vede ke zna¢nému zlepsSeni robustnosti.
Vyuzitim vylepSeného rozliSeni, které lze ziskat pomoci mikroemulzni elektrokinetické
chromatografie (MEECC), je nyni moZzné urcit obsah adhumunonu a adlupulonu v odriidach

chmele (Szucs et al. 1994).
3.8.9 Nuklearni magneticka resonance

. Na rozdil od analyz zalozenych na MS, je nuklearni magneticka rezonance (NMR)
univerzalni (tj. nezévisld na schopnostech ionizace analyzovanych latek) a poskytuje velké
mnozstvi informaci o molekularni struktute a o absolutni kvantifikaci slouc¢enin ve slozitéjSich

vzorcich. NMR ve srovnani s MS ma niz$i citlivost (Moco et al. 2007)
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V soucasné dobé muize byt aplikovana pro riizné ucely v riznych oblastech. Nedavna
studie zaméfend na vyvoj nové, jednoduché a efektivni metody pro fingerprinting metabolita
bioaktivnich sloucenin v chmelovych peletach s vyuzitim nového néstroje ERETIC 2 ukazala,
ze kvantitativni nukledrni magneticka rezonan¢ni spektroskopie (QNMR) piedstavuje vhodnou
techniku pro kontrolu kvality rostlinnych produkti. Jedné se o prvni pokus pouziti této metody
na slozité matrice ptirodniho ptvodu, jako jsou extrakty chmele. ERETIC 2 je zalozen na
metod¢ interniho standardu, kterd porovnava absolutni intenzity dvou riznych spekter.
Intenzita NMR signalu je amérna poc¢tu jader, ktera zpisobuji tento signal za specifickych
podminek. Tato uméra zavisi na excita¢nim pulsu, dob¢é zpozdéni a Sirokopasmovém odpojeni;
proto jsou nezbytné konstantni podminky. Pro kvantifikaci byla plocha piku signald
nalezejicich k cilovym sloufenindm manualné integrovana a porovnana s plochou piku
vytvofenou externim standardem 0 znamé koncentraci, jejiz spektrum bylo ziskano stejné jako
analyzované vzorky. qNMR umoznilo soucasnou identifikaci a kvantifikaci t€chto analytt, s
krat$i dobou analyzy a niz§im pouzitim rozpoustédla nez HPLC metoda (Bertelli et al. 2018).
I presto, ze je NMR instrumentace pracna a stale ne zcela béznd v provoznich laboratofich,
samotnd pfiprava vzorku a optimalizace metody v porovnani s metodou HPLC je rychlejsi,

jednodussi a vysledky jsou dobie reprodukovatelné (OlSovska et al. 2016).

28



4 Material a metody

4.1 Vzorky

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly vyuzity chmelové pelety typu 90
a Vjednom pfiipadé¢ chmelové hlavky. Vsechny vzorky byly analyzovany pomoci dvou
analytickych metod, a to chromatografické s vyuzitim vysokouc¢inné kapalinové

chromatografie a optické s vyuzitim spektrofotometru Helios Gamma U.

Obrazek ¢. 4: Chmelové pelety 90 a chmelové hlavky

Zdroj: foto autor

Celkem bylo analyzovéano 10 vzorkii chmelovych pelet (4 eské odriidy, z toho ZPC ve dvou
terminech sklizné a 5 odriid ze zahrani¢nich) a jeden vzorek chmelovych hlavek (Zatecky
polorany ¢ervenak) s po¢tem opakovani n = 3 u obou metod. Jednalo se o nasledujici odrudy
(v zavorkach je uvedena zemé pivodu):

e Agnus (Ceska republika) — rok sklizng 2016,

e Cascade (USA) — rok sklizné 2016,

e Citra (USA) — rok sklizné 2016,

e Galaxy (Australie) — rok sklizné 2015,

e Harmonie (Ceska republika) — rok sklizné 2017,

e Northern Brewer (Némecko) — rok sklizné 2016,

o Sladek (Ceska republika) — rok sklizn& 2016,

e Triskel (Francie) — rok sklizné 2016,

e Zatecky polorany Gervenak (Ceska republika) — rok sklizné 20186,

e Zatecky polorany ¢ervendk (Ceska republika) — rok sklizng 2017,

e Zatecky polorany ¢ervenak (Ceska republika) — rok sklizng 2018, chmelové hlavky.
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Vzorky chmell byly skladovany v chladnicce pfi teploté 6 °C. Pfed analyzou byly vzorky

vytemperovany na teplotu laboratote, kterd byla 25 °C, a analyzy probihaly pfi stejné teploté.

4.2 Analytické metody
4.2.1 Metoda chromatograficka — HPLC
Princip metody

Pii stanoveni bylo postupovdno podle analytické metody EBC 7.7 publikované
v monografii Hodnoceni kvality chmele (Krofta 2008). Chmelové pryskyfice byly extrahovany
s vyuzitim smési methanolu, diethyletheru a zfedéné HCI (c = 0,1 mol/l). Z odd¢lené etherové
faze byly analyzované latky separovany metodou HPLC na chromatografické koloné s reverzni

stacionarni fazi a UV detektorem pfi vinové délce 314 nm.

Laboratorni vybaveni

Mlynek na chmel, tfepacka, analytické vahy, sklenéné ldhve se Sroubovacim a tésné
uzaviratelnym vickem o objemu 250 ml, ultrazvukova lazen, odmérny valec o objemu 100 ml,
odmérna pipeta, odmérné banky o objemu 100 ml, injekéni stiikacky s jehlami, filtry (LUT
Syringe filter PVDF, primér disku 25 mm, primér pérd 0,45 um), vialky s ¢astecné
perforovanym uzavérem, analyticka HPLC kolona, kapalinovy chromatograf's UV detektorem

a pocitacovou datastanici.

Chemikalie

e methanol p. a.,

e methanol pro HPLC,

o diethylether p. a.,

e demineralizovana voda,

e ziedéna HCI (c = 0,1 mol/l).

e mobilni faze pro HPLC:
methanol pro HPLC + demineralizovana voda + kyselina fosfore¢na p. a. (85 %) v poméru
450 + 135+ 2,5 ml

e kalibra¢ni extrakt (International Calibration Extract, ICE-3, Labor Veritas, Ziirich).
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Piiprava ziedéné HCI (c = 0,1 mol/l)

Do 500ml odmérné baiky bylo délenou sklenénou pipetou s pouzitim nasdvaciho balonku
odméteno 4,4 ml 35% kyseliny chlorovodikové, odmérna barnika byla doplnéna po rysku

destilovanou vodou, zazatkovéana a roztok byl dikladn& promichan.
Pracovni postup
Priprava kalibraéniho roztoku chmelového extraktu

Kalibra¢ni extrakt byl po vyjmuti z mraznicky vytemperovan na teplotu laboratote. Cely
obsah lahvicky byl pomoci Spachtle diikkladné zhomogenizovan a poté bylo odvéazeno 0,726 g
kalibra¢niho extraktu do 50ml kadinky (tato navazka obsahovala piiblizné¢ 0,5 g veskerych
pryskyftic). Do kadinky bylo ptidano 30 ml methanolu p. a. a v ultrazvukové lazni byl extrakt
rozpustén. Tento roztok byl kvantitativné pfeveden do 100ml odmérné banky a doplnén po
rysku methanolem. Obsah banky byl dikladné promichan a poté bylo odpipetovano 10 ml do
50ml odmérné banky a opét bylo doplnéno methanolem po rysku. Obsah byl znovu promichan
a bylo odpipetovano 2, 4, 6 a 8 ml do 25ml odmérnych banék. Nasledné byly odmérné banky
doplnény po rysky methanolem. Vznikla kalibra¢ni fada byla pfevedena do vialek a prométena

v HPLC pfistroji.

Obrazek ¢. 5: Priprava kalibrac¢ni rady
Zdroj: foto autor

Priprava vzorku z chmelovych pelet a hlavek

Chmelové pelety a hlavky byly dikladné rozemlety na vhodném mlynku. Poté bylo
navazeno 10 g namletého vzorku do sklenéné lahve. Bylo piidano 20 ml methanolu, 100 ml
diethyletheru a 40 ml kyseliny chlorovodikové. Lahev byla uzaviena a vlozena na tiepacku,

kde byla dikladn¢ tiepana po dobu 40 minut. Po vytfepani se obsah nechal ustat po dobu
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alespon 10 minut, aby se faze odd¢lily. Do 50ml odmérné banky bylo odpipetovano 5 ml horni
vyCetené etherové faze a banika byla doplnéna po rysku methanolem. Obsah banky byl
promichan a pomoci injekéni stiikacky s filtrem byl dany vzorek pieveden do vialky. Takto
ptipraveny vzorek byl vlozen do autosampleru piistroje HPLC. Vzorky bylo mozné uchovat

maximalné 24 hodin v chladu a ve tmé.

Chromatografické stanoveni

Pro stanoveni vzorkd byl vyuzit kapalinovy chromatograf firmy WATERS ¢2695 se
separatnim modulem WATERSTM e2695, vysokotlaké cerpadlo, automaticky davkovac
a termostat s chromatografickou kolonou 3,9 x 150 mm Cartridge, Nova-Pak® C18, 4um
a detektorem WATERSTM 996, PAD — detektor diodového pole (210 — 400 nm) a programem
pro vyhodnoceni - EMPOWER.

HPLC pfistroj byl uveden do chodu, byl nastaven pritok mobilni faze na 0,8 ml/min, UV
detektor byl nastaven na 314 nm a teplota termostatu byla nastavena na 40 °C. Byla
zkontrolovana spravna funkce celého systému. Objem nastfiku vzorku byl nastaven na
10 mikrolitri. Chromatograficka kolona byla pted nastiikem 1. vzorku eluovana pratokem
mobilni faze az do ustaleni zakladni ¢ary, coz trvalo pfiblizné pul hodiny. Analyza jednoho

vzorku trvala cca 25 minut.

Obrazek ¢. 6: Kapalinovy chromatograf firmy WATERS e2695
Zdroj: foto autor
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Vyhodnoceni
Obsahy jednotlivych slozek hotkych kyselin se podle pouzité metody EBC 7.7 poditaji

na zakladé¢ tzv. jednobodové kalibrace podle vzorce:
Ci = F*mcs*cic*Ailms*Aic
Ci = koncentrace slozky i ve vzorku vyjadiena v % hm.
F = faktor fedéni = 2
Mcs = hmotnost kalibra¢niho extraktu (v naSem piipadé 0,726 Q)
cic = koncentrace slozky i v kalibra¢nim extraktu vyjadiena v % hm
A = Plocha elu¢niho pasu slozky i ve vzorku

ms= hmotnost vzorku (g)

Aic = plocha elu¢niho pasu i v kalibra¢nim roztoku

V nasem piipad¢ bylo misto jednobodové kalibrace vyuzito metody vicebodové kalibracni
primky, kde bylo naméteno celkem pét kalibra¢nich bodt, které byly ziskany definovanym
nafedénim zakladniho roztoku kalibracniho standardu (viz str. 34) a proméfenim odezvy
detektoru na jednotlivych koncentra¢nich urovnich. Pfislusné regresni rovnice jsou uvedeny
V nésledujicim textu, ktery se zabyva charakteristikou pouzZitého kalibra¢niho extraktu

(Grafy ¢. 2 az 5).

Celkovy obsah alfa kyselin byl vyjadien sou¢tem kohomulonu, humolonu a adhumulonu;
celkovy obsah beta kyselin byl vyjadien soué¢tem kolupulonu, lupulonu a adlupulonu. Vysledky

byly vyjadieny v hmotnostnich procentech.

Kalibracni extrakt ICE-3 (International Calibration Extract ICE-3)
Extrakt obsahoval pfesné dané koncentrace alfa a beta kyselin. ICE 3 nahrazuje ICE 2 od roku

2010 a slozenim se nijak nelisi od piedeslého standardu.

SloZeni kalibra¢niho extraktu (dle certifikdtu dodaného vyrobcem):

Kohumulon 13,88 % Kolupulon 13,44 %
N+Adhumulon 30,76 % N+Adlupulon 10,84 %
Celkem alfa kyselin 44,64 % Celkem beta kyselin 24,28 %

Skladovano pfi teploté -20 °C a vyplachnuto dusikem.
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Graf ¢. 2: Kalibra¢ni ptimka kohumulonu
Y =2,26e + 005x - 1,01e + 005
R?=0,9998
Osa x zndzoriiuje mnozstvi latky v procentech a osa y znézoriiuje plochu pikd.

Graf ¢ 3: Kalibra¢ni ptimka humulonu + adhumulonu
Y =2,07e + 005x - 9,60e + 004
R? = 0,9997

Graf ¢. 4: Kalibra¢ni pfimka kolupulonu
Y =1,71e + 005x - 3,64¢e + 004
R?=0,9997

Graf ¢. 5: Kalibra¢ni ptimka lupulonu + adlupulonu
Y =1,83e + 005x - 1,01e + 005
R?=0,9998



Grafy ¢. 2 — 5 znazoriuji kalibra¢ni pfimky jednotlivych analogi hotkych kyselin
s prislusnymi regresnimi rovnicemi a koeficientem determinace R?, ktery byl ve vsech
ptipadech vétsi nez 0,999. Pro kazdou koncentraéni Giroven byla provedena dvé paralelni HPLC
méfeni. Po statistickém vyhodnoceni naméfené kalibra¢ni piimky, byl jeden z péti kalibra¢nich
bodu vyloucen jako odlehly. Kalibra¢ni pfimky €. 3 a 5 znazornuji koeluci dvou analogi, které

metoda HPLC nebyla schopna rozdélit.

4.2.2 Metoda spektrofotometricka UV/VIS
Princip metody

Pryskytice z chmelovych pelet byly extrahovany toluenem. Extrakt byl nasledné nafedén
v alkalickém methanolu. Absorbance ziedéného extraktu byla proméieny ve spektrofotometru
pii vinovych délkach 275, 325 a 355 nm. Ureni mnozstvi alfa a beta kyselin bylo provedeno

dosazenim hodnot absorbanci do nize uvedenych regresnich rovnic.
Laboratorni vybaveni

Mlynek na chmel, tfepacka, analytické vahy, sklenéné lahve se Sroubovacim a tésné
uzaviratelnym vickem o objemu 250 ml, odmérny valec o objemu 100 ml, odmérné pipety,

odmérné banky o objemu 50 ml a 100 ml, sklenéné kyvety, UV-VIS spektrofotometr.
Chemikalie

e toluenp.a.,

e methanol p. a.,

e alkalicky methanol.
Priprava roztoku alkalického methanolu

Do 100 ml methanolu bylo délenou sklenénou pipetou s pouzitim nasavaciho balonku
odmeéteno 0,2 ml roztoku NaOH (c = 6,0 mol/l). Tento roztok musel byt v den analyzy vzdy
cerstvy. Zasobni roztok hydroxidu sodného p. a. (¢ = 6,0 mol/l) byl ptipraven smichanim 24 g
NaOH se 100 ml destilované vody.

Pracovni postup

Do sklenéné lahve bylo odvazeno 5 g jemné namletého Cerstvého vzorku a bylo pfidano
100 ml toluenu. Lahev byla uzaviena a vlozena na tiepacku, kde byla po dobu 30 min. tfepana.

Po vytiepani byl ponechan obsah lahve po dobu 5 minut ustat. Poté bylo odpipetovano 5 ml
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vyceteného toluenového extraktu do 100ml odmérné bariky, doplnéno po rysku methanolem a
dikladné promichano (roztok A). Nasledné bylo odpipetovano 5 ml roztoku A do 50ml
odmérné baiky a doplnéno po rysku alkalickym methanolem (roztok B). Absorbance roztoku
B byla prométena pii vinovych délkach 275, 325 a 355 nm proti slepému vzorku, ktery byl

pripraven fedénim 5 ml toluenu stejnym zptisobem jako vzorek chmele.

Spektrofotometrické stanoveni

K analyze byl vyuzit jednopaprskovy spektrofotometr Helios Gamma s rozsahem vinové
délky 190 — 1 100 nm. Ptistroj byl uveden do chodu, po chvili byla nastavena vinova délka 275
nm a piistroj byl vynulovan oproti slepému vzorku. Nésledné byl proméien vzorek. Obdobné
byl tyz vzorek proméien jesté pti zbyvajicich dvou vinovych délkach. V prvnich analyzach byly
vyuzity plastové kyvety. Vzhledem k tomu, Ze namétené hodnoty neustale kolisaly, byly kyvety
plastové nahrazeny kyvetami sklenénymi, které vykazovaly lepsi stalost méfeni. (Hodnoty
naméfené na plastovych kyvetach byly z dal§iho zpracovani vysledkli vylouceny.) Sklenéné

kyvety byly pfed méfenim vzdy 3x vyplachnuty méfenym vzorkem.
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Obrazek ¢. 7: Spektrofotometr Helios Gamma U

Vyhodnoceni vysledkii Spektrofotometrie

Obsah alfa a beta kyselin byl stanoven dosazenim zméfenych absorbanci do uvedenych
regresnich rovnic: alfa kys.=d » (—51,56 * A355 + 73,79 » A325 — 19,07 * A275)

beta kys.= d * (55,57 * A355 — 47,59 » A325 + 5,10 * A275)

(d je fedici faktor a rovna se 0,40).
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Statistické vyhodnoceni

K porovnani obou metod byl vyuzit program Excel. V tomto programu byl vytvoien

vzorec podle piedlohy od autori Eckschlager et al. (1980). Jednalo se o statistické Setfeni:
Studentiv test t pri zjisovani shodnosti vysledki na jednom analyzovaném vzorku

Hodnota Studentova kritéria pro nA =nB =n je

. Xy — Xpli/(n—1)
J(s3 +s3)

Vysledna hodnota byla porovnana s kritickou hodnotou ta, ktera byla nalezena v tabulce

studentova t-rozdé€leni pro pocet stupniti volnosti v = 2(n-1) = 2n - 2, kde n ptedstavuje pocet
paralelnich stanoveni provedenych kazdou z obou metod na témze vzorku. Pokud bylo t > t,,
mezi analyzami existoval statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Pokud

bylo t < t,, mezi vzorky neexistoval statisticky vyznamny rozdil.
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5 Vysledky

U vSech jedenacti vzorkd chmele, liSicimi se rokem sklizné¢ a typem chmelového
ptipravku (v deseti ptipadech se jednalo o pelety a v jednom piipadé o chmelové hlavky), byly
za pomoci metody spektrofotometrické a HPLC stanoveny alfa a beta hoiké kyseliny. Zaroven
byly ob¢ metody statisticky porovnany.

Vysledky stanoveni obsahu alfa a beta kyselin ve vybraném souboru odriid chmele dvéma

analytickymi metodami jsou uvedeny v Tabulkach ¢. 5 a 6.

Tabulka ¢. 5: Stanoveni alfa kyselin metodou spektrofotometrickou a HPLC

se statistickym porovnanim

Spektrofotomerie HPLC t Statisticky
Rok a=0,05 vyznamny
Vzorek sklizné €. analyzy % Pramér RSD % Pramér RSD ta=2,132 rozdil
1 7,077 11,243
Agnus 2016 2 6,901 6,980 1,283 11,388 11,465 2,342 22,412 ANO
3 6,960 11,763
1 4,556 5,310
Cascade 2016 2 4389 4,536 3,048 5,356 5,338 0,460 8,078 ANO
3 4,663 5,350
1 11,058 11,151
Citra 2016 2 10,903 11,078 1,679 11,061 11,085 0,521 0,049 NE
3 11,273 11,042
1 -0,644 1,181
Galaxy 2015 2 -0,658 -0,639  -3,349 1,165 1,173 0,663 112,503 ANO
3 -0,616 1,173
1 4,968 5,333
Harmony 2017 2 5,055 5,019 0,899 5,309 5,312 0,370 8,431 ANO
3 5,033 5,294
1 2,891 3,453
Northern
Brewer 2016 2 2,911 2,887 0,895 3,453 3,467 0,734 22,619 ANO
3 2,860 3,497
1 6,125 6,447
Sladek 2016 2 6,101 6,099 0,435 6,534 6,518 0,985 8,522 ANO
3 6,072 6,572
1 1,595 2,125
Triskel 2016 2 1,532 1,568 2,071 2,164 2,156 1,284 19,502 ANO
3 1,577 2,179
Zatecky 1 1,060 1,669
polorany 2016 2 1,130 1,086 3,518 1,629 1,647 1,231 18,329 ANO
Cervenak 3 1,069 1,643
Zatecky 1 2,482 2,510
polorany 2017 2 2,373 2,413 2,497 2,562 2,560 1,881 2,692 ANO
Cervenak 3 2,383 2,606
Zatecky 1 2,668 2,708
Sgr's;zz 2018 2 2646 2673 1135 2731 2715 0497 1,778 NE
(hlavky) 3 2,706 2,707

(t — vypoétena hodnota Studentova kritéria, t, — kriticka hodnota tabulkova pro stupenn volnosti 4,
o — hladina vyznamnosti, RSD — relativni smérodatna odchylka)
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Nejvyssi relativni smérodatna odchylka vzorkd métenych spektrofotometrickou metodou byla
u alfa kyselin 3,518 % a to u vzorku ZPC 2016. U beta kyselin byla nejvyssi relativni
smérodatna odchylka 4,306 % u vzorku Citra. Nejvyssi relativni smérodatna odchylka vzorki
méfenych metodou HPLC byla u alfa kyselin 2,343 u vzorku Agnus. U beta kyselin byla
nejvyssi relativni smérodatna odchylka 3,221 u vzorku Agnus. U statistického porovnani byla
stanovena nulova hypotéza takto: priméry obsaht alfa, resp. beta kyselin u obou metod jsou
shodné. Hladina vyznamnosti a = 0,05, tj. pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy,
i prestoze plati. Tabulkova hodnota tq pro stupen volnosti v =4 tj. (2n-2) byla 2,132. Vypoctené
hodnoty t byly porovnany s tq a nasledné bylo stanoveno, zda existuje ¢i neexistuje statisticky
vyznamny rozdil mezi obéma metodami. Z Tabulky ¢. 5 je patrné, ze metoda HPLC vykazovala
ve vétsing piipadt vyssi obsahy alfa kyselin nez metoda spektrofotometricka. U vzorku Galaxy,
ktery byl sklizen v roce 2015, vykazovala metoda spektrofotometricka zaporné hodnoty po
dosazeni naméfenych hodnot absorbanci do regresnich rovnic. Jelikoz vzorek chmele
vykazoval zaporné hodnoty, byl analyzovdn znovu se tiemi opakovanimi a se shodnym
vysledkem jako u prvni analyzy. V tomto ptipadé se tedy metoda spektrofotometricka ukéazala
jako nevhodna. U dvou odriid nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil. U vzorku ZPC
(hlavky) sklizené roku 2018 nebyly obsahy alfa kyselin u obou metod statisticky rozdilné. To

samé plati i u vzorku Citra sklizeného roku 2016.

V Tabulce ¢. 6 je patrné, Ze obsahy beta kyselin stanovené metodou spektrofotometrickou
jsou ve vétsiné piipadl vyssi neZ metodou HPLC. Vypoctené hodnoty t byly porovnany s tq
a nasledné bylo stanoveno, zda existuje ¢i neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi obéma
metodami. Pouze u jednoho vzorku nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi obéma metodami,
ato u vzorku Galaxy, sklizeného roku 2015. U nejéerstvéjsi odriidy ZPC (hlavky) sklizené roku
2018 byl rozdil v obsahu beta kyselin mezi obéma metodami statisticky vyznamny, na rozdil

od alfa kyselin, kde rozdil statisticky vyznamny nebyl.
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Tabulka ¢. 6: Stanoveni beta kyselin metodou spektrofotometrickou a HPLC

se statistickym porovnanim

Spektrofotomerie HPLC t Statisticky
Rok a=0,05 |vyznamny
Vzorek sklizné ¢. analyzy % Pramér RSD % Pramér RSD ta=2,132 rozdil
1 4,903 6,397
Agnus 2016 2 5,055 4,942 2,025 6,497 6,565 3,211 9,840 ANO
3 4,867 6,801
1 6,647 5,778
Cascade 2016 2 6,708 6,665 0,562 5,819 5,801 0,358 28,540 ANO
3 6,640 5,804
1 2,908 3,229
Citra 2016 2 3,021 2,900 4,306 3,186 3,200 0,776 3,333 ANO
3 2,772 3,187
1 5,024 5,038
Galaxy 2015 2 5,016 5,032 0,410 4,916 4,973 1,239 1,278 NE
3 5,055 4,965
1 6,503 5,768
Harmony 2017 2 6,513 6,510 0,092 5,725 5,731 0,578 32,689 ANO
3 6,514 5,702
1 3,226 2,713
Northern
Brewer 2016 2 3,399 3,277 3,230 2,706 2,726 1,020 7,129 ANO
3 3,207 2,757
1 4,968 4,480
Sladek 2016 2 5,097 5,088 2,279 4,525 4,522 0,881 6,533 ANO
3 5,200 4,560
1 5,556 4,795
Triskel 2016 2 5,584 5,556 0,509 4,846 4,849 1,136 16,151 ANO
3 5,527 4,905
Zatecky 1 3,777 3,225
polorany 2016 2 3,725 3,739 0,908 3,150 3,180 1,247 15,140 ANO
Cervenak 3 3,714 3,164
Zatecky 1 4,427 3,663
polorany 2017 2 4,473 4,439 0,693 3,854 3,772 2,610 9,136 ANO
gerveniak 3 4,415 3,799
Zatecky 1 2,768 2,566
f:r':;zgl 2018 2 2885 2794 2,897 2584 2571 0428 3,864 ANO
(hlavky) 3 2,730 2,563

(t — vypoétena hodnota Studentova kritéria, t, — kriticka hodnota tabulkova pro stupeni volnosti 4,

a — hladina vyznamnosti, RSD — relativni smérodatna odchylka)
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6 Diskuze

Analytickym metoddm pro stanoveni obsahu alfa kyselin ve chmelu a chmelovych
produktech je v odborné vefejnosti vénovana zna¢na pozornost. V pivovarském prumyslu je
znalost o obsahu alfa kyselin zasadni informaci pii zajistovani hoikych latek pro planovani
vystavu piva. Také pii kontrakta¢nich jednanich, pied zpracovanim chmele na pelety nebo
extrakty je vzdy nutné pfesné specifikovat metodu, kterou bude obsah alfa hotkych kyselin ve
chmelu stanoven. Rovnéz i péstitele chmele zajima hladina alfa kyselin, a to z cenovych
davodi, protoze nizky nebo naopak vysoky obsah alfa kyselin je spojen s cenovou srazkou
nebo bonusem, nebot’ obsah alfa kyselin v chmelovych hlavkach ur¢ité odridy zavisi nejen na

pocasi, ale také na stafi porostt (Krofta et al. 2017c).

Nejdulezitéjsi kvalitativni parametr chmele, obsah a-kyselin, Ize stanovit nékolika
zpusoby s odlisnym vysledkem. Hodnoceni obsahu a-kyselin v ¢eskych chmelech se provadi
trojfazové S postupné rostouci hladinou exaktnosti. Chmelaisky institut v Zatci déla
predsklizitové progndzy pro ZPC. Analytickou metodou pro stanoveni piedskliziiovych odhadii
je dle CSN 46 2520-15 konduktometrickd hodnota chmele. Naopak Vyzkumny tstav
pivovarsky a sladaisky v Praze provadi skliziiové prognozy jak pro ZPC, tak i hybridni odriidy,
které ale téZ provadi na jiném souboru vzorkti Chmelaisky institut Zatec. Tyto prognézy jsou
zpracovavany z vysledki analyz metodou kapalinové chromatografie podle EBC 7.7.
Hodnoceni skute¢nych obsahti po skon¢eném nakupovani chmele provadi spolecné Chmelaiské
druzstvo a Chmelafsky institut Zatec v mésici listopadu, na zakladé analyzy veskerych
nakupnich vzork chmele z celé sklizné metodou konduktometrickou dle CSN. Farmaiské
vzorky od jednotlivych péstitelti se analyzuji metodou HPLC (Krofta et al. 2012; Krofta et al.
2017c).

Je zcela legitimni, Ze ur¢eni obsahu a-kyselin né€kolika metodami ve shodnych vzorcich,
diky rozdilnému zpisobu piipravy téchto vzorki (rozdilnd rozpoustédla, zpisob vyluhovani
a michani, analytické stanoveni), poskytuje odlisné vysledky. Krofta (2008) dale uvadi, ze
naprosto piesny obsah alfa kyselin 1ze zjistit pouze HPLC metodou EBC 7.7 a zhruba shodné
vysledky, ale pouze u Gerstvych chmeld, poskytuji také metody CSN 46 2520-15, EBC 7.7
a metoda spektrofotometricka. Opét to ale nemusi platit pro vSechny odrudy. Pro star$i chmele
shodnost ve vySe uvedenych metodach jiz neplati, protoze starnutim chmele se rozdily vysledki

mezi dil¢imi metodami prohlubuyji.
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Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla zamétena na porovnani dvou zékladnich
analytickych metod pro stanoveni alfa- a beta-hotkych kyselin v chmelovych peletach, resp.
hlavkach, a to metody HPLC (podle EBC 7.7) a metody spektrofotometrické (podle ASBC,
Hops-6). Obé metody byly testovany na deseti vzorcich piesné specifikovanych chmelovych

pelet (9 odrid) a na jednom vzorku chmelovych hlavek (Zatecky polorany Gervenidk 2018).
Hlavnim cilem prace bylo prokazat, zda metody vykazuji shodnych vysledkd.

Shodnost vysledki obou metod u stanoveni alfa kyselin se podafilo prokazat u dvou
vzorki a to vzorek Citra (2016) a ZPC (2018) hlavky. U ostatnich analyzovanych vzorkt nebyla

shodnost vysledk statisticky prokazana.

U beta kyselin se shodnost vysledkii obou metod prokazala pouze u jednoho vzorku
Galaxy (2015). Zde je tfeba piipomenout, ze obsah a sloZeni jednotlivych pryskyfic se
postupem Casu méni. Zmény jsou provdzeny vyraznym rustem absorbanci methanolového
extraktu chmele pifi vlnové délce 275 nm (a a B-kyseliny) a zménou poméru absorbanci
métenych pii 275 a 325 nm (B-kyseliny) na spektrofotometru (Krofta 2008). Je tedy mozné,
vzhledem k tomu, ze alfa kyseliny u tohoto vzorku vysly zaporné, ze u beta kyselin se pouhou
shodou nahod vysledky shodovaly s HPLC. U ostatnich vzorkd ani u téch nejéerstvéjsich se

vysledky obou metod statisticky neshodovaly.

Pokud se ale podivame na vybrané vypocétené hodnoty t, které se porovnavaji
s tabulkovou hodnotou, a nasledné se vyhodnocuje, zda existuje ¢i neexistuje statisticky
vyznamny rozdil mezi obéma metodami, je u uréitych vzorkd tato hodnota piekrocena jen
mirng, na rozdil od ostatnich vzorkti. U alfa kyselin se jedn4 o vzorek chmele ZPC sklizeny

roku 2017, kde rozdil mezi hodnotou t = 2,692 a hodnotou ta = 2,132 neni pfili§ znacny.

U beta kyselin se jedna o vzorky chmeli Citra a ZPC (hlavky), kde hodnota t také neni
ptili§ rozdilna od hodnoty tabulkové. Vzorky ZPC sklizené roku 2017 a 2018 jsou nejéerstvéjsi
analyzované vzorky. To znaci jisty trend u metody spektrofotometrické, ktera je vyuzivana pro
analyzu Cerstvych chmeld po sklizni. Na druhou stranu vzorek chmele Citra je sice sklizeny
roku 2016, ale jedna se 0 odrtdu, ktera ma vysoky obsah alfa kyselin. Je tedy mozné, Ze metoda
spektrofotometricka je schopna vykazovat podobné vysledky s metodou HPLC, pokud se jedna

o odrady s vysokym obsahem alfa kyselin.

Z dostupnych internetovych zdrojii nebylo mozné dohledat clanky zabyvajici se
porovnanim metody HPLC a metody spektrofotometrické pro stanoveni obsahu alfa hotkych

kyselin v chmelech. Proto nebylo mozné, porovnat dosazené vysledky s vysledky jinych autord.
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Pro stanoveni obsahu hotkych kyselin v chmelovych produktech a pro porovnani
analytickych metod, autofi pouzivaji ve vét§iné pfipadi rutinni metodu HPLC, vykonné&jsi

UHPLC a metody konduktometrické.

Mikyska & Jurkova (2018) uvadégji, ze analyzy celého souboru vzorku jsou provadény
vysoce specifickym stanovenim alfa a beta hotkych kyselin a jejich analogli metodou HPLC
podle EBC. K dispozici jsou vysledky sledovani kvality chmele touto metodou v Ceské
republice za dvacet pét let, protoze probihaji od roku 1994. Hodnoty stanovené ruznymi
metodami nejsou zcela srovnatelné. Vysledky konduktometrického stanoveni byvaji zpravidla
vyssi nez vysledky analyz metodou HPLC, protoze pii konduktometrickém stanoveni jsou

uplatiiovany i dalsi slozky chmelovych pryskyfic.

Jurkova et al. (2012) konstatuji, Ze poziti metody UHPLC dava pii zachovani zptsobu
detekce, kalibrace a kvantifikace srovnatelné vysledky s metodou HPLC, a proto lze tyto dveé

techniky pouzivat, aniz by byla ohrozena spravnost vysledki.

Pokud porovname vysledky chmelové sklizné v roce 2016 odridy ZPC, Mikyska et al.
(2017) uvadéji, ze odebrané vzorky &erstvé sklizeného usuSené¢ho chmele ZPC byly
analyzovany na obsah alfa hotkych kyselin metodou HPLC a primérny obsah byl 3,35 %
hmotnostnich v sus§in€é. Mnou analyzovany vzorek stejnou metodou vykazoval obsah podstatné
nizsi, ato 1,647 %. Stejna odruda sklizena o rok pozd¢ji vykazovala obsah 2,81 % hmotnostnich
Vv susiné. Mnou analyzovany vzorek obsahoval 2,560 % hmotnostnich. Zde jiz nebyl rozdil tak

markantni. K rozdilnym hodnotam doslo vlivem délky skladovani a zptisobem skladovani.
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[ Zavér

Cil diplomové prace, porovnat dvé zakladni analytické metody pro stanoveni alfa-
a beta-hotkych kyselin v chmelovych peletaich, a to metodou vysokotGc¢inné kapalinové
chromatografie a metodou spektrofotometrickou, byl splnén. Testovany byly jak vzorky
chmelovych pelet definovaného ptivodu, tak i vzorek chmelovych hlavek. Je nutné podotknout,
ze bylo zkoumano 11 vzorkli chmele ve tfech opakovanich. Z dosazenych vysledkt vyplyva,
ze metoda HPLC je ke stanoveni hotkych kyselin v chmelu vhodnéjsi nez metoda
spektrofotometricka. U metody spektrofotometrické bylo prokdzano, ze neni vhodna pro
meéieni obsahu hotkych kyselin u starSich chmell, protoze Se stafim chmele se méni tvar
absorp¢nich spekter chmelovych pryskyfic. U Cerstvé sklizeného chmele vykazovala tato

metoda podobné vysledky jako metoda HPLC, ale pouze u a-kyselin. Obsahy B-kyselin se u

vvvvv

Hypotéza, Ze testované analytické metody poskytuji srovnatelné vysledky, nebyla u
vétSiny vzorkd prokazana, protoze V celé fadé pripada existoval statisticky vyznamny rozdil v

obsahu hotkych kyselin.

V literarni reSersi byly zminény starsi i dal§i nové vyvinuté metody pro stanoveni obsahu
alfa a beta hotkych kyselin ve chmelech. Metodu HPLC lze tedy 1 nadale povaZovat za prioritni

analytickou metodu pro stanoveni hotkych kyselin v chmelovych produktech.

I ptesto, Ze obsah alfa hotkych kyselin neni jedinym méfitkem pro posuzovani kvality
chmelovych extrakt, je vyznamnym ukazatelem rozhodujicim o jejich technologickém vyuziti

a znacné ovliviluje zejména jejich cenu.
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