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1. Uvod

Xanthohumol (X) je biologicky aktivni latka vyskytu-
jici se téméf vyhradné ve chmelu, odkud ¢astecné prechazi
i do piva. Z fyzikalné-chemického hlediska miize byt po-
vazovan za prechodné stadium mezi chmelovymi pryskyfi-
cemi a polyfenoly'. V poslednich deseti letech se X dosta-
va do popiedi zdjmu mnoha védcl diky svym antioxidac-
nim*°, antiinfekénim® a predev§im antikancerogennim’~’
ucinkim. Ty se vSak zacinaji projevovat az pii davce 0,32
mg X /kg hmotnosti lovéka®, ktera je konzumaci piva,
kde se obsah X vétsinou pohybuje pod hranici 0,1 mg I”*
(cit. *'%), téméF nedosazitelna. V uplynulych deseti letech
byla tedy pozornost mnoha odbornikii soustfedéna nejen
na studium téchto zajimavych biologickych aktivit, ale
také na vyvoj novych postupd pro izolaci xanthohumolu
z chmelovych hlavek a jeho naslednou purifikaci.

Z tohoto hlediska je nyni stale vétsi pozornost véno-
vana vedlejsim produktim, které vznikaji pfi vyrobé
chmelovych pelet a extrakti. Tyto produkty obecné obsa-
huji velké mnozstvi prenylovanych flavonoidi a doposud
nenalezly zadné §irsi technologické vyuziti.

Béhem vyroby piva dochazi ke znaénym ztratdm
xanthohumolu zejména pfi vyrobé mladiny, kvaSeni a sta-
bilizaci pomoci polyamidovych sorbentii. Mnoho odbor-
nych praci se tedy v soucasnosti zabyva otazkou, jak témto
ztratam zamezit, piipadné jak obsah této latky v pivu zvy-
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Sit. Sledovanim celého vyrobniho procesu byly nejvétsi
ztraty zaznamenany béhem chmelovaru’. P pokusech
obohacovat pivo o tuto latku se vyskytla cela fada problé-
mil plynouci pfedev§im z molekularni struktury X. Jedna
se zejména o velmi nizkou rozpustnost ve vod¢, kterd se
pfi 8 °C pohybuje kolem 1,1 mg I"" (cit."") a termolabili-
tu'2. Postupem ¢asu bylo navrzeno mnoho metod a postu-
pu, s jejichZz pomoci 1ze zminéné nedostatky bud’ caste¢né
eliminovat ¢i obejit. Univerzalni feSeni vSak dodnes nee-
xistuje a ztraty musi byt kompenzovany ptidavkem X, coz
v mnoha zemich nardZi na problémy s legislativou.

Cilem této prace je popsat fyzikalné-chemické vlast-
nosti xanthohumolu, které Uzce souvisi s pivovarskou
technologii a predstavit soucasné trendy v izolaci a oboha-
covani piva touto latkou.

2. Xanthohumol — charakteristila

Xanthohumol (3’-[3,3-dimethylallyl]-2°4’4-trihydroxy-6'-
-methoxychalkon, viz obr. 1) je Zlutooranzova krystalicka
latka, majici molarni hmotnost 354,4 g mol™'. Jeho ab-
sorpéni maximum bylo zaznamenano v UV oblasti pfi
vlnové délce 368 nm (méfeno v methanolovém roztoku).
Z chemického hlediska jde o chalkonovy skelet, majici na
uhlicich 2°,4" a 4 hydroxyskupinu a na uhliku 6" methoxy-
skupinu. Tyto substituenty obecné pfispivaji ke zlepSeni
rozpustnosti latek v polarnich rozpoustédlech. Zcela opac-
ny Géinek ma isoprenylova skupina na uhliku 3°, ktera je
hlavni pficinou nizké rozpustnosti X ve vod¢ a pivu.

Jako vétsina prenylovanych chalkond je i X, prostted-
nictvim své hydroxyskupiny na uhliku 2°, schopen isome-
race na prislusnou flavanovou formu, tzv. isoxanthohumol
(IX) (viz obr. 2). Tato nepatrna strukturni zména zapfici-
nuje ztratu velkého mnozstvi pozitivnich zdravotnich G¢in-
kit X*'*!* Rozsah isomeraéni reakce se zvy3uje se vzris-
tajici teplotou a hodnotou pH. Vznikly isoxanthohumol je

Obr. 1. Struktura xanthohumolu
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Obr. 2. Isomerace xanthohumolu na isoxanthohumol

Tabulka I

Rozpustnost xanthohumolu a isoxanthohumolu pii teplotach 8 a 23 °C v rliznych médiich

Médium Teplota [°C] Xanthohumol [mg 1] Isoxanthohumol [mg I"']
Voda 23 1,3 5,0
8 1,1 3,9
Ethanol 5 % ob;. 23 3,5 5,5
8 1,8 4,4
Pivo 23 53 27,2
8 4,0 23,8
Mladina 8,5 ° 23 8,7 39,6
8 7,0 37,6
Mladina 13 ° 23 9,5 433
8 8,9 37,3
17,18

bild az svétle zlutd krystalickd latka s absorpénim maxi-
mem zaznamenanym pii vinové délce 287 nm (méfeno
v methanolovém roztoku), ktera dosahuje nékolikanadsobné
vys$§i rozpustnosti ve vodé a pivu nez X, jak je patrné
z tabulky I (cit.'”).

3. Izolace xanthohumolu

Xanthohumol je majoritnim prenylflavonoidem
chmelovych hlavek, kde se jeho obsah pohybuje v rozmezi
0,2-1,1 hm.% v sugin&". Jelikoz je X svou molekulovou
strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi vysoce
podobny chmelovym pryskyficim, je ziejmé, ze i izolacni
metody pro tyto dvé skupiny latek budou viceméné analo-
gické. Pro izolaci v laboratornim méftitku lze s Uspéchem
vyuzit naptiklad standardni metodu ASBC pro a- a f-
hotké kyseliny'®, kdy jsou chmelové hlavky extrahovany
smési diethyletheru a methanolu (v poméru 5:1). Horké
latky je nasledn€é mozné z extraktu separovat odpafenim
diethyletheru a vytiepanim zbytku do hexanu. DalSim hoj-
né¢ vyuzivanym extrakénim Cinidlem je smés methanolu
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a kyseliny mravenci v poméru 99:1 (cit. °), ktera se kro-
mé& xanthohumolu pouZziva i k extrakci ostatnich chmelo-
vych polyfenolt.

V prumyslu je nejcastéj$im extrakénim ¢inidlem 90%
ethanol. Z vysledného extraktu je nejprve odpateno roz-
poustédlo a zbytek je rozdélen centrifugaci na tfislovinnou
(polyfenolovou) slozku obsahujici zejména ve vodé roz-
pustné sole, cukry, bilkoviny a polyfenoly a pryskyfi¢nou
slozku sestavajici pfevazné z prenylovanych flavonoidd,
pryskyfic a ostatnich ve vodé nerozpustnych latek. Jelikoz
je ethanol rozpoustédlo s nizkou selektivitou, obsahuje vy-
sledny extrakt fadu necistot, ma tmavé zelenou barvu, lepka-
vou konzistenci a je nutné jeho dal3i pre¢isténi'’.

Jinou moznost primyslové izolace X predstavuje
vyuziti chmelového zbytku po extrakci oxidem uhli¢itym.
Ten se na chmelovy materidl aplikuje bud’ v kapalném
stavu pfi tlaku 60—65 bar a teploté 10-15 °C, nebo v super-
kritickém stavu pfi tlaku 250-320 bar a teploté¢ 50-80 °C
(cit.?®). Obé tyto formy oxidu uhli¢itého piisobi jako vyso-
ce nepolarni rozpoustédla, s jejichz pomoci jsou z chmelu
odstraiiovany v prvni fadé a- a B-hotké kyseliny a silice.
Xanthohumol spole¢né s ostatnimi polyfenoly ziistava ve
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Obr. 3. Vazba fenolovych slouc¢enin na PVPP prostirednictvim vodikovych mistki

chmelovém zbytku, odkud muize byt extrahovan napf.
ethanolem pomoci vyse zminéného postupu®'. P extrém-
nich podminkach (600—1000 bar a 60-90 °C) mize byt
i oxid uhli¢ity pouzit k extrakci prenylovanych flavonoidu.
Vyslednym produktem je v tomto piipadé tmavé zeleny
prasek s obsahem xanthohumolu 10-30 hm.% a isoxantho-
humolu 1-3 hm.%. Zbytek je tvofen prevazné tvrdymi
pryskyficemi®.

Posledni dobou se stale castéji objevuji postupy, vyu-
zivajici k izolaci fenolovych latek pevné sorbenty. Polyvi-
nylpolypyrrolidon (PVPP) je polymerni latka, kterd je
schopna selektivné vézat polyfenoly z roztoku prostiednic-
tvim vodikovych mustka® (obr. 3). Jednim z moznych
postupil je extrakce chmelovych hlavek 90% ethanolem
a nasledna aplikace PVPP do tohoto extraktu. Xanthohu-
mol je poté desorbovan pomoci 70% acetonu®. Dal§i moz-
né vyuziti PVPP pfi izolaci X predstavil v roce 2007
Biend!". Cely postup vychazi z jiz zmin&ného ethanolové-
ho extraktu. Ten je v prvnim kroku reextrahovéan superkri-
tickym oxidem uhli¢itym, ¢imz je zbaven a- a B-hotkych
kyselin. Po odpafeni ethanolu pak vznika tzv. XANTHO-
EXTRACT, ve kterém jsou zakoncertovany prevazné ne-
specifické tvrdé pryskyfice a prenylované flavonoidy. Ty

Tabulka II

jsou z tohoto extraktu izolovany pomoci PVPP a nasledn¢
desorbovany ethylacetaitem. Po odpafeni rozpoustédla je
ziskén zluty praSek — tzv. XANTHO-FLAYV, ktery obsahu-
je kolem 80 % X. Tento extrakt mtze byt dale piekrystali-
zovéan za vzniku tzv. XANTHO-PURE extraktu ve kterém
je garantovany obsah X vyssi nez 95 %. Slozeni jednotli-
vych extraktl je znazornéno v tabulce II.

4. ZvySovani obsahu xanthohumolu v pivu

Xanthohumol se pfi pouziti klasického vyrobniho
procesu dostava do piva vyhradné z chmele béhem chme-
lovaru. Tento proces trva zhruba 90 min a chmel je ob-
vykle dodavan ve tfech davkach. V casech 0 a 30 min je
davkovan chmel ¢i chmelovy preparat, ktery ma pivu do-
dat potfebnou hotkost a 10 min pfed koncem chmelovaru
jsou pridavany aromatické chmelové odridy vnasejici do
piva charakteristické aroma. Jak jiz bylo zminéno, xantho-
humol podléha za zvysené teploty isomeracni reakci, diky
které dochazi k nejvyssim ztratam této latky béhem celého
procesu vyroby. Kin¢l ve své praci demonstroval, Ze tato
reakce zacina probihat jiz pii teplotach pievysujicich 60 °C

Slozeni extraktt XANTHO-EXTRACT, XANTO-FLAV a XANTHO-PURE (% hm.)

Slozka XANTHO-EXTRACT XANTHO-FLAV XANTHO-PURE
Silice - - -
Celkové pryskyfice cca 85 - -

Alfa kyseliny 1 — -
Iso-alfa kyseliny 5 - -

Beta kyseliny <0,5 - -
Prenylflavonoidy cca 12 >90 >98
Xanthohumol 10 80 95
8-Prenylnaringenin 0,06 0,2 <0,02
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(cit.**). Wunderlich a spol. zkoumali chovani xanthohumo-
Iu a isoxanthohumolu béhem chmelovaru podrobngji
a zjistili, Ze pfi teplot€ 80 °C se v prvnich 5 minutach ob-
sah X i IX nejprve linearné zvysuje a po 10. minuté se jiz
vyrazné neméni. Pii aplikaci teploty 100 °C byl pozorovan
od 10. minuty chmelovaru dramaticky ubytek X a rovnéz
odpovidajici narast IX (cit.*®). Zbyly xanthohumol, ktery
nepodlehl isomerac¢ni reakci a zaroven nebyl rozpu$tén
v horké mladin€, vétsinou ulpiva na povrchu chmelového
mléta a spoleéné s nim je odstranén ve vifivé kadi''.

Zmirnéni ztrat obsahu X béhem chmelovaru je tedy
zasadnim krokem k obohaceni piva touto latkou. Vyznam-
nou roli v feSeni zminéné problematiky hraje bezesporu
vybér vhodnych surovin. Bylo zji§téno, Ze vétsina chmelo-
vych odrid s vysokym podilem pryskyftic v hlavkach obsa-
huje rovnéZ vy$si mnozstvi xanthohumolu?’. Jejich vyuziti
jakozto zdroje xanthohumolu je vSak omezené, a to zejmé-
na diky prebyte¢né hotkosti vnasené témito chmely do
piva. Vybér vhodné odridy je tedy podminén nejen abso-
lutnim mnozstvim X, ale také obsahem a-hotkych kyselin.
Lze tedy konstatovat, ze odrady vnasejici do piva nejvice
X, pfi minimalnim ovlivnéni planovaného obsahu hotkos-
ti, jsou jemné-aromatické &i aromatické®, u nichz se obsah
a-hotkych kyselin (a-HK) pohybuje nejéastéji v rozmezi
3,5-6,5 hm.% v susiné a pomér X : a-HK kolem hodnoty
0,1.

Jako vyhodné se ukazalo vyuziti zbytki chmelovych
granuli po extrakci oxidem uhliCitym, kde pomér X : a-HK
Casto prevySuje hodnotu 1. Z Ceskych chmeli zminénym
kritériim nejlépe vyhovuji odridy Zatecky polorany &erve-
iak a Sladek.

Pro lepsi prestup X do mladiny lze tuto latku apliko-
vat zachycenou na inertnim nosi¢i s velkym povrchem,
jakym je nap. kiemelina®.

Vyrazného zamezeni ztrat béhem chmelovaru bylo
docileno pouZitim tzv. XAN technologie, jejimz zdkladem
je vyroba vysoce koncentrované mladiny a davkovanim
chmelovych preparati se zvySenym obsahem X zhruba
5 min pfed koncem chmelovaru. Horkd mladina je pak
rychle zchlazena na 80 °C pfidavkem studené varni vody.
XAN technologie byla v praxi vyuzita naptiklad bavor-
skym pivovarem Weihenstephan, ktery v roce 2004 pied-
stavil pSeni¢né pivo XAN Hefeweissbier s obsahem xant-
hohumolu 1,4 mg "' a nealkoholicky sladovy napoj XAN
Wellness s obsahem xanthohumolu 4 mg 1™

Zajimavy objev byl ucinén pifi pokusech obohacovat
xanthohumolem piva tmava. Bylo zjisténo, ze X interaguje
s molekulami barevnych latek tmavych slada
(pravdépodobné melanoidiny) za vzniku komplext, které
jsou mnohem lépe rozpustné ve vod¢ nez samotny xantho-
humol a zaroven pusobi jako ochrana pfed isomeraci
a stabilizaci pevnymi sorbenty (PVPP)'%. Podle Wunderli-
cha a Backa hraji pfi tomto procesu roli predev§im barevné
latky s vysokou molekulovou hmotnosti, a to konkrétné
v rozmezi 300-600 kDa (cit.”’). Lze tedy konstatovat, Ze
tmava piva mohou byt obohacovana xanthohumolem mno-
hem snadnéji a zaroven v nich lze dosdhnout i mnohem
vyssich koncentraci této latky v porovnani s pivy svétlymi.
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Krom chmelovaru dochazi k vyraznym ztratdm xant-
hohumolu i v nekterych fazich studeného useku vyroby
piva. Jedna se konkrétné o proces kvaseni a dokvasovani
a o stabilizaci. Béhem kvaSeni se xanthohumol podobné
jako horké latky sorbuje na povrch kvasni¢nych bunék.
Takto mohou jeho ztraty klesnout az na 20 % mnoZstvi
pivodné piitomného v mlading''. Jako u¢inna eliminace
téchto ztrat se ukéazalo pouziti kvasinek uchovavanych ve
vodném roztoku xanthohumolu ¢i kvasinek s povrchem
castecné zanesenym hotkymi latkami. Tohoto jevu vyuzil
Forster a spol.*’, ktefi v roce 2003 ve své praci piedstavili
velmi elegantni metodu pfipravy nefiltrovanych piv boha-
tych na xanthohumol. Napoje byly v tomto piipadé oboha-
ceny piidavkem suspenze mladiny a kvasinek, které meély
na své bunééné sténé nasorbované velké mnozstvi X. Tim-
to zplsobem bylo mozné obohatit rizné druhy piv (svétla,
tmava a pSeni¢nd), pficemz koncentrace X se vzdy pohy-
bovala kolem 2,5 mg |

Piiméa fortifikace piva xanthohumolem je mozna po
skonceni hlavniho kvaseni ¢i dokvaseni (v zavislosti na
narodni legislative), kdy je tato latka vnasena do piva for-
mou ethanolového roztoku ¢i uchycena na kiemeling. Tak-
to pfipravené pivo je mozné filtrovat klasickou kfemelino-
vou filtraci, av§ak nasledna stabilizace pomoci sorbentl
odstrafiujici z piva polyfenoly se z pochopitelnych diivodi
zasadn¢ nedoporucuje.

5. Zavér

Xanthohumol je prenylovany flavonoid chmele
s prokazateln¢ pozitivnimi G¢inky na lidské zdravi. Postu-
pem casu byla vypracovana celd fada metod, diky kterym
1ze tuto latku extrahovat z chmelovych hlavek. V soucasné
dobé je vyuzivana prevazné ethanolova extrakce X ze
zbytkli chmelového materidlu po odstranéni pryskyfic
oxidem uhli¢itym. Vysledny extrakt obsahuje velké mnoz-
stvi prenylovanych flavovoidi a je mozné jej dale purifi-
kovat, zejména pomoci pevnych sorbentii selektivnich pro
fenolové latky.

Obohacovani piva xanthohumolem narazi hned na
nekolik uskali, diky kterym je velké mnozstvi X béhem
vyrobniho procesu nendvratn€ ztraceno. V prvni fad€ se
jedna o nizkou rozpustnost této latky, dale pak o jeji ter-
molabilitu a v neposledni fad¢ fakt, ze ¢asto ulpiva na po-
vrchu kvasni¢nych bun¢k. Pro snizeni ¢i zamezeni téchto
ztrat bylo navrzeno nckolik modifikaci technologického
postupu, které byly v tomto ¢lanku ptedstaveny. Pro vyro-
bu piva se zvySenym obsahem X je nutné vyuziti chmele ¢i
chmelovych preparatd s co nejvyssim pomérem X : o-HK.
Jednou z moznosti je vyuziti zbytku chmelového materialu
po extrakci oxidem uhliitym, ktery je aplikovan 5 min
pfed koncem chmelovaru. Ztraty b&hem hlavniho kvaSeni
a dokvaseni mohou byt ¢astecné eliminovany nasazenim
kvasinek s €aste¢né zanesenym povrchem bud’ samotnym
xanthohumolem, ¢i hotkymi latkami. Fortifikaci je dopo-
rucovano provadét ve studeném useku vyroby, vétSinou po
skonéeni hlavniho kvasSeni ¢i dokvaseni. Takto pfipravené
pivo vSak nesmi byt filtrovano.
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L. Jelinek, M. Karabin, T. Kin¢l, T. Hudcova,
B. Kotlikova, and P. Dostalek (Department of Biotech-
nology, Institute of Chemical Technology, Prague): Xan-
thohumol: Possible Isolation and Beer Enrichment

Xanthohumol is the main prenylated flavonoid from
hop plants with proven positive effects on human health.
Currently, the only source of this substance in human diet
is beer, where the content of xanthohumol rarely exceeds
0.1 mg I"". The present article gives a comprehensive over-
view of current trends in the isolation of xanthohumol
from hop cones and of production of beer with an in-
creased content of this substance.



