
1 ÚVOD

Nespecifické spektrometrické stano-
vení jednotek hořkosti (metoda EBC
9.8.) plně neodráží skutečný senzorický
vjem hořkosti piva. Lepších výsledků je
možno dosáhnout, jestliže je hořkost
piva vyjádřena jako koncentrace přítom-
ných iso-α-hořkých kyselin [1, 2].

Specifické stanovení iso-α-hořkých
kyselin je běžně prováděno metodami
kapalinové chromatografie s UV detekcí
při 270 nm (ECB 7.8 a EBC 7.4.2).Jedná
se však o sloučeniny velice snadno pod-
léhající oxidační degradaci, která je ka-
talyzována stopovými množstvími kovů
a dopadajícím světlem. Proto je úspěš-
nost stanovení iso-α-hořkých kyselin
ovlivněna již počáteční fází izolačního
postupu. Klasická extrakce kapalina-ka-
palina je vzhledem k uvedeným rizikům
a zdlouhavosti postupu opouštěna a na-
hrazována šetrnější extrakcí na tuhé fázi
(technika SPE), kde zatím největší uplat-
nění našly sorbenty s různými reverzními
fázemi obvykle vázanými na silikagel [3].
Pro ještě účinnější extrakci organických
sloučenin se stále více uplatňují sor-
benty na polymerní bázi. Při izolaci iso-
α-hořkých kyselin byla použita fáze s ob-
chodním názvem STRATA X [4].

2 METODIKA

2.1 Metoda HPLC
Analýza extraktů iso-α-hořkých kyselin

z piva byla provedena metodou kapali-
nové chromatografie s UV detekcí při vl-
nové délce 270 nm. Byl použit modulární
kapalinový chromatograf TSP 1000 (USA)
vybavený detektorem s diodovým polem.

Analyty byly separovány na chroma-
tografické koloně Nucleosil 100 C 18
Hop, 250 x 4 mm, zrnění 5 µm s před-
kolonkou Nucleosil 100-5 C 18 Hop
(Macherey Nagel). Jako mobilní fáze
byla použita směs methanolu (Merck)
s vodou čistoty pro HPLC (Millipore)
a kyselinou fosforečnou p.a. (Lachema):
v:v:v/methanol:voda:kyselina fosforeč-
ná/640:345:14. K mobilní fázi byl přidán
1 ml EDTA (c=0,1 mol.l-1), aby bylo za-
bráněno případnému katalytickému pů-
sobení stopových kovů.

Iso-α-hořké kyseliny byly eluovány
v isokratickém režimu. Pokud měly být
stanoveny současně i zbylé (neisomeri-
zované) α-hořké kyseliny, následoval
k jejich eluci gradient s methanolem vy-

kazujícím silnější eluční účinky. Teplota
kolony byla udržována na 35 °C.

Použitá metoda splňuje požadavky
klasické metody EBC 7.8.

2.2 Příprava vzorků k analýze
Extrakce iso-α-hořkých kyselin na

různých koncentračních úrovních z piva
byla provedena pomocí nově navržené
SPE metody pracující s polymerním sor-
bentem STRATA X (Phenomenex).Účin-
nost tohoto způsobu extrakce iso-α-hoř-
kých kyselin byla porovnána s výsledky
dosaženými klasickým extrakčním po-
stupem v systému kapalina-kapalina na
stejných pivech.

a) extrakční postup kapalina-kapalina
20 ml dokonale odpěněného piva bylo

pipetováno do 100 ml Erlenmayerovy
baňky se zábrusem obsahující 30 ml he-
xanu (Merck), 1 ml kyseliny chlorovodí-
kové (c=0,6 mol.l-1) (Lachema) a 8–9
kousků tvrdého polyethylenu nebo skle-
něných kuliček zabraňujících vzniku
emulze.Uzavřené baňky byly třepány po
dobu 30 minut na orbitální třepačce
(Bühler KS 15 A) při optimální rychlosti
250 kyvů za minutu.Po oddělení fází bylo
10 ml hexanové fáze odpipetováno do
srdcovky a při 45 °C odpařeno na rotační
vakuové odparce dosucha.

Odparek byl následně rozpuštěn v 1 ml
methanolu a 10 µl dávkováno na kolonu.

b) extrakční postup na polymerním sor-
bentu
Pro extrakci byl použit polymerní sor-

bent STRATA X 33 µm 60 mg/3 ml.
Kolonka byla kondiciována 1,5 ml

methanolu (Merck) a promyta 1,5 ml de-
ionizované vody. Přes takto připravenou
kolonku bylo přesáto 5 ml dokonale od-
pěněného piva. Kolonka byla promyta

1,5 ml roztoku 5 % methanolu v deioni-
zované vodě. Poté byla vysušena ve va-
kuu (cca 30 s) a eluována methanolem
(Merck) do výsledného objemu 1,5 ml.
10 µl eluátu bylo dávkováno na kolonu.

2.3 Standardy a způsob vyhodnocení
Pro kalibraci iso-α-hořkých kyselin byl

použit mezinárodní kalibrační standard
DCHA-Iso, ICS-I1 s obsahem 64,5 % iso-
α-hořkých kyselin. Do 100 ml odměrky
bylo naváženo přesně kolem 20 mg
DCHA a doplněno po rysku methanolem
(Merck) s 0,05% obsahem kyseliny fos-
forečné (85 % H3PO4, Lachema). Na ko-
lonu bylo dávkováno 10 µl.

Pro kalibraci α-hořkých kyselin byl
použit mezinárodní kalibrační standard
ICE2.

Vyhodnocení bylo provedeno změ-
řením ploch píků. Iso-α-hořké kyseliny
eluují ve třech zónách odpovídajících
iso-n-humulonu, iso-co-humulonu a iso-
ad-humulonu. Iso-α-hořké kyseliny jsou
vyhodnocovány společně po sečtení
ploch píků.

V případě α-hořkých kyselin jsou vy-
hodnocovány samostatně dva píky odpo-
vídající co-humulonu a n+ad-humulonu.

3 VÝSLEDKY A DISKUSE

V rámci pořádání mezinárodní kru-
hové analýzy pro stanovení iso-α-hoř-
kých kyselin byly na dodaná zahraniční
piva aplikovány obě extrakční metody.

Tab. 1 podává jednak srovnání obou
extrakčních postupů, jednak porovnání
získaných výsledků s hodnotami mezi-
národní kruhové analýzy.

Z tab. 1 je zřejmé, že hodnoty kon-
centrací iso-α-hořkých kyselin získané
extrakcí na pevné fázi se méně odchy-
lují od reálného průměru. V případě
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Tab. 1 Porovnání získaných výsledků stanovení iso-α-hořkých kyselin metodou SPE a kla-
sickou extrakcí na základě kruhového testu

Vzorek č. Klasická Extrakce Průměrný obsah Směr. odchylka
extrakce SPE dosažený dosažená
liq. – liq. v kruhovém testu v kruhovém testu

[mg.l-1]
1 23,74 26,71

26,8 2,52
1 25,49 27,16
2 5,96 7,03

7,7 1,77
2 5,09 7,44
3 34,02 38,62

36,6 3,20
3 35,92 39,12
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vzorku č. 3 byla stanovena hodnota
vyšší, než je mezinárodní průměr. Tato
skutečnost může být vysvětlena po-
měrně velkým rozptylem udávaných
hodnot jednotlivými laboratořemi, neboť
postup způsobu izolace iso-α-hořkých
kyselin nebyl dosud sjednocen a často
jsou používány různé extrakční techniky
včetně techniky extrakce kapalina-ka-
palina.

Na rozdíl od extrakce do kapalné fáze,
která je zákonitě zatížena chybami
(dlouhodobější vliv rizikových faktorů
a zdlouhavost operace), což vede k nižší
výtěžnosti a většímu rozptylu výsledků,
vykazuje extrakce na pevné fázi nižší ča-
sovou náročnost a menší rozptyl vý-
sledků, neboť jsou zde analyty při ex-
trakci na pevné fázi vystaveny rizikovým
faktorům relativně krátkou dobu. Určitou
nevýhodou jsou pozorované rozdíly
v kvalitě jednotlivých šarží SPE kolonek.
Proto v současné době pokračuje na
mezinárodní úrovni testování nové me-
tody ohledně dosažené opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti v závislosti na
použitých šaržích extrakčních kolonek.
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Zatímco se pivovarská analytická veřej-
nost shodla na chromatografické metodě sta-
novení iso-α-hořkých kyselin v pivu (v mezi-
laboratorních testech je doporučována
metoda EBC 7.8), pro vlastní izolaci iso-α-
hořkých kyselin neexistuje žádné závazné
ustanovení a každá laboratoř provádí extrakci
těchto analytů svou metodou. Vedle klasické
extrakce kapalina-kapalina se uplatňují též
jiné způsoby izolace, zejména SPE.

Nový polymerní sorbent STRATA X, na
rozdíl od dosud používaných reverzních fází

na bázi modifikovaného silikagelu, vyniká vy-
sokou kapacitou a univerzálností použití. Je
vhodný pro sloučeniny kyselé, basické i neu-
trální. Příprava extraktů k analýze je velmi
rychlá a jednoduchá. Jako rozpouštědlo v pří-
padě izolace iso-α-hořkých kyselin stačí voda
a methanol, případně jejich směs.

Práce předkládá použitý postup izolace,
jako validační charakteristiky opakovatelnost
(variační koeficient 3,6 %) a výtěžnost me-
tody (71 % pro mladé pivo).

Vypracovaný extrakční postup pro izolaci
iso-α-hořkých kyselin z piva bude použit
v mezinárodním kruhovém testu pro stano-
vení iso-α-hořkých kyselin v pivu, pořádaném
analytickou laboratoří VÚPS Praha v rámci
sdružení MEBAK.

Jurková, M. – Kellner, V. – Čulík, J. – Ho-
rák, T. – Čejka, P.: Effective and easy iso-
lation of iso-alpha acids from beer by SPE
method. Kvasny Prum. 49, 2003. No. 9. p.
258–259.

While the analytical public agreed on the
chromatographic method for determination of
iso-alpha acids in beer (the EBC 7.8. method
is used in international trials) there is no ob-
ligatory method for extraction these com-
pounds and every laboratory uses its own
procedure.

Beside the classical liquid-liquid extraction
many different ways are used to isolate tar-
get compounds, especially the SPE.

Unlike the reverse phases used based on
modified silicagel, a new polymeric sorbent
STRATA X exceeds by higher capacity and
versatility has been tried. It is applicable to
a wide spectrum of compounds: acidic, basic
and neutral. The preparing of the samples to
analyse is very quick and easy. In case of iso-
lation of iso-alpha acids are sufficient solvents
methanol, water and their mixtures.

This paper brings a method of isolation of
iso-alpha acids from beer. Recovery (71 % for
young beer) and reproducibility (3,6 %) are
validation characteristics in this procedure.
This elaborated technique for extraction of
iso-alpha acids from beer will be used by in-
ternational trial analysis organized by the
analytical laboratory of the Research Institute
of Brewing and Malting in Prague for mem-
bers of associations EBC and MEBAK.

Jurková, M. – Kellner, V. – Čulík, J. – Ho-
rák, T. – Čejka, P.: Schnelle und wirkung-
svolle Isolierung der Iso – alfa Säuren vom
Bier durch SPE Methode. Kvasny Prum. 49,
2003. Nr. 9, S. 258–259.

Während der Iso–alpha Bittersäurenbe-
stimmung im Bier durch die chromatograp-
hische Methode ist die Bierfachöffentlichkeit
vereinbart worden (in den Zwischenlabor-
prüfungen wird eine EBC Methode 7,8 emp-
fohlen), über die eigene Iso–alpha Isolierung
von bitteren Säuren gibt es kein verpflichten-

des Verfahren und jedes Labor übt eine ei-
gene Methode der Extraktion von diesen
Komponente aus. Neben der klassischen Ex-
traktion Flüssigkeit – Flüssigkeit werden auch
andere Methoden der Isolierung, insbeson-
dere SPE Methode, eingesetzt.

Zum Unterschied von bisher angewandten
reversen Phasen auf Basis eines modifizier-
ten Silikagels wird durch eine hohe Kapazi-
tät und Universalbarkeit der Anwendungs-
barkeit ein neuer Polymersorbent STRATA
X geprägt. Seine Anwendung ist für sauere,
alkalische und neutrale Verbindungen geeig-
net. Die Vorbereitung von Extrakten zur Ana-
lyse ist sehr schnell und einfach. Im Falle der
Isolierung von Iso–alpha Bittersäuren langt
Wasser und Methanol bzw. ihre Vermischung
als ein Lösungsmittel.

Der Artikel bringt das angewandte Isolie-
rungsverfahren bei, als validation Charakte-
ristik werden Reproduzierbarkeit (Variation-
skoeffizient 3,6 %) und Ausbeute der
Methode (71 % füres junges Bier) angeführt.
Das für Iso–alpha Säureisolierung vom Bier
verarbeitete Verfahren wird in einem interna-
tionalen Kreistest durch das Analytische La-
bor des Forschungsinstitutes für Brauereien
und Mälzereien (VUPS Prag) im Rahmen der
Assoziation MEBAK angewandt.
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åÂÊ‰Û ÚÂÏ Í‡Í ÒÔÂˆË‡ÎËÒÚ˚ ÒÓ„Î‡ÒÓ‚‡ÎË
ıÓÏ‡ÚÓ„‡ÙË˜ÂÒÍËÈ ÏÂÚÓ‰ ‰Îfl ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ËÁÓ-
‡Î¸Ù‡ ÍËÒÎÓÚ ‚ ÔË‚Â (‰Îfl ÏÂÊÎ‡·Ó‡ÚÓÌ˚ı
ÚÂÒÚÓ‚ ÂÍÓÏÂÌ‰ÛÂÚÒfl ÏÂÚÓ‰ ÖÇë 7.8), ‰Îfl
ÒÓ·ÒÚ‚ÂÌÌÓÈ ËÁÓÎflˆËË ËÁÓ-‡Î¸Ù‡ „Ó¸ÍËı ÍËÒÎÓÚ
ÌÂ ÒÛ˘ÂÒÚ‚ÛÂÚ Ó·flÁ‡ÚÂÎ¸ÌÓÂ ÔÓÎÓÊÂÌËÂ – Í‡Ê‰‡fl
Î‡·Ó‡ÚÓËfl ÔÓ‚Ó‰ËÚ ˝ÍÒÚ‡„ËÓ‚‡ÌËÂ ˝ÚËı ‡Ì‡-
ÎËÚÓ‚ ÒÓ·ÒÚ‚ÂÌÌ˚Ï ÏÂÚÓ‰ÓÏ. êfl‰ÓÏ Ò ÍÎ‡ÒÒË˜ÂÒ-
ÍËÏ ˝ÍÒÚ‡„ËÓ‚‡ÌËÂÏ ÊË‰ÍÓÒÚ¸-ÊË‰ÍÓÒÚ¸ ÔË-
ÏÂÌfl˛ÚÒfl Ú‡ÍÊÂ ‰Û„ËÂ ÏÂÚÓ‰˚ ËÁÓÎËÓ‚‡ÌËfl,
ËÏÂÌÌÓ SPE.

çÓ‚˚È ÔÓÎËÏÂÌ˚È ÒÓ·ÂÌÚ STRATA X, ‚
‡ÁÌËˆÛ ÓÚ ‰Ó ÒËı ÔÓ ÔËÏÂÌflÂÏ˚ı Â‚ÂÒË‚Ì˚ı
Ù‡Á Ì‡ ·‡ÁÂ ÏÓ‰ËÙËˆËÓ‚‡ÌÌÓ„Ó ÒËÎËÍ‡„ÂÎfl,
ÓÚÎË˜‡ÂÚÒfl ‚˚ÒÓÍÓÈ ÂÏÍÓÒÚ¸˛ Ë ÛÌË‚ÂÒ‡Î¸Ì˚ÏË
‚ÓÁÏÓÊÌÓÒÚflÏË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËfl. éÌ ÔÓ‰ıÓ‰ËÚ ‰Îfl
ÒÓÂ‰ËÌÂÌËÈ ÍËÒÎÓÚÌ˚ı, ÓÒÌÓ‚Ì˚ı Ë ÌÂÛÚ‡Î¸Ì˚ı.
èÓ‰„ÓÚÓ‚Í‡ ˝ÍÒÚ‡ÍÚÓ‚ ‰Îfl ‡Ì‡ÎËÁ‡ ÔÓıÓ‰ËÚ
·˚ÒÚÓ Ë ÔÓÒÚÓ. Ç Í‡˜ÂÒÚ‚Â ‡ÒÚ‚ÓËÚÂÎfl ‰Îfl
ËÁÓÎËÓ‚‡ÌËfl ËÁÓ-‡Î¸Ù‡ ÍËÒÎÓÚ ı‚‡ÚËÚ ‚Ó‰‡ Ë
ÏÂÚ‡ÌÓÎ, ËÎË Ëı ÒÏÂÒ¸.

Ç ‡·ÓÚÂ ÔË‚Ó‰ËÚÒfl ËÒÔÓÎ¸ÁÛÂÏ‡fl ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡-
ÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸ ËÁÓÎËÓ‚‡ÌËfl ËÁÓ-‡Î¸Ù‡ ÍËÒÎÓÚ. ï‡‡Í-
ÚÂËÒÚËÍË ‰ÂÈÒÚ‚ÂÌÌÓÒÚË ÒÎÂ‰Û˛˘ËÂ: èÓ‚ÚÓË-
ÏÓÒÚ¸ (‚‡Ë‡ˆËÓÌÌ˚È ÍÓ˝ÙÙËˆËÂÌÚ 3,6 %) Ë
ÒÚÂÔÂÌ¸ ËÁ‚ÎÂ˜ÂÌËfl (71 % ‰Îfl ÏÓÎÓ‰Ó„Ó ÔË‚‡).

ê‡Á‡·ÓÚ‡ÌÌ‡fl ÔÓÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÌÓÒÚ¸ ˝ÍÒÚ‡„Ë-
Ó‚‡ÌËfl ‰Îfl ËÁÓÎËÓ‚‡ÌËfl ËÁÓ-‡Î¸Ù‡ ÍËÒÎÓÚ ‚
ÔË‚Â ·Û‰ÂÚ ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡Ì‡ ‚ ÏÂÊ‰ÛÌ‡Ó‰ÌÓÏ ÚÂÒÚÂ
ÓÔÂ‰ÂÎÂÌËfl ËÁÓ-‡Î¸Ù‡ ÍËÒÎÓÚ ‚ ÔË‚Â, Ó„‡ÌËÁË-
Ó‚‡ÌÌÓÏ ‡Ì‡ÎËÚË˜ÂÒÍÓÈ Î‡·Ó‡ÚÓËÂÈ çàà ÔÓ
ÔË‚Û Ë ÒÓÎÓ‰Û è‡„‡ ‚ ‡ÏÍ‡ı åÖÇÄä.

V článku autorů Josef Krýsl – Jiří Faměra „Negativní vliv vzduchu jako hnacího plynu na kvalitu čepovaného piva“
(Kvasný průmysl 7–8/2003) došlo v tabulce 2 na str. 186 u obsahu NOx ve vzduchu k uvedení chybného rozměru ve-
ličiny – místo g/m3 má být správně µg/m3. Prosím čtenáře, aby si tuto chybu opravili a jim i autorům se omlouvám.

František Frantík, šéfredaktor
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