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1 UVOD

Nespecifické spektrometrické stano-
veni jednotek horkosti (metoda EBC
9.8.) plné neodrazi skuteCny senzoricky
viem horkosti piva. LepSich vysledk( je
mozno dosahnout, jestlize je horkost
piva vyjadrena jako koncentrace pfitom-
nych iso-a-hofkych kyselin [1, 2].

Specifické stanoveni iso-a-hofkych
kyselin je bézné provadéno metodami
kapalinové chromatografie s UV detekci
pfi270nm (ECB7.8aEBC 7.4.2).Jedna
se vSak o slouceniny velice snadno pod-
Iéhajici oxidacni degradaci, ktera je ka-
talyzovana stopovymi mnozstvimi kovi
a dopadajicim svétlem. Proto je uspés-
nost stanoveni iso-a-horkych kyselin
ovlivnéna jiz pocateCni fazi izola¢niho
postupu. Klasicka extrakce kapalina-ka-
palina je vzhledem k uvedenym rizikiim
a zdlouhavosti postupu opousténa a na-
hrazovana Setrné&jSi extrakci na tuhé fazi
(technika SPE), kde zatim nejvétsi uplat-
néni nasly sorbenty s riznymi reverznimi
fazemi obvykle vazanymi na silikagel [3].
Pro jeSté u€innéjsi extrakci organickych
slou€enin se stale vice uplathuji sor-
benty na polymerni bazi. Pfi izolaci iso-
a-horkych kyselin byla pouzita faze s ob-
chodnim nazvem STRATA X [4].

2 METODIKA

2.1 Metoda HPLC

Analyza extrakt(l iso-a-horkych kyselin
z piva byla provedena metodou kapali-
nové chromatografie s UV detekci pfi vi-
nové délce 270 nm. Byl pouzit modularni
kapalinovy chromatograf TSP 1000 (USA)
vybaveny detektorem s diodovym polem.

Analyty byly separovany na chroma-
tografické koloné Nucleosil 100 C 18
Hop, 250 x 4 mm, zrnéni 5 um s pfed-
kolonkou Nucleosil 100-5 C 18 Hop
(Macherey Nagel). Jako mobilni faze
byla pouzita smés methanolu (Merck)
s vodou cistoty pro HPLC (Millipore)
a kyselinou fosfore¢nou p.a. (Lachema):
v:v:v/methanol:voda:kyselina fosforec-
na/640:345:14. K mobilni fazi byl pfidan
1 ml EDTA (c=0,1 mol.I'"), aby bylo za-
branéno pfipadnému katalytickému pu-
sobeni stopovych kovd.

Iso-a-hofké kyseliny byly eluovany
v isokratickém rezimu. Pokud mély byt
stanoveny soucasné i zbylé (neisomeri-
zované) o-horké kyseliny, nasledoval
k jejich eluci gradient s methanolem vy-

kazujicim silngjsi eluéni ucinky. Teplota
kolony byla udrzovana na 35 °C.

Pouzitd metoda spliuje pozadavky
klasické metody EBC 7.8.

2.2 Priprava vzorkt k analyze

Extrakce iso-o-hofkych kyselin na
rliznych koncentraénich urovnich z piva
byla provedena pomoci nové navrzené
SPE metody pracujici s polymernim sor-
bentem STRATA X (Phenomenex). U&in-
nost tohoto zplsobu extrakce iso-o-hof-
kych kyselin byla porovnana s vysledky
dosazenymi klasickym extrakénim po-
stupem v systému kapalina-kapalina na
stejnych pivech.

a) extrakéni postup kapalina-kapalina

20 ml dokonale odpénéného piva bylo
pipetovano do 100 ml Erlenmayerovy
banky se zabrusem obsahujici 30 ml he-
xanu (Merck), 1 ml kyseliny chlorovodi-
kové (c=0,6 mol.I'") (Lachema) a 8-9
kouskU tvrdého polyethylenu nebo skle-
nénych kuli¢ek zabranujicich vzniku
emulze. Uzaviené banky byly tfepany po
dobu 30 minut na orbitalni tfepacce
(Buhler KS 15 A) pfi optimalni rychlosti
250 kyvli za minutu. Po oddéleni fazi bylo
10 ml hexanové faze odpipetovano do
srdcovky a pfi 45 °C odpareno na rotaéni
vakuové odparce dosucha.

Odparek byl nasledné rozpusténv 1 mi
methanolu a 10 ul davkovano na kolonu.

b) extrakéni postup na polymernim sor-

bentu

Pro extrakci byl pouzit polymerni sor-
bent STRATA X 33 um 60 mg/3 ml.

Kolonka byla kondiciovana 1,5 ml
methanolu (Merck) a promyta 1,5 ml de-
ionizované vody. Pres takto pfipravenou
kolonku bylo pfesato 5 ml dokonale od-
pénéného piva. Kolonka byla promyta

1,5 ml roztoku 5 % methanolu v deioni-
zované vodé. Poté byla vysuSena ve va-
kuu (cca 30 s) a eluovana methanolem
(Merck) do vysledného objemu 1,5 ml.
10 pl eluatu bylo davkovano na kolonu.

2.3 Standardy a zptsob vyhodnoceni

Pro kalibraci iso-o-horkych kyselin byl
pouzit mezinarodni kalibracni standard
DCHA-Iso, ICS-11 s obsahem 64,5 % iso-
a-horkych kyselin. Do 100 ml odmérky
bylo navézeno pfesné kolem 20 mg
DCHA a doplnéno po rysku methanolem
(Merck) s 0,05% obsahem kyseliny fos-
fore¢né (85 % H;PO,, Lachema). Na ko-
lonu bylo davkovano 10 ul.

Pro kalibraci o-hofkych kyselin byl
pouzit mezinarodni kalibra¢ni standard
ICE2.

Vyhodnoceni bylo provedeno zmé-
fenim ploch pikl. Iso-a-hofké kyseliny
eluuji ve tfech zénach odpovidajicich
iso-n-humulonu, iso-co-humulonu a iso-
ad-humulonu. Iso-a-hofké kyseliny jsou
vyhodnocovany spole¢né po secteni
ploch pikd.

V pfipadé o-hotkych kyselin jsou vy-
hodnocovany samostatné dva piky odpo-
vidajici co-humulonu a n+ad-humulonu.

3 VYSLEDKY A DISKUSE

V ramci pofadani mezinarodni kru-
hové analyzy pro stanoveni iso-o-hof-
kych kyselin byly na dodand zahraniéni
piva aplikovany obé extrakéni metody.

Tab. 1 podava jednak srovnani obou
extrakénich postupd, jednak porovnani
ziskanych vysledkd s hodnotami mezi-
narodni kruhové analyzy.

Z tab. 1 je ziejmé, ze hodnoty kon-
centraci iso-a-horkych kyselin ziskané
extrakci na pevné fazi se méné odchy-
luji od redlného praméru. V pfipadé

Tab. 1 Porovnadni ziskanych vysledku stanoveni iso-a-hofkych kyselin metodou SPE a kla-

sickou extrakci na zakladé kruhového testu

Vzorek €. Klasicka Extrakce Primérny obsah | Smér. odchylka
extrakce SPE dosazeny dosazena
lig. - liq. v kruhovém testu |v kruhovém testu

[mg.I"]
1 23,74 26,71
1 25,49 27,16 268 2,52
2 5,96 7,03
2 5,09 7,44 & .77
3 34,02 38,62
2
3 35,92 39,12 366 320
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vzorku €. 3 byla stanovena hodnota
vy$Si, nez je mezinarodni primér. Tato
skute¢nost muize byt vysvétlena po-
mérné velkym rozptylem udavanych
hodnot jednotlivymi laboratofemi, nebot
postup zplsobu izolace iso-a-horkych
kyselin nebyl dosud sjednocen a ¢asto
jsou pouzivany riizné extrakéni techniky
v&etné techniky extrakce kapalina-ka-
palina.

Na rozdil od extrakce do kapalné faze,
kterd je zakonité zatizena chybami
(dlouhodobéjsi vliv rizikovych faktort
a zdlouhavost operace), coz vede k nizsi
vytéznosti a vétSimu rozptylu vysledkd,
sovou narocnost a mensi rozptyl vy-
sledku, nebot jsou zde analyty pfi ex-
trakci na pevné fazi vystaveny rizikovym
faktorim relativné kratkou dobu. Ur¢itou
nevyhodou jsou pozorované rozdily
v kvalité jednotlivych Sarzi SPE kolonek.
Proto v soucasné dobé pokracuje na
mezinarodni Urovni testovani nové me-
tody ohledné dosazené opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti v zavislosti na
pouzitych Sarzich extrakénich kolonek.
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Jurkova, M. — Kellner, V. — Culik, J. — Ho-
rak, T. — Cejka, P.: Rychla a Guéinna izolace
iso-o-hofkych kyselin z piva metodou SPE.
Kvasny Prum. 49, 2003. €. 9, s. 258-259.

Zatimco se pivovarska analyticka verej-
nost shodla na chromatografické metodé sta-
noveni iso-o-horkych kyselin v pivu (v mezi-
laboratornich  testech je doporucovana
metoda EBC 7.8), pro vlastni izolaci iso-o-
hofkych kyselin neexistuje zadné zavazné
ustanoveni a kazda laboratof provadi extrakci
téchto analytdl svou metodou. Vedle klasické
extrakce kapalina-kapalina se uplatiuji téz
jiné zpusoby izolace, zejména SPE.

Novy polymerni sorbent STRATA X, na
rozdil od dosud pouzivanych reverznich fazi

na bazi modifikovaného silikagelu, vynika vy-
sokou kapacitou a univerzalnosti pouziti. Je
vhodny pro sloueniny kyselé, basické i neu-
tralni. Pfiprava extraktd k analyze je velmi
rychla a jednoducha. Jako rozpoustédlo v pfi-
padé izolace iso-o.-horkych kyselin sta¢i voda
a methanol, pfipadné jejich smés.

Prace predklada pouzity postup izolace,
jako validaéni charakteristiky opakovatelnost
(variaéni koeficient 3,6 %) a vytéznost me-
tody (71 % pro mladé pivo).

Vypracovany extrakéni postup pro izolaci
iso-o-hotkych kyselin z piva bude pouzit
v mezindrodnim kruhovém testu pro stano-
veniiso-a-horkych kyselin v pivu, pofadaném
analytickou laboratofi VUPS Praha v ramci
sdruzeni MEBAK.

Jurkova, M. — Kellner, V. — Culik, J. — Ho-
rak, T. — Ce]ka, 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.

Jurkova, M. — Kellner, V. — Culik, J. — Ho-
rak, T. — Cejka, P.: Schnelle und wirkung-
svolle Isolierung der Iso — alfa Sduren vom
Bier durch SPE Methode. Kvasny Prum. 49,
2008. Nr. 9, S. 258-259.

Waéhrend der Iso—alpha Bittersdurenbe-
stimmung im Bier durch die chromatograp-
hische Methode ist die Bierfachéffentlichkeit
vereinbart worden (in den Zwischenlabor-
prifungen wird eine EBC Methode 7,8 emp-
fohlen), Gber die eigene Iso—alpha Isolierung
von bitteren S&uren gibt es kein verpflichten-

des Verfahren und jedes Labor Ubt eine ei-
gene Methode der Extraktion von diesen
Komponente aus. Neben der klassischen Ex-
traktion Flussigkeit — Fllissigkeit 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-
tdt und Universalbarkeit der Anwendungs-
barkeit ein neuer Polymersorbent STRATA
X geprégt. Seine Anwendung ist flr 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 Bittersauren langt
Wasser und Methanol bzw. ihre Vermischung
als ein Losungsmittel.

Der Artikel bringt das angewandte Isolie-
rungsverfahren bei, als validation Charakte-
ristik werden Reproduzierbarkeit (Variation-
skoeffizient 3,6 %) und Ausbeute der
Methode (71 % flres junges Bier) angefiihrt.
Das fur Iso—alpha Sé&ureisolierung vom Bier
verarbeitete Verfahren wird in einem interna-
tionalen Kreistest durch das Analytische La-
bor des Forschungsinstitutes fur Brauereien
und Mélzereien (VUPS Prag) im Rahmen der
Assoziation MEBAK angewandt.

FOpkosa, M. - Kennnep, B. - Yynuk, . - lopak, T.
- Yeiika, M.: BoicTpopeiicTylowee U addekTus-
HOe W30NMpoBaHWe M30-anbca KUCNOT B nuBe
metofoM SPE. Kvasny Prum. 49, 2003, Ho. 9, cTp.
258-259.

Mexpy TeM Kak crneunanucTbl COrnacosam
Xpomatorpaduyeckiii MeToA Ans ONPefeneHns 13o-
anbha KUCnoT B MuBE (AN MexnabopaTopHbIX
TECTOB pekoMeHpyetcs MeTog EBC 7.8), ans
COGCTBEHHOI M30MALMK M30-anbda ropbKux KUCIOT
He CyLLIeCTBYeT 0653aTeNbHOe MNOMOXKEHNE — Kaxaas
nabopaTopus MPOBOANT JKCTPArMpoBaHMe 3TUX aHa-
nMTOB COOCTBEHHBIM METOAOM. Pafom ¢ Knaccnyec-
KM 9KCTPArMpoBaHWEM KWUAKOCTb-KMAKOCTb Mpw-
MEHSIOTCA TaKkKe [Apyrve MeToAbl W30AMPOBaHMS,
nmeHHo SPE.

Hosblit  nonumepHbid copbeHT STRATA X, B
pasHu1LYy OT [0 CUX NOP MPUMEHSAEMbIX PEBEPCHUBHBIX
a3 Ha 6a3e MOAMMUUMPOBAHHOTO CUNMKarens,
OT/INYAETCS BbICOKOA EMKOCTBIO M YHUBEPCANbHBIMA
BO3MOXHOCTSIMM ucmonb3oBaHns. OH MOAXOAMT Ans
COEANHEHNIA KUCNOTHbIX, OCHOBHBIX W HEyTPanbHbIX.
[MoproToBKa 9KCTPAKTOB [ANs aHanuaa MpOXOAnUT
6biCTPO M npocTo. B KauecTse pacTsopuTens Ans
N30NMPOBaHKS M30-anbha KMCNoT XBaTUT BoAa M
METaHON, NN UX CMECh.

B paboTe npuBoauTCA UCMonb3yemas nocnenosa-
TENbHOCTb N30NMPOBaHMS 30-anba KMCMOoT. Xapak-
TEPUCTUKN [EICTBEHHOCTU cnepytowme: [loBTopu-
MOCTb  (BapuaumoHHbI  KoabuumMeHT 3,6 %) W
cTeneHb 13sneyenus (71 % Ans MONOAOrO N1Ba).

Paspa6oTaHHas nocneaosaTenbHOCTb JKCTpark-
POBaHMA NS M30NMMPOBaHUSA M30-anbda KUCnoT B
nuee OyeT 1CMoNb30BaHa B MEXAyHapoOfHOM TecTe
onpeaenexus u3o-anbda KUCNOT B MUBE, OPraHun3u-
pOBaHHOM aHanuTuyeckon nadopatopuert HUW no
nuBy 1 conody Mpara B pamkax MEBAK.

V ¢lanku autord Josef Krysl — Jifi Faméra ,Negativni vliv vzduchu jako hnaciho plynu na kvalitu ¢epovaného piva“
(Kvasny priimysl 7—8/2003) doslo v tabulce 2 na str. 186 u obsahu NO, ve vzduchu k uvedeni chybného rozméru ve-
li¢iny — misto g/m® ma byt spravné ug/ms3. Prosim ¢tenare, aby si tuto chybu opravili a jim i autorm se omlouvam.
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