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V ramci vyzkumného tkolu jsme byli v na3i labora-
tofi postaveni pfed problém analytického hodnoceni &ds-
tetn&, popf. zcela izomerovanych chmelovych extrakti.
Alkalickym, event. katalytickym plsobenim za tepla byla
pFipravena Fada &&sten& izomerovanych extraktd, pFi
jejichZ vyrob& se vychédzelo vétSsinou z b&iného chme-
lového extraktu standardniho typu. Tyto vzorky byly
potom porovndny s belgickym primyslovym preparatem
LIsopal®, vyrdbénym firmou PRB.

Pro na¥ ukol — kontrolu sloZeni pfipravenych, €astec-
né izomerovangch extraktfi, vyplynul poZadavek na me-
todu, kterd by umoznila stanovit izohumulony vedle do-
sud pFitomného, event. i znaén&jSitho mnoZstvi humu-
lontl, které z jakéhokoliv diivodu nedokonalé izomerace
jsou dosud obsaZeny v materidlu, Dalsi, tieti sloZkou,
ktera stoji v popFedi zdjmu pfFi analyze a hodnoceni
izoextraktli, jsou kyseliny humulinové, které néktefi
autofi povaZuji za ztrdatové sloZky, jini, se zfetelem na
jejich tdajn& nepFiznivé senzorické vlastnosti dokonce
za 3kodlivé. Z poslednich praci jsou to zejména Diffor
et al; [22], kte¥i se zabyvaji podrobn# vlastnostmi a pod-
minkami vzniku kyselin humulinovych. Konstatuji na
zdkladé ionexové chromatografie, Ze kyseliny humulino-
vé jsou pFitomny ve v3ech pivech, bez zfetele ma zpiisob
chmeleni. Autofi se domnivaji, e se tvofi vZdy, kdyZ
probihd izomerace humulonfi, bez zifetele na to, jde-li
0 pripravu izoextrakti v alkalickém prostfedi, plisobe-
rim katalyzdtori, nebo o b&%nou reakci v priib&hu chme-
lovaru v mirng& kyselém prostfedi vrouci ‘nfadiny. Na
zdkladé experimentdlnich dat uvAadé&ji, Ze kyseliny hu-
mulinové nepfispivaji nijak vyznamn& k hofkosti piva
a neovliviiuji megativné jeho koloidni stabilitu.

Shrneme-li strucné pF¥edchozi fakta a tvahy, je ziejmé,
Ze pro detailn®j5i posouzeni kvality a vydatnosti izo-
extraktu je nutno zvolit vhodnou metodu, kterd umoZni
stanovit alespoii zmin&né tfi sloZky (humulony, izohu-

mulony a kyseliny humulinové) vedle sebe. Takovych
metod, které spliiuji uvedeny poZadavek, je Fada, ovSem
ne v¥echny jsou pro nds dostupné se zietelem ma pied-
poklddané zafizeni, adsorbenty, ionexy a chemikélie a
také ne vSechny jsou zfejmé& (jak jsme se v nékterych
pfipadech ptesvédEili), dosti seribzni. Jen struéng, ze
znamé&j3ich metod jsou to — papirovda chromatografie
[25], chromatografie v tenké vrstvé [40, 41] a proti-
prouda analyza — CCD (42—45), pFifemZ posledn& jme-
novand CCD, je dnes uzndvéna vétSinou za metodu refe-
rendni, srovndvaci. Zmiiiujeme-li se -jiZ o této metodd
v této souvislosti, je tfeba pFipomenout, Ze jde o postup
¢asové velmi nédroc¢ny, vyZadujici ndkladné zatizeni, pfFi
znadné spotfeb# drahych, spektralné c&istych rozpousté-
del. Svého €asu byla d#8ldna dosti velkd reklama Verze-
leho chromatografii na prouZcich chromatografického
papiru [25] impregnovaného pufry v pofadi pH 3,0; 50;
6,8; 10,0 a 11,0. ProuZky papiru se po kondicionovani a
naneseni vzorku vyvijely v izooktanu. SloZky zachycené
v jednotlivych pufrovych z6nédch se detekuji pod UV-lam-
pou a po vyst¥iZeni a vymyti se stanovi kvantitativné
promé&fenim na spektrofotometru. Ve skutefnosti je tato
zdénlivé jednoduchd metoda zna®n& narofnd, zejména
ve stadiu p¥ipravy chromatografického papiru a tupravy
pufrovangych sektorli. Vysledky ziskané timto postupem
nevynikaji obvykle zvlast dobrou reprodukovatelnosti.
Krom& toho je problematické dé&leni izohumulonii a hu-
mulinov§ch Kyselin, které oboji zistavajf v z6n& pH 6,8.
RovndZ pracovnici Vyzkumné pivovarské stanice v Mni-
chové Kleber, Hartl a Hums [46—49] vyvinuli ngkolik
postupil, které umoZiinji stanoveni humulont a lupuloni,
popf. vedle izohumulonii sloupcovou nebo deskovou chro-
matografif. Prvnf z nich byla pFed &asem v ftistavu od-
zkou3ena [50] a bylo zji¥t¥no, Ze za uréitgch podminek
déava vcelku dobfe reprodukovatelné vysledky.

Béhem prdce na uvedeném v¢zkumném dkolu jsme
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m#li moZnost ov8Fit si n8kolik metod, které by pfFipadaly
v tvahu pro analytické sledovani a posouzeni féstetné
i zcela izomerovanych chmelovych extraktli. V pfehledu
je uveden strufny popis a zhodnoceni &tyf analytickych
metod, které se madm zddly pro hodnoceni izoextraktil
nejvice perspektivni.

Metoda Woodova-Lloydova-Whitearova [51]

Roztok izoextraktu v metanolu se zfPedi destilovanou
vodou (2:250). Metoda vychazf v podstaté z plivodni me-
tody Rigbyho-Bethuneovy [9] a je pouZitelna pouze pro
izoextrakty zcela izomerované, pouZivané pro studené
chmeleni, to znamend pro preparaty obsahujici praktic-
ky @&isté izohumulony, vedle zcela mepatrnych mnoZstvi
ostatnich pryskyfitnych komponent.

Metoda Musscheho-Franianova [52]

OdvéaZené mnoZstvi vzorku se rozpusti v metanolu a
alikvotni podil se smisi s 0,5 M fosfatovym pufrem
pH 7,45. Pro odstrangni vliva iontl Zeleza se pridava
malé mnoZstvi silngé kyselého katexu v siranové formeé.
Tato soustava se potom extrahuje izooktanem. Pro oddé-
leni fdzi se zpracovdvd spodni pufrovd vrstva podobné
jako v popsané metod#, tj. po okyseleni se extrahuje
izooktanem a po pFetfepani s kyselym metanolem se
promé¥i spektrofotometricky.

V popsané metod® Wooda et al., je izoextrakt roz-
pustén ve sm&si metanolu a vody. Po okyseleni se roz-
tok extrahuje izooktanem a tento izooktanovy roztok se
jest& dale prelisti kyselym metanolem. Tato posledni
operace viak t&¥ko mifiZe odstranit zbytky humuloni,
lupulonti, chlorofylu, pop¥. dalSich sloZek, které inter-
feruji pri méfenf extinkce v predepsané vinové délce.
V novém postupu proto navrhli Mussche a Franiau smi-
sit metanolov§ roztok izoextraktu s pufrem pH 7,45.
Tento roztok je potom etxrahovén izooktanem. Chlorofyl,
humulony a lupulony pFechézeji do organické faze a
pufrov§ podil, obsahujici jiZ znaén& pFeci$téné izohumu-
lony se po okyseleni zpracovdva v podstatd dale podle
metody Wooda et al. Postup je tedy pouZitelny pro sta-
noveni izohumulon@i v prepardtech obsahujicich popfi-
pad& i urdité mno¥stvi humulondi a lupulonii, event.
chlorofylu.

Grantova metoda postupné pufrové extrakce (Sequential
buffer extraction) [53]

Princip metody zdleZi v tom, Ze hofké latky z me-
tanolového roztoku extraktu se po okyseleni pfetFepou
do izooktanu a z takto ziskaného zékladniho izooktano-
vého roztoku pryskyfic se postupn®, pufry o zvySujicim
se pH, izoluji jednotlivé komponenty. Nejprve pufrem
pH 3,5 se vytfepou ze zékladnfho roztoku kyseliny hu-
mulinové. Z pufru se potom opé&t pretfepou do izookta-
nu a spektrofotometricky promé&fi pii 280 nm. Podobné
pufrem pH 7,6 se oddgli izohumulony, pufrem pH 10 hu-
mulony a ve zbytku po extrakci viemi pufry se stanovi
lupulony. Podle tdajii autorl byla G&innost separace za
danych podminek sledovdna deskovou chromatografif a
konstatovéno, e oddé&leni jmenovangch hlavnich kompo-
nent chmelovgch pryskyfic je velmi dobré. Frakce kyse-
iin humulinovych obsahuje Gdajng ,,...n&kolik podruz-
nych oxida®nich produktd, ale tak je tomu i tehdy, je-li
separovdna protiproudou extrakci nebo jinou piesnéjsi
separaéni technikou®.

V daném piipad® [(kontrola sloZeni izoextrakti) byly
vysledky ziskané timto pestupem pomérné dobfe repro-
dukovatelné a dobfe se shodovaly s hodnotami ziskany-
mi ionexovou chromatografil. Metoda je pomé&rng rychld
a celkem jednoduchd, oviem podstatnou jeji nevyhodou

je vysoka spotFeba drahého, spektralné Eistého izookta-
nu (asi 600 ml na jedno stanoveni u izomerovanych ex-
trakti).

Ionexova chromatografie [54]

Bylo pouZito Dowexu 1 X 4 (200/400 mesh], silné ba-
zického anexu s kvartérnimi aminoskupinami v Cl— for-
mé&. Ionex byl plnén do chromatografické kolony o prii-
méru 7 mm do vySe asi 10 cm a pieveden pfes OH~
formu do acetdtové formy. Po promyti sloupce 80% me-
tanolem se na kolonu nanese metanolovy roztok analy-
zovaného vzorku pryskyfic a jednotlivé frakce (lupu-
lony, humulony, kyseliny humulinové, izohumulony a hu-
lupony) se postupné vymyvaji kyselinou octovou, ros-
touci koncentrace v 80% metanolu. Vzhledem k tomu, Ze
ionex md velmi jemné zrn&ni, neprotékaji elucni rozto-
ky kolonou samospadem. Autofi doporucuji ptrivadét roz-
toky pod tlakem asi 0,05 MPa, &imZ se dosdhne pirede-
psaného priitoku kolonou 2 aZ 3 ml/min. Pokud neni
k dispozici ¥erpadlo osazené t&sn&nim z naprosto inert-
nfho materidlu, 1ze event. pouZit stlateného plynu z oce-
lové lahve, ktery se privadi nad kapalinu do hlavy kolo-
ny. Eludty ma v§toku z kolony byly jimany v automatic-
kém sbiradi frakci do zkumavek po 5 ml. Ziskané eluni
kfivky ukdazaly, Ze doporufené objemy promyvacich a
elutnich roztokd kyseliny octové vcelku vyhovuji, oviem
za predpokladu dodrZeni pfedepsanych parametrii kolo-
ny a jistych limitnich hodnot koncentraci jednotlivfch
pryskyFiénych komponent.

—_—

Obr. 1. Chromatogram pryskyriéného koncentrdtu

Pro ilustraci uvddime tabulku porovnani vysledkil io-
rnexové chromatografie standardniho extraktu, pokusné-
ho alkalického izomerdtu a priumyslové vyrdab&ného
izoextraktu (Isopal, PRB Belgie].

Standardni Pokusny I;O l{'];l
extrakt izomerat elgie)
Humlony 6,8 1,3 stopy
Kyseliny humulinové 0.3 0,5 0,7
Izohumulony 24 8,6 19,7
Hulupony 0,3 0,9 1,1

Porovname-li vysledky uvedené v tabulce, je zfejmé,
7e fn&inkem alkalického zisahu pfi izomeraci se zvyS3il
obsah kyselin humulinovych, z 0,3 na 0,5 %. U Isopalu
bylo nalezeno dokonce 0,7% kyselin humulinovych,
oviem je tFeba si uvddomit, Ze jde o znafn& zkoncentro-
vany prepardt, obsahujici témé&f 20 % izohumuloni.
Vztahneme-li potom obsah kyselin humulinovfch na
obsah izohumuloni, dostaneme u Isopalu asi 4% a u po-
kusného alkalického izomerdtu 5,5 0. PrestoZe rozdil
neni zna®ny, je obsah kyselin humulinovych u Isopalu
nizdi. Poloha kfivek kyselin humulinovych a izohumu-
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lonti na chromatogramech a kvalita jejich déleni na
sloupci byla ovéfena pouZitim standardli obou sloZek.

Z naSeho hlediska je snad zajimavé i porovndni vy-
sledki ziskanych u téhoZ vzorku pokusného alkalického
izomeratu Grantovou metodou a ionexovou chromato-

grafii.
Vysiedky podle Granta (metoda SBE):
RUMIAGnY i 1 F oo e ol e, G R e O
izohumulony SR Sl e DT st Sl
kyseliny humulinové . . . . . . . 10%

Z porovnéni obou metod vyplyvAd [podle o€ekéavani],
Ze hrub3i metoda Grantova dava v porovndmi s ionexo-
vou chromatografii vy35i vysledky u méné zastoupengch
sloZek (humulony, kyseliny humulinové), do jejichZ
frakei (pufry pH 3,5 a 10,0) pfechédzeji nepochybné& né-
které dalSi pryskyfitné komponenty, které vlastné Gran-
tovo schéma nerespektuje. Obsah izohumuloni podle
obou metod je téméF stejny a Fada vysledkli potvrdila,
#e pro tento GCel (analyza izoextraktii]) je Grantova me-
toda zcela postagujici.
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Kuobigek, ]. - Vantura, M.: Chmelova pryskyfice. II. P¥i-
spévek k analytice izomerovan§ch chmelovjch extraktii.
Kvas. prim. 24, 1978, €. 1, s. 3—8.

Alkalickym, event. Kkatalytickym piisobenim jsou
z chmelovfch pryskyfic pfipravovdny v posledni dobég
uZ i v priimyslovém m&fitku izomerované chmelové ex-
trakty, urfené pro tzv. ,studené chmeleni v poslednich
fazich (filtrace, std€eni) v§roby piva. Soudasné s tim
vyvstal problém spolehlivého analytického hodnocent
téchto prepardtl. Na vzorcich pokusnych alkalickych
izomerdtl (C4stetnd izomerace) a belgického preparatu
Isopal (PRB) byly ovéfeny &tyfi vybrané analytické me-
tedy. Jsou uvedeny pfednosti event. nedostatky jednot-
livgch metod, s pfihlédnutim k moZnostem jejich pouZiti
pro rizné druhy extrakti.

Kybuuek, . — Bawnuypa, M.: Cmoanl xmens. 2-as 4acTb.
K anaiuTHKE H30MEpPH30BAHHBLIX XMeNeBbIX IKCTPAKTOB.
Kaac. npym. 24, 1978, Ne 1, ctp. 3—6.

[TocpeacTBOM 1LEN0YHOrO WA KaTaJHTHYECKOTO METOIO0B
H3 XMeJeBbLIX CMOJ H3rOTOBJSIIOTCA B NOC/EIHEE BpeMs yike
B NPOMBIIIEHHOM MaciuiTale H3OMEepPH30BaHHBIE XMeJeBble
SKCTPAKTBl, TNpeAHa3Ha4YeHHblEe /1A HA3bIBAEMOTO XOJOM-
HOTO OXMeJNeHHs, T. €. OXMeJeHHs, HMelOllero MecTo
B ToCjenHHX (hasax nponecca nHBOBAapeHHs (NpH OHILTPA-
UMK HAH pa3auBke). B cBA3H ¢ STHM npHOGpeda akTyadb-
HOCTb Npo6/jeMa TOYHOrO AHAJHTHYECKOro ONpeae’]eHHs
KauecTB TAaKHX 3KCTPAaKTOB. ABTODH CPABHHBAJH YeThipe
PasHbLIX MeTO/d, NMoJAb3YACh 06paslaMH HEeCKOJbKHX I1es0u-
HbIX H30MEpaToB, NOJYYEHHBIX SKCIEPHMEHTAJbHO NyTeM
UaCTHYHOH H30MEPH3alUMH, a TakikKe OeJbrHACKHM npenapa-
tom HM3O0TTAJI. ABTOphl OUEHHBAIOT NpPEHMYLIECTBA M He-
JIOCTATKH OTAeJbHBIX METOJOB H HaMmeyaloT 06JacTH HX
TIPHMEHEeHHs ]S aHAJH3a JKCTPAKTOB.

Kubiek, ]. - Vanéura, M.: Hop Resins. Part II. Analytic
Methods Applicable to Isomerized Hop Extracts. Kvas.
priim., 24, 1978, No. 1, pp. 3—6.

New methods have recently been elaborated how —
by using alkaline or catalytic process — to prepare on
an industrial scale isomerized hop extracts from hop
resins. Such extracts are used for the so-called cold
hopping carried out in the finishing stages of the
brewing process, i. e. during filtering or racking ope-
rations. One of the outstanding problems is now the-
refore reliable analytic determination of the properties
of new extracts. The authors have compared four ana-
lytic methods using as samples a number of alkaline
isomerates (after partial isomerization) and a Belgian
preparation called Isopal. Advantages and disadvantages
of the methods in question are evaluated and kinds of
extracts indicated, to the analyses of which individual
methods can be applied.



KVASNY PRUMYSL
rod. 24/1978 — @&islo 1

Kubitek, ]. - Vantura, M.: Hopfenharze II. Beitrag zur
Analytik der isomerisierten Hopfenextrakte. Kvas. priim.
24, 1978, No. 1, S. 3—6.

Durch alkalische, bzw. katalytische Wirkung werden
aus Hopfenharzen — mneuerdings bereits industriell —
Gie isomerisierten Hopfenextrakte erzeugt, die zu der
sog. ,Kalthopfung” in den letzten Phasen der Bierher-
stellung (Filtration, Abfiillung) bestimmt sind. Zugleich

ist auch die verldBlichs analytische Beurteilung dieser
Prdparate zu einem aktuellen Problem geworden. Es
wurden vier ausgewihlte analytische Methoden erprobt,
und zwar auf Proben von alkalischen Versuchsisomera-
ten (Teilsisomerisierung) und dem belgischen Prédparat
Isopal (PRB). Es werden die Vorziige, bzw. Nachteile der
einzelnen gepriiften Methoden vom Standpunkt der Mog-
lichkeit ihrer Anwendung fiir verschiedene Extraktarten

angefliihrt.




