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Vyznam chmelové tfisloviny a nova modifikace
kolorimetrického stanoveni
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JIRI SOUDEK, Ceskoslovenskd akademie zem&délskych véd, Vyzkumny tUstav chmelafsky, Zatec

Uloha tfislovin v pivovarstvi neni dosud zcela
objasnéna. Nazory na jejich uplatnéni se znacCné
ménily. VétSina starSich autort [1, 19, 20] povazuje
ttisloviny za slozky, kieré se nepiiznivé -uplatiuji
pii vytvafeni chuti a barvy piva nebo pfi tvorbé
komplex s ostainimi extraktivnimi slozkami mla-
diny. Vysledky novéjsich praci [15] v8ak ukazaly,
7e vliv tiislovin, zejména chmelové tiisloviny aZ
do uréité optimalni koncentrace v roztoku, lze
pravé s ohledem na zminéné faktory pokladat za
velmi piiznivy.

K feSeni spornych a ¢asto vyrobné velmi dilezi-
tych otédzek o tucinku tfislovin v pivovarském vy-
robnim procesu chybéji dosud zdkladni nutné zna-
losti o molekularni struktufe téchto latek. Trislo-
viny patti k nejméné prozkoumanym skupinam
organickych sloutenin, které se vesmés definuji
pouze podle svych specifickych skupinovych re-
akci. Podle zakladniho rozdéleni Freudenbergova
[4] se tFisloviny rozdéluji do dvou skupin:

1. tiisloviny gallové,

2. trisloviny katechové.

V pivovarstvi se setkavame se zastupci obou sku-
pin. Trisloviny sladové (je¢né) patii k typu gallo-
vému, tfisloviny chmelové k typu katechovému.

Kromé v pivovarstvi, ma chmelova tfislovina vy-
znam jako jeden z ukazatell jakosti pii ocefiovani
chmele. Bylo prokazano [10], Ze je v tésném gene-
tickém vztahu k ostatnim &innym sloZkam chme-
le, zvlaité k hoikym latkdm, s nimiZ ve zralé
hldvce vytvafi provenienéné charakteristicky po-
mer.

Nedavné prace [5, 11] na tomto tUseku chemie
chmele pfinesly nové poznatky o slozeni chmelové
tfisloviny. Rozttepavanim a rozdélovaci chromato-
grafii byla z chmelové tiisloviny isolovana fada
slouéenin typu flavonového a leukoanthocyanového,
jichz strukturalni podoba sikatechiny zpusobuje
analogii fysikalné-chemickych a chemickych vlast-
nost{ a vedla pravdépodobné k dosavadnimu zafa-
zeni chmelové tiisloviny, Od rozfeSeni struktury
chmelové tiisloviny ofekdvame prévem obdobnou
kvalitativni sloZitost, jaka byla nalezena u hofkych
latek chmelovych [21]. MnoZstvi chmelovych tiis-
lovin, které ve chmelech nalezli razni autofi [13,
17, 18] kolisa od 1 % do 8 %. Tyto zna¢né rozdily
zplisobuje rozdilny pidvod zkouSenych chmeld a
také to, Ze nékterymi metodami se stanovi pouze
nezménénda puvodni tfislovina a nékterymi opét
tfislovina spolu se svym kondensatnim produktem
flobafenem, ktery ma obdobné chemické reakce.
Prokézany vyznam chmelové tfisloviny jako kriteria
jakosti a jake vyrobné dileZitého faktoru si vy-
74dal umérnd zvyienou pozornost analytikd. Pro
posuzovani jakosti chmelti a pro jejich ocenéni
pivovarsko-technologické dostacuje sumdrni -stano-
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veni chmelovych tislovin a jejich oxydaénich a
kondensa¢nich produkti na zédkladé nékteré ze sku-
pinovych reakci.

Pokusna ¢ast

Kvantitativni- stanoveni chmelovych tiislovin, pro
néz byla vypracovana celd fada metod [2, 3, 6, 7,
8, 12, 16], jsou zaloZena pievainé:

1. na oxydacéni schopnosti chmelové tfisloviny,

2. na schopnosti chmelové tiisloviny sraZzet se

z roztokl piliscbenim alkaloidi a bilkovin,

3. na barevnych reakcich chmeloveé tiisloviny se

solemi Zelezitymi.

Po predbéiném piezkouSeni viech znamych zpu-
sobti jsme srovnali a zhodnotili étyfi zdkladni me-
tody:

1. Vazkovou metodu Chapmannovu [2], pii niz se
stanovi veSkeré tiisloviny (véetné flobafent)
srdzenim siranem cinchoninu.

2. Hartongovu modifikaci ptivodni metody Lo-
wenthalovy [6], pii niZ se stanovi mnoZstvi
volné chmelové ttisloviny v roztoku pied a po
vytfepani kaseinem.

3. Stddnikovu [16] metodu titragni, kterd stanovi
volné chmelové tfisloviny z rozdilu spotieby
jodového roztoku pii titraci vodného extraktu
tiisloviny pfed a po vytfepani hydroxydem
zelezitym. N

* 4. De Clerck - Descampsovu . Vandermeerschovu
[3] metodu kolorimetrickou.

Stanoveni byla provedena u vzorkd chmelil rizné
provenience, 7

Stanoveni chmelové ifisloviny

! MnoZstvi chmelové tiisloviny v %
Oznateni stanovené metodou podle
chmele:
7 Chapmanna | Hartonga Stadnika |De Clercka
Zatec I 7 3,7 =3 1,6 4,0
Zatec II | . 37 1,55 1,5 3,8
Usték 2.7 i1 1,2 28
Trsice 26 1,1 1,2 2,4
Roudnice 3.3 14 14 3.4
Anglie 1,2 0,5 0,6 113
Alsasko ! 2,0 0,9 09 2,2
Holledavsko 24 1,1 1,1 2.5
Tettnang 2,4 1,1 0,9 23
Hersbruck 2,9 1,2 1,1 29
Poppering 1,4 0,6 0,6 1,4
Amerika I 2,4 1,1 1,1 2,5
Amerika II 2,4 1,1 1,1 2,6
Tabulka 1

Chapmannovou a De Clerckovou metodou se doslo
ke shodnym ¢isléim, kterd podavaji obraz o veske-
rém mnozstvi chmelové tfisloviny v roztoku. Me-

" .todou Hartongovou a Stadnikovou byly nalezeny
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hodnoty mnohem niZzsi. Metody jsou zaloZeny na
vypoctu mmnozstvi chmelové tfisloviny z rozdilu
spotfeby oxydaéniho ¢€inidla pfed a po vysrdZeni
chmelové tfisloviny z vyluhu (kaseinem nebo hyd-
roxydem Zelezitym). Pfedpoklddame, Ze obé tyto
latky maji specificky u¢inek pouze na volnou tfis-
lovinu chmelovou, 1. j. na tfislovinu v neoxydované
formeé. Stadnikovou metodou jsme stanovili tiislo-
vinu v cerstvém chmelu Zateckém, roudnickém a
uiiéckém béhem zrani hlavek [14] zjistili jsme pri-
mérmé 3 % tfisloviny v ¢&erstvém zralém chmelu.
Piesto, Ze je to méné, nez bylo nalezeno pfi ob-
dobném pokusu podle metody De Clerckovy [10],
je to podstatné vys3i mnozstvi nez jaké bylo na-
lezeno u chmeld téZe provenience po nékolikamé-
si¢nim uskladnéni,

Po zkuSenostech s technikou jednotlivych metod
se nam pro stanoveni veskerych tfislovin jevila
jako nejvhodnéjii metoda De Clerckova. Jeji jed-
noduchost umoziuje seriovou analysu s vyhovujici
piesnosti a reprodukovatelnosti. Hodnota veskerych
tiselnych latek (véetné flobafent) také lépe vy-
jadfuje ofekavané reakce chmele neZ pouhé sta-
noveni volné chmelové tiisloviny. Tato metoda byla
proto zafazena do JAM [9]. Chapmannova metoda,
ktera poskytuje shodné vysledky, je zdlouhava a
tézkopadnd a vyZaduje znac¢nou zku3enost ana-
lytickou. Vyhodu pfi stanoveni volné chmelové
tfisloviny méd metoda Stddnikova, jejiz piesné
znatelny bod ekvivalence umoziiuje dokonalou re-
produkovatelnost, zatim co barevny pfechod u ob-
dobné metody Hartongovy probihda v pomérné 3i-
rokém rozmezi a vyzaduje zkuSeného analytika.

Kolorimetrickd metoda De Clerckova klade pfi
seriové praci znaéné naroky na zrakovy vjem ana-
lytika a hledal se proto zplsob, ktery by nahradil
subjektivni posuzovani. Pro kolorimetrické stano-
veni koncentrace tfiselnych extraktt byl vypraco-
van vhodny postup a na zédkladé faktory tfiselného
extraktu sestaven vzorec pro zjisténi procenta
veSkerych tfiselnych sloucenin v roztoku.

Princip De Clerckovy metody je zaloZzen na meé-
feni intensity zbarveni taninu a chmelové tiisloviny
s choridem Zzelezitym v alkalickém prostfedi pti
pH 10. Pro objektivni stanovieni chmelové tiisloviny
bylo nutno znat tyto pfedpoklady:

I. Vodny roztok taninu poskytuje s chloridem
zelezitym pfi pH 10 2,4krdt intensivnéjsi zabar-
veni nez roztok chmelové tiisloviny stejné kon-
centrace (10 mg% taninu poskytne stejné zabar-
veni jako 24 mg% chmelové tfisloviny).

o

Pro méfeni bylo moZno pouzit vztahf, platnych
pro absolutni kolorimetrii (t. j. kolorimetrii bez
srovnavacich roztoki).

A —
m(‘xt = -——T = a C
kde:
Mgy — modul extinkce
A — extinkce

d — tloustka méfené vrstvy
a — extinkéni koeficient
¢ — koncentrace

Pii tloudfce vrstvy barevného rtoztoku 1 cm je
A = mgy; z toho:

Ci :m = 3 : m»

C| Ca
Iy my

Stanovime-li konstantu K srovnavaciho roztoku,
lze vypocitat koncentraci zkouseného roztoku ze
vztahu:

€= my . K

3]

Kalibracni kfivka zéavislosti extinkce na koncen-
iraci v rozsahuy od 25—150 mg/l (obr. 1) ma
charakter piimky a vyhovuje Lambert-Beerovu
zdkonu.

Ibr.1 — Zavisiost
extinkce na kon-
centraci
(Vodny roztok
taninu)

EM R T

o'

Vypocet K pii pou.iti 10 mg % taninového roztoku
byl proveden podle vztahu

T

€., d e
K =~ = —
Ay my
kde: i ":
K — konstanta,
¢ — 10 mg% taninu, t. j. 24 mg% chmelové
tfisloviny,
d — tlou tka méfené vrsivy,
A, — extinkce taninu,
m; — modul extinkce taninu.

Pak byla méfena extinkce chmelovych tiislovin
Ay tak, Ze vyrovnavacim roztokem byl vychozi
chmelovy roztok, alkalisovany na pH 10. Tak byla
ziskdna Ai; porovnatelnd s extinkci taninu znamé
koncentrace taninového standardu, Nalezena ex-
tinkce tfislovin byla dosazena do vztahu:

Procentové mnozstvi tfislovin je pak ddno sou-
Cinem zjisténé koncentrace (c) a faktoru (f) 0,25,
vyplyvajiciho z pouZité navazky chmele a fedéni
chmelového extraktu:

mnozstvi chmelové tiisloviny v % = f . ¢
Protoze f je konstanini, mohl byt pojat do kon-

stanty K a ziskdna tak konstanta pro vypocet chme-
lovych tiislovin (Kg)
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St ;
K = —C—A—— Po numerickém dosazeni:
t .
24 .025.d 6.d
Kg - = =
Ay Ar

Koneény vyraz pro stanoveni procenta chmelo-
vych tfislovin je tedy dan vztahem:

mnozstvi chmelové tiisloviny v % = Ky . |y

Kolorimetrické4 modifikace se s pivodni metodou
De Clerckovou srovnavala u chmeld s riznym ob-
sahem tiislovin, takZe k visualnimu stanoveni byly
nutné riizné koncentrace srovnavaciho roztoku. Tim
se zaroven provéfila pouZitelnost fotokolorimetrie
v §irokém rozsahu. Piehled vysledku porovnani je
v tabulce 2,

Srovndni vysledkii, dosaZenych visudiné-kolorimetrickym
a fotckolorimelrickym stanovenim ifisloviny

Koncen- | Mnozstvi chmelové tfisloviny !
Ozna- | _ trace stanovené Rozdil
teni | PO okn visudlné “fotokglor. | °0OU Sanover
vzorku | taninu | kolorimetricky metricky
- mg/l %
] |
i
1 100 | - 437 oo 435 { —0,02
2 100 i 5,05 ! 4,98 | —0,07
3 | 100 450 - | 445 —,0,05
4 100 4,60 | 467 + 0,07
5 100 515 i 5,05 — 0,10
b TE bl 2370 0 s B + 0,04
7 75 324 | - 3% + 0,03
8 %5 300 | 320 + 0,11
9 50 2,08 | 2,17 + 0,08
10 50 1,99 ‘ 1,95 — 0,04
|
- Tabulka 2

U De Clerckova stanoveni byla koncentrace roz-
toku taninu 50, 75 a 100 mg/l. Méfilo se na kolori-
metru &s. vyroby, bez filtru.

Piesnost metody je * 0,1 %, tedy v mezich spo-
lehlivosti stanovené jednoinymi analytickymj me-
todami. - Kromé& jednoduchosti a objektivity pfi
méfeni md navrhovany zpuasob-tu piednost, Ze po-
uziva jednotné koncentrace taninovéhe roztoku pro
stanovené mnozstvi chmelové tiisloviny v celém
procentovém rozsahu mezi chmely tiislovinou chu-
dymi a bohatymi, zatim co u De Clerckova zplisobu
je rozsah méfeni omezen maximéalnim pfidavkem
fedici vody k taninovému standardu. Tim se ana-
lysa podstatné zkracuje. Stejné dobrych vysledki
bylo v dalsi préci dosaZeno s kolorimetry raznych
znacek (Lange, Siegrist, Pulfrich s filtrem S 53).

Metodika

5,00 g rozemletého chmele se nasype do odmérné
banky na 250 ml a rozmichd se asi ve 200 ml vrouci
vody Banka se za obcasriého michéni obsahu udr-
Zuje 2 hodiny ve wvrouci lazni. Po ochlazeni se
obsah banky doplnf na 250 ml a pnd‘a se jesté (jako
néhrada za objem chmele} 2,5 ml vody. Veskery
obsah bainiky se dobfe promichd a sfiltruje suchym
sklédanym filtrem. 50 ml filtrdtu se odpipetuje do
odmérné hanky na 250 ml a doplni vodou ke znaé-

ce. 1 litr tohoto roztoku odpovida 4 g chmele, Bé-
hem extrakce chmele se piipravi ¢erstvy standardni
roztok taninu (10 mg%). Tanin je nutno uchovavat
v-exikatoru. K 10,0 ml taninového roztoku se pfi-
dava po kapkéach 15 % roztok uhli¢itanu sodného,
az do dosaZeni pH 10 (kontroluje se kapkovou me-
todou s 0,1 % roztokem thymolftaleinu do temné
modrého zbarveni), Potom se pfida 0,5 ml 1 % roz-

- toku FeCls, dokonale se promicha, vycka se 3 mi-

nuty a méfi se A; proti vodé. Objemova korekce
(na fedéni roztokem FeCl; a roztokem sody) se
provede podle vztahu: :

‘ 10 + (a + b) ”
_A, = Ay e
v némg:

A, — naméfena extinkce taninového roztoku
a — munozstvi 1 % roztoku FeCls v ml
b — mnozstvi 15 % roztoku sody v mt

(1 kapka se rovna asi 0,05 ml).
Z korigované hodnoty se vypocte Ky; :

6.d
Ay

 Kg —

Hodnotu K;; , stanovenou pro kazdy pfistroj, lze
pouzivat béhem celého pribéhu méfeni, staci ji
pouze obéas pfekontrolovat. Obdobné se postupuje
pii stanoveni Ay;. Ze ziedéného roztoku chmelové
tfisloviny se odpipetuje 10,0 ml, alkalisuje se stejné
jako u taninového roztoku a piida se 0,5 ml rozieku
FeCls. A; se stanovi proti alkalisovanému roztoku
chmelové tiisloviny bez ptiddni FeCl; a kongu]e se
stejné jako A; podle vztahu:

10 + + b
© A = Aot ——————-0 (a b.b)
10
v némz:
Ao — naméienda extinkce tfiselného roztoku

a — mnozstvi 1 % roztoku FeCl; v ml
b — mnoﬁst‘vi 15 % roztoku sody v ml

Hodnota At, se dosadi do vzorce pro vypocet
procenta chmelové tiisloviny:

mnozstvi chmelové tfisloviny v % =

A

Ki . mi = Kg . d

Poznamka:

Pro seriovou prdci lze zanedbat fedéni zpisobené
roztokem uhli¢itanu sodného (které zpravidla ne-
piesahuje u roztoku taninu 4 kapky, t. j. 0,2 ml, a
u chmelového vyluhu 6 kapek, t. j. 0,3 ml), a po-
uzivat nadobi specidlné kalibrovaného, s pfihlédnu-
tim k objemové korekci na piidané mnozstvi roztoku
FeCls. V tom piipadé se 50,0 ml filtrdtu chmelového
vyluhu doplni vodou na 237,5ml. Standardni roz-
tok taninu obsahuje analogicky 100 mg taninu/950
ml. K jednotlivym stanovenim se odméfuje pouze
9,5 ml roztoku.
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Diskuse:

Chmelové tfisloviné se do nedavné doby véno-
vala podstatné men3i pozornost nei hofkym chme-
lovym latkam. V soucasné dobé se viak stdle vice
uplatiiuje nazor, Ze tato slozka, stejné jako chme-
lova silice, ma svou pivovarskou cenu, tésne spo-
jenou s jakosti hotkych chmelovych latek. Sovétsti
chmelafsti vyzkumnici [22] na pi. sleduji reakce
viech ufinnych sloZek chmele komplexnég, jako
vzéjemné souvisici reakce vicemocnych fenold.

Pii srovnani metodik na stanoveni chmelové tfis-
loviny, s piihlédnutim k uplatnéni této slozky
v technologickém postupu pii vyrobé piva, se
prokazala nutnost pouZivat metody, kterd stanovi
veikeré tiiselné latky obsazené ve chmelové hlav-
ce, tedy nezoxydované tiisloviny i flobafeny. Tento
pozadavek splfiuje nejlépe kolorimetricka metoda
De Clerckova, z jejiz vysledk vyplynou mnohem
diiraznéji podstatné a zdsadné dileZité rozdily v ob-
sahu vedkerych tfislovin u chmelll velmi a méné
jakostnich neZ u metod na stanoveni pouze volné
chmelové tiisloviny (viz tabulka 1). Pravé tyto
velké rozdily a skute¢nost, Ze se ¢eska piva, vafena
%z nadich chmel, vyznaéuji rdzovitou chuti a fiz-
nosti, vedly k fedeni otazky vyznamu a uplatnéni
chmelové tiisloviny pfi chmelovaru a v dalsich fa-
zich vyroby piva. Jiz to potvrzuje cenu optimalniho
obsahu chmelové tiisloviny.

Vypracovana modifikace kolorimetrické metody
De Clerckovy zjednodu$uje a zrychluje analysu a
dosahuje se pfresnych a reprodukovatelnych vy-
sledkil.

Souhrn:

Pfi soustavném sledovani viech cennych sloZek
chmele byly pfezkouseny analytické metody na
stanoveni chmelové tfisloviny. Konstatovalo se, Ze
s hlediska pracovni techniky, dosaZitelné piesnosti
a poZadavku stanoveni vSech tiiselnych slozek
chmele nejlépe vyhovuje kolorimetrickd metoda De
Clerckova.

Aby se zpfesnilo a urychlilo seriové stanoveni
bez zrakové unavy analytika, byla vypracovana
objektivni medifikace této metody, zaloZena na
principech absolutni kolorimetrie.

Brieozer

s

IIpu cHCTEMATHYECKOM MCCIAETOBAHUHA BCEX LEHHDIX COCTARHBLIX
qacTeil XMeas OBLIH MPOBEePeHLI AHAJHTHYCGCHEIIE MCTOIBE OITPETo-
JeHnRA ,'IST’)}I.‘ILHLIX BeIecTBs XMeOId. ET:T-‘IO VCTAHOBJICHO, HTO
¢ TOYKH 3PEHHA NPAKTHEH PAaGOTEI, AOCTIGKHMOH TOYHOCTH X
TPeDOBAHHS ONPeJeJeHHs BeeX IYOIJIBLHBIX COCTABHLIX 4acTel
XMEXA JY4IIe BCEro ¥yIA0BIAETBODSET ROTOPHMETPHUYCCKHI MeTon
o Me Kiepry.

¢ UeaRX YTOYHUTE M YCKOPITL CcepHiinblie ONpe/ejdeHHS Oes
HaPATAHUA 3PEHHA, MOZHOIKAUHI 3TOrO METOJa OCHOBAHA HA
NPHAOUIAX afceToTRON KOJODHMEeTDHII.

Zusammenfassung

Im Rahmen der systematischen Verfolgung aller wert-
vollen Hopfenbestandteile wurden die analytischen
Methoden zur Hopfengerbstoff-Bestimmung tiberprift. Es
ist festgestellt worden, daB vom Standpunkt der Arbeits-
technik, der erreichbaren Genauigkeit und der Forderung,
alle Gerbstoffbestandteile des Hopfens zu bestimmen, die
kolorimetrische Methode De Clerks am besten entspricht.

Auf Grund der Prinzipe der absoluten Kolorimetrie
wurde eine objektive Modifikation der erwdhnten Metho-
de ausgearbeitet, um die Serienbestimmungen zu be-
schleunigen, thre Prdzision zu erhdéhen und die Ermiidung
der Sehkraft des Analytikers auszuschalten.
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Vibraéni sito na kvasnice
A. Petersen a Henius, Kodafi - Ddnsko

Sito pracuje na elektromagnetickém principu a vibrace
odpovidaji perioddm stfidavého proudu. Normalné pfi 50
perioddch ma sito 3000 vibraci za minutu. V kvasnicich
prochazejicich sitem propaddvaji kvasinky sitem, hrubé
netistoty, chmelové pryskyfice a pod. pfepadévaji pfes
sito. Sito mA znaény vykon, pfi rozmérech 500 X 1000 mm
asi 100 litrd za minutu. Spotfeba proudu je nepatrna.

PVS Branik



