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Einleitung

1 Einleitung

Bier kommt normalerweise als filtriertes Getrank auf den Markt. Es gibt nur einen
gewissen Anteil an nicht filtrierten Bieren, wie Weil3bier oder Kellerbier. Aus diesem
Grund ist die Glanzfeinheit des Bieres ein wichtiger Qualitatsparameter. Tribungen
konnen verschiedene Formen annehmen, von Opaleszenz bis zu einzelnen
schwimmenden Partikeln und Bodensatz. Grol3e, mit dem Auge sichtbare Partikeln
sehen wie Verunreinigungen aus. Bei Opaleszenz wird meist eine mikrobielle
Kontamination vermutet. Dies bedeutet aber, dass Biere mit Opaleszenzen oder
sichtbaren Partikeln fur den Verbraucher als verdorben gelten und reklamiert werden.
Durch die zahlreichen Lebensmittelskandale ist der Verbraucher vorsichtiger
geworden, auch wenn es sich hier eigentlich nur um ,Schonheitsfehler” handelt, die
durch Inhaltsstoffe des Bieres verursacht werden und nicht gesundheitsschadlich
sind. Die betroffene Brauerei verliert dadurch sehr schnell das Ansehen. Ein
einmaliges Auftreten wird eventuell noch hingenommen. Halt das Problem jedoch an,
wird das Bier keinen Absatz mehr finden. Fir die verantwortlichen Personen in der
Brauerei bedeutet dies in vielen Fallen den Verlust des Arbeitsplatzes.

Tribungen kénnen verschiedene Ursachen haben: Bierschadliche Mikroorganismen
konnen sich in Bier vermehren und zu Opaleszenz fihren, wobei zusatzlich
Geschmacksfehler auftreten konnen. Durch unsachgemafie Lagerung des Bieres,
wie zum Beispiel abwechselndes Erwarmen und Abkuhlen, fallen Eiweil3-Gerbstoff-
Verbindungen aus und bilden nebelartigen Bodensatz. Diese Probleme kdnnen in
der Brauerei vor der Auslieferung meist nicht erkannt werden, da sich die Tribung
und der Bodensatz erst spater ausbilden.

Es gibt aber auch Produktionschargen, die durch die Filtration nicht glanzfein
werden. Die tribungsverursachenden Stoffe sind so klein, dass sie durch den Filter
hindurchgehen.

In wenigen Fallen ist es mdglich, dass bereits einzelne Partikeln in der Flasche
sichtbar sind, bevor das Bier die Brauerei verlasst.

Fur die Qualitatssicherung ist die Ursachenfindung nicht sehr einfach. Die Ursachen
der Tribungen liegen meist in der Beschaffenheit der Rohstoffe kombiniert mit der
angewandten Technologie. Die Trubungen werden aber erst am Ende der

Produktionskette, der Filtration festgestellt. Der Beginn der Produktion liegt aber

1
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mehrere Wochen zurick, wodurch die Nachvollziehbarkeit erschwert wird. Da
wahrend des gesamten Bierbereitungsprozesses die Inhaltsstoffe komplexen
Veranderungen unterworfen sind, gibt es keinen Test fur die Tribungsneigung des
Bieres vor der Filtration. Hinzu kommt, dass bereits weitere Chargen eingebraut sind,
die ebenso die Tribung aufweisen konnen. Es ware sogar mdoglich, dass die
Brauerei in Lieferschwierigkeiten gerat, wenn das Problem nicht schnellstens
behoben wird.

Es ist notwendig, den tribungsverursachenden Stoff zu identifizieren. Erst mit
diesem Wissen wird es mdglich, an richtiger Stelle in den Produktionsprozess
einzugreifen und technologische EinflussgréRen zu finden, die die Tribung im
Vorfeld nicht entstehen lassen.

Diese Arbeit befasst sich sowohl mit Methoden zur Identifizierung von Tribungen,
die direkt nach der Filtration gemessen werden koénnen als auch mit Tribungen, die
noch bis zur Auslieferung des Bieres in der Brauerei entstehen kdnnen. Zusatzlich
werden analytische Madglichkeiten beschrieben, die aufzeigen, durch welche

Produktionsfehler die Tribungen entstehen kénnen.
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2 Grundlagen und Kenntnisstand

2.1 Definition Filtrierbarkeit

Die Filtration hat die Aufgabe, das tribe Lagerbier klar zu machen. Je nach
Beschaffenheit des Unfiltrates ist die Effizienz der Filtration besser oder schlechter.
Wird von Problemen in der Filtration oder von der Filtrierbarkeit des Bieres
gesprochen, ist normalerweise der Druckanstieg am Filtereinlauf gemeint. Das
eigentliche Ziel, die Glanzfeinheit des Bieres sicherzustellen, wird hierbei meist nicht
berticksichtigt. Aus diesem Grund wurde die Definition Filtrierbarkeit um das Problem
Tribung erweitert:

.Die Filtrierbarkeit von Bier ist die Eigenschaft des Bieres, auf Grund seiner
stoffichen Zusammensetzung die Qualitdt der Filtration zu beeinflussen. Als
Qualitatsparameter gelten dabei der Druckanstieg am Filtereinlauf sowie die Tribung
am Filterauslauf.*!

Die Tribung ist der zentrale Qualitdtsparameter der Filtration, der Uber die Freigabe
des Produktes an den Kunden entscheidet. Fur die Freigabe werden Grenzwerte
festgelegt, die je nach Brauerei verschieden sein kdnnen. Ungeféhre Richtwerte
liegen bei der 90%Seitwartsstreuung zwischen 0,5 und 1,0 EBC und bei der
Vorwartsstreuung bei 0,2 EBC. Es wird versucht, diese Werte durch die
Bedingungen bei der Filtration (Mischung der Kieselguranschwemmung, -dosage
und Einsatz von Filterhilfsmitteln) zu erreichen. Um die Tribung am Filterauslauf zu
verringern, kann feinere Kieselgur in der Voranschwemmung und Dosage verwendet
werden. Dadurch kommt es jedoch zu einem schnelleren Druckanstieg am
Filtereinlauf, und die Filterstandzeit wird verringert. Dies bedeutet also, dass die
Tribung am Filterauslauf und der Druckanstieg am Filtereinlauf stark miteinander
verknupft sind.

Eine Vorhersagbarkeit fiir die Hoéhe der Tribungswerte nach der Filtration, wie sie fur

den Druckanstieg am Filtereinlauf mdglich ist, gibt es nicht. Wahrend des

! Kreisz, S.: Der Einfluss von Polysacchariden aus Malz, Hefe und Bakterien auf die Filtrierbarkeit von
Wirze und Bier. Freising, Technische Universitat Miinchen, Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei |,
Doktorarbeit, 2003
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Bierbereitungsprozesses (zum Beispiel Wiuirzekochung, Géarung und Lagerung)
verandert sich das Produkt sehr stark. Die tribungsrelevanten Stoffe werden zum
Teil ausgeschieden oder erst gebildet, wodurch eine Vorhersage der Tribungswerte
nicht moglich ist. Die endgultige Tribung wird erst bei der Filtration festgestellt. Ein
Gegensteuern ist zu diesem Zeitpunkt kaum mdglich, da sich einige Tribungen
durch die Filtration nicht beseitigen lassen oder die Filterstandzeit und damit die
Filtrationskosten  schlechter werden. Eine schnelle Identifizierung der

Tribungsursache ist daher zwingend notwendig.

2.2 Definition Tribung, kolloidale Triibung und Part ikeln

Die Tribung ist eine optische Wahrnehmung. Das Licht wird beim Durchgang durch
das Medium Bier an verschiedenen Partikeln oder Molekilen abgelenkt und kann
vom menschlichen Auge als Streulicht wahrgenommen werden. Je nach Intensitat
des Streulichtes wird zwischen glanzfein, blank, opal oder triib unterschieden.?

Im Produktionsprozess und bei der Alterung des Bieres konnen verschiedene Arten
von Trubungen auftreten (zum Beispiel Tribung bei der Lauterung, nach dem
Whirlpool, bei der Lagerung usw.).

Diese Arbeit beschrankt sich, bis auf wenige Ausnahmen, auf Tribungen, die direkt
nach der Filtration gemessen werden kdnnen und auf solche, die bis zum Verlassen
des Bieres aus der Brauerei auftreten konnen. Es wird unterschieden zwischen
Partikeln, wie z.B. Filterhilfsmittel, und kolloidalen Tribungen. Die kolloidalen
Tribungen sind Stoffe, die durch den Produktionsprozess, meist vor der Filtration,
nicht abgebaut oder ausgeschieden werden. Die Partikelntriibungen gelangen meist
wahrend oder nach der Filtration ins Bier. Kolloidal ist chemisch-pysikalisch definiert
und meint Molektle, die so grol3 sind, dass sie nicht richtig in Lésung gehen, aber
durch die Hydrathiille wie geléste Stoffe erscheinen.® Hier muss eine begriffliche
Abgrenzung zum Fachausdruck ,kolloidale Stabilitat“ gemacht werden. Die kolloidale
Stabilitat (oder Tribung) beschreibt Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen, die nach der
Abflllung durch die Alterung des Bieres als Partikeln ausfallen. Solche Tribungen

werden in dieser Arbeit unter dem Begriff Partikeln eingeordnet. Unter dem Begriff

% Miedaner, H.: Brautechnische Analysenmethoden Band Il. Freising: 2002, S. 93
® Falbe, J.; Regitz, M.: Rbmmp- Chemie Lexikon. Stuttgart: 1990, S. 2299
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Partikeln werden in dieser Arbeit Teilchen eingeordnet, die mit dem Mikroskop (bei
400 bis 1000-facher VergrofRerung) sichtbar gemacht werden kdénnen.

2.3 Tribungsmessung

Zur Kontrolle der Filtration wird normalerweise die Zweiwinkelstreulichtmessung
verwendet. Eine weitere Moglichkeit ist ein Partikelnzéhlgerat. Diese Methode hat
sich in der Praxis aber noch nicht durchgesetzt.

Die Messung des Streulichtes soll den Eindruck der menschlichen
Tribungswahrnehmung wiederspiegeln. Allerdings wird die Tribung vom
menschlichen Auge als Gesamteindruck verschiedener Einflisse wahrgenommen.
Dieser Eindruck kann aber nicht allein durch die Streulichtmessung vollstandig
erfasst werden. Bei der Streulichtmessung wird das von den Partikeln gestreute Licht
bei verschiedenen Messwinkeln gemessen. Die Lichtstreuung an Partikeln ist
hauptsachlich abhangig von der Wellenlange, der Intensitat des Lichtes und der
PartikelngrofRe. Zur Standardisierung und Vergleichbarkeit der Streulichtmessung
werden folgende Verfahren herangezogen: Zur Kompensierung der Bierfarbe wird
nur bei einer Wellenlange gemessen. Die Kalibrierung der Messgerate erfolgt mit
einer Standard-Formazin-Lésung, die der Tribung 1 EBC bzw. 4 FTU zugeordnet
werden. Die Formazinlésung besteht aus kugelférmigen Partikeln, die aber den
Biertribungen in Form und Gro6Re nicht immer gleichzusetzen sind. Eine
gleichférmige Tribung wird durch die Kalibrierung immer einen konstanten Wert
ausgeben, umgekehrt kann aber von einem Messwert nicht auf die Form der
Trubung geschlossen werden. Ebenso muss beachtet werden, dass Messgeréte
verschiedener Hersteller unterschiedliche Messwerte ausgeben konnen, da die
Messanordnung und die Baugruppen nicht identisch sein muissen. Durch die
Abhangigkeit der Streuintensitat von der Partikelngrof3e ist es jedoch mdéglich, eine
grobe Unterscheidung zwischen kleinen und groRen Teilchen zu treffen. Die
Trenngrenze liegt bei ungefahr 1 um. Kleine Partikeln oder kolloidal geléste Stoffe

werden mit der 90%Seitwartsmessung, groflere wie zum Beispiel Hefen oder
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Kieselgur mit der 11% bzw. 25%Vorwartsmessung erfasst. * > © 7 8 2 Erhéhte Werte
nach der Filtration bei der 90=~Messung deuten auf ein e schlechte Filtrierbarkeit des
Bieres hin. Die  Vorwartsstreuung dagegen erfasst hauptsachlich
Filterhilfsmitteldurchbriiche. Die Messung wird zur Kontrolle der Filtration bei
Drucksttf3en verwendet, um bei einem sprunghaften Anstieg des Tribungswertes
den Filter im Kreislauf zu fahren. Eine Verschleppung von Kieselgur oder Hefezellen
in den Drucktank kann auf diesem Wege minimiert werden. Zur Ursachenforschung
kann die Streulichtmessung aber nicht herangezogen werden. Es ist nicht mdéglich,
eine qualitative Aussage Uber den Stoff, der die Trtibung verursacht, zu treffen.

Als Ersatz fur die Vorwartsstreulichtmessung kann die PartikelngréRenmessung
herangezogen werden. Die Messung erfolgt nach dem Lichtblockadeprinzip. Die
Partikeln werden zweidimensional vermessen. Erfasst werden Partikeln ungefahr
groRBer als 1 um. Diese Methode kann fir die Beurteilung der Abscheiderate von
Filtern herangezogen werden, da sowohl die Anzahl als auch die Gro3e der Partikeln
gemessen werden. Aber auch dieses Messsystem beschreibt den Stoff, der die
Tribung verursacht, nicht qualitativ. Es ist nicht klar, ob die Tribung durch
Mikroorganismen, EiweiRRpartikeln oder Filterhilfsmitteln verursacht wird.*® **

Zur Erfassung kleinerer Partikelngréf3en kann ein Labormessgeréat mit Laserbeugung

eingesetzt werden. Die gemessene Partikelngro3e reicht von wenigen Nanometern

* Thorne, R. S. W.: Instrument for the Objective Measurement of Haze in Bottled Beer. In: Journal of
the Institute of Brewing 64 (1958), Nr. S. 38-46

® Huber, E.: Die Triibungsmessung: Grundlagen, Anwendung und Grenzen. In: Ennetbiirgen: Sigrist-
Photometer AG

® Siebert, K. J.: Relationship of Particle Size to Light Scattering. In: Journal of the American Society of
Brewing Chemists 58 (2000), Nr. 3, S. 97-100

"Gales, P. W.: A Comparison of Visual Turbidity with Turbidity Measured by Commercially Available
Instruments. In: Journal of the American Society of Brewing Chemists 58 (2000), Nr. 3, S. 1011-07

® Morris, T. M.: The Relationship between Haze and the Size of Paticles in Beer. In: Journal of the
Institute of Brewing 93 (1987), S. 13-17

® Wackerbauer, K.; Evers, H.; Kaufmann, B.: Die Trubungsmessung wahrend der Bierfiltration. In:
Brauwelt 46 (1992), S. 2378-2386

10 Kolczyk, M.; Oechsle, D.: Ein neues Partikelme3system zur Beurteilung von Filtraten und zur
Qualitatssicherung. In: Brauwelt 28/29 (1998), S. 1288-1292

' Annemiiller, G.; Marx, R.; Gottkehaskamp, L.: Uberpriifung der Filtrationsqualitét mit einem
PartikelmeRgerat. In: Brauwelt 39/40 (2000), S. 1573-1578
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bis 3 um. Aber auch hier gibt es keine Informationen tber den stofflichen Hintergrund

der Triibung.*

2.4 Tribungsursachen

In der Literatur werden verschiedene Stoffe flr Tribungen verantwortlich gemacht.
Zuruckzufuhren sind die Ursachen demnach auf die Rohstoffe wie Malz, Hopfen,

Wasser und Hefe, sowie Hilfsmittel und Fremdstoffe.

Beim Malz werden die Stoffgruppen Zellwandpolysaccharide, Starke, Proteine und

Oxalsaure als Tribungsverursacher beschrieben.

Bei den Zellwandpolysacchariden werden zwei Stoffe unterschieden: Arabinoxylane
(Pentosane) und -Glucane. Je nach Getreide und Ort der Einlagerung
unterscheiden sich die Gehalte und die Molekulstrukturen. Wahrend des Malzens
wird versucht, diese Stoffe weitgehend abzubauen. Durch eine Unterlésung kann der
Gehalt in der Wiirze und somit die Filtrierbarkeit beeinflusst werden.™

Arabinoxylane sind Zellwandbestandteile, die hauptsachlich in den &ulReren
Zellwanden bei der Gerste vorkommen. Die technologische Relevanz in Bezug auf
die Filtrierbarkeit wurde ofters diskutiert. Ein Druckanstieg am Filtereinlauf konnte
bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden. Der Einfluss auf die Tribung wird nur
in einer Literaturstelle erw#hnt.'* Ansonsten scheinen die Arabinoxylane aus
Gerstenmalz keine technologische Rolle zu spielen.’® Im Roggen sind sehr viel mehr
Arabinoxylane enthalten als in Gerste. Hier ist das Problem der Verarbeitbarkeit
bereits im Sudhaus gegeben. Bei Sauerstoffeintrag wéahrend des Maischens kdnnen
die Arabinoxylamolekile Uber die Seitenketten quervernetzt werden und eine

gelartige Struktur ausbilden. Die Filtrierbarkeit dieser Biere ist schwierig. Das

12 lllberg, V.; Machauer, P.; Sommer, K.: PartikelgroRenmessung zur Filtrierbarkeitsbeurteilung von
Bieren. In: Brauwelt 35 (1993), S. 1503-1505

¥ NarziR, L.: Die Technologie der Malzbereitung. Stuttgart: Ferdinand Enke Verlag, 1999

4 Coote, N.; Kirsop, B. H.: A Haze consisting largely of Pentosan. In: Journal of the Institute of
Brewing 82 (1975), S. 34

' Cach, N. C.; Annemdiller, G.: Ein Beitrag Uber die Pentosane im Prozel3 der Bierherstellung - sind
sie wichtig oder technologisch unbedeutend? In: Monatsschrift fir Brauwissenschaft 7/8 (1995), S.
232-241
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Hauptproblem ist der Druckanstieg am Filtereinlauf, so dass auf die Triibung weniger
Wert gelegt wird und hohere Trubungswerte toleriert werden, ohne dass der
Tribungsgrund identifiziert wird. Beim Weizen sind die Arabinoxylane der
Hauptbestandteil der Zellwéande. Interessant ist hier die Frage, ob es beim filtrierten
Weil3bier zu Tribungsproblemen kommen kann. Aber auch hier liegt das Augenmerk
auf dem Druckanstieg und nicht auf der Tribung. In der Literatur ist hierzu kein
Hinweis zu finden. Ein Problem war bisher auch die quantitative Erfassung der
Arabinoxylane, die die Forschungsarbeiten erschwert hatte.

-Glucane werden hauptsachlich fur Filtrationsschwierigkeiten von
Gerstenmalzbieren verantwortlich gemacht. -Glucane konnen durch Scherkrafte
Gelkluster ausbilden, die den Filter verblocken.'® Das Gel ist so hochmolekular, dass
es vom Filter nahezu vollstéandig zurtickgehalten wird und dadurch fur Tribungen
nicht relevant ist. Bekannt ist (hierzu erfolgte bisher aber noch keine
Veroffentlichung), dass beim Auflosen des Gels durch Kurzzeiterhitzung die
Tribungswerte nach der Filtration erhoht sind. Die Identifizierung der Tribung ist
bisher aber nicht erfolgt. In einer Arbeit!” wurde versucht zu klaren, ob -Glucane
erhbhte Trubungswerte hervorrufen konnen. Dem Bier wurden  -Glucane
verschiedener Molekilgrol3en zugesetzt und die Proben zuséatzlich einer Scherung
ausgesetzt. Hierbei wurde festgestellt, dass MolekulgréRen des -Glucans um
300 kDa die Trubung nach einer Membranfiltration erh6hen kénnen. Kleinere oder
groRere Molekule triben nicht oder werden vom Filter zuriickgehalten. Werden die
Proben nicht geschert, ergibt sich keine relevante Triibungserh6hung. Dies bedeutet
aber, dass die Gefahr der Gelbildung hoher ist als eine Trilbungserhéhung nach der
Filtration. Um Trubungsprobleme durch -Glucane zu erhalten, missen bestimmte
MolekulgrofRen durch den Maischprozess gebildet werden und es missen
Scherkrafte einwirken. Wie die Untersuchungen in dieser Arbeit auch gezeigt haben,
ist diese Kombination eher unwahrscheinlich.

'° Clasen, C.; Kulicke, W.-M.: Zum Gelbildungsprozef} von (1->3)(1->4)-R-D-Glucanen. In:
Monatsschrift fur Brauwissenschaft (2003), Nr. 9/10, S. 161-171

o Speers, R. A.; Jin, Y.; Paulson, A.; Stewart, R.: Effects of B-Glucan, Shearing and Environmental
Factors on the Turbidity of Wort and Beer. In: Journal of the Institute of Brewing 109 (2003), Nr. 3, S.
236-244
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Die Stéarke ist der Hauptbestandteil des durch den Produktionsprozess geldsten
Extraktes. Da die Starkemolekile bei ungenigendem Abbau zu Trubungen neigen,
werden sie in dieser Arbeit besonderes berlcksichtigt. Entscheidend fur den Abbau
sind folgende Produktionsschritte: Malzen, Schroten, Maischen, Lautern und die
Kochung.
In der Gerste ist die Starke in den Zellen des Endosperms in Form von kleinen und
groRen Starkekdrnern eingelagert’®. Die Starke selbst besteht aus zwei
unterschiedlich aufgebauten Molekilen, der Amylose und dem Amylopektin. Die
Amylose ist in Wasser l0slich. Die Glucosemolekule sind 1 4 verknipft und bilden
eine geradlinige Helix aus. Das Amylopektin ist nicht in Wasser |6slich. Es bildet bei
Temperaturen Uber 60 T einen Starkekleister. Das Amylo pektin ist aus Glucose mit
1 4und 1 6 Bindungen aufgebaut. Durch die 1 6 Bindungen kann sich keine
geradlinige Helix ausbilden. Das Molekll ist verzweigt und hat eine veréstelte
Struktur.
Ein wichtiger Grund fir die Vermélzung der Gerste ist die Bildung von Enzymen. Die
Enzyme sind entweder bereits bei der Malzung oder spater beim Maischen
notwendig. Fur den Starkeabbau mussen die Starke-abbauenden Enzyme beim
Méalzen in ausreichenden Mengen aktiviert ( -Amylase) oder gebildet ( -Amylase)
werden. Aber auch die Enzyme fur die Zytolyse und Proteolyse sind notwendig.
Wahrend der Malzung mussen die Zellwande des Endosperms mdglichst vollstandig
aufgelost werden, damit die Starkekorner im spateren Sudprozess von den Enzymen
angegriffen werden konnen. Um den Schwand in der Méalzerei gering zu halten, wird
jedoch versucht, den Abbau der Starke wahrend der Malzung einzuschranken. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen kann der Fortschritt des Abbaues anhand
der Locher in den Starkekornern gesehen werden.® Die Locher fordern die Quellung
der Starkekdrner im Maischprozess. Dies bedeutet, je mehr Locher in den Kdrnern,
umso schneller quillt die Starke durch Wassereinlagerung und kann von den
Enzymen angegriffen werden. Fir den spéateren Maischprozess ist es wichtig, dass
das Malz fir das angewandte Maischverfahren entsprechend geldst ist und die
notwendigen Enzyme, besonders die -Amylase, in ausreichenden Mengen gebildet
sind. Dies bedeutet, je kirzer das Maischverfahren ist, umso besser muss das Malz

18 Bathgate, G. N.; Clapperton, J. F.; Palmer, G. H.: The Significance of Small Starch Granules. In:
Journal of the Institute of Brewing 79 (1973), S. 183-196
¥ NarziB, L.: Die Technologie der Malzbereitung. Stuttgart: Ferdinand Enke Verlag, 1999
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geldst sein. Die Zellwande des Endosperms missen abgebaut sein und es dirfen
keine ungeldsten Kérner in der Charge sein.?

Die Schrotmiuhle muss die Malzkérner fein vermahlen. Besonders die unterldsten
Kornspitzen missen aus der Spelze vollstandig ausgemahlen werden. Zu Problemen
kann es bei der Nassschrotung kommen, wenn die Korner tberweicht werden. Die
Kdrner werden nicht zerrieben, sondern sie passen sich dem Walzenpaar elastisch
an und werden nicht aufgerissen.?* Sichtbar wird dies an ganzen Kérnern in der
Maische oder an den an der Spelze anhaftenden Grobgriel3en.

Bei modernen Maischverfahren wird bei ungefdhr 62 T eingemaischt. Dies ist
bereits die Temperaturrast fur die -Amylase. Wahrend dieser Rast muss die Starke
quellen und verkleistern, so dass die -Amylase schnell angreifen kann. Zuséatzlich
sind die zellwandabbauenden Enzyme bei dieser Temperatur schon inaktiviert, so
dass die intakten Zellwande der Grobgrief3e nicht mehr aufgelost werden. Der Angriff
der Enzyme an die Stérkekorner ist erschwert oder nicht mdglich. Die n&chste
Temperaturrast bertcksichtigt die -Amylase. Diese Rast ist mitentscheidend fur
spatere Tribungen im Bier. Die -Amylase baut die hochmolekularen
Starkemolekule zu niederen Dextrinen ab, die auf Grund der geringen Molekulgréie
nicht triiben kénnen.?

Durch biologische Sauerung kann der pH-Wert der Maische eingestellt werden.
Hierbei ist zu beachten, dass der pH-Wert nicht zu weit abgesenkt wird. Die -
Amylase hat das pH-Optimum bei 5,8. Durch zu starke Sauerung kann die Wirkung
eingeschrankt werden, so dass hochmolekulare Starkemolekile in der Wirze
enthalten sein kénnen.?® Um die Ablauterung der Vorderwiirze zu erleichtern, wird
oftmals eine Abmaischtemperatur zwischen 75 und 78 C g ewahlt. Zu beachten ist,
dass die Temperatur nicht Uber 78 T hinausgeht, da die -Amylase, die fir eine
Nachverzuckerung wihrend des Lauterns benétigt wird, inaktiviert werden wiirde.?*
Beim Ablautern der Vorderwirze ist zu beachten, dass keine unaufgeschlossenen

Griel3e in die Wirze mitgerissen werden. Dies kann bei Beginn des Lauterns, durch

% Back, W.: Ausgewahlte Kapitel der Brauereitechnologie. Nurnberg: Fachverlag Hans Carl, 2005

! NarziB, L.: Der derzeitige Stand der Schrotereitechnologie. In: Brauwelt 120 (1980), S. 828—-832

?? Enevoldsen, B. S.; Schmidt, F.: Dextrines in Brewing. In: EBC. 1973, S. 135-148

%% Kolbach, P.; Zastrow, K.: Uber den EinfluR des Maischens auf die Schaumhaltbarkeit des Bieres. In:
Monatsschrift fir Brauerei 16 (1963), Nr. 2, S. 21-33

2% Steiner, K.; Burgin, D.: Abmaischen und Ablautern bei 70 C. In: Brauerei Rundschau 94 (1983), Nr.
2,S.25-28
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zu kurzes Trubwirzepumpen, oder nach einem Tiefschnitt der Fall sein. Eine weitere
Fehlerquelle ist die Anschwanzwassertemperatur. Auch hier gilt die
Temperaturgrenze von 78 C, da andernfalls die -Amylase inaktiviert und
Starkemolekile aus den Trebern herausgelost werden wirde, die dann nicht mehr
abgebaut werden kdnnten.

Die Kochung erhoht die Tribungsneigung der Wirze nur, wenn nicht abgebaute
Starkekorner beim Lautern mitgerissen werden.”® % Durch die Kochtemperatur
werden die Starkekoérner verkleistert und gehen in Lésung. Ein Abbau ist nicht mehr
moglich. Ein Teil kann wéahrend der Whirlpoolrast mit dem Trub ausgeschieden
werden. Hierbei ist zu beachten, dass die Temperatur wiederum unter 78 T liegt,
wenn der Trub zur Wirzeriickgewinnung auf den Lauterbottich gegeben wird. Sind in
dem Trub Starkepartikeln enthalten, werden diese mit ausgewaschen und gelangen
somit in die Wirze, wo sie zu Trubungen fuhren kdnnen (wenn die Restaktivitat der

-Amylase im Lauterbottich die Starkemolekule nicht abbaut).

% Narzi, L.: Der Stand der technologischen Entwicklung in westeuropaischen Brauereien unter
besonderer Beriicksichtigung Deutschlands. In: Der Weihenstephaner 2 (1977), S. 69-82

%% Narzi3, L.; Weigt, K.: Uber Triibung und Trubstoffgehalt der Wiirze. In: Brauwelt 120 (1980), S.
409-416
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Grundlagen und Kenntnisstand

Die Proteine der Gerste sind in mehrere Fraktionen unterteilt: Albumine
(wasserloslich), Globuline (I6slich in verdinnten Salzldsungen), Prolamine (I6slich in
Ethanol) und Gluteline (I8slich in Natronlauge).?” Wahrend des Malzungs- und
Bierbereitungsprozesses unterliegen die Proteine starken Verdnderungen zwischen
Stoffabbau, -aufbau und Denaturierung. Die Veranderungen bei den
Gerstenproteinen sind im Rahmen der Bierbereitung in der Literatur bisher nur wenig

beschrieben.?® 2° 30 31

Dies liegt vermutlich daran, dass die analytischen
Mdoglichkeiten in den einzelnen Laboren, die sich mit der Bierbereitung befassen, oft
begrenzt sind. Das Interesse lag bisher hauptsachlich auf den schaumpositiven
Fraktionen oder den durch Alterung Partikeln-bildenden Proteinen.®? 3 3% 3% pje
schaumpositiven Proteinfraktionen haben ein Molekulargewicht zwischen 30 und
50 kDa.*®* Die Proteine, die bei der Alterung Partikeln ausbilden, sind noch

niedermolekularer als die Schaumfraktionen. Es wird vermutet, dass die

" NarziR, L.: Die Technologie der Malzbereitung. Stuttgart: Ferdinand Enke Verlag, 1999

8 Weiss, W.; Postel, W.; Gorg, A.: Qualitative and quantitative changes in barley seed protein patterns
during the malting process analysed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
with respect to malting quality. In: Electrophoresis 13 (1992), S. 787-797

?® Osman, A. M.; Coverdale, S. M.; Onley-Watson, K.; Bell, D.; Healy, P.: The Gel Filtration
Chromatographic-Profiles of Proteins and Peptides of Wort and Beer: Effects of Pocessing - Malting,
Mashing, Kettle Boiling, Fermentation and Filtering. In: Journal of the Institute of Brewing 109 (2003),
Nr. 1, S. 41-50

% Boivin, P.; Martel, C.: Proteolysis During Malting. In: Ferment 4 (1991), S. 182-186

%1 Sheehan, M. C.; Skerritt, J. H.: Identification and Characterisation of Beer Polypeptides derived from
Barley Hordeins. In: Journal of the Institute of Brewing 103 (1997), S. 297-306

% Evans, D. E.; Hejgaard, J.: The Impact of Malt Derived Proteins on Beer Foam Quiality. Part I. The
Effect of Germination and Kilning on the Level of Protein Z4, Protein Z7 and LTP1. In: Journal of the
Institute of Brewing 105 (1999), Nr. 3, S. 159-169

¥ Kano, Y.; Kamimura, M.: Simple Methods for Determination of the Molecular Weight Distribution of
Beer Proteins and Their Application to Foam and Haze Studies. In: Journal of the American Society of
Brewing Chemists 51 (1993), Nr. 1, S. 21-28

% Evans, D. E.; Robinson, L. H.; Sheehan, M. C.; Hill, A.; Skerritt, J. H.; Barr, A. R.. Application of
Immunological Methods to Differentiate Between Foam-Positive and Haze-Active Proteins Originating
from Malt. In: Journal of the American Society of Brewing Chemists 62 (2003), Nr. 2, S. 55-62

% Slack, P. T.; Bamforth, C. W.: The Fractionation of Polypeptides from Barley and Beer by
Hydrophobic Interaction Chromatography: the Influence of their Hydrophobicity on Foam Stability. In:
Journal of the Institute of Brewing 89 (1983), S. 397-401

% Back, W.: Ausgewahlte Kapitel der Brauereitechnologie. Niirnberg: Fachverlag Hans Carl, 2005
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Grundlagen und Kenntnisstand

Molekullgrof3e grofRer 50 kDa betragen muss, damit die Proteine kolloidale
Tribungen auslésen kdnnen, da die schaumpositiven Fraktionen selbst nicht triben.
Offen bleibt die Frage, was mit den hochmolekularen Proteinen der Gerste passiert,
die ein Molekulargewicht von Gber 100 kDa aufweisen. Es gibt keine Aussagen, ob

solche Proteine in Losung gehen und den Produktionsprozess tberstehen.

Tribungen kénnen auch durch Oxalsédure ausgelost werden. Die Oxalsaure wird
durch das Malz eingebracht. Der Gehalt in der Gerste oder dem Weizen ist
jahrgangsbedingt. Wie weiter unten in der Arbeit beschrieben, reagiert die Oxalséure
mit Kalzium zu Kalziumoxalat, welches im Bier das geringste Loslichkeitsprodukt hat

und somit als erstes als Kristall ausfallt.

Die Hopfeninhaltsstoffe werden kaum als Ausloser fir Trubungen beschrieben.
Durch eine Forschungsarbeit ist bekannt, dass Hopfenharze durch falsche
Behandlung nach der Filtration in der Flasche ausfallen kdnnen. Ansonsten sind die
Mengen, die durch den Hopfen z. B. an Protein eingebracht werden, sehr gering. Die
Gerbstoffe haben eine féallende Wirkung auf die Proteine. Es ist jedoch
unwahrscheinlich, dass diese Stoffe als Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen die Filtration

passieren kdnnen.

Das Wasser als Hauptbestandteil und Loésungsmittel kann durch seine geldsten
lonen indirekt Einfluss auf die Beschaffenheit und Ldslichkeit der Stoffgruppen
nehmen. Besonders entscheidend durfte die Restalkalitat sein, die die Enzymaktivitat
durch den pH-Wert verandern kann. Die Abbauvorgange der Stoffgruppen kénnen
dadurch unvollstdndig ablaufen, so dass hochmolekulare Stoffe in die Wirze
gelangen konnen. Dies wird aber durch Wasserenthartung und Maischesauerung
behoben.*’

Fur Tribungen kann der Kalziumgehalt des Wassers eine Rolle spielen. Die
Kalziumionen reagieren mit der Oxalsdure des Malzes zu Kalziumoxalat. Das
Kalziumoxalat hat das geringste Ldslichkeitsprodukt im Vergleich zu den anderen
lonen in Wurze und Bier. Durch die relativ hohen Gehalte dieser lonen wird das
Loslichkeitsprodukt  normalerweise  wahrend des  Bierbereitungsprozesses

Uberschritten, und Kalziumoxalat fallt in Form von Kristallen aus. Ziel ist es, die

" NarziR, L.: Die Technologie der Wirzebereitung. Stuttgart: Ferdinand Enke Verlag, 1992
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Grundlagen und Kenntnisstand

Kristallbildung bereits wahrend der Lagerung vollstandig abzuschliel3en. Durch zu
warme oder zu kurze Lagerung fallen Kalziumoxalatkristalle oft erst in der abgefillten
Flasche aus und fihren dort zu Tribungen. Die bekannte Kristallform ist der
Oktaeder. Die Kristalle koénnen aber auch andere Gestalten annehmen. Die
Problematik von Kalziumoxalat wird selten mit Tribung verbunden, jedoch h&ufig mit
der Auslosung von Gushing. Dies ist fur die Brauerei das grof3ere Problem. Die
Tribung tritt in diesem Fall in den Hintergrund. Es gibt aber auch Falle, bei denen die

Kristalle Bodensatz bilden kénnen, ohne dass Gushing auftritt.3 3° 40 4

Die Hefe verursacht bei sachgerechter Verarbeitung keine Tribungsprobleme. Sie
bewirkt durch die Reifung und Lagerung des Bieres sogar eine zusatzliche
Ausscheidung von Trubstoffen und eine Verbesserung der Filtrierbarkeit. Die Hefe
nimmt beim Absetzen Proteine aus dem Bier heraus. Der Mechanismus ist hierbei
jedoch noch nicht geklart. Vermutet wird, dass die Proteine an der Hefeoberflache
angelagert werden und dadurch aus dem Bier entfernt werden. Setzt die Hefe sich
nicht ab, kénnen diese Proteine auch nicht entfernt werden. Diese Problematik wird
bei Reinzuchthefen 6fters beobachtet. Die Filtrierbarkeit des Bieres verschlechtert
sich. Dieser Effekt kann auch von einer vor die Filtration geschalteten Zentrifuge
nicht verbessert werden. Die Proteinmolekile sind so klein, dass sie von der
Zentrifuge nicht abgetrennt werden.

43 44 wird beschrieben, dass die Hefe durch

In mehreren Publikationen*?
Scherbeanspruchung, wie es zum Beispiel beim Zentrifugieren passieren kann,

erhohte Tribungen im Bier verursacht. Bei den Tribungen handelte es sich um

% Zepf, M.; Geiger, E.: Gushingproblematik durch Calciumoxalat Teil 1. In: Brauwelt 48 (1999) S.
2302-2304

% Zepf, M.; Geiger, E.: Gushingproblematik durch Calciumoxalat Teil 2. In: Brauwelt 6/7 (2000)
S.222-223

40 Burger, M.; Becker, K.: Oxalat Studies on Beer. In: ASBC Proceedings 7 (1949), S. 102-114

“! Staatl. Brautechnische Priif- und Versuchsanstalt (Hrsg.): Calcium - Oxalsaure - Technologische
Relevanz.

*2 Siebert, K. J.; Stenroos, L. E.; Reid, D. S.; Grabowski, D.: Filtration Difficulties Resulting from
Damage to Yeast During Centifugation. In: Technical Quarterly 24 (1987), S. 1-8

43 Stoupis, T.; Stewart, G. G.; Staffort, R. A.: Mechanical Agitation and Rheological Considerations of
Ale Yeast Slurry. In: Journal of the American Society of Brewing Chemists 60 (2002), Nr. 2, S. 58-62
“ Lewis, M. J.; Poerwantaro, W. M.: Release of Haze Material from the Cell Walls of Agitated Yeast.
In: Journal of the American Society of Brewing Chemists 49 (1991), Nr. 2, S. 43-46
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Grundlagen und Kenntnisstand

Gemische von Mannan, Proteinen und Glucanen, die von der Hefezellwand
abgesondert wurden. Auch Mannoproteine wurden in diesen Arbeiten nicht
ausgeschlossen, sind aber nur dber Berechnungen aus den einzelnen
nasschemischen Ergebnissen zugeordnet worden.

In einer neueren Arbeit werden Mannoproteine direkt mit SDS-PAGE und besonderer
Farbung bestimmt. Die MolekilgroRen 57, 120 und 360 kDa werden besonders
hervorgehoben. Ebenso wird ein Mannoprotein bei der Weinherstellung erwahnt, das
eine MolekilgroRe von 420 kDa aufweist. Diese Proteine werden fur Tribungen
verantwortlich gemacht.*

Eine weitere Ursache kann das Speicherpolysaccharid der Hefe, das Glycogen sein.
Das Glycogen ist ahnlich aufgebaut wie das Amylopektin des Malzes. Der
Verzweigungsgrad, also die Anzahl der 1 6-Bindungen, ist jedoch hdher. Laut
Literatur®® wird das Glycogen durch High-Gravity-Verfahren, bei hohen
Gartemperaturen und abhéangig vom Hefestamm von der Hefe ausgeschieden. Die
Tribung soll nicht sichtbar sein, aber Werte von bis zu 1,2 EBC verursachen. Die
Identifizierung des Glycogens in Bier war bisher mit einem hohen analytischen

Aufwand verbunden. In dieser Arbeit wird ein einfacheres Verfahren vorgestellt.

Filterhilfsmittel werden als Trlibungsverursacher nur am Rande erwéahnt. Aufgefallen
sind sie bei der Auslésung von Gushing, wo sie ab einer bestimmten Konzentration
das Uberschaumen auslésen kénnen.*’

Zur Vermeidung von Kieselgurdurchbriichen wird die Vorwartsstreulichtmessung
eingesetzt. Leichte Schwankungen der Werte wahrend der Filtration werden aber
meist nicht auf Filterhilfsmittel bezogen oder sie werden toleriert. Laut Vorlaufigem
Biergesetz*® darf allerdings nur eine technisch unvermeidbare Menge an technischen
Hilfsstoffen in das Bier gelangen. Eine definierte Grenze gibt es jedoch nicht und es
ist oft fraglich, ob die Mengen, die gefunden werden, wirklich technisch unvermeidbar
sind. Zum Beispiel ist bei den PVPP-Filtern bekannt, dass PVPP-Partikeln durch den

* Omura, F.; Fujita, A.; Maruhashi, T.; Watanabe, R.; Kondo, H.: The influence of yeast cell wall
mannoproteins on beer haze stability. In: EBC Congress. Prague, 2005, S. 591-598

4 Malcorps, P.; Haselaars, P.; Dupire, S.; Van den Eynde, E.: Glycogen released by the yeast as a
cause of unfiltrable haze in the beer. In: EBC Congress. 1999, S. 831-838

47 zarnkow, M.; Back, W.: Neue Erkenntnisse tiber gushingauslosende Substanzen. In: Brauwelt 9/10
(2001), S. 363-370

“8 Zipfel, W.; Rathke, K.-D.: A410 §9 - Lebensmittelrecht. Miinchen: 2003
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Grundlagen und Kenntnisstand

Filter hindurch gehen. Zur Verringerung der Partikeln werden aus diesem Grund
Trapfilter eingesetzt.”® Die Effektivitat der Partikelnabtrennung dieser Filter ist jedoch
sehr unterschiedlich und wird normalerweise nicht tUberprift, obwohl das Problem
bekannt ist. Oft wird nicht zwischen der nominellen und der absoluten Abscheiderate
unterschieden. Diese Problematik hat besonderes Interesse gefunden, da Kieselgur
als krebserregend eingestuft wurde. Allerdings gilt dies nur fur die Kieselgur, die Uber
die Atmung aufgenommen wird.*® > Es ist aber dennoch fiir das Image des Bieres
nicht forderlich, wenn in der Presse dargestellt wird, dass krebserregende Stoffe im

Bier nachzuweisen sind.

Bei Fremdpartikeln verhalt es sich ahnlich wie mit den Hilfsstoffen. Die
Fremdpartikeln kommen normalerweise erst nach der Filtration in das Bier. Eine
Uberprifung erfolgt aber nur mit der Streulichtmessung der abgefullten Flaschen im
Labor. Die Messung ist aber fUr diese Art der Verunreinigung nicht genau genug.

Die Uberprifung der Effektivitat der Flaschenreinigungsmaschine erfolgt nur tber
einen mikrobiologischen Test. Rickstande von Etiketten zum Beispiel kdnnen so

nicht erfasst werden.

9 Conner, D. E.: Trap Filters. In: The Brewers Digest (1976), S. 65-66

* RuB, W.; Meyer-Pittroff, R.: Rechtliche Vorschriften fur Kieselgur. In: Brauwelt 9/10 (2001), S. 343—
346

L EFT: Kieselgur. In: Brauwelt 9/10 (2001), S. 356-357
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2.5 ldentifizierung der Tribungen

Die Literaturrecherche ergab Hinweise auf einzelne Probleme bezlglich der
Identifizierung und eventuell auch der Herkunft der Trubung. Die Identifizierung
erfolgte enzymatisch®, mikroskopisch®® >* *° oder nasschemisch®. Eine genaue
Beschreibung der Methoden, besonders bei den enzymatischen Untersuchungen,
fehlt oft. Die Methoden sind meist mit einem erheblichen analytischen Aufwand
verbunden, so dass sie oft nur in einem Forschungslabor durchgefuhrt werden
konnen. Eine Zusammenstellung der verschiedenen Identifizierungsmoglichkeiten fur

die Qualitatskontrolle in der Praxis ist bisher nicht veroffentlicht worden.

°2 Whitear, T.: Dealing with Persistent Hazes in Freshly Filtered Beer. In: Ferment (1997), S. 186-190
%% Glenister, P. R.: Some Useful Staining Techniques for the Study of Yeast, Beer, and Beer
Sediments. In: ASBC Proceedings (1970), S. 163-167

> Glenister, P. R.: Applications of Optical Staining in the Examination of Beer Sediment. In: ASBC
Proceedings (1971), S. 192-199

*® Fincher, G. B.: Ferulic Acid in Barley Cell Walls: A Fluorescence Study. In: Journal of the Institute of
Brewing 82 (1976), S. 347-349

*® Sjebert, K. J.; Stenroos, L. E.; Reid, D. S.: Characterisation of Amorphous-Particle Haze. In: Journal
of the American Society of Brewing Chemists 39 (1981), Nr. 1, S. 1-11
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3 Material und Methoden

3.1 Trubungsmessung

Tribungsmessung: LabScat, Sigrist, Ennetbirgen

Die Triibung wird gemaR MEBAK®' gemessen. Zum Einsatz kommt ein Zweiwinkel-
Streulichtmessgerat. Die Messwinkel betragen 90°und 25° (Vorwartsstreuung).

Es hat sich gezeigt, dass es sinnvoll ist, die Proben sowohl ungeschuttelt (nach
MEBAK) als auch geschuttelt zu messen, da sich gré3ere Partikeln relativ schnell
absetzen. Diese Partikeln wirden ungeschuttelt nicht mit gemessen werden. Nach
dem Schitteln muss 30-60 s mit der Messung gewartet werden, bis die CO,-

Blaschen vollstandig aufgestiegen sind, damit die Messung nicht beeinflusst wird.

Zur Kontrolle der Triibungsmessung auf Filterhilfsmitteldurchbriiche, wurde Kieselgur
und PVPP dest. Wasser in verschiedenen Konzentrationen zugemischt und die

Tribung gemessen.

3.2 Gepufferter photometrischer Jodwert

Der gepufferte photometrische Jodwert wird nach MEBAK®® durchgefiihrt. Der
Grenzwert in Wirze liegt bei 0,45.

3.3 Modifizierter photometrischer Jodwert

Photometer: Cadas 200, Dr. Lange, Berlin
Chemikalien: siehe MEBAK Band 11 2.3.2°°
Der modifizierte photometrische Jodwert ist angelehnt an die MEBAK Vorschrift fur
den gepufferten photometrischen Jodwert (MEBAK Band I, 2.3.2). Die

*" Miedaner, H.: Brautechnische Analysenmethoden Band Il. Freising: 2002
*® Miedaner, H.: Brautechnische Analysenmethoden Band II. Freising: 2002

*° Miedaner, H.: Brautechnische Analysenmethoden Band II. Freising: 2002
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Probenvorbereitung ist identisch. Die Messung mit dem Photometer ist jedoch
verandert. Der Abgleich erfolgt gegen 10 ml Puffer gemischt mit 0,5 ml Jodl6sung.
Gemessen wird die 8 ml Probe gemischt mit 0,5 ml verdinnter Jodlésung im
Wellenlangenbereich von 400 bis 700 nm. Nach der Jodzugabe werden 30 s bis zur
Messung gewartet. Die Daten werden mit MS Excel graphisch, in Form des
Kurvenverlaufes (siehe Kapitel Ergebnisse), ausgewertet.

3.4 Gelpermeationschromatographie

GPC: Aktaprime, Amersham Biosciences, Freiburg

Saule: Superdex 200, Amersham Biosciences, Freiburg

Puffer: 0,05 M dinatriumhydrogenphosphat gemischt mit 0,05 M
Kaliumdihydrogenphosphat auf pH 7,0

Die Probenvorbereitung ist an die des photometrischen Jodwertes (MEBAK Band I,
2.3.2) angelehnt. Die Alkoholfallung (5 ml Probe, 20 ml Ethanol) wird zur
Aufkonzentrierung achtmal wiederholt und in 10 ml Puffer gelést. Gegeniber dem
Probevolumen ist die gewonnene Losung vierfach konzentriert. Die so gewonnene
Lésung wird direkt in die GPC eingespritzt.

Als FlieBmittel fir die GPC wird ein Phosphatpuffer mit pH 7,0 verwendet. Die
Flussrate betragt 2,2 ml/min. Die erste Fraktion wird nach 90 ml gesammelt. Die
FraktionengroRe betrdgt 11 ml. Insgesamt werden 31 Fraktionen gesammelt. Die
einzelnen Fraktionen werden ahnlich wie bei dem modifizierten Jodwert gemessen.
Das Photometer wird mit 6 ml Puffer (pH 4,5), 4 ml Puffer (pH 7,0) und 0,5 ml
verdunnter Jodlésung auf Null abgeglichen. Gemessen wird 6 ml Puffer (pH 4,5),
4 ml Probe und 0,5 ml verdiinnte Jodlésung. Nach der Jodzugabe werden 30 s bis
zur Messung gewartet. Die Messung erfolgt Uber den Wellenlangenbereich von 400

bis 700 nm. Die Messdaten werden mit MS Excel graphisch ausgewertet.
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3.5 Maischverfahren

Die Probenverarbeitung entspricht dem Kongressverfahren nach MEBAK (Band I,
4.1.4.2.2)%°. Geandert sind die Temperaturstufen und —rasten, wie sie in den

Unterkapiteln beschrieben sind.

3.5.1 Eyben-Verfahren

Temperaturrast 45 T fir 30 min
Temperaturrast 62 T fir 30 min

Temperaturrast 70 T fir 30 min

3.5.2 Hoch-Kurz-Verfahren

Temperaturrast 62 T fir 30 min

Temperaturrast 70 T fir 30 min

3.6 Gelelektrophorese

Elektrophoresekammer: Multiphor I, Pharmacia, Uppsala

Power Supply: EPS 3500, Pharmacia, Uppsala

Gel: ExcelGel SDS Homogeneous 7,5, Amersham Biosciences, Uppsala
Pufferstreifen: ExcelGel SDS Buffer Strips, Amersham Biosciences, Uppsala
Proteinstandard 1: Protein molecular weight standards MW 6500-205000, Amersham
Biosciences, Uppsala

Proteinstandard 2: Precision Plus Protein Kaleidoskope Standard, BioRad, Miinchen
Silberfarbung: Protein Staining Kit, Amersham Biosciences, Uppsala

Zentrifuge: Centrifuge 5410, Eppendorf, Hamburg

Die Proben werden zentrifugiert (15.000 U/min, 5 min) und 10 pl Uberstand nativ
aufgetragen. Das Elektrophoreseprogramm wird gemal Vorschrift fir das
entsprechende Gel ausgefiihrt (30 A, 80 min, Spannung variabel). Die Banden

werden mit Silber angefarbt.

60 Pfenninger, H.: Brautechnische Analysenmethoden Band I. Freising: 1997
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3.7 Hefezellaufschluss

Ultraschallsonde: Dr. Hielscher UP UP 200s; Cycle 0,5, Amplitude 100 %

Zentrifuge: Laborzentrifuge 6K15, Sigma, Osterode

Die Hefe wird vor dem Aufschluss mehrfach mit dest. Wasser gewaschen, indem sie
aufgeschlemmt wird und anschlieend mit 1000 U/min abzentrifugiert wird, damit
Bierreste, besonders Proteine und Glucane, entfernt werden. Zur Gewinnung von
Hefeproteinen und Hefeglycogen werden die Hefezellen mit einer Ultraschallsonde
aufgeschlossen. Die Abtrennung der Zellwande wird mittels Zentrifugation
(9000 U/min, 10 min) durchgefiihrt. Der Uberstand wird fiir die GPC und fiir die

Gelelektrophorese verwendet.

3.8 Enzymatische Tribungsidentifizierung

3.8.1 Enzyme®

Pepsin (EC 3.4.23.1), Merck (1.07185), Darmstadt
Temperaturoptimum: 37 C, pH-Optimum: 2 bis 3

Amyloglucosidase (EC 3.2.1.3), Megazyme (3200 U/ml), Bray

Brewers Diase, DSM, Seclin Cedex
Hauptaktivitat: Amyloglucosidase (EC 3.2.1.3)

Lichenase (EC 3.2.1.73), Megazyme, Bray
Temperaturoptimum: 60 C, pH-Optimum: 6,5

Ultraflo L, Novozyme, Bagsvaerd
Hauptaktivitat: Lichenase (EC 3.2.1.73)

Mannanase (EC 3.2.1.78), Megazyme, Bray
Temperaturoptimum: 40 C, pH-Optimum: 4,0

®% Brenda. http://www.brenda.uni-koeln.de.
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Xylanase (EC 3.2.1.8), Megazyme, Bray
Temperaturoptimum: 40 C, pH-Optimum: 4,5

3.8.2 Methodenbeschreibung

Das Probenvolumen betragt 100 ml pro 180-ml-Klarglas-Bugelverschlussflasche. Die
Probe wird auf Raumtemperatur temperiert und in die 180-ml-
Bilgelverschlussflaschen probegeteilt: eine Nullprobe und fir jedes Enzym eine
Flasche. Zur Uberpriifung der Probenteilung wird die Trilbung in jeder Flasche
gemessen. Die Enzymmenge betrdgt 25 pl (um die Eigentribung des Enzyms
maoglichst gering zu halten). Die Enzymreaktion erfolgt (bis auf Pepsin) bei
Raumtemperatur. Im Fall von Pepsin wird die Probe zusammen mit einer Nullprobe
auf 40 T temperiert. Die Reaktionszeit betragt etwa 24 Stunden. Es wird die
Tribungsabnahme Uber die Zeit verfolgt. Die Tribungsabnahme wird definiert als

Ausgangstribung minus Endtribung nach 24 Stunden.

3.9 Mikroskopische Trubungsidentifizierung

3.9.1 Mikroskopische Verfahren

Mikoskop: Axioskop 50, Zeiss, Gottingen
Kamera: DSC-S75, Sony, Tokyo
Das verwendete Mikroskop hat verschiedene Verfahren zur Darstellung des

mikroskopischen Bildes.
3.9.1.1 Durchlicht
Bei dem Durchlichtverfahren geht der Lichtstrahl von unten durch das Objekt

hindurch in das Objektiv zum Okular. Zur besseren Darstellung wird bei Durchlicht

mit Interferenzkontrast gearbeitet. Hierbei erscheint das Bild dreidimensional.
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3.9.1.2 Auflicht

Bei dem Auflichtverfahren geht der Lichtstrahl durch das Objektiv auf das Objekt.
Das abgestrahlte Licht geht zurtick Gber das Objektiv in das Okular.

3.9.1.3 Polarisation

Das Mikroskop ist mit einem Polarisationsverfahren ausgestattet. Durch zwel
Polarisationsfilter wird der Lichtstrahl vollstdndig ausgeldscht. Kristalline Objekte
konnen die Ebene des polarisierten Lichtes drehen und erscheinen weild vor

schwarzem Hintergrund.

3.9.1.4 Fluoreszenz

Filter: G365, Zeiss, Gottingen

Bei dem Fluoreszenzverfahren wird UV-Licht durch einen Anregungsfilter auf einen
entsprechenden Wellenlangenbereich begrenzt. Das Licht geht durch das Objektiv
auf das Objekt. Molekiule des Objektes werden angeregt und strahlen in einem
anderen Wellenlangenbereich Licht zurtick in das Objektiv. Der Lichtstrahl wird noch
mal Uber einen Filter auf einen entsprechenden Wellenlangenbereich begrenzt und

gelangt so in das Okular.

3.9.1.5 Stereomikroskopie
Mikroskop: Stemi 2000-C, Zeiss, Gottingen
Bei der Stereomikroskopie wird Uber zwei bewegliche Lampen auf dem Objekt eine

Licht-Schatten-Struktur gebildet. Dadurch erscheint das Bild dreidimensional.

3.9.2 Probenaufbereitung fur die mikroskopische Ide  ntifizierung

3.9.2.1 Zentrifugieren

Zentrifuge: Centrifuge 5410, Eppendorf, Hamburg
Die Probe wird stehend gelagert, so dass sich die Partikeln absetzen kénnen. Der
Uberstand wird mit einer Wasserstrahlpumpe und einer Pasteurpipette abgesaugt bis

etwa 30 ml verbleiben. Der Bodensatz wird aufgeschuttelt, in ein 2,0ml
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Eppendorfgefass gefillt und bei 15.000 U/min abzentrifugiert. Der Vorgang wird so
oft wiederholt, bis gentigend Partikeln zum Mikroskopieren abzentrifugiert sind.

3.9.2.2 Membranfiltration

Membran: Cellulose Nitrate Filter 50 mm 1,2 um, Sartorius, Géttingen

Immersionsdl: Immersol 518 N, Zeiss, Gottingen

Die Probe wird Uber eine Cellulose-Nitrat-Membran filtriert. Die Porenweite der
Membran betragt 1,2 um, der Durchmesser 50 mm. Der Durchmesser der effektiven
Filterflache betragt 47 mm. Die Membran wird bei etwa 40 T 5 h getrocknet.
Entsprechend der Grol3e des Objekttragers und des Deckglases wird ein Teil der
Membran herausgeschnitten und mit Immersionsél auf den Objekttrager gelegt. Da
die Membran und das Immersionsol den gleichen Lichtbrechungsindex haben, wird
die getrocknete Membran durchsichtig und kann dadurch mittels Durchlichtverfahren
mikroskopiert werden.

Zur Bestimmung der Anzahl der Partikeln, werden die entsprechenden Partikeln pro
Gesichtsfeld ausgezahlt und dann auf die gesamte Membranflache bzw. das

Probevolumen wie folgt umgerechnet:

Konzentration [Partikeln/ml] = (Anzahl pro Gesichtsfeld x Flache der Membran [mm?]

/| Flache des Gesichtsfeldes [mm?]) / Probevolumen [ml]

Flache des Gesichtsfeldes [mm] = (Sehfeldzahl / VergroRerungsfaktor Objektiv)® x

3.9.3 Farbeverfahren

Fur die Farbeverfahren wurden folgende Farbstoffe verwendet:
Eosin Yellow, ICN, Aurora

Thionin, ICN, Aurora

Methylenblau, Merck, Darmstadt

Jodlésung 1N, J. T. Backer, Deventer

Fluorescent Brightener (Calcofluor), Sigma, Steinheim

Kongorot, Merck, Darmstadt
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Die Farbstoffe werden in den Konzentrationen nach Tabelle 1 kurz vor der Farbung
in dest. Wasser gelost. Die Jodlésung wird 50-fach verdunnt. Die Farbung erfolgt
direkt auf dem Objekttrager durch Mischen der Probe mit dem Farbstoff. Das Objekt

wird sofort mikroskopiert.

Farbstoff Konzentration [mg/l]
Eosin 200

Thionin 2000

Methylenblau 200

Calcofluor 100

Kongorot 100

Tabelle 1: Konzentrationen der Farbstoffe
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Enzymatische Tribungsidentifizierung

Die enzymatische Tribungsidentifizierung wird bei kolloidalen Tribungen eingesetzt.
Die kolloidal gelosten Molekile lassen sich nur schwer von der flissigen Phase
abtrennen. Mit Hilfe von spezifischen Enzymen ist dies nicht notwendig, da diese
direkt der Probe zugesetzt werden kdnnen.

4.1.1 Zumischversuche im Labormalstab

Einzelne Reinsubstanzen, die im Kapitel Grundlagen und Kenntnisstand beschrieben
sind und unter dem Verdacht stehen, dass sie zu Tribungen neigen, werden einem
Standardbier in verschiedenen Konzentrationen zugemischt und auf ihre
Trubungszunahme hin untersucht. Das verwendete Standardbier hat eine Triubung
von 0,24 EBC (Messwinkel 909.

Als Medium wurde Bier gewahlt, da die eingesetzten Enzyme in diesem Medium ihre
Wirkung zeigen sollen. Die Temperatur und der pH-Wert des Bieres entsprechen
nicht immer den Optima der Enzyme. Ziel war es, Enzyme zu finden, die die Tribung
moglichst schnell in der Probe und unter Laborbedingungen abbauen kdnnen.

41.1.1 -Glucane

Die -Glucane wurden nach ihrer Herkunft und Aufbau unterschieden und
untersucht. Aus dem Malz kommen als Trubungsbildner Amylose, Amylopectin und
Starke in Betracht. Aus der Hefe kann der Speicherstoff Glycogen freigesetzt

werden.
4.1.1.1.1 Starke

Gerstenstarke wurde in einer Konzentration von 20 g/l in dest. Wasser aufgekocht.

Die Starkekdrner nehmen Wasser auf, quellen und gehen in ,Lésung“. Diese

vorgeloste Starkelésung wird dem Bier zugegeben und die Tribung gemessen
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(siehe Tabelle 2). Der Tribungsabbau erfolgt Uber die Enzyme Amyloglucosidase

und Diase (siehe Tabelle 3).

Konzentration [mg/I] 2 10 100 200

Tribung [EBC] 0,26 0,36 2,00 4,42

Tabelle 2: Trilbungszunahme durch verkleisterte Starke

Die Trubung wird bereits durch einen relativ geringen Gehalt an Starke erhoht. In
einem nicht triben Bier sind ungefahr 40 g/l niedermolekulare Dextrine enthalten. Es

genugt ein Bruchteil (0,1 g/l) davon, eine sichtbare Opaleszenz zu erzeugen.

Zeit [h] 0 1 3 24
Trubung [EBC]

Nullprobe 5,80 6,84 7,11 8,16

Diase 5,69 1,22 0,61 0,42

Amyloglucosidase 5,84 2,54 1,24 0,49

Tabelle 3: Trilbungsabbau von verkleisterter Starke

4.1.1.1.2 Amylose

Amylose aus Gerste (20 g/l) wird in dest. Wasser mit einem Tropfen konz.

Natronlauge durch Kochen gelést und dem Bier zugegeben (siehe Tabelle 4).

Konzentration [mg/l] 2 10 200 400

Tribung [EBC] 0,25 0,27 0,65 1,03

Tabelle 4: Tribungszunahme durch Amylose

Die reine Amylose hat einen geringeren Einfluss auf die Tribung als die Starke. Es
wird ungefahr die 10-fache Menge an Amylose benétigt, um den gleichen

Tribungswert zu erhalten.
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4.1.1.1.3 Amylopectin

Amylopectin aus Mais (10 g/l) wird in dest. Wasser mit einigen Tropfen Natronlauge

vorgelost und dem Bier zugegeben (siehe Tabelle 5).

Konzentration [mg/l] 2 10 100 200

Tribung [EBC] 0,31 0,38 1,11 2,40

Tabelle 5: Trubungszunahme durch Amylopectin

Amylopectin erhoht die Triibung etwa halb so stark wie reine Starke aber starker als
Amylose. Amylopectin ist also fur die Tribungsbildung starker verantwortlich als
Amylose.

4.1.1.1.4 Glycogen

Glycogen aus Austern (10 g/l) wird in dest. Wasser geldst und dem Bier zugegeben
(siehe Tabelle 6).

Konzentration [mg/I] 2 20 100 400

Tribung [EBC] 0,29 0,39 0,60 1,41

Tabelle 6: Triibungszunahme durch Glycogen
Die Trubung wird durch Glycogen nicht so stark erhoht, wie durch das &hnlich

aufgebaute Amylopectin. Es fallt auch auf, dass der optische Eindruck der Tribe (bei
gleichem Tribungswert) bei Glycogen nicht so trib erscheit, wie bei Amylopectin.
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4.1.1.2 Eiweil3

Die Proteine Casein (20 g/l) und Albumin (extrahiert aus Gerste) (5 g/l) werden durch
Erhitzen auf 60 T in dest. Wasser gelést und dem Bier zugegeben (siehe Tabelle 7
und Tabelle 8).

Konzentration [mg/I] 2 4 10 20

Tribung [EBC] 0,58 1,00 1,58 3,63

Tabelle 7: Tribungszunahme durch Casein

Casein erhoht die Tribung im Vergleich zur Starke sehr stark. Albumin ist nicht so

tribungsintensiv wie Casein. Das Molekulargewicht wird auch als geringer

angegeben.
Konzentration [mg/l] 1 5 25 100
Tribung [EBC] 0,29 0,35 0,92 1,27

Tabelle 8: Trilbbungszunahme durch Albumin

Der Tribungsabbau durch die Enzyme Pepsin ist bei Casin fast vollstandig erfolgt
(siehe Tabelle 9). Bei Albumin wird die Trubung nur halbiert. Dies kdnne daran
liegen, dass die Erhitzung auf 60 T (um Albumin in L&ésung zu bringen), die
Molekulstruktur verandert hat, so dass die Enzyme teilweise nicht angreifen kénnen
(siehe Tabelle 10.

Zeit [h] 0(20C) [3(40C) |24(40C) |25(20C)
Triibung [EBC]

Nullprobe 4,42 4,24 4,93 5,24

Pepsin 3,93 0,47 0,43 0,54

Tabelle 9: Trilbbungsabnahme von Casein durch das Enzym Pepsin
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Zeit [h] 0(20C) [3(40C) (24(40C) |25(20C)
Trubung [EBC]

Nullprobe 1,33 1,11 1,33 1,59

Pepsin 1,35 0,83 0,87 1,01

Tabelle 10: Tribungsabnahme von Albumin durch das Enzym Pepsin
4.1.1.3 -Glucan

Gersten- -Glucan (10 g/l) wird in dest. Wasser durch Erhitzen gelost und dem Bier

zugegeben (siehe Tabelle 11).

Konzentration [mg/l] 1 10 100 200

Tribung [EBC] 0,27 0,41 0,42 0,51

Tabelle 11: Tribungszunahme durch -Glucan

-Glucan hat fast keinen Einfluss auf die Trilbung. Dies kann daran liegen, dass das
verwendete -Glucan in Wasser I8slich ist. Von anderen Herstellern wird erwéhnt,
dass die geringe Tribung durch Verunreinigungen an Proteinen verursacht wird. Der
Tribungsabbau durch die Enzyme Ultraflo und Lichenase war erfolglos und ist nicht

dargestellt.

4.1.1.4 Arabinoxylan

Hochmolekulares Arabinoxylan I6st sich in dest. Wasser nicht. Auch eine Zugabe

von konz. Lauge bewirkte nichts. Der Versuch konnte somit nicht durchgefihrt

werden. Ebenso konnte das Enzym Xylanase nicht getestet werden.
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4.1.1.5 Mannan

Mannan aus Hefe (10 g/l) wird in dest. Wasser gelost und dem Bier zugegeben
(siehe Tabelle 12).

Konzentration [mg/l] 10 50 100 500

Tribung [EBC] 0,29 0,32 0,43 0,46

Tabelle 12: Tribungszunahme durch Mannan

Mannan zeigt in Bier fast keine Tribungserhéhung. Mannan selbst scheint fir die
Tribungsbildung keine Relevanz zu haben. Es wird aber vermutet, dass Mannan in
Verbindung mit Proteinen Trubungen verursachen kann.

Durch die geringe Tribung ist es nicht mdglich, das Enzym Mannanase auf seine

Wirksamkeit zu testen.

Aus diesen Vorversuchen werden fiir den Praxiseinsatz die in der Tabelle 13

aufgelisteten Enzyme verwendet.

Tribungsbildner Enzym
-Glucan Diase

Protein Pepsin

Arabinoxylan Xylanase
-Glucan Ultraflo

Tabelle 13: Ausgewéahlte Enzyme fur den Praxiseinsatz

4.1.2 Untersuchung von Praxisproben

Im Laufe der Arbeit wurden 60 Praxisproben mit erhdhten Tribungswerten auf ihre
tribungsverursachenden Stoffe hin enzymatisch untersucht. Die aus dem

Vorversuch ausgewéhlten Enzyme wurden so auf ihre Tauglichkeit Gberprift, d. h. ob

sie mit dem Substrat, wie es unter Praxisbedingungen vorliegt, reagieren kénnen.
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4.1.2.1 -Glucantriibung

Die vorliegende Bierprobe hat einen erhéhten Tribungswert von etwa 0,9 EBC. Der

Tribunsnachweis erfolgte mit den Enzymen Ultraflo und Diase.

0.9

//

Tribung [EBC]
o o o o
B (6] [e)] ~

\l\ —e— Nullprobe
—a— Ultraflo

—aA— Diase

©
w

©
N

o
=

o

0 3 24
Zeit [h]

Abbildung 1: Abbau einer -Glucantriibung

Die Abbildung 1 zeigt Verlauf des Tribungsabbaus in der Probe durch die Enzyme.
Ultraflo halbiert den Tribungswert, Diase verringert ihn leicht. Diese Trilbung besteht
in diesem Fall aus zwei Stoffgruppen, wobei -Glucan den hodheren Anteil an der
Trubung hat. Ein Erklarungsversuch fur den erhohten Trubungswert kann sein, dass
die schlecht abgebauten Zellwdnde des Malzes zu hohe -Glucane in die Wirze
einbringen, die das Bier triben. Zum anderen ist der Starkeangriff durch die intakten
Zellwande schwieriger und Starkemolekile werden so schlechter abgebaut, was

ebenso zur Trubung fuhrt. Die Nullprobe bleibt wie erwartet unverandert.
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4.1.2.2 -Glucantriibung
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Abbildung 2: Abbau einer -Glucantribung

In der Abbildung 2 ist der Tribungabbau der -Glucantriibung dargestellt. Das
Enzym Diase spaltet die hochmolekularen -Glucane, wodurch die Tribung
verringert wird. Zum Vergleich ist das Enzym Ultraflo zugegeben. Das -Glucan
abbauende Enzym verandert die Trubung nicht. Auch die Nullprobe bleibt gleich.
Durch dieses Beispiel konnte nachgewiesen werden, dass die Enzyme spezifisch
angreifen und eine genaue Identifizierung der Tribungsursache maoglich ist.
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4.1.2.3 Eiweil3triibung
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Abbildung 3: Abbau einer Eiweil3tribung

Die Identifizierung von Eiweil3tribungen verlauft etwas anders als bei den anderen
Tribungen. Die Probe und die Nullprobe T als Vergleich missen auf 40 C erwarmt
werden, damit Pepsin wirken kann. Die Tribung sinkt durch die Erwarmung
normalerweise ab. Durch das Abkihlen auf 20 T sollte die Nullprobe aber wieder
auf den Ursprungswert zurtickgehen. Der Vergleich mit anderen Enzymen lauft aber
bei Raumtemperatur ab. Auch hier ist zusatzlich eine Nullprobe zu messen (siehe
Abbildung 3).

In diesem Beispiel wird der Trubungswert durch Pepsin halbiert. Die erwarmte
Nullprobe T nimmt nach dem Abkuhlen (Messwert bei Zeit 26 h) den Ausgangswert
wieder an. Das Enzym Diase verringert die Tribung leicht. Die Tribung wird auch
hier durch zwei verschiedene Stoffgruppen verursacht.

Die Versuche haben gezeigt, dass die enzymatische Tribungsidentifizierung ein
geeignetes Mittel ist, die tribungsverursachenden Stoffgruppen zu identifizieren. Die
Enzyme bauen die Tribung spezifisch ab und diese kann dadurch einer Stoffgruppe

zugeordnet werden. Die Tribung verringert sich nur bei dem entsprechenden
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Enzym, bei den anderen Enzymen bleibt die Tribung konstant. Es ist aber auch

moglich verschiedene Trubungsursachen in einer Probe zu erfassen.

4.1.2.4 Arabinoxylan- und Mannantriibung

Es konnten aus den eingesandten Proben kein Arabinoxylan und Mannan als

Tribungsbildner festgestellt werden.

4.2 Ursachenfindung in der Praxis

Die enzymatische Trubungsidentifizierung erbringt den Nachweis, welche
Stoffgruppen die Trubung verursachen. Als nachster Schritt muss die Stelle im
Produktionsverlauf gefunden werden, bei der die Trubung entsteht. Erst dann kann

mit der richtigen Technologie dem Problem entgegengewirkt werden.

4.2.1 -Glucantribung

Bisher wurde versucht, die Probleme mit -Glucanen mit dem photometrischen
Jodwert zu erfassen. In Wirze ist dies meist moglich, da die Ursache nur ein
ungenugender Starkeabbau sein kann. In Bier ist die Quelle jedoch nicht mehr
eindeutig zu identifizieren, da die Hefe Glycogen ausscheiden kann. Der
photometrische Jodwert kann die Unterschiede zwischen den Molekilen nicht
erfassen. Es werden zur genaueren Unterscheidung weitere Informationen, wie sie

im Folgenden beschrieben werden, bendtigt.

4.2.1.1 Modifizierter photometrischer Jodwert

Die Farbe der Jodfarbung der -Glucane und somit die Wellenléange, bei der das
Maximum der Extinktion liegt, ist abhangig von der Kettenlange der geradlinigen
Helix®?. Bei dem photometrischen Jodwert wird nur bei der Wellenlange 578 nm die

Extinktion gemessen. Es kénnen damit keine Unterschiede in der Molekilstruktur

®2 Bailey, J. M.; Whelan, W. J.: Physical Properties of Starch. In: The Journal of Biological Chemistry
236 (1961), Nr. 4, S. 969-973
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sichtbar gemacht werden. Es gibt Praxisproben, bei denen der Grenzwert von 0,45 in
Wirze und Bier nicht Uberschritten wird, es aber dennoch zu -Glucantribungen
kommt. Dies bedeutet, dass diese Methode fir diese Falle nicht ausreichend
aussagekraftig ist. Aus diesem Grund wird versucht, Uber einen modifizierten
photometrischen Jodwert nahere Informationen zu erhalten. Hierbei wird die
Jodfarbung nicht nur bei der Wellenlange 578 nm, sondern tber den sichtbaren
Bereich des Lichtes im Wellenlangenbereich von 400 bis 700 nm gemessen. Die
Auswertung der Messungen erfolgt qualitativ iber eine graphische Darstellung der
Messergebnisse (zum Beispiel Uber MS Excel). Eine quantitative Auswertung ist
nicht moglich. Im Folgenden wird anhand der Reinsubstanzen geldst in dest. Wasser
die Verschiebung des Extinktionsmaximums der Jodfarbung in Abhangigkeit der
Kettenlange der Helix Uber den Wellenlangenbereich von 400 bis 700 nm

beschrieben.

4.2.1.1.1 Amylose

Die durchgehende Helixstruktur der Amylose ermdglicht den Jodmolekilen eine
vollstandige Einlagerung. Die Elektronen der Jodmolekile werden so angeregt, dass
das abgestrahlte Licht blau erscheint. Das Maximum der Extinktion der Jodfarbung
von Amylose liegt aus diesem Grund bei groRer 600 nm bei 645 nm (siehe Abbildung
4).
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Abbildung 4: Jodfarbung von Amylose

4.2.1.1.2 Amylopectin

Amylopectin ist im Gegensatz zu Amylose verzweigt. Durch die Verzweigung sind die
Helixabschnitte fir eine vollstandige Einlagerung der Jodmolekile zu kurz. Dadurch
liegt das Maximum der Extinktion der Jodfarbung von Amylopectin bei 545 nm (siehe

Abbildung 5), also im violetten bis braunlichen Bereich.
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Abbildung 5: Jodfarbung von Amylopectin

4.2.1.1.3 Glycogen

Die hier verwendete Reinsubstanz ist aus Austern gewonnen, da Hefeglycogen im
Handel nicht zu erhalten war. Das Glycogen ist ahnlich aufgebaut wie Amylopectin,
jedoch starker verzweigt. Die Helixabschnitte sind noch kirzer und die Jodmolekiile
werden noch schlechter eingelagert. Das Maximum der Extinktion der Jodfarbung
von Glycogen liegt bei 495 nm (siehe Abbildung 6), also im rétlichen Bereich.
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Abbildung 6: Jodfarbung von Glycogen aus Austern
4.2.1.1.4 Gewinnung von Hefeglycogen durch Hefezellaufschluss

Da Hefeglycogen als Reinsubstanz nicht erhéltlich ist, wird Glycogen direkt aus
Hefen durch Zerstéren der Hefezellen mit Ultraschall gewonnen. Es wird
angenommen, dass dieses Glycogen in MolekilgréRe und Jodfarbung dem in Bier
entspricht oder zumindest ahnlicher ist als die aus Austern gewonnene
Reinsubstanz.

Der modifizierte Jodwert des Zellaufschlusses ist in der Abbildung 7 graphisch

dargestellt. Der Verlauf ahnelt dem von Glycogen aus Austern. Das Maximum der

Extinktion liegt bei 485 nm.
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Abbildung 7: Jodfarbung von Glycogen aus dem Hefezellaufschluss

Die Messungen der Reinsubstanzen zeigen deutliche Unterschiede. Das Maximum
der Extinktion der Jodfarbung wird mit zunehmendem Verzweigungsgrad zu
kleineren Wellenlangen hin verschoben. Die modifizierte Methode kann somit mehr
Aufschluss tber die Tribungsursache geben als der normale Jodwert. Dies bedeutet
aber nicht, dass mit der MEBAK-Methode diese Molekile nicht erfasst werden. Im
Fall von stark verzweigten Molekilen kann es aber passieren, dass die Extinktion bei
Wellenlange 578 nm (durch die Verschiebung des Maximums zu niedrigeren
Wellenlangen) zu niedrig ist, um den Grenzwert zu uberschreiten. Die daraus

entstehenden Trubungsprobleme wirden dadurch nicht erfasst werden.

4.2.1.1.5 Wiirze mit -Glucantribung

Die folgenden Messungen in Wirze und Bier haben einen anderen Kurvenverlauf als
die Reinsubstanzen. Es ist auffallig, dass das Maximum der Extinktion bei etwa
460 nm liegt (siehe zum Beispiel Abbildung 8). Dieser Peak ist in den
Reinsubstanzen einschliel3lich des Hefezellaufschlusses nicht enthalten. Es kann
nicht geklart werden, wodurch dieser Peak entsteht. Anzunehmen ist, dass weitere

Bierinhaltsstoffe mit Jod eine Farbung eingehen. Dieses Maximum ergibt keine
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Aussage uber das Vorhandensein von -Glucanen. Der Peak erschwert jedoch die
Interpretation besonders von Glycogen, da dort das Maximum bei etwa 500 nm sehr
nahe liegt. Von entscheidender Bedeutung ist also erst der Bereich ab 480 nm. Ab
diesem Bereich gibt es aber in den meisten Féllen kein Maximum der Extinktion
mehr. Im mathematischen Sinne sind aber Wendepunkte im Kurvenverlauf zu sehen.
Bei der dargestellten Wiirze in Abbildung 8 sind diese bei den Wellenlangen 530 und
605 nm. In dem Bereich dazwischen liegt nach den oben beschriebenen

Ergebnissen das Maximum von Amylopectin.
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Abbildung 8: Jodfarbung einer Wiirze mit -Glucantriibung
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4.2.1.1.6 Bier mit -Glucantribung

Das im Folgenden beschriebene Bier weist eine -Glucantribung, verursacht durch
unvollstandigen Starkeabbau, auf. Die graphische Auswertung zeigt, dass die
Wendepunkte im Bereich von 515 bis 605 nm liegen (siehe Abbildung 9). Dies deutet

darauf hin, dass die Jodfarbung durch Amylopectin ausgeldst wird.
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Abbildung 9: Jodfarbung eines Bieres mit -Glucantriibung
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4.2.1.1.7 Bier mit Glycogentriibung
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Abbildung 10: Jodfarbung eines Bieres mit Glycogentribung

Das dargestellte Bier enthalt Glycogen, das durch die Garfiuhrung mit hohen
Temperaturen von der Hefe freigesetzt wurde. Der Kurvenverlauf hat die
Wendepunkte im Bereich von 500 bis 595 nm (siehe Abbildung 10). Der
eingeschlossene Bereich ist im Vergleich zu den vorigen dargestellten Proben in
Abbildung 8 und Abbildung 9 leicht zu niedrigeren Wellenlangen hin verschoben. Ob
diese geringe Verschiebung ausreicht, um zu erklaren, dass in dieser Probe
Glycogen enthalten ist, wird aus den Versuchen nicht deutlich genug. Dies bedeutet,
dass es mit dem modifizierten Jodwert allein auch noch nicht gelingt, Glycogen von
Amylopectin zu unterscheiden. Hierzu ist ein weiterer Aufbereitungsschritt notwendig,

wie er in den néchsten Kapiteln erlautert wird.

Eine Verschiebung des Spektrums hin in Richtung Amylose konnte in den
gemessenen Proben nicht festgestellt werden. Amylose scheint als Tribungsbildner

nicht in frage zu kommen.
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Die modifizierte Methode stellt eine zusatzliche Information zur normalen Methode
dar. Durch die normale Methode erhalt man ,quantitativ eine Aussage uber den
Gehalt an hochmolekularen -Glucanen. Die modifizierte Methode kann zusétzlich
eine Aussage Uber die Molekilstruktur der -Glucane geben. In Wirze kann die
modifizierte Methode die Problematik erklaren, warum es passieren kann, dass der
Grenzwert des normalen Jodwertes nicht Uberschritten wird, es aber doch zu
Tribungen kommt. Bei stark verzweigten Amylopectinmolekilen kann der
Kurvenverlauf zu kleineren Wellenlangen hin verschoben sein und mit dieser
Methode erkannt werden. In Bier ist es schwieriger, einen Unterschied zwischen
Glycogen und Amylopectin anhand einer Messung zu erkennen. Hier mussen
innerbetrieblich mehrere Kurven vorliegen, um die Verdnderungen, falls es zur

Glycogenaussscheidung kommt, zu erkennen.

4.2.1.2 Gelpermeationschromatographie

Da der modifizierte Jodwert nicht ausreicht, um Glycogen von den
Starkeabbauprodukten zu unterscheiden, wird die Gelpermeationschromatographie

zur GroRBenauftrennung eingesetzt. Die gesammelten Fraktionen werden mit dem

modifizierten Jodwert gemessen und graphisch ausgewertet.
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4.2.1.2.1 Hefezellaufschluss

Die Abbildung 11 zeigt die modifizierten photometrischen Jodwerte der einzelnen
GPC-Fraktionen. Es hat sich gezeigt, das die Darstellung der Messwerte bei der
Wellenlange 580 nm fur die Auswertung und Ubersichtlichkeit sinnvoll ist. Bei der
GPC werden die hochmolekularen Stoffe zuerst eluiert. Das bedeutet, dass in dieser
Darstellung die Fraktionen mit der niedrigen Zahl die hochmolekularen -Glucane
sind. Bei den Fraktionen 4 und 5 zeigt sich eindeutig eine Jodfarbung. Zur
qualitativen Beurteilung sind die Jodfarbungen der Fraktionen 4 und 5 in der
Abbildung 12 einzeln Uber den ganzen Wellenlangenbereich dargestellt. Der
Kurvenverlauf ahnelt der Reinsubstanz in Abbildung 6 und dem Glycogen aus dem
Hefezellaufschluss in Abbildung 7. Das Maximum der Extinktion liegt bei 490 nm.

Das Glycogen aus der Hefe ist sehr hochmolekular und wird sofort eluiert.
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Abbildung 11: Jodfarbung der GPC-Fraktionen des Glycogens aus dem

Hefezellaufschluss
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Abbildung 12: Jodfarbung der GPC-Fraktion 4 und 5 des Glycogens aus dem

Hefezellaufschluss
4.2.1.2.2 Laborwirzen und -biere

In Anlehnung an die Verdffentlichung von MaLcorps®® wurden im LabormaRstab
Wirzen und Biere hergestellt, die Glycogen aus der Hefe enthalten sollen. Hierzu
wurde aus Wirzekonzentrat eine 20 GG-%ige ungehopfte Wirze ausgemischt und
diese bei 22 T vergoren. Das Jungbier wurde vier Tage bei 0 T gelagert. Die Hefe
wurde mit einer Zentrifuge geerntet und noch zweimal auf die gleiche Weise gefihrt,
um zu Uberprifen, ob die Glycogenabgabe sich verédndert. Die Garung der 3.
Fuhrung ist jedoch héangen geblieben und wurde nach sechs Tagen abgebrochen.
Die Wirze und die drei Biere wurden mit dem modifizierten photometrischen Jodwert

und der GPC analysiert.

63 Malcorps, P.; Haselaars, P.; Dupire, S.; Van den Eynde, E.: Glycogen released by the yeast as a

cause of unfiltrable haze in the beer. In: EBC Congress. 1999, S. 831-838
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Die enzymatische Trubungsidentifizierung ist in der Tabelle 14 dargestellt.

Probe Triibungsabnahme [EBC]
Wirze 0,46
1. Fihrung 0,59
2. Fihrung 1,66
3. Fuhrung 0,53

Tabelle 14: Trubungsabnahmen durch Amyloglucosidase in Wirze und Bier

Es zeigt sich eine geringe -Glucantribung bereits in der Wurze. Die 1. Fihrung
zeigt im Vergleich zur Wirze nur eine minimale Erhdhung der Tribung. In der 2.
Fuhrung hingegen wird die Tribung durch Glycogen stark erhoht. Die weitere
Fuhrung hat allerdings wieder einen ahnlichen Wert wie die 1. Fihrung bzw. wie die
Wirze. In der Tabelle 15 sind die photometrischen Jodwerte der Proben aufgelistet.

Auch hier zeigt sich ein &hnlicher Verlauf zwischen den einzelnen Fihrungen.

Probe Photometrischer Jodwert
Wirze 0,912
1. Fihrung 0,919
2. Fihrung 1,349
3. Fuhrung 1,039

Tabelle 15: Photometrische Jodwerte der Wirze und der Biere

Die modifizierten photometrischen Jodwerte der Wuirze und der Biere (siehe
Abbildung 13) zeigen eine Jodreaktion der Wirze im Bereich von 580 nm, bei Bier
der 1. Fihrung im gleichen Bereich, bei Bier der 2. Fuhrung eine Verschiebung hin
zu 490 nm und bei Bier der 3. Fuhrung wieder hin zu 580 nm. Dies deutet darauf hin,
dass die Hefe bei der 2. Fihrung Glycogen wahrend der Garung an das Bier abgibt.
Bei der 1. und bei der 3. Fihrung scheint dies noch nicht oder nicht mehr der Fall zu
sein. Wie aber oben erwéhnt, ist die qualitative Auswertung nur eindeutig maoglich,

wenn Vergleichswurzen oder -biere vorliegen.
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Abbildung 13: Modifizierte Jodwerte des Glycogenversuches

Die Wirze und die Biere wurden mit der GPC aufgetrennt und mit dem modifizierten
Jodwert gemessen. Die modifizierten Jodwerte der GPC-Fraktionen (es sind nur die

Messwerte der Wellenlange 580 nm ausgewertet) sind in den nachfolgenden

Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 14: Jodfarbung der GPC-Frakionen der Wirze
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Abbildung 15: Jodfarbung der GPC-Fraktionen des Bieres der 1. Fihrung
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Abbildung 16: Jodfarbung der GPC-Fraktionen des Bieres der 2. Filhrung
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Abbildung 17: Jodfarbung der GPC-Fraktionen des Bieres der 3. Fuhrung

Die Wirze (als Vergleich) zeigt eine starke Jodreaktion bei den Fraktionen 15, 16

und 17, also im Gegensatz zu den Messungen aus dem Hefezellaufschluss in einem
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relativ. niedermolekularen Bereich, obwohl die Wirze selbst einen erhohten
photometrischen Jodwert aufweist. Die Biere der 1. und 3. Fuhrung haben ebenso
bei niedermolekularen Fraktionen eine Jodreaktion. Die Biere der 2. und 3. Fuhrung
zeigen aber eine starke Jodfarbung bei der Fraktion 4. Es zeigen sich also
Veréanderungen in den Molektlgrof3en, die durch die Garfihrung verursacht werden.

Die Abbildung 18 zeigt die qualitative Auswertung der Fraktionen 4 und 16 aus der 2.
Fuhrung. Die Fraktion 4 hat einen ahnlichen Kurvenverlauf wie in der Abbildung 12
die Fraktion 4. Dies bedeutet, dass in der 2. Fihrung durch die Hefe Glycogen
ausgeschieden wird. Anhand des Kurvenverlaufes der Fraktion 16 wird deutlich, dass

hier Starkeabbauprodukte enthalten sind.
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Abbildung 18: Modifizierter Jodwert der 4. und 16. Fraktion des Bieres der 2.
Fahrung

Dieser Versuch hat gezeigt, dass es mdglich ist, in Bier Glycogen von

Starkeabbauprodukten mit Hilfe der GPC und des modifizierten Jodwertes zu

unterscheiden.

51



Ergebnisse und Diskussion

4.2.1.2.3 Praxisproben

Anhand von Praxisproben soll abgesichert werden, dass die Unterscheidung von
Glycogen und Starkeabbauprodukten in Bieren, die unter Betriebsbedingungen
hergestellt sind, moglich ist. Hierzu werden drei verschiedene Biere untersucht, von
denen der Ursprung der Tribung bekannt ist. Zum Vergleich wird zusatzlich ein nicht

triibes Bier untersucht.

4.2.1.2.4 Standardbier ohne Tribung

In der Abbildung 19 ist die Jodfarbung bei der Wellenlange 580 nm der einzelnen
GPC-Fraktionen eines Bieres ohne Trubung dargestellt. Die Messwerte zeigen bei
den Fraktionen 2, 12 und 16 einen leichten Ausschlag. Zur qualitativen Beurteilung
sind in der Abbildung 20 die Extinktionsverlaufe Uber den gesamten

Wellenlangenbereich dargestellt.
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Abbildung 19: Jodfarbung der GPC-Fraktionen eines Bieres ohne Trubung
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Abbildung 20: Jodfarbung der GPC-Fraktionen 2, 12 und 16

Der Verdacht, dass sich in der Fraktion 2 Glycogen befindet, bestatigt sich nicht. Der
Kurvenverlauf entspricht nicht dem der Reinsubstanzen aus Abbildung 6 und
Abbildung 7. Die Fraktion 16 konnte eventuell Amylopectin enthalten. Der
Kurvenverlauf hat ein Plateau bei 550 nm. Der Extinktionswert ist jedoch sehr
niedrig.

Wie aus den Messungen hervorgeht, ergibt ein nicht tribes Bier bei der GPC-
Auftrennung mit modifizierter Jodwertmessung auch keine Hinweise auf -Glucane

und kann dadurch als Vergleich fir andere Biere herangezogen werden.

4.2.1.2.5 Bier mit -Glucantriibung

Die Tribung des Bieres wurde durch eine falsche Einstellung des Walzenpaares der
Nassschrotmuihle verursacht. Die modifizierten Jodwerte der GPC-Fraktionen ergibt
Jodreaktionen bei der Fraktion 4 und im Bereich von den Fraktionen 16 bis 26 (siehe
Abbildung 21). Zur qualitativen Beurteilung sind in der Abbildung 22 die Extinktionen
Uber den gesamten Wellenlangenbereich der Fraktionen 4 und 20 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 21: Jodfarbung der GPC-Fraktionen eines Bieres mit -Glucantriibung
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Abbildung 22: Jodfarbung der GPC-Fraktionen 4 und 20
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Die Fraktion 4 steht unter dem Verdacht, -Glucane zu enthalten. Der Kurvenverlauf
bestétigt dies nicht. Die Fraktion 20 zeigt einen eindeutigen Verlauf, der dem von
Amylopectin ahnelt. Auch im Vergleich zu dem Verlauf aus dem Bier ohne Tribung
(siehe Abbildung 20) zeigt sich in diesem Fall eine eindeutige Reaktion und somit ein

Nachweis flur einen ungeniigenden Starkeabbau.

4.2.1.2.6 Bier mit Glycogentriibung

Das Bier wurde mit High-Gravity-Verfahren eingebraut und erst bei der Filtration
vedunnt. Die Gartemperaturen lagen bei 18 C. Dies sind Vorraussetzungen fur die
Glycogenausscheidung der Hefe, wie sie im Kapitel Grundlagen und Kenntnisstand
erlautert sind. Das Bier wies eine Tribung von etwa 0,8 EBC auf, die als -
Glucantrubung identifiziert wurde. Die GPC-Auftrennung des Bieres zeigt eine starke
Jodreaktion im hochmolekularen Bereich (Fraktion 4), aber auch bei den Fraktionen
17 bis 23 (siehe Abbildung 23). Die Kurvenverlaufe der Extinktionen Uber den
gesamten Wellenlangenbereich der Fraktion 4 und 19 sind in der Abbildung 24

dargestellt.
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Abbildung 23: Jodfarbung der GPC-Fraktionen eines Bieres mit Glycogentriibung
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Abbildung 24: Jodfarbung der GPC-Fraktionen 4 und 19

Der Kurvenverlauf der Fraktion 4 hat eine Ahnlichkeit mit dem des Glycogens. Das
Maximum der Extinktion liegt bei etwa 500 nm. Dies ist ein klarer Nachweis, dass die
Hefe Glycogen an das Bier abgegeben hat. Der andere Verlauf zeigt ein Maximum
der Extinktion bei etwa 560 nm. Hierbei handelt es sich um Abbauprodukte aus der

Starke.

Die hier vorgestellten Methoden, die GPC-Auftrennung von Wiurze und Bier
zusammen mit dem modifizierten Jodwert, ermdglichen, den Ursprung der -
Glucantribungen eindeutig zu identifizieren. Mit dieser Methode kann Glycogen von
Amylopectin unterschieden werden. Es hat sich gezeigt, dass das Glycogen der Hefe
hochmolekularer ist als die Abbauprodukte der Starke. Das Glycogen ist in den
Fraktionen 3 bis 5 der GPC, die Starkeabbauprodukte friihestens ab den Fraktionen
13 enthalten.

4.2.1.3 Stufenkontrolle bei -Glucantribungen

Aus den vorher dargestellten Ergebnissen ist es mdglich, eine Stufenkontrolle zur

Klarung der Herkunft der hochmolekularen -Glucane fiir die Betriebskontrolle zu
56



Ergebnisse und Diskussion

beschreiben. Anhand der Ergebnisse der Stufenkontrolle kann das Problem der
Tribung schnell eingegrenzt und technologisch behoben werden. Festgestellt wird
die Tribung erst bei der Filtration. Zu diesem Zeitpunkt ist die Quelle der -Glucane
(Glycogen oder Starkeabbauprodukte) nicht bekannt. Der erste Schritt (hach der
enzymatischen ldentifizierung -Glucantribung) ist der Nachweis auf Glycogen mit
der Messung der modifizierten Jodwerte der GPC-Fraktionen. Im Falle einer
Glycogentriibung ist das Hefemanagement zu Uberprifen. Aus den Laborversuchen
(Kapitel 4.2.1.2.2) hat sich gezeigt, dass die 1. Fiihrung noch kein oder nur wenig
Glycogen freigesetzt hat. Die Hefe sollte also nur einmal verwendet werden.
Alternativ kbnnte voriibergehend die Gartemperatur herabgesetzt werden.

Ist kein Glycogen in der Probe enthalten, liegt das Problem in einem mangelnden
Starkeabbau. Hierzu ist das verwendete Malz auf seine Lésungsmerkmale zu
Uberprufen. Die zytolytische Losung muss mit dem Maischverfahren abgestimmt
sein, damit der Angriff an die Starkekorner erfolgen kann. Ein weiterer Punkt sind die
enzymatischen Aktivitaten des Malzes, besonders die der -Amylase.

Eine gute Schrotsortierung ist fur den Starkeabbau notwendig. Trockenschrot kann
mit der Schrotsortierung tUberpruft werden. Es ist auf eine vollstandige Ausmahlung
der Spelzen zu achten. Bei Nassschrot ist die Uberprifung des Schrotes sehr
schwierig, da keine Sortierung maoglich ist. Die einzige Méglichkeit besteht darin, die
Maischeprobe direkt beim Einmaischen visuell zu begutachten. Es dirfen keine
ganzen Korner in der Maische enthalten sein. Die Grobgrie3e mussen aus den
Spelzen vollstdndig herausgequetscht sein. Eine Probennahme wahrend des
Maischens macht keinen Sinn. Erst wieder beim L&autern ist es mdoglich,

aussagekraftige Proben zu nehmen. Die Probenahmestellen sind folgende:

Vorderwirze

Nachgusse

Wirze nach der Heil3trubgabe
Pfannevollwirze
Ausschlagwitirze und

Heil3trubprobe.

Die Proben werden mit dem photometrischen und (falls notwendig) zusatzlich mit
dem modifizierten Jodwert Uberprift. Es ist zu beachten, dass die Proben von
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Vorderwirze bis Pfannevollwirze normalerweise noch Enzymaktivitaten aufweisen.
Die Proben sind sofort zu kdhlen und zu analysieren, da sonst durch die
enzymatische Restaktivitdt die -Glucane abgebaut werden und der Jodwert sich
verringert.

Aus den Ergebnissen der Analysen lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:
Ist der Jodwert in der Vorderwirze erhoht, entsteht das Problem vor dem Ablautern.
Hier kommen eine Kombination aus Malzqualitéat und Maischverfahren in Frage. Die
Schrotmihle ist auf die richtigen Einstellungen zu tberprifen. Die Temperaturfihler
sind auf ihre Tauglichkeit hin zu testen. Die Abmaischtemperatur darf nicht tber
78 T liegen.

Wird der Jodwert durch die Nachglisse erhoht, ist die Wassertemperatur des
Anschwanzwassers zu hoch (Uber 78 C). Hier st besonders auf die
Wassermischung zu achten. Langsam reagierende Wassermischer koénnen
Temperaturspitzen von uber 80 T auslosen, die die -Amylase inaktivieren oder
Starke aus den Trebern herauslosen.

Wird der Heil3trub zur Wuirzerickgewinnung auf den Lauterbottich gegeben, sind
hierbei die Temperatur (auch hier gilt nicht tber 78 ) und eventuell der Gehalt an
Starkepartikeln aus der Kochung zu beachten. Die Heil3trubprobe wird mikroskopisch
untersucht. Dazu werden die Starkepartikeln mit Jod angefarbt. Sie erscheinen unter

dem Mikroskop in einer violetten Farbe (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Heil3trub, gefarbt mit Jod

Ein Anstieg des Jodwertes von der Pfannevoll- zur Ausschlagwiirze deutet darauf
hin, dass wahrend des Lauterns Starkekdorner in die Lauterwirze gelangen, die durch
das Kochen gelost werden. Sollte die Probennahme der Pfannevollwirze erst bei
Kochbeginn genommen werden, ist zu beachten, dass der Starkeaufschluss bereits
vollzogen ist und dadurch der Jodwert der Pfannevollwirze erhdht wird. Ein Anstieg

zur Ausschlagwiurze ist dann nicht mehr zu erwarten.

Als Beispiel fir den Ablauf der Stufenkontrolle wird ein Tribungsproblem aus der
Praxis dargestellt:

Die Eingangstribung der filtrierten Probe betrug 0,83 EBC (Messwinkel 909. Die
Trabungsidentifizierung auf -Glucane ergab eine Triibungsabnahme um 0,60 EBC.
Das Bier wurde mit der GPC aufgetrennt und die Fraktionen mit dem modifizierten
Jodwert analysiert.

Aus den Fraktionen der GPC lie3 sich kein Hinweis auf Glycogen erkennen. Dies
bedeutet, dass die Hefe als Ursache ausgeschlossen werden konnte und das

Problem im Sudhaus liegen musste. Als néchstes schloss sich die Kontrolle der
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Wirze nach dem oben beschriebenen Probenplan an. In der Tabelle 16 sind die

photometrischen Jodwerte angegeben.

Probe Photometrischer Jodwert
Vorderwuirze 0,531
Anschwéanzwirze 0,465
HeilRtrubwtirze 0,283
Pfannevollwirze 0,354
Ausschlagwiirze 0,262

Tabelle 16: Photometrische Jodwerte der Proben der Stufenkontrolle

Auf die Messung der modifizierten Jodwerte konnte verzichtet werden, da die
Ergebnisse der normalen Jodwerte aussagekraftig genug waren.

Hieraus liel3 sich eindeutig zeigen, dass das Problem vor dem L&autern entstanden
war, da der Jodwert der Vorderwirze am hochsten war und danach die Werte (bis
auf die Pfannevollwirze) wieder abnahmen. Der Wert der Pfannevollwirze stieg
leicht an, da hier eine Mischung aus der Vorderwirze und den Nachgissen vorliegt.
Die Ursache ist also beim Malz, Schroten oder Maischen zu suchen. Die
Malzanalyse hat keine abweichenden Werte von der geforderten Spezifikation
ergeben. Die Schrotprobe (Maischeprobe) der Nassschrotmuihle hat bei der visuellen
Begutachtung keine Auffélligkeiten gezeigt. Die Maischbedingungen und die
Abmaischtemperatur waren in Ordnung. Eine Uberprifung der Einstellungen der
Schrotmihle hat jedoch von den Normwerten Abweichungen ergeben. Nach
Veranderung des Walzenabstandes war das Problem der hohen Jodwerte und der

Triibung behoben.

4.2.2 Eiweil3tribungen

Die Ursachenfindung fir Eiweil3tribungen ist schwieriger als bei den -
Glucantribungen. Der Eiwei3abbau von der Gerste bis zum Malz und wahrend des
Bierbereitungsprozesses ist sehr vielschichtig. Es finden sowohl Stoffabbau, Aufbau
als auch durch Denaturierung nicht spezifizierbare Vergroberung statt. In dieser
Arbeit wird zur Identifizierung der Proteine die Gelelektrophorese zur Hilfe

genommen. Die Proben werden nativ aufgetragen, da versucht werden soll, die

60



Ergebnisse und Diskussion

tribungsrelevanten MolekilgrofRen zu erfassen. Es wird ein Gel verwendet, das
moglichst im  hochmolekularen  Bereich die Proteine auftrennt.  Zur
GroRRenbestimmung wurden zwei verschiedene Proteinstandards verwendet. Die
Abbildung 26 zeigt die Auftrennungen der beiden Standards. Die Proteine des
Standards 2 sind eingefarbt (sichtbar, bevor die Farbung mit Silber erfolgt) und
lassen sich dadurch leichter zuordnen. Die Molekilgrof3en der Standards sind in der

Tabelle 17 aufgelistet.

Standard 1 Standard 2

Molekiilgrée [kDa] | Protein MolekilgroRe [kDa] | Protein
205 Myosin 250 keine Angaben des
116 -Galactosidase 150 Herstellers
97 Phosphorylase b 100
80 Transferrin 75
66 BSA 50
55 Glutamate 37

dehydrogenase
45 Ovalbumin 25
30 Carbonic 20

anhydrase
21 Trypsin inhibitor 15
14 Lysozyme 10
6 Aprotinin

Tabelle 17: Molekulgré3en der verwendeten Proteinstandards

Bei dem verwendeten Gel wandern die Proteine mit der geringeren Grof3e schneller
durch das Gel als die hochmolekularen (in allen Abbildungen in dieser Arbeit rechts
nach links). Das Gel trennt in der Abbildung 26 die Proteine des Standards 2 mit den
Molekullgroflen 25 bis 250 kDa auf. Kleinere Molekile wandern durch das Gel
hindurch. Das Protein mit 250 kDa wandert ein gutes Stick in das Gel hinein. Es ist
dadurch anzunehmen, dass auch noch gréRere Proteine mit diesem Gel aufgetrennt

werden konnen.
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75 100 150 250 kDa

Abbildung 26: Auftrennungen der verwendeten Proteinstandards 1 (ST1) und 2 (ST2)

Es wird davon ausgegangen, dass die schaumpositiven Proteine (Molekulgrof3e 30
bis 50 kDa) keine Trubungen verursachen. Aus diesem Grund sind die
MolekilgroRen Uber 50 kDa von besonderem Interesse und werden bei dieser
Untersuchung besonders bericksichtigt. Der Hauptanteil der Proteine in der Wirze
oder im Bier kommt aus dem Malz. Es scheint ein ungentigender Eiweil3abbau fur
Trubungen verantwortlich zu sein. Es ist aber auch mdglich, dass die Hefe unter

bestimmten Voraussetzungen als Quelle fur Eiwei3triibungen in Frage kommt.

4.2.2.1 Proteine aus dem Malz

Der nachfolgende Versuch soll zeigen, ob es mdglich ist, hochmolekulare Proteine
von der Gerste bis zum Bier im Labormalistab mit der angewandten Methode
nachzuweisen. Verglichen werden sowohl zwei Gerstensorten als auch zwei aus
diesen Gersten hergestellte Malze. Die Malze wurden im Kongressmalistab mit zwei
Maischprogrammen (Eyben- und Hoch-Kurz-Maischverfahren) verarbeitet. Das
Eybenverfahren berticksichtigt den Proteinabbau durch eine Rast bei 45 T. Beim
Hoch-Kurz-Maischverfahren wird diese Rast nicht eingehalten. Die Kochung erfolgte
mit 180 mg Hopfenpellets eine Stunde mit Ruckflusskihler. Die Wirzen wurden
geteilt. Eine Halfte wurde mit Milchsaure auf pH 4,4 und mit Ethanol auf 5 Vol.-%
versetzt und zwei Wochen bei 0 € gelagert. Die ande re Halfte mit Hefe eine Woche
bei 12 T vergoren und eine Woche bei 0 T gelagert.

In Abbildung 27 sind die Kaltausziige (10 g Gersten- bzw. Malzfeinschrot auf 100 ml
Brauwasser, 0,5 h bei 20 T geschittelt) der Gersten (Probe 1 und 2) und der daraus
hergestellten Malze (Probe 3 und 4) dargestellt. In den Gersten sind eindeutige
Banden im nieder- bis mittelmolekularen Bereich bis zu einer MolekilgréRe von
100 kDa sichtbar. Durch den Malzungsprozess verschwinden und verschwimmen
einige Banden, was auf einen Abbau der Proteine hindeutet. Zuséatzlich sind im

héhermolekularen Bereich des Gels leichte Farbungen im Bereich um 250 kDa zu
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erkennen. Dies bedeutet, dass durch den Malzungsprozess Proteine freigesetzt
werden konnen, die eine MolekulgréRe haben, die fir Tribungen verantwortlich

gemacht werden kann.

100 150 250 kDa

Abbildung 27: MolekulgréRenverteilung der Gerstensorten A und B aus den

Kaltauszugen der Gersten (1 und 2) und der Malze (3 und 4)

Durch den Maischprozess verschwimmen die Banden noch mehr (siehe Abbildung
28 und Abbildung 29). Bei der Gerstensorte A (Probe 1 und 2 in Abbildung 28) bleibt
die Bande bei etwa 75 kDa jedoch deutlich bestehen. Die Verfarbung bei etwa
250 kDa aus dem Malz der vorherigen Abbildung tritt durch das Maischen stérker
hervor und wird fast als Bande sichtbar. Bei der Gerstensorte B (Probe 1 und 2 in
Abbildung 29) treten die Banden nicht so deutlich hervor. Es muss aber
berticksichtigt werden, dass das Gel in der Abbildung 29 nicht so stark eingefarbt ist.
Es kann mit dieser Methode kein Unterschied zwischen den beiden Maischverfahren
festgestellt werden, obwohl das Eybenverfahren im Gegensatz zum Hoch-Kurz-
Maischverfahren die Wirkung der Proteasen bericksichtigt und dadurch eine
Veranderung zu erwarten gewesen ware. Es zeigt sich aber auch hier wieder, wie bei
den Kaltausziigen, dass hochmolekulare Proteine entweder den Maischprozess
Uberstehen oder wahrend dessen gebildet werden.

Die einstindige Kochung mit Hopfung verandert die Proteinverteilung sehr stark
(siehe jeweils Proben 3 und 4 in Abbildung 28 und Abbildung 29). Eine Aufgabe der
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Kochung ist die Koagulation von Eiweil3. Wie zu erwarten, werden hochmolekulare
Proteine denaturiert und in Form von Flocken beim Abfiltrieren ausgeschieden. Die
Banden (oder Farbungen) groBer 75 kDa verschwinden oder sind nur noch sehr
schwach erkennbar. Einzelne Banden im niedermolekularen Bereich kdnnen mit
diesem Gel nicht mehr voneinander getrennt werden. Bei den Wirzen aus dem
Hoch-Kurz-Maischverfahren scheinen Proteine im Bereich von 50 bis 75 kDa etwas
starker vorhanden zu sein. Insgesamt betrachtet kann die Kochung ein

entscheidender Punkt sein, bei dem trilbungsrelevante Proteine beeinflusst werden.

75 100 150 250 kDa

Abbildung 28: MolekulgréRenverteilung der Gerstensorte A nach dem Maischen
(Probe 1: Eybenverfahren; Probe 2: Hoch-Kurz-Verfahren) und Kochen (Probe 3:
Eyben; Probe 4: Hoch-Kurz-Verfahren)

64



Ergebnisse und Diskussion

75 100 150 250 kDa

Abbildung 29: Molekulgro3enverteilung der Gerstensorte B nach dem Maischen
(Probe 1: Eybenverfahren; Probe 2: Hoch-Kurz-Verfahren) und Kochen (Probe 3:
Eybenverfahren; Probe 4: Hoch-Kurz-Verfahren)

Durch das Ansauern und Versetzen mit Ethanol sollte eine Garung und Lagerung der
Wirze ohne den Einfluss der Hefe simuliert werden. Durch die Verschiebung des
pH-Wertes, des Alkohols und durch die tiefen Temperaturen werden einzelne
Proteine unldslich und ausgeschieden. Ein Vergleich der MolekilgroRenverteilung
zeigt hier aber von der Wirze (siehe Abbildung 28 und Abbildung 29 jeweils Proben
3 und 4) zur versetzten Wirze kaum eine Veradnderung (siehe Abbildung 30 und
Abbildung 31 jeweils Proben 1 und 2; bei diesen beiden Abbildungen muss
berticksichtigt werden, dass das Gel nicht gleichm&Rig gegossen war und so die
Auftrennung verschieden ist, sichtbar ist dies jeweils an den beiden Standards, die
aus diesem Grund mit abgebildet sind). Auch die Hefegarung hat keinen sichtbaren
Einfluss auf die Molekulgréenverteilung (siehe Abbildung 30 und Abbildung 31
jeweils Proben 3 und 4). Die Farbung durch Silber scheint jedoch etwas geringer zu

sein, was durch die Ausféallung von Proteinen zu erklaren ist.
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75 100 150 250 kDa

Abbildung 30: MolekulgréRenverteilung mit Ethanol und Saure versetzter Wirzen
(Probe 1: Eybenverfahren; Probe 2: Hoch-Kurz-Verfahren) und der Biere (Probe 3:

Eybenverfahren; Probe 4: Hoch-Kurz-Verfahren) der Gerstensorte A

75 100 150 250 kDa

Abbildung 31: MolekulgroRenverteilung mit Ethanol und Saure versetzter Wirzen

(Probe 1: Eybenverfahren; Probe 2: Hoch-Kurz-Verfahren) und der Biere (Probe 3:

Eybenverfahren; Probe 4: Hoch-Kurz-Verfahren) der Gerstensorte B
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Der Versuch zeigt, dass es aus der Gerste bzw. dem Malz ein Potential an
hochmolekularen Proteinen gibt, die beim Maischen in Losung gehen und mit der
Gelelektrophorese nachgewiesen werden kénnen. Diese Proteine werden in diesem
Fall bei der Kochung ausgeschieden. Es lasst sich eventuell aus diesem Versuch
ableiten, dass das Maischen und das Kochen entscheidenden Einfluss auf die
tribungsverursachenden Proteine haben. Es wéare dann mit dieser Methode mdoglich,
Probleme mit Eiweil3triibungen auf diesem Weg nachzuweisen. Wahrend der Garung
und Lagerung dieser Wirzen und Biere treten unter den Versuchsbedingungen keine
neu gebildeten, hochmolekularen Proteine auf. Diese konnten aber mit dieser
Methode nachgewiesen werden.

Im Folgenden werden drei verschiedene Praxisbiere mit der Gelelektrophorese

untersucht:

100 150 250 kba

Abbildung 32: MolekulgréRenverteilung eines Bieres ohne Tribung (Probe 1)

Die Abbildung 32 zeigt die Auftrennung eines Bieres ohne Eiweil3tribung. Typisch fur
Biere ohne Tribungen ist, dass bei dem verwendeten Gel keine scharfen Banden
erkennbar sind. Vielmehr liegt im Bereich von 20 bis 50 kDa ein Gemisch an
Proteinen vor. Banden mit Molekllgewichten gré3er als 50 kDa sind in diesem Bier
nicht vorhanden.

Die Abbildung 33 zeigt zwei verschiedene Biere mit Eiweil3tribung. Die zwei Biere
unterscheiden sich stark voneinander. Die Verteilung der meisten Proteine bei Bier 1
ist in den hohermolekularen Bereich verschoben, anders als bei Bier 2. Es sind
Proteine enthalten, die ein Molekulargewicht gro3er als 50 kDa aufweisen. Bei Bier 1
sind zusatzlich Farbungen im Bereich von 250 kDa erkennbar. Bier 2 hingegen hat
keine Farbung im Bereich von gr6RRer als 50 kDa. Es gibt aber eine starke Farbung
aulRerhalb des Trennbereiches des Gels, in der Geltasche, also vermutlich groR3er als
300 kDa. Wenn der vorherige Laborversuch als Vergleich herangezogen wird, kénnte

bei Bier 1 die Mdglichkeit bestehen, dass die Proteine bereits durch das Maischen in
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die Wirze gelangt sind und bei der Kochung nicht wieder ausgefallt wurden. Bei
Bier 2 sieht es eher nach einer Vergroberung der Proteine nach dem Kochprozess,

zum Beispiel bei der Garung und Lagerung, aus.

30 45 TEEE SN ) [ S 205 kDa

Abbildung 33: MolekulgroRenverteilung zweier Biere mit Eiweildtriibung (Probe 1 und
2)

Die Methode kénnte nach diesen Versuchen eine Moglichkeit darstellen, die Ursache
fur malzseitige Proteinprobleme zu erklaren. Dieser Ansatz ist aber durch weitere

Untersuchungen zu bestatigen.

Der néchste Versuch soll noch einmal deutlich machen, welche Proteingréf3en fur
Trubungen verantwortlich gemacht werden kdnnen.

Die lIdentifizierung der Tribung erfolgt nach Abschnitt 4.1 mit proteolytischen
Enzymen. In der Abbildung 34 sind die Veranderungen der ProteingroRen wahrend
des enzymatischen Nachweises dargestellt. Durch das Temperieren der Probe auf
40 € verandert sich die ProteingréfRenverteilung nicht. Pepsin baut die tribenden
Proteine ab. Es ist nur noch eine Silberfarbung unterhalb 50 kDa sichtbar. Auch hier
bestétigt sich wieder, dass Proteine kleiner als 50 kDa flr die Triibung nicht in Frage
kommen. Die schwache Bande bei einer Molekulgré3e oberhalb von 250 kDa liegt
ungefahr im Bereich, wie sie in Abbildung 28 nach dem Maischen vorhanden ist.
Diese verschwindet nach dem Enzymabbau. Ebenso ist die Farbung in den Taschen
des Gels nicht mehr vorhanden. Dieser Versuch deutet darauf hin, dass gerade
diese MolekiilgrélRen einen entscheidenden Einfluss auf die nicht filtrierbaren

Eiweil3tribungen haben.

68



Ergebnisse und Diskussion

75 100 150 250 kDa

Abbildung 34: Anderung der MolekiilgroRen nach der enzymatischen
Triabungsidentifizierung; Nullprobe (Probe 1), Nullprobe temperiert auf 40 C (Probe
2), nach Pepsinabbau (Probe 3)

4.2.2.2 Proteine aus der Hefe

Die Hefe kann unter schlechten Gar- und Lagerbedingungen Proteine an das Bier
abgeben. Besonders problematisch kann dieses Problem bei Heferestebieren sein,
die lange auf der Hefe liegen. Ebenso problematisch kann die Verwendung von
Gelagerhefe sein®. Bei der Kurzzeiterhitzung des Restebieres fallt auf, dass die
Tribung durch diese Proteine stark erhdht wird und weder durch Separation noch
durch Filtration entfernt werden kann (siehe Tabelle 18 Heferestbier). Diese Proteine
haben ein anderes Bindevermdgen an Kieselgel und lassen sich auf diesem Wege
nicht aus dem Bier entfernen. Das Stabilisierungsmittel Kieselsol ist, was das
Bindungsvermogen betrifft, unspezifischer. Der Trubungsanstieg wird vermieden
(siehe Tabelle 18 Kieselgel und Kieselsol). Selbst bei dem Verschneiden des
Heferestebieres kann sich die Tribung bis ins Endprodukt durchschlagen. Die
Tribung nach der Kurzzeiterhitzung lasst sich durch Pepsin nicht nachweisen. Die
Proteine werden so verdndert, dass ein Tribungsabbau nicht moglich wird.
Nachgewiesen werden konnte es nur durch die Enzymbehandlung vor der Erhitzung.
Die erhohten Trubungswerte entstehen durch den enzymatischen Abbau der

Proteine dann nicht mehr (siehe Tabelle 18 Pepsin). Verursacht wurde dieses

® Back, W.: Ausgewahlte Kapitel der Brauereitechnologie. Nirnberg: Fachverlag Hans Carl, 2005
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Problem durch zu lange Lagerzeiten des Heferestbieres auf der Hefe bei

ungunstigen Temperaturen.

Tribung Messwinkel 90°[EBC]
Probe vor Erhitzung nach Erhitzung
Heferestbier 1,91 7,59
Kieselgel 2,01 6,15
Kieselsol 0,93 1,80
Pepsin 1,91 1,72

Tabelle 18: Veranderung der Tribung von Heferestbier versetzt mit

Stabilisierungsmitteln vor und nach Erhitzung

Nachgewiesen werden kdnnen die Proteine allerdings mit der Gelelektrophorese. Im
Vergleich zum ,normalen* Bier sind in diesem Fall scharfe Banden sichtbar. Die
Abbildung 35 zeigt den Vergleich eines nicht triben Bieres mit dem eines durch

Hefeproteine belasteten Heferestebieres.

75 100 150 250 kDa

Abbildung 35: MolekulgréRenverteilung eines Hefebieres (Probe 1) im Vergleich zu

einem nicht triiben Bier (Probe 2)

Ob diese Banden direkt fur die Tribung verantwortlich sind, ist nicht geklart. Sicher
ist jedoch, dass Banden sichtbar werden, die so in Bier nicht vorhanden sind. Die
Abbildung 36 zeigt, dass die Banden von Inhaltsstoffen der Hefe verursacht werden.
Die meisten Banden des Bieres (Probe 1) sind identisch mit Banden aus einem

Hefelysat (Probe 2), hergestellt durch Ultraschallaufschluss der Hefe.
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75 100 150 250 kDa

Abbildung 36: MolektlgroRenverteilung eines Heferestebieres (Probe 1) im Vergleich

zu einem Hefelysat (Probe 2)

Durch den Einsatz der proteolytischen Enzyme Proteinase K (Probe 3) und
Thermolysin (Probe 4) ist der Nachweis mdglich, dass es sich um Proteine aus der
Hefe handelt (siehe Abbildung 37). Die Banden werden fast vollstandig abgebaut.
Die DNAse (Probe 2) zeigt in diesem Fall keine Wirkung, was bedeutet, dass es sich

bei den Banden nicht um DNA-Fragmente handelt.

75 100 150 250 kDa

Abbildung 37: Vergleich der Enzymreaktionen auf Hefelysat

Der Trubungsnachweis durch Pepsin versagt bei Hefeproteinen. Pepsin kann die
Proteine der Hefe nicht angreifen, die Banden bleiben unverandert (Ergebnisse nicht
dargestellt). Durch die Enzyme Proteinase K (Probe 3) und Thermolysin (Probe 4)
kann der Nachweis erfolgen. Die Banden werden durch Hefeproteine verursacht. Es
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ware méglich, dass es sich bei den Proteinen um die in der Literatur®® beschriebenen
Mannoproteine handelt, die ungefahr die gleiche MolekulgréRe haben. Es konnte

sich aber auch um die zahlreichen anderen Hefeproteine handeln.®®

Der Versuch mit dem Heferestbier hat gezeigt, dass die Gelelektrophorese eine
Methode darstellt, die Probleme mit der Hefe nachzuweisen.
Insgesamt ist es mdglich, die Ursachen von Eiweil3tribungen mit dieser Methode

einzugrenzen und diese zu beseitigen.
4.2.3 -Glucan

Die Ursachen fir -Glucantribungen sind hauptsachlich in der Malzlésung zu
suchen, oder besser in der Kombination aus Malzlésung und Maischverfahren. Die
Malzspezifikation muss so gewahlt werden, dass sie zum Maischverfahren passt.
Dies bedeutet bei Hoch-Kurz-Maischverfahren, dass die Zellwande des Malzes
vollstdndig abgebaut sein miussen. Durch zytolytisch unterldste Malze steigt der -
Glucangehalt in der Wirze an. Es ist in diesem Fall auch mdglich, dass
Molekulgrof3en entstehen, die von der Filtration nicht zuriickgehalten werden, aber
gro3 genug sind, um zu triben. In so einem Fall muss das Maischverfahren
angepasst werden und eine Temperaturrast bei den zytolytischen Enzymen

eingehalten werden, um den Gehalt an -Glucan zu verringern.®’

4.3 Mikroskopische Trubungsidentifizierung

Die mikroskopische Identifizierung kann bei einer 400-fachen Vergré3erung erst ab
einer Partikelngréf3e von etwa 2 um durchgefuhrt werden. Kleinere Partikeln sind nur
als Punkte sichtbar und kénnen auf Grund ihrer Form nicht erkannt werden. Ebenso

sind Farbeverfahren nicht anwendbar, da eine farbliche Unterscheidung zwischen

® Omura, F.; Fujita, A.; Maruhashi, T.; Watanabe, R.; Kondo, H.: The influence of yeast cell wall
mannoproteins on beer haze stability. In: EBC Congress. Prague, 2005, S. 591-598

66 Wildgruber, R.; Harder, A.; Obermaier, C.; Boguth, G.; Weiss, W.; Fey, S. J.; Larsen, P.; Gorg, A.:
Towards higher resolution: Two-dimensional Electrophoresis of Saccharomyces cerevisiae proteins
using overlapping narrow immobilized pH gradients. In: Electrophoresis 21 (2000), S. 2610-2616

®" Back, W. Ausgewahlte Kapitel der Brauereitechnologie. Nirnberg: Fachverlag Hans Carl, 2005
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Hintergrund und Partikeln kaum mdglich ist. GroRere Partikeln lassen sich dagegen
leichter allein auf Grund ihrer Gestalt identifizieren und auch leichter fur das
Mikroskopieren vorbereiten.

Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind aus Praxisproben von 83
verschiedenen Brauereien aufgenommen. Die ldentifizierung erfolgte tUber einen

Vergleich mit Reinsubstanzen.

4.3.1 Direktes Mikroskopieren der Probe

Viele Partikeln lassen sich, wenn die Konzentrationen hoch genug sind, direkt ohne
Probenvorbereitung mikroskopieren. Ansonsten kénnen die Partikeln abzentrifugiert
werden. In beiden Fallen ist auch eine Farbung der Partikeln direkt auf dem
Objekttrager mdoglich. Im Folgenden wird die Identifizierung verschiedenartiger
Tribungspartikeln beschrieben.

4.3.1.1 Organische Stoffe

Zu den organischen Stoffen werden in diesem Fall die Partikeln gezahlt, die durch

die Inhaltsstoffe des Bieres gebildet werden.
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4.3.1.1.1 Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen

Die Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen werden in dieser Arbeit nicht naher betrachtet.
Sie werden aber kurz dargestellt, um sie von anderen Partikeln unterscheiden zu
konnen. Diese Verbindungen kdonnen sehr verschiedenartige Formen und Gr6RRen
annehmen (siehe Abbildung 38). Da die Bestandteile dieser Partikeln nicht naher
identifiziert werden mussen, genlugt es normalerweise, die Partikeln ohne Farbung
direkt zu mikroskopieren. Die Struktur der Teilchen ist zwar sehr vielfaltig, aber als
organisches Material eindeutig zu erkennen. Zu Problemen kann es bei kleinen
Eiweil3partikeln kommen, da diese mit Mikroorganismen verwechselt werden

kdnnten.

Abbildung 38: Verschieden grof3e Eiweil3-Gerbstoff-Partikeln
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Zur sicheren Identifizierung kdnnen die Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen mit 5%iger

Kalilauge unter dem Mikroskop aufgelést werden (siehe Abbildung 39).

Abbildung 39: Eiweil3partikeln (1) durch KOH aufgel6st (2)
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Eine weitergehende, aber nicht genaue Bestimmung der Bestandteile der Eiweil3-
Gerbstoff-Verbindungen erfolgt mit Farbstoffen. Hierbei farbt Eosin Yellow die
Proteine rosa, Thionin die Polysaccharide je nach ihrer Ladung blau bis rétlich und
Methylenblau die Gerbstoffe tiefblau (siehe Abbildung 40, Abbildung 41 und
Abbildung 42).

Abbildung 40: Eiweil3partikel gefarbt mit Eosin Yellow
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Abbildung 41: Eiweil3-Gerbstoff-Polysaccharid-Teilchen gefarbt mit Thionin

Abbildung 42: Eiweil3-Gerbstoff-Partikel gefarbt mit Methylenblau
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4.3.1.1.2 Starke

Starke bzw. Dextrine kénnen verschiedene Formen in Wirze und Bier annehmen. In
Bier kommen in vielen Fallen einzelne, ungeltste Starkekdrner vor (siehe Abbildung
43, linke Seite). Die Identifizierung erfolgt mit polarisiertem Durchlicht. Die
Kristallstruktur des Starkekornes dreht die Ebene des polarisierten Lichtes und es
erscheint spezifisch ein schwarzes Kreuz auf dem leuchtenden Starkekorn (siehe
Abbildung 43, rechte Seite).

Abbildung 43: Starkekorn im Durchlichtverfahren (links), Starkekorn im polarisierten
Licht (rechts)

Bei gequollenen Starkekérnern (siehe Abbildung 44) ist dieser Nachweis nicht mehr
maoglich, da die Kristallstruktur aufgelost ist. Diese Kdrner lassen sich, wie andere
Starke- bzw. Dextrinpartikeln, mit Jodldsung blau bis violett anfarben (siehe
Abbildung 45).
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Abbildung 44: Gequollenes Starkekorn im Durchlicht

Abbildung 45: Gequollenes Starkekorn, gefarbt mit Jod
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Werden Starkekdrner in dest. Wasser gekocht, quellen diese zuerst und lésen sich
dann in schlangenahnlicher Form auf (siehe Abbildung 46 und Abbildung 47).
Werden Starkekdrner jedoch in Wirze gekocht, wie es im Sudprozess erfolgt, ist
eine Struktur nicht mehr festzustellen. Die Starkepartikeln ahneln Eiweil3teilchen

(siehe Abbildung 48). Ein Nachweis ist nur mit Jodlésung moglich (siehe Abbildung
49).

Abbildung 46: Starkekorner, gekocht in dest. Wasser, ungefarbt
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Abbildung 47: Starkekorner, gekocht in dest. Wasser, gefarbt mit Jod

Abbildung 48: Starkekorner, gekocht in Wirze, ungefarbt
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Abbildung 49: Starkekorner, gekocht in Wirze, gefarbt mit Jod

4.3.1.1.3 Hopfenharze

Hopfenharze kénnen durch plotzlichen, starken Druckabfall zum Beispiel bei der
Karbonisierung als sichtbare schwarze Flocken ausfallen. Die Harze selbst sind in
Eiwei3-Gerbstoff-Partikeln eingebettet. Die Abbildung 50 zeigt die mikroskopische
Aufnahme solcher Partikeln. Die Hopfenharze sehen kristallin aus. Sie lassen sich
jedoch im Gegensatz zu echten Kristallen mit Lauge auflésen und kénnen dadurch
nachgewiesen werden. In der Abbildung 51 wird ein Vergleich zu purem
Hopfenextrakt gezeigt. Die Harze haben verschiedenartige Formen und schimmern

in vielen Farben.
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Abbildung 50: Partikeln mit Hopfenharzen aus einer Praxisprobe

Abbildung 51: Kristallartige Hopfenharze in Hopfenextrakt
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4.3.1.1.4 Kalziumoxalatkristalle

Kalziumoxalatkristalle werden aus der Oxalsédure (Malz) und Kalziumionen (Wasser
und Malz) gebildet. Wie viel Oxalsdure und Kalziumionen im Bier gelost sind, ist
durch das Loslichkeitsprodukt festgelegt. Das Ldslichkeitsprodukt ist von vielen
Parametern abhéngig (zum Beispiel Temperatur, pH-Wert, andere geloste lonen,
Matrix und Zeit). In jeder Biersorte und Brauerei ist deswegen das
Loslichkeitsprodukt  verschieden (siehe Tabelle 19) und es kann kein

allgemeingultiger Wert angegeben werden.

Biersorte Loslichkeitsprodukt [10” mol?/I]
Hell 1,068
Weissbier 1,582
Pils 1,448

Tabelle 19: Loéslichkeitsprodukte gemessen in verschiedenen Biersorten

Wahrend der Lagerung muss das Ldsungsgleichgewicht erreicht werden, damit
spater in der abgefillten Flasche keine Kristalle ausfallen. Erreicht werden kann dies
durch tiefere Temperaturen bei der Lagerung, als sie in der abgefillten Flasche
erreicht werden.

Zur Vermeidung des Problems wird empfohlen, den Kalziumgehalt der Wirze zu
erhohen, um die Oxalsaure auszufallen. Es ist aber nicht moglich, die gesamte
Oxalsaure aus dem Bier durch Kalziumgaben auszuféallen. Es bleibt immer ein tUber
das Loslichkeitsprodukt errechenbarer Gehalt in Lésung. Dies bedeutet, dass eine
Verédnderung des Kalziumgehaltes, besonders nach der Filtration, zur Ausfallung von
Kristallen fuhrt. Zu beachten ist hier der Kalziumgehalt der Kieselgur, der mit der
Anschwemmung in das Bier eingetragen wird. Die Feineinstellung der Stammwiirze
muss mit enthartetem Wasser erfolgen. Besonders problematisch kann der Zusatz
von RoOstmalzbier zur Farbeeinstellung nach der Filtration sein. Die Rostmalzbiere
konnen durch die Aufkonzentrierung selbst sehr viele Kalziumoxalatkristalle
enthalten und bringen zuséatzlich Kalziumionen und Oxalséure mit ein.

Im Bier konnen verschiedene Kristallstrukturen vorkommen. Die Identifizierung

erfolgt anhand der Struktur. In den meisten Fallen liegt der Kristall als
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Kalziumoxalatdihydrat vor (bekannt als Oktaeder oder Briefkuvertform) (siehe
Abbildung 52).

Abbildung 52: Kalziumoxalatdihydratkistalle neben Hefezellen

Die Identifizierung ist hier eindeutig. Die Kristalle sind grof3 genug, um bestimmt
werden zu kénnen. Die Eigenheit von Kristallen, die Ebene des polarisierten Lichtes
zu drehen, hat Kalziumoxalatdihydrat nicht.

Nicht so haufig und bekannt ist das Kalziumoxalatmonohydrat. Diese Kristalle sind
kleiner als Kalziumoxalatdihydrat und nehmen verschiedene Formen an, zum
Beispiel rechteckig oder sternférmig (siehe Abbildung 53). Kalziumoxalatmonohydrat
dreht die Ebene des polarisierten Lichtes und lasst sich dadurch leichter identifizieren
(siehe Abbildung 54).
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Abbildung 53: Kalziumoxalatmonohydratkristall in Sternform (links),

Kalziumoxalatmonohydratkristall in Rechteckform (rechts)

Abbildung 54: Kalziumoxalatmonohydratkristalle im polarisierten Licht
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Untypischerweise kann es aus bisher noch ungeklarter Ursache, zu einem
Zusammenlagern von Kristallen kommen (siehe Abbildung 55und Abbildung 56). Die
Kristalle lagern sich am Flaschenboden ab und bilden einen Ring entlang der
Flaschenwandung. Durch das Zerbrechen des Ringes kdnnen sich Nadeln von bis zu

2 cm Lange bilden.

Abbildung 55: Untypische Form von Kalziumoxalatkristallen
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Abbildung 56: Untypische Form von Kalziumoxalatkristallen

4.3.1.1.5 -Glucangel

Der Nachweis von -Glucan bzw. -gel erfolgt in der MEBAK-Vorschrift®® mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Calcofluor. Die Anwendung wurde auf die mikroskopische
Analyse Ubertragen. Verschiedene Partikeln, bei denen sichergestellt ist, dass sie -
Glucan enthalten, wurden mit Calcofluor angefarbt und mit dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. In der Abbildung 57 zeigt sich eindeutig, dass
Zellwande (bestehend aus -Glucan) durch Calcofluor eine blaue Fluoreszenz

aufweisen. Es ist also auch mikroskopisch mdglich, -Glucan sichtbar zu machen.

®® Miedaner, H.: Brautechnische Analysenmethoden Band II. Freising: 2002
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Abbildung 57: Schrotpartikeln angefarbt mit Calcofluor unter UV-Licht

Es ist bekannt, dass -Glucan durch Einfrieren des Bieres als Gel ausfallen kann. Mit
Calcofluor soll geprift werden, ob so ein entstandenes Gel anfarbbar ist. In der
Abbildung 58 sind ungefarbte Gelpartikeln im Durchlichtverfahren dargestellt. In der
Abbildung 59 sind Gelpartikeln mit Calcofluor gefarbt und unter UV-Licht dargestellt.
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Abbildung 58: -Glucangel, ungefarbt mit Durchlicht mikroskopiert

Abbildung 59: -Glucangel, gefarbt mit Calcoluor mit UV-Licht mikroskopiert
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Es zeigt sich eine eindeutige intensiv blaue Fluoreszenz. Zur Uberprifung, ob es sich
bei diesen Partikeln wirklich um -Glucangel handelt, wurden ca. 100 mg Gel in
100 ml dest. Wasser durch Hitze gel6st. Die Losung wurde nach MEBAK-Vorschrift
gemessen und es wurden ca. 1000 mg/l -Glucan wiedergefunden. Es ist also
moglich, hochmolekulares -Glucan und somit auch Gel mit dieser Methode zu
identifizieren.

Zusatzlich kann -Glucan mit dem Fluoreszenzfarbstoff Kongorot angefarbt werden.
Die Abbildung 60 zeigt ein Gerstenschrotpartikel, das mit Kongorot gefarbt und mit
dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen wurde. Die Zellwand fluoresziert rétlich

durch das Kongorot. Dies bedeutet, dass -Glucane mit Kongorot nachweisbar sind.

Abbildung 60: Zellwandbestandteil, gefarb mi Konorot unter UV-Licht

In den beiden nachsten Abbildungen sind dieselben -Glucangelpartikeln dargestellt,
in der Abbildung 61 mit Durchlichtverfahren und in der Abbildung 62 mit UV-Licht.
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Abbildung 61: -Glucangel, gefarbt mit Kongorot mit Durchlicht

Abbildung 62: -Glucangel, gefarbt mit Kongorot unter UV-Licht
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4.3.1.1.6 Partikeln in eingefrorenem Bier

Eingefrorenes Bier weist sehr oft nach dem Auftauen Bodensatz mit teilweise sehr
groRen Flocken auf.?® In diesem Bodensatz sind sehr viele verschiedene, aber
typische Partikeln zu finden (siehe Abbildung 63). Ein Grof3teil der Flocken besteht
aus Eiwei3-Gerbstoff-Verbindungen. Wie oben nachgewiesen, bildet sich -
Glucangel, das unter dem Deckglas durch die Erwarmung der Mikroskoplampe zu
flieRen beginnt. Durch die niedrigen Temperaturen féallt Kalziumoxalat meist in Form
des Dihydrates aus. Auch Starkekoérner befinden sich in diesem Bodensatz. Neben
diesen Partikeln bilden sich rundliche, bisher nicht identifizierte Tropfen. Eventuell

handelt es sich um Fett- oder Olsubstanzen.

Abbildung 63: Partikeln in eingefrorenem Bier; 1: Starkekorn, 2: Kalziumoxalat, 3:

nicht identifiziert, 4: -Glucangel

® Tanaka, M.; Sakuma, S.: Prediction of the Formation of Frozen Beer Precipitates. In: Journal of the
American Society of Brewing Chemists 57 (1999), Nr. 3, S. 104-108
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4.3.1.1.7 Partikeln in alkoholfreiem Bier

Alkoholfreie Biere, die mit gestoppten Garverfahren hergestellt werden, weisen
bereits kurz nach der Flaschenpasteurisation Bodensatz auf. Der Bodensatz besteht
oft aus einzelnen fadenférmigen, bis zu 5 mm grof3en Partikeln. Die Partikeln
bestehen aus Eiwei3-Gerbstoff-Polysaccharid-Verbindungen. Die Biere aus
gestoppten Garverfahren haben hohere Gehalte an Inhaltsstoffen, in einem Fall
besonders an Anthocyanogenen. Es hat sich gezeigt, dass es ungunstig ist, wenn
das Bier bei der Abfiullung in den Flaschen zum Aufschaumen, zum Beispiel durch
Hochdruckeinspritzung, gebracht wird. In dem Schaum reichern sich vermehrt
Inhaltsstoffe, zum Beispiel Eiweil3e und Gerbstoffe, an, die bei der Pasteurisation

miteinander zu Partikeln reagieren kénnen.

4.3.1.2 Technische Hilfsmittel

Technische Hilfsmittel werden fur die Filtration benétigt. Kieselguren, Perlite und
Cellulose werden zur Filteranschwemmung eingesetzt. Die eiweil3seitige
Stabilisierung erfolgt mit Kieselgelen bei der Kieselgurfiltration. PVPP wird zur
gerbstoffseitigen Stabilisierung entweder verloren oder als eigene Filtration nach der
Kieselgurfiltration verwendet. Die Filterhilfsmittel haben alle eine besondere Struktur,

an der sie meist ohne Farbungen identifiziert werden kdnnen.
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4.3.1.2.1 Kieselgur

Kieselguren haben eine charakteristische Struktur, da sie aus den Kieselpanzern der
abgestorbenen Kieselalgen hergestellt werden. Die Kieselguren kdénnen deshalb
ohne Farbeverfahren identifiziert werden. Bei den Kieselguren werden verschiedene
GroRen verwendet, von Feingur bis Grobgur. Die Grobguren werden durch
Fluxkalzinieren verklebt und nehmen so eine groRere Struktur an. Die anderen
Guren werden vermahlen und bestehen aus einzelnen Kieselpanzern oder
Bruchstiicken davon. In der folgenden Abbildung 64 sind die verschiedenen Guren
dargestellt.

Abbildung 64: Beispiele von verschiedenen Kieselgurformen
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4.3.1.2.2 Perlite

Perlite werden als Ersatzstoff fir die Grobgur verwendet. Perlite werden aus
aufgeblahten Silikaten gemabhlen. Die Teilchen sind glasartig mit Adern durchzogen.

Auch hier ist die Identifizierung ohne Farbung maoglich (siehe Abbildung 65).

Abbildung 65: Perliteteilchen, durchzogen mit der charakteristischen Ader
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4.3.1.2.3 Kieselgel

Kieselgele lasen sich nur schwer identifizieren. Sie besitzen keine eigene Struktur,

zerbrechen leicht oder werden abgerieben (siehe Abbildung 66).

Abbildung 66: Kieselgelpartikeln in verschiedenen Gré3en und Formen
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4.3.1.2.4 PVPP

Das PVPP kann verschiedene PartikelngrofRen haben, da je nach Aufbereitung
Abrieb entstehen kann. GroRe Partikeln lassen sich durch ihre charakteristische

Knollchenstruktur mit dem Mikroskop identifizieren (siehe Abbildung 67).

Abbildung 67: GroRe PVPP-Partikeln

Kleinere Partikeln sind dagegen nur schwer als PVPP zu erkennen. PVPP kann mit
Jod spezifisch angefarbt werden. In der Abbildung 68 und Abbildung 69 sind
dieselben Partikeln vor und nach der Farbung mit einem Stereomikroskop

aufgenommen.
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Abbildung 68: PVPP-Partikeln ungefarbt, aufgenommen mit einem Stereomikroskop

Abbildung 69: PVPP-Partikeln gefarbt mit Jod, aufgenommen mit einem

Stereomikroskop
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In wassriger Losung oder Bier kann PVPP ebenso mit Jod gefarbt werden. Dadurch
ist es auch mdglich, kleinere Partikeln zu identifizieren, die durch die Struktur nicht
mehr erkennbar sind (siehe Abbildung 70und Abbildung 71). Andere Partikeln, wie

zum Beispiel Eiweil3e, werden nicht so intensiv rot angefarbt.

Abbildung 70: PVPP-Partikeln, gefarbt mit Jod
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Abbildung 71: Kleines PVPP-Teilchen, gefarbt mit Jod

Es ist auch mdglich, Jod in Immersionsdl zu I16sen. Damit kénnen PVPP-Teilchen bei
der Membranfiltrationsmethode angefarbt werden. Die getrocknete Membran wird
durchsichtig und nach einer Einwirkzeit von etwa einer halben Stunde wird das PVPP
rotlich angefarbt (siehe Abbildung 72).
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Abbildung 72: PVPP-Partikeln, gefarbt mit einer Jod-Immersionsol-Losung

4.3.1.2.5 Fasern aus Filterschichten

Die verwendeten Filterschichten fur die Fein- oder Entkeimungsfiltration sind aus
Cellulosefasern, gemischt mit Kieselgur, aufgebaut. Die Filterschichten stehen im
Verdacht, wenn sie neu eingelegt werden oder wenn sie zu lange Standzeiten
haben, Fasern an das Bier abzugeben. Da diese Filter als letzte Filtrationsstufe
eingesetzt werden, gelangen diese Fasern in das abgefillte Bier.

Der Bodensatz von Bier kann faserformige Partikeln enthalten. Es wird oftmals
vermutet, dass es sich hierbei um Fasern aus den Schichten handelt. Eine
Unterscheidung zwischen faserformigen Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen und
Cellulosefasern ist mikroskopisch mdglich. Die Cellulosefasern liegen selten als
intakte Fasern vor. Beim Herstellungsprozess wird die Cellulose gemahlen und die
Fasern werden zerrissen und zerkleinert. Die Cellulose ist kristallin aufgebaut und

kann die Ebene des polarisierten Lichtes drehen (siehe Abbildung 73).
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Abbildung 73:Cellulosefaser in Durchlicht (links) und mit polarisiertem Licht (rechts)

Es ist auch mdglich, die Cellulose mittels Fluoreszenzmikroskopie zu identifizieren.
Die Cellulose hat eine starke Autofluoreszenz (siehe Abbildung 74).
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Abbildung 74: Faser im Durchlichtverfahren (links), mit Fluoreszenz (rechts)
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4.3.1.3 Fremdstoffe

Fremdstoffe gelangen hauptséchlich Gber schlecht gereinigte Flaschen in das Bier.

Einige Beispiele fir Fremdstoffe werden nachfolgend beschrieben.

4.3.1.3.1 Etikettenreste

Etiketten werden so hergestellt, dass sie in der Flaschenwaschmaschine nicht
zerfasert werden sollten. Durch das Umpumpen und die mechanische Belastung
werden die Etiketten allerdings stark angegriffen. Die Lackschicht wird teilweise
abgerieben und einige Etiketten zerrei3en. Die Lackteilchen und Fasern werden in
der Lauge aufgeschlemmt und gelangen so in die Flasche. Durch
Frischwasserspritzungen sollten alle Reste ausgespult werden. Bei verstopften
Dusen ist dies aber nicht immer der Fall und die Flasche wird nicht richtig gereinigt.
Die Fasern der Etiketten sind im Gegensatz zu den Fasern in den Filterschichten
nicht so stark gemahlen. Es kdénnen also intakte Fasern gefunden werden (siehe
Abbildung 75).

Abbildung 75: Intakte Faser aus einem Etikett
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Die Lackreste erscheinen in allen mdglichen Farben und sind auch daran zu
erkennen (siehe Abbildung 76).

Abbildung 76: Lackreste von Etiketten in verschiedenen Farben

Nicht farbige Lackreste sind oft an dem stufenartigen Aufbau der Lackschichten zu
identifizieren (siehe Abbildung 77).
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Abbildung 77: Lackrest ohne Farblackierung

4.3.1.3.2 Aluminiumreste

In einigen Brauereien werden als Flaschenausstattung Aluminiumkapseln auf den
Flaschenhals geklebt. In der Flaschenwaschmaschine wird das Aluminium durch die
Lauge aufgeltst. Die Auflosung geschieht aber nicht immer vollstandig. Kleinere
Aluminiumteilchen kdnnen durch mangelnde Reinigung der Flaschen im Bier
gefunden werden. Im mikroskopischen Bild erscheinen die Teilchen im
Durchlichtverfahren schwarz. Erst bei der Verwendung von Auflicht wird die silbern
glanzende Oberflache sichtbar (siehe Abbildung 78).
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Abbildung 78: Aluminiumteilchen, links mit Durchlicht, rechts mit Auflicht

4.3.1.3.3 Rost

In einigen Fallen sind Rostpartikeln in Bier zu finden. Eisenteile, mit denen das
Produkt Bier in Kontakt kommt, werden nur noch wenig in der Brauerei eingesetzt.
Flaschenwaschmaschinen, die aus Eisen gefertigt wurden, sind noch im Einsatz.
Durch Rostansatz kénnen solche Teilchen in die Lauge oder in Wasserspritzungen
und dadurch in die Flasche gelangen. Die Rostpartikeln sind an der gelblich-

braunlichen Farbe zu erkennen (siehe Abbildung 79).
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Abbildung 79: Rostpartikeln

4.3.2 Moglichkeiten der Membranfiltrationsmethode

Mit dieser Methode lassen sich verschiedene Schritte im Produktionsablauf, wie sie
in den Unterkapiteln dargestellt sind, kontrollieren. Die Membranfiltrationsmethode
hat den Vorteil, dass alle Partikeln, die gréf3er sind als der Porendurchmesser, auf
der Membran zuriickgehalten werden. Auch geringe Mengen an Partikeln kdnnen so
identifiziert und eventuell auch quantifiziert werden. Ein Nachteil ist, dass
Farbemethoden nicht angewendet werden kdnnen, da die Farbstoffe nur in wassriger
Lésung funktionieren und die Membran sich nur mit Ol durchsichtig machen |4sst.
Jedoch lassen sich die meisten relevanten Partikeln (wie zum Beispiel
Filterhilfsmittel) allerdings ohne Farbung eindeutig identifizieren, wie es in den
vorigen Kapiteln in den Abbildungen dargestellt ist. Die Abbildung 80 zeigt einen
Ausschnitt aus einer Membran. Die Kieselgurpartikeln lassen sich eindeutig

identifizieren und von den gro3en, gelblichen Eiweil3gerbstoffpartikeln unterscheiden.
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Abbildung 80: Ausschnitt aus einer Membran, durchsichtig durch Immersionsol

4.3.2.1 Stufenkontrolle der einzelnen Filtrationsschritte

Filterhilfsmitteldurchbriiche werden normalerweise mit der Streulichtmessung
uberwacht. Bei einem sprunghaften Anstieg der 25%Tribung um 0,5 EBC wird die
Filtration in Kreislauf geschaltet. Es sind ca. 4 mg/l Kieselgur notwendig, um diesen
Tribungsanstieg zu erreichen (siehe Abbildung 82). Die Abbildung 84 und die
Abbildung 85 zeigen den optischen Unterschied in einer Klarsichtflasche. Durch
diese Mengen Kieselgur wird eindeutig sichtbarer Bodensatz erzeugt. Das Bier ware
in diesem Fall in der Qualitat stark beeintrachtigt und es stellt sich die Frage, ob es in
diesem Fall Uberhaupt noch nach dem Lebensmittelgesetz produziert ist. Die
Messungen, dargestellt in der Abbildung 81, Abbildung 82 und Abbildung 83, haben
jedoch gezeigt, dass geringe Mengen an Partikeln zwar mit dieser Methode messbar
sind, aber im Grundrauschen der Tribungsmessung in Bier nicht wirklich

wahrgenommen werden kdnnen.
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Abbildung 81: Trubung verursacht durch Kieselgur in dest. Wasser, Messwinkel 25°
im Konzentrationsbereich von 0 bis 1 mg
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Abbildung 82: Tribung verursacht duch Kieselgur in dest. Wasser, Messwinkel 25°

im Konzentrationsbereich von 0 bis 10 mg
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Abbildung 83: Trubung verursacht durch PVPP in dest. Wasser, Messwinkel 25°im

Konzentrationsbereich von 0 bis 10 mg

Abbildung 84 (links): Klarsichtflasche versetzt mit 4 mg/l Kieselgur in dest. Wasser
(Bodensatz und weil3e Partikeln in Schwebe)
Abbildung 85 (rechts): Klarsichtflasche gefullt mit dest. Wasser (keine Partikeln

sichtbar)
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4.3.2.1.1 Kieselgurfilter

Die Kieselguranschwemmfilter unterscheiden sich in drei Bauarten: Horizontal-,
Kerzen- und Rahmenfilter. Von entscheidendem Einfluss ist hier die Art der
Anschwemmunterlage. Je nach Alter und Bauart ist die Grol3e der Spaltweite
unterschiedlich, wodurch verschieden grofe Kieselgurpartikeln die Stitzschicht
passieren kdonnen. Ebenso ist es mdglich, dass sich die Stiitzschichten verbiegen
und dadurch den Durchlass vergré3ern. Die Stitzschicht des Rahmenfilters
unterscheidet sich von den vorher genannten Typen, indem sie schon selbst
Filtrationsfunktion Gbernimmt. Die Kieselgurabgabe an das Filtrat ist abhangig von
der verwendeten Voranschwemmung, DruckstéRen und der Filtrierbarkeit der
Biersorte. Die Tabelle 20 zeigt die verschiedenen Praxisfiltrationen aufgetrennt nach
Bauart des Filters. Der Vergleich der Mittelwerte zeigt, dass der Horizontalfilter die
hdchste Partikelnanzahl durchlasst. Zu beachten ist jedoch hierbei, dass es sich bei
den Horizontalfiltern meist um Filter alteren Baujahres handelt, die mit einem
Drahtgewebe als Stitzschicht ausgestattet sind. Es ist davon auszugehen, dass hier
die Spaltweiten groRer sind, und dadurch auch die gefundenen maximalen
PartikeIndurchmesser am grof3ten sind. Somit passieren mehr Partikeln den Filter.
Die untersuchten Kerzenfilter erzielten die besten Ergebnisse, wobei der Unterschied
zu den Rahmenfiltern nicht sehr grof3 war. Aufféllig bei den Rahmenfiltern war der
kleinere maximale Partikelndurchmesser (siehe Mittelwerte Tabelle 21). Die
Untersuchung hat aber auch gezeigt, dass mit derselben Filterlinie bei verschiedenen
Laufen sehr grofRe Unterschiede auftreten koénnen (Kerzenfilter Brauerei D:
108 Partikeln/ml bei Lauf 1 und 1400 Partikeln/ml bei Lauf 2, Horizontalfilter
Brauerei I: 778 Partikeln/ml Lauf 2 und 4000 Partikeln/ml Lauf 1). Wie die Tabelle 20
zeigt, werden durch den PVPP-Filter nicht alle Kieselgurpartikeln zurtickgehalten.
Eine hohere Kieselgurfracht erzwingt jedoch nach dem PVPP-Filter keineswegs eine
hoéhere Anzahl an Kieselgur. Dies bedeutet aber, dass die Kieselgurpartikeln vom
PVPP zurlckgehalten werden. Falls sie bei der Regeneration des PVPPs nicht
entfernt werden, reichern sie sich dort an und kdnnen zu einem spéateren Zeitpunkt

an das Filtrat abgegeben werden.
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4.3.2.1.2 PVPP-Filter

Fur die PVPP-Stabilisierung mit Regeneration werden Horizontal- und Kerzenfilter
eingesetzt. Die PVPP-Partikeln sind normalerweise relativ gro (> 100 um) und
sollten von der Stiutzschicht zuriickgehalten werden kdnnen. Durch die Regeneration
des PVPPs werden die Partikeln jedoch teilweise zerkleinert, so dass Teilchen
entstehen, deren GroRe zwischen 5 und 10 um liegt. Diese Teilchen sind klein
genug, um die Stiutzschicht zu passieren. Aus der Tabelle 20 wird ersichtlich, dass
die Durchlassigkeit der Filter sehr unterschiedlich sein kann und sehr hohe Werte
gefunden wurden (bis 2200 Partikeln/ml). Auch der maximale Durchmesser der
Partikeln (siehe Tabelle 21) ist verschieden und kann sogar Werte bis 200 um
erreichen. Der Grofteil der Teilchen hat aber einen Durchmesser zwischen 5 und
10 pm. Sollten vermehrt sehr grofl3e Partikeln von dem Filter nicht zuriickgehalten
werden, ist davon auszugehen, dass die Stlitzschicht einen Defekt hat.

4.3.2.1.3 Trap-Filter

Die Aufgabe der Trap-Filter ist das Zurtckhalten der Partikeln, die durch den PVPP-
Filter hindurchgehen. Unterschieden wird bei den Trap-Filtern unter anderem
zwischen der nominellen und der absoluten Abscheidegrenze. Wie oben gezeigt,
liegen die PartikeIndurchmesser, die den PVPP-Filter passieren, meistens zwischen
5 und 10 um. Dies bedeutet wiederum, dass der Trap-Filter geeignet sein muss, die
Partikeln moglichst vollstandig zu entfernen. Die Praxis (siehe Tabelle 20) zeigt aber
oft ein anderes Bild. Zwar wird die Anzahl der Partikeln reduziert, aber von einer
vollstdndigen Entfernung kann nicht gesprochen werden (Brauerei E3: 2200
ankommende und 508 durchgehende Partikeln/ml oder Brauerei L2: 79
ankommende und 74  durchgehende Partikeln/ml). Die gefundenen
Partikelndurchmesser liegen in den meisten Fallen Gber 10 um. Dies bedeutet, dass
die untersuchten Trap-Filter hdchstens die Anzahl der Partikeln reduziert haben,
jedoch keine Abtrennsicherheit geben.

Um sicher gehen zu konnen, dass diese Partikeln entfernt werden, sind Filter
notwendig, die eine kleinere absolute Abscheidegrenze haben. Die Standzeit dieser
Filter ist geringer als bei Filtern mit groReren Abscheidegrenzen. Um den Filter nicht

so stark zu belasten, kann mit einer zweistufigen Trap-Filtration mit verschiedenen
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Abscheideraten gearbeitet werden (siehe Tabelle 20, Brauerei M). Es ist aber auch
maoglich, nur mit einem Filter die Partikeln nahezu vollstandig zu entfernen (siehe
Tabelle 20, Brauereien G, H und O). Es ist davon auszugehen, dass diese
Brauereien mit Trap-Filtern arbeiten, die eine kleine absolute Abscheidegrenze
haben. Dies zeigt sich auch an den maximalen PartikeIndurchmessern von etwa
5 um (siehe Tabelle 21).

4.3.2.1.4 Schichtenfilter

Die vier untersuchten Schichtenfilter zeigten eine hohe Sicherheit in Bezug auf
Filterhilfsmittel. Nach dem Schichtenfilter lassen sich bei drei von den vier Filtern
weder Kieselgur- noch PVPP-Teilchen finden. In einem Fall liegt die ermittelte
Konzentration bei 1 Partikel/ml. Mdglicherweise wurde diese Kieselgur aus der
Filterschicht herausgel6st, da die Schichten grof3tenteils aus Cellulosefasern und
Kieselgur hergestellt werden. Es wurden allerdings keine Cellulosefasern auf der
Membran gefunden. Nach diesen Untersuchungen ist der Schichtenfilter

offensichtlich sehr gut geeignet, Filterhilfsmittel aus dem Bier zu entfernen.
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Kieselgurfiter PVPP-Filter | Schichtenfilter Trap-Filter
H |Kerze | Rahmen 1. Stufe (2. Stufe)

Brauerei KG KG KG KG | PVPP | KG | PVPP KG PVPP
A 665
B1 37
B2 521 30 36 0 0
c1 613 100
C2 914 192
D1 108
D2 1478 12 588 19 43
E1l 68
E2 152 4 476 0 16
E3 280 20 | 2200 4 508
F1 250
F2 230
Gl 560 48
G2 210 67 117 0 14
H1 470
H2 848 0 37 0 12
1 4000
|2 778
J1 341
J2 428 0 0
K 23 1
L1 180 13| 193 27 86
L2 99 2 79 5 74
M 266 10 | 500 3(0) 32 (0)
N 875 0 0
0] 185 10 7 2 2
P1 60 15 | 336 3 5
P2 136 77 972 77 12
Mittelwert | 949 | 266 350

Tabelle 20: Anzahl an Filterhilfsmittelpartikeln nach den einzelnen Filtrationsschritten
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Kieselgurfiter PVPP-Filter | Schichtenfilter Trap-Filter

H Kerze | Rahmen 1. Stufe
Brauerei KG KG KG KG PVPP KG PVPP KG PVPP
A 70
B1 10
B2 15 10 20
Cc1 100 10
C2 20 10
D1
D2 40 10 80 8 30
E1l 30
E?2 25 10 70 35
E3 50 5 60 5 10
F1 40
F2 40
G1 10
G2 15 10 100 5
H1 40
H2 60 10 5
11 60
12 25
J1 15
J2 10
K 15 10
L1 25 10 200 10 20
L2 30 5 100 15 15
M 25 10 150 5 70
N 25
O 70 5 80 10 5
P1 20 10 50 5 15
P2 25 15 100 15 15
Mittelwert | 47 33 13

Tabelle 21: Maximaler Partikelndurchmesser der Filterhilfsmittel nach den einzelnen

Filtrationsschritten
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Ergebnisse und Diskussion

4.3.2.2 Kontrolle der Flaschenwaschmaschine

Die Kontrolle der gereinigten Flaschen erfolgt normalerweise durch
Flascheninspektoren. Es werden zum Beispiel beschadigte Flaschen, Metallteilchen
und Laugenreste damit erkannt und die Flaschen ausgeschleust. Kleinere Partikeln
konnen aber nicht erfasst werden. Die Membranfiltermethode ermoglicht die
Identifizierung und Quantifizierung von Schmutzpartikeln und ist somit eine geeignete
Methode fur die Kontrolle der Flaschenwaschmaschine. Hierzu werden die
gereinigten Flaschen aus der Flaschenwaschmaschine mit dest. Wasser aufgefullt.
Die anhaftenden Schmutzpartikeln werden geldst und konnen so uber die Membran

aufgefangen werden.

4.3.2.3 Kontrolle des abgefullten Bieres

Fur die Qualitatssicherung stellt die Membranfiltermethode ein wichtiges Instrument
dar. Durch Reklamationen der Kunden kommen einzelne Flaschen mit
Trubungspartikeln zurick. Die Ursache der Partikeln muss schnellst moglich geklart
werden, um eventuell andere Chargen zu sperren.

Durch die Identifizierung der Partikeln kann entschieden werden, ob die Partikeln aus
dem Bier selbst entstanden sind oder durch den Produktionsprozess hinzugeflgt
wurden. Die weitere Ursachenergrindung kann daraufhin eingeleitet werden. Es
kann zum Beispiel eindeutig erkannt werden, ob es sich bei faserartigen Partikeln

wirklich um Fasern oder um Eiwei3gerbstoffpartikeln handelt.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit befasste sich mit der Identifizierung von Tribungen, die direkt nach der
Filtration messbar sind. Die Tribungsmessung bei der Filtration zeigt zwar an, dass
das Bier trib ist, eine ndhere Aussage, welcher Stoff die Tribung verursacht, kann
sie jedoch nicht geben. Die Tribungen kénnen verschiedenartig ausgepragt sein. In
dieser Arbeit wird, auch im Hinblick auf die Identifizierungsmdglichkeiten,
unterschieden zwischen kolloidal geldsten Tribungen und Partikeln. Die kolloidal
gelosten Stoffe fuhren in Bier zu einer dauerhaften Opaleszenz, die sich
normalerweise nicht absetzt. Die Partikeln hingegen setzen sich mit der Zeit ab,
fuhren zu Bodensatz und sind meist mit dem Auge erkennbar.

Kolloidale Trubungen werden mit der enzymatischen Methode identifiziert. Die
Methodik ist so gewahlt, dass sie in einem Betriebslabor durchgefiihrt werden kann.
Es werden spezifische Enzyme zum Abbau der Tribung eingesetzt. Anhand der
spezifischen Reaktion kann die Stoffgruppe erkannt werden, die die Trilbung ausldst.
Es hat sich gezeigt, dass vor allem -Glucane und Proteine die meisten Probleme
hervorrufen kdnnen. -Glucan hingegen ist fur Tribungen sehr selten verantwortlich.
Es gibt zwei Quellen fur -Glucane, die Hefe und das Malz. Das
Speicherpolysaccharid Glycogen der Hefe ist &hnlich aufgebaut wie das Amylopectin
des Malzes. Die Unterscheidung dieser beiden Polysaccharide in Bier war bisher mit
sehr grol3em analytischen Aufwand verbunden. In dieser Arbeit wird eine einfachere
Bestimmungsmethode mittels GroRRenauftrennung der Molekile (GPC) vorgestellt,
die eine sichere Aussage zulasst, ob die Hefe Glycogen an das Bier abgegeben hat.
Zur Eingrenzung der genauen Ursache fur -Glucantribungen wird eine
Stufenkontrolle eingefuhrt. Die Ergebnisse erlauben, den Produktionsschritt zu
finden, bei dem die Tribung entsteht. Hier kann dann technologisch eingegriffen
werden, um die Tribung zu entfernen.

Der Nachweis der Ursache von Eiweil3triilbungen ist analytisch schwierig oder mit
groBem Aufwand verbunden. In dieser Arbeit wird mittels Gelelektrophorese
versucht, ndhere Informationen utber die Grol3e der Eiweildmolekile zu bekommen,
die fur die Trubung verantwortlich sind. Es hat sich gezeigt, dass aus der Gerste Uber
das Malzen und in der Maische Molekulgré3en vorhanden sind, die Tribungen

verursachen konnen. Ob diese Molekile die weiteren Produktionsschritte
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Uberstehen, konnte nicht geklart werden. Allerdings kdnnen mit dieser Methode
Proteine der Hefe nachgewiesen werden. In einem nicht triben Bier sind diese
Proteinbanden nicht vorhanden. Wird die Hefe jedoch strapazierten Bedingungen
ausgesetzt, wie es bei der Restebierverarbeitung vorkommen kann, setzt die Hefe
sehr hochmolekulare Proteine frei. Es ist also auch hier gelungen, die Ursache fur
Eiweil3tribungen einzugrenzen, um sie technologisch zu beeinflussen.

Fur -Glucantribungen ist die zytolytische Losung des Malzes in Kombination mit
dem Maischverfahren verantwortlich. Diese Tribung scheint jedoch nur in sehr
wenigen Fallen vorzukommen.

Die Partikeln, die in dieser Arbeit betrachtet werden, gelangen erst bei der Filtration
oder danach in das Bier. Dabei handelt es sich zum Beispiel um Kieselguren, PVPP,
Perlite, Kalziumoxalatkristalle, Fasern, Eiweil3-Gerbstoff-Verbindungen und
Aluminiumteilchen. Die ldentifizierung erfolgt mit Hilfe des Mikroskops. Die Partikeln
konnen meist auf Grund ihrer Form unterschieden werden. In manchen Féllen kann
jedoch auch uber Farbemittel der Nachweis erleichtert werden. Es werden viele
Beispiele und Farbemethoden in Form von Mikroskopaufnahmen gezeigt.

Es wird eine Membranfiltermethode vorgestellt, mit der es moglich ist, die Partikeln
zu identifizieren und zugleich zu quantifizieren.

Bei der Bierfiltration werden Filterhilfsmittel eingesetzt. Diese Hilfsmittel werden von
den Filtern nicht immer vollstandig zurtickgehalten. Die Tribungsmessung kann
diese geringen Mengen jedoch nicht erfassen. Mit der Membranfiltermethode lassen
sich alle Filtrationsschritte auf Filterhilfsmitteldurchbriche, auch in nur geringen
Mengen, Uberprifen. Ebenso ist es mdglich, die Flaschenwaschmaschine auf den
Reinigungseffekt zu kontrollieren. Gefunden wurden in den Praxisproben
Etikettenreste, Aluminiumteilchen und Rostpartikeln.

Auch das fertig abgefiillte Bier kann mit dieser Methode auf Partikeln hin untersucht
werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden und Ergebnisse geben der
Qualitatssicherung in der Brauerei die Mdglichkeit, die Ursache der Tribungen zu

identifizieren und die Ursache schnell technologisch zu beeinflussen.
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7 Anhang

Tabellen enzymatische Tribungsidentifizierung der Praxisproben:

Tribung (Messwinkel 909 [EBC]

Zeit [h] 0 24

P1 OPT 1,02 1,18
P1 Pepsin 1,03 0,60
P2 OPT 1,66 1,37
P2 Pepsin 1,64 1,01
P3 OPT 13,0 13,0
P3 Pepsin 12,8 10,4
P4 OPT 2,40 4,55
P4 Pepsin 2,39 2,69
P5 OPT 0,42 0,46
P5 Pepsin 0,42 0,38
P5 OP 0,44 0,45
P5 Diase 0,43 0,34
P6 OPT 0,30 0,32
P6 Pepsin 0,31 0,25
P6 OP 0,32 0,41
P6 Diase 0,33 0,24
P7 OPT 0,32 0,32
P7 Pepsin 0,30 0,29
P7 OP 0,32 0,37
P7 Diase 0,31 0,32
P8 OPT 0,33 0,42
P8 Pepsin 0,36 0,34
P8 OP 0,33 0,42
P8 Diase 0,33 0,30
P9 OPT 1,28 1,37
P9 Pepsin 1,31 1,23
P9 OP 1,29 1,48
P9 Diase 1,31 0,98
P10 OP 1,12 1,17
P10 Papain 1,76 2,57
P10 OPT 1,08 1,03
P10 PapainT 1,65 1,52
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Tribung (Messwinkel 909 [EBC]

Zeit [h] 0 24

P11 OPT 1,22 1,16
P11 Tannase 1,25 1,18
P11 OP 1,19 1,36
P11 Ultraflo 1,25 1,69
P12 OPT 0,86 0,88
P12 Pepsin 0,84 0,58
P12 OP 0,91 0,98
P12 Diase 0,97 0,88
P13 OPT 0,73 0,74
P13 Pepsin 0,80 0,66
P14 OPT 0,55 0,74
P14 Pepsin 0,61 0,51
P15 OPT 49,8 46,7
P15 Pepsin 57,3 9,24
P15 OP 55,4 50,0
P15 Diase 51,5 44,7
P16 OPT 4,20 3,33
P16 Pepsin 5,20 1,50
P16 OP 4,53 4,44
P16 Diase 4,26 4,00
P17 OPT 3,00 2,94
P17 Pepsin 3,20 0,47
P17 OP 3,10 3,11
P17 Diase 3,14 2,80
P18 OPT 1,67 1,77
P18 Pepsin 1,67 1,08
P18 OP 1,69 1,72
P18 Diase 1,75 1,67
P19 OPT 0,59 0,49
P19 Pepsin 0,64 0,37
P20 OPT 8,88 8,67
P20 Pepsin 8,87 4,12
P21 OPT 1,94 7,59
P21 Pepsin 2,01 1,72
P22 OPT 2,26 2,30
P22 Pepsin 2,39 0,70
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Tribung (Messwinkel 909 [EBC]

Zeit [h] 0 24

P23 OPT 0,77 0,67
P23 Pepsin 0,73 0,50
P23 OP 0,78 0,77
P23 Diase 0,89 0,90
P24 OPT 0,89 0,70
P24 Pepsin 0,89 0,64
P24 OP 0,93 0,89
P24 Diase 0,91 0,18
P24 Ultraflo 0,86 0,87
P25 OP 0,82 0,84
P25 Lichenase 0,84 0,84
P26 OPT 1,64 3,16
P26 Pepsin 1,65 1,79
P26 OP 1,81 1,51
P26 Diase 1,95 1,80
P27 OPT 0,39 0,41
P27 Pepsin 0,37 0,38
P27 OP 0,36 0,42
P27 Diase 0,43 0,42
P28 OPT 0,40 0,51
P28 Pepsin 0,42 0,40
P28 OP 0,41 0,49
P28 Diase 0,45 0,49
P29 OP 0,42 0,70
P29 Lichenase 0,43 0,62
P29 Ultraflo 0,42 0,57
P30 OPT 2,83 3,07
P30 Pepsin 2,92 1,93
P30 OP 2,88 2,81
P30 Diase 2,90 1,70
P31 OPT 2,63 2,43
P31 Pepsin 2,63 1,76
P31 OP 2,57 2,59
P31 Diase 2,74 2,18
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Tribung (Messwinkel 909 [EBC]

Zeit [h] 0 24

P32 OPT 2,61 3,12
P32 Pepsin 2,76 0,88
P32 OP 2,73 2,79
P32 Diase 2,72 2,87
P33 OPT 26,8 274
P33 Pepsin 26,7 10,7
P33 OP 26,7 26,2
P33 Diase 26,7 25,8
P34 OPT 4,39 4,00
P34 Pepsin 4,74 2,68
P34 OP 4,43 4,44
P34 Diase 4,51 1,99
P35 OPT 1,36 1,09
P35 Pepsin 1,36 0,56
P35 OP 1,53 1,45
P35 Diase 1,46 1,05
P36 OPT 1,53 1,55
P36 Pepsin 1,55 0,77
P36 OP 1,47 1,53
P36 Diase 1,54 1,14
P37 OPT 1,23 1,02
P37 Pepsin 1,24 0,43
P37 OP 1,19 1,24
P37 Diase 1,26 0,89
P38 OPT 1,56 1,93
P38 Pepsin 1,64 0,30
P39 OPT 1,06 1,01
P39 Pepsin 1,09 0,54
P40 OPT 1,21 1,18
P40 Pepsin 1,24 0,75
P41 OPT 6,21 5,93
P41 Pepsin 6,24 0,63
P42 OPT 0,36 0,36
P42 Pepsin 0,38 0,29
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Tribung (Messwinkel 909 [EBC]

Zeit [h] 0 24

P43 OPT 6,88 6,20
P43 Pepsin 6,75 3,03
P43 OP 6,90 9,94
P43 Diase 7,01 8,84
P43 Ultraflo 7,24 10,8
P44 OPT 0,73 0,62
P44 Pepsin 0,75 0,49
P45 OP 1,26 1,21
P45 Diase 1,29 0,69
P45 Mannanase 1,29 1,24
P45 Lichenase 1,25 1,22
P46 OP 0,90 0,91
P46 Diase 0,95 0,54
P47 OPT 2,03 1,67
P47 Pepsin 2,14 1,12
P47 OP 2,03 1,97
P47 Diase 2,07 0,50
P48 OPT 2,07 1,65
P48 Pepsin 2,16 1,19
P48 OP 2,09 1,98
P48 Diase 2,22 0,93
P49 OPT 1,29 2,65
P49 Pepsin 1,36 0,19
P49 OP 1,25 1,64
P49 Diase 1,31 1,41
P50 OPT 4,77 4,53
P50 Pepsin 4,49 0,61
P51 OPT 2,12 3,01
P51 Pepsin 2,21 0,20
P52 OPT 1,06 1,10
P52 Pepsin 1,06 0,78
P52 OP 1,12 1,16
P52 Diase 1,18 0,41
P53 OP 1,21 1,23
P53 Diase 1,20 0,80
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Tribung (Messwinkel 909 [EBC]

Zeit [h] 0 24

P54 OPT 1,56 1,41
P54 Pepsin 1,50 0,90
P54 OP 1,44 1,48
P54 Diase 1,58 0,61
P55 OPT 2,90 2,29
P55 Pepsin 3,07 1,65
P55 OP 2,97 2,96
P55 Diase 2,97 0,86
P56 OPT 0,92 0,85
P56 Pepsin 0,86 0,27
P56 OP 0,79 0,84
P56 Diase 0,87 0,86
P57 OPT 1,09 0,87
P57 Pepsin 1,04 0,53
P57 OP 1,04 1,05
P57 Diase 1,07 0,85
P58 OPT 0,57 0,87
P58 Pepsin 0,56 0,25
P59 OPT 3,38 4,09
P59 Pepsin 3,58 1,78
P59 OP 3,45 3,27
P59 Diase 3,50 3,94
P60 OPT 1,31 1,05
P60 Pepsin 1,33 0,73
P60 OP 1,35 1,37
P60 Diase 1,34 0,57
P61 OPT 0,79 0,63
P61 Pepsin 0,86 0,59
P61 OP 0,81 0,79
P61 Diase 0,87 0,24
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Lebenslauf

Personliche Daten
Name
Geburtsdatum/-ort
Familienstand
Staatsangehdrigkeit

Schulbildung
09.1979-08.1983
09.1983-08.1984
09.1984-06.1993
06.1993

Wehrdienst
07.1993-06.1994

Berufsausbildung
09.1994-04.1996

11.1996-05.2001

ab 06.2001

Berufspraxis

05.1996-10.1996

06.2001-07.2002

ab 08.2002

Klaus Hartmann
26.09.1972 in Mlnchen
ledig

deutsch

Grundschule Vaterstetten
Hauptschule Vaterstetten
Gymnasium Vaterstetten

allgemeine Hochschulreife

Gebirgsjager in Mittenwald

Ausbildung zum Brauer und Malzer in der
Bayerischen Versuchs- und Lehrbrauerei
Weihenstephan

Studium zum Diplomingenieur fir Brauwesen
und Getranketechnologie an der
Technischen Universitat Minchen

Promotion am Lehrstuhl flr Technologie der

Brauerei | der TU Minchen

Brauer im Herzoglichen bayerischen
Brauhaus in Tegernsee

Wissenschaftlicher Angestellter am Lehrstuhl
fur Technologie der Brauerei | der TU
Minchen

Laborleiter des Malzlabors am Lehrstuhl fur

Technologie der Brauerei | der TU Minchen



