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1 EINLEITUNG

Das Thema dieser Doktorarbeit fallt unter das komplexe Gebiet der
Geschmacksstabilitdt des Bieres. Diese stellt gerade in der heutigen Zeit ein sehr
wichtiges Qualitatsmerkmal dar. Dabei wird das Ziel verfolgt, den ursprunglichen
Charakter des Bieres von der Abfullung bis zum Verbrauch beizubehalten
(NARZIZ 1995). Da das Bier fortwahrend einem geschmacklichen Wandel
unterworfen ist, sprach schon Dalgliesh nicht von der Stabilitat, sondern von der
‘geschmacklichen Instabilitdt” des Produktes (DALGLIESH 1977). Jedes Bier ist
einem naturlichen Alterungsvorgang unterworfen, und es stellt sich die Frage, ob
und wie lange das Bier aufgrund seiner reduzierend wirkenden Inhaltsstoffe in der
Lage ist, diesen Ablauf zu verzégern. Es wird in diesem Zusammenhang von der
endogenen antioxidativen Aktivitat des Bieres gesprochen (YANAGI et al. 1997).

Viele Untersuchungen konnten dartber Aufschluss geben, welche
technologischen Einflisse sich positiv oder negativ auf die Geschmacksstabilitat
auswirken. Grundlegend gilt der Sauerstoffeintrag nach der Garung und auf dem
Abfullweg als wichtigste Ursache fur Oxidationsvorgange (NARZIBZ 1995).
Bamforth schreibt, dass nicht der molekulare Sauerstoff, sondern seine reaktiven
Formen hierfur verantwortlich sind. Im Vordergrund steht hierbei das
Hydroxylradikal (BAMFORTH 1985). An dieser Erkenntnis greift die von den
Japanern Uchida und Ono entwickelte Melimethode an, die mit der Lag-Time als
neuem Parameter zur Bewertung der Bierqualitat beitragt (UCHIDA et al. 1996ab,
YANAGI et al. 1997). Sie erganzt neben der Gaschromatographie, mit der

Indikatorsubstanzen fur die Alterung bestimmt werden kdonnen, die Bieranalytik.

2 PROBLEMSTELLUNG

Mit der Entdeckung freier Radikale in Bier und ihrer Beteiligung an
Oxidationsreaktionen, sind im Bier enthaltene Antioxidanzien fir die
Geschmacksstabilitat in den Vordergrund geruckt. Neben dem Schwefeldioxid,

das nachweislich antioxidativ wirksam ist, sind vor allem die phenolischen



Substanzen, die als Radikalfanger fungieren kénnen, von Bedeutung. Besonders
in der Pflanzenforschung und Medizin gibt es hierzu eine Vielzahl an
Veroffentlichungen.

Es war Aufgabe dieser Arbeit, die endogene antioxidative Aktivitat des Bieres und
ihre Veranderung wahrend des Brauprozesses zu untersuchen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ein von der Wissenschaftsforderung der Deutschen Brauwirtschaft
e.V. und AiF Otto von Guericke e.V. gefordertes Projekt (12605N), das sich
spezifisch mit dem Einfluss der Polyphenole beschaftigte, durchgefuhrt. Dadurch
lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf dem Einfluss des Brauprozesses
auf die Gehalte an phenolischen Substanzen und deren Beteiligung an der
Geschmacksstabilitat von  Bier. Die  ernahrungsphysiologischen  und
gesundheitlichen Aspekte der Polyphenole wurden in dieser Arbeit nicht

berucksichtigt.



3 GRUNDLAGEN

3.1 Freie Radikale in Bier

Freie Radikale sind unabhangig existierende Spezies (Molekule oder lonen), die
ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen. Diese Spezies werden dadurch
von Magnetfeldern angezogen (HALLIWELL und GUTTERIDGE 1984). KANEDA
et al. (1988) stellten eine Methode vor, freie Radikale in Bier mittels Spin-Trap
Technik am Elektronespinresonanz-Spektrometer zu messen. Sie detektierten das
freie Radikal als Hydroxylradikal, das aufllerst instabil sei und mit Hilfe des Spin-
Trap Reagenz PBN stabilisiert und gemessen werden konnte. Dazu wurde das
Bier bei 60 °C inkubiert. Die Methode ist in Kapitel 4.3.2 genauer erklart. Durch
den Einfluss der Temperatur, aber auch durch Metallionen wird Sauerstoff aus der
elementaren Grundform in seine aktiven Stufen (Reactive Oxygen Species (ROS))
uberfihrt (Abbildung 1).

302 — 'OZ_—> 022-
Oxygen Superoxide Peroxide
'0, *HO, HO, ™

Singlet oxygen

I

H202 — *OH
Hydrogen peroxide Hydroxyl Radical
Abbildung 1: Zusammenhang zwischen elementaren Sauerstoff und seinen
reaktiven Formen (UCHIDA und ONO 1996a).

KANEDA et al. (1989) zeigten, dass auch bei Zugabe von Wasserstoffperoxid ein
gleichartiges Signal am ESR aufgenommen werde konnte. Kaneda schloss
daraus, dass das Radikal aus Wasserstoffperoxid entstehen musste. Als mdgliche
Reaktionswege, bei denen auch Metallionen beteiligt sind, nannte er die Fenton

und Haber-Weiss Reaktion.



Fenton-Reaktion:
Fe?* + Hy0, > Fe* + OH + OH ™
Fe®* + H,0, > Fe** + O," +2 H*
Fe
Summe: 2 H,05 S>OH +0OH +0, +2H"

Haber-Weiss-Reaktion:
Cu®*+0,” > Cu"+ 0,
Cu*+Hy,0; > Cu* + OH + OH™
Cu
Summe: 0," +H,0, > 0, +0OH +OH

Abbildung 2 : Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion (BAMFORTH und PARSONS,
1985).

HALLIWELL und CUTTERIDGE (1984) schrieben, dass das Hydroxylradikal
extrem reaktiv sei und mit fast allen Substanztypen reagieren kann. BAMFORTH
und PARSONS (1985) machten das Hydroxylradikal, als reaktivste Form unter
den Sauerstoffspezies, in erster Linie fur die Entstehung des
Alterungsgeschmacks verantwortlich. KANEDA et al. (1988) stellten zwei mogliche
Reaktionswege wahrend der Alterung des Bieres dar. Zum einen oxidiere das
Hydroxylradikal Ethanol, freie Fettsauren, Isohumulone und Zucker zu Aldehyden
und Ketonen. Als Zweites diene das Hydroxylradikal als Starterradikal fur
Reaktionen zu weiteren Radikalformen, durch die daraufhin wiederum Aldehyde

entstehen.



3.2 Wirkungsweise von Antioxidanzien

Folgende Definition fur Antioxidanzien und ihre Wirkungsweise konnte in der
Literatur gefunden werden:

Antioxidanzien sind Substanzen, die im Vergleich zu einem oxidierbaren Substrat
in geringer Konzentration vorliegen und dessen Oxidation deutlich verzdégern oder
verhindern (HALLIWELL und GUTTERIDGE 1984).

Es sind viele Reaktionsmechanismen, sowohl enzymatisch als auch nicht-
enzymatisch, zu finden. Es soll an dieser Stelle nur auf die wichtigsten nicht-
enzymatischen Reaktionen, wie sie im abgeflllten Bier vorkommen, eingegangen
werden. Folgende Reaktionen sind in der Literatur genannt (HALLIWELL und
GUTTERIDGE 1984):

- Antioxidanzien kdonnen sich dadurch auszeichnen, dass sie Metallionen
(z.B. Fey") in Form von Chelaten binden, so dass deren katalytische
Wirkung an Oxidationsreaktionen aufgehoben wird.

- Sie konnen Radikalkettenreaktionen durch Abfangen des Starterradikals
(Scavenging oder Quenchen) unterbinden.

- Sie konnen Radikalkettenreaktionen durch Abfangen eines

Intermediarradikals (Chain-Breaking) unterbinden.



3.3 Polyphenole und ihre antioxidative Wirkung

3.3.1 Klassifizierung von Polyphenolen

Phenolische Substanzen werden zu den sekundaren Pflanzenstoffen gezahlt. Sie
werden nicht im Primarstoffwechsel gebildet oder verbraucht. Grundsatzlich wird
zwischen Phenolcarbonsauren und Flavonoiden unterschieden.

3.3.1.1 Phenolcarbonsauren

Zu den Phenolcarbonsauren gehoren die Hydroxybenzoesaure-,
Hydroxyzimtsaureverbindungen und deren Derivate. Wichtige Vertreter dieser

Sauren, die auch in Bier vorkommen, sind in Abbildung 3 dargestellt.

Hydroxybenzoesaure-Verbindungen:

Substituenten
; . -4-OH p-Hydroxybenzoesaure
- 2,5-di-OH Gentisinsaure
4 ;-'f \ 1 COOH - 3,4-di-(?H Protoca.t.echusséure
- 3,4,5-tri-OH Gallussaure
5 — : - 3-OCH3, 4-OH Vanillinsaure

- 3,5-diOCH3, 4-OH Syringinsaure

Hydroxyzimtsaure-Verbindungen:

5 G Substituenten
/ \\ 4 - 4-OH p-Cumarséure
4 CH=CH-COQCH - 3,4-di-OH Kaffeesaure
—_ - 3-OCHs, 4-OH Ferulasaure

2 z
5-Caffeoylchinasdure = Chlorogensaure

Abbildung 3: Struktur der Phenolcarbonséuren.

Die Hydroxyzimtsauren sind meist mit D-Glucose oder D-Chinasaure (z.B.
Chlorogensaure) verestert. Dies ist bei den Hydroxybenzoesauren ebenso der
Fall. So zahlen die Ester der Gallussaure zu einer der zwei Hauptklassen der

pflanzlichen Gerbstoffe, zu den hydrolisierbaren Gerbstoffen oder Tanninen. Zur



zweiten Gruppe zahlen die Proanthocyanidine, die kondensierbaren Gerbstoffe
(BELITZ und GROSCH 1992).

Die Hydroxyzimtsauren entstehen enzymatisch aus dem Phenylalanin. Die
Hydroxybenzoesauren wiederum werden aus den Hydroyzimtsauren analog der 3-
Oxidation der Fettsauren gebildet (BELITZ und GROSCH 1992).

3.3.1.2 Flavonoide

Die Biosynthese der Flavonoide stellt sich als sehr komplex dar. Es wird an dieser
Stelle nur auf die fur die antioxidative Wirkung entscheidende strukturelle
Unterscheidung eingegangen.

Die Flavonoide leiten sich strukturell vom Flavan (2-Phenyl-benzo-dihydropyran)
ab.

Abbildung 4: Grundstruktur von Flavonoiden.

Von diesem Grundgerust ausgehend, lassen sich zum einen die Flavan-3-ole

(Catechine) ableiten.

OH
oH
HO HO
R
OH
Substituenten: Substituenten:
Ri=H,R=H (+)-Catechin Ri=H,R=H (-)-Epicatechin
Ri1=H,R=0H (+)-Gallocatechin Ri=H,R=0H (-)-Epigallocatechin
R+ = Gallat, R = OH (+)-Gallocatchingallat R1 = Gallat, R = OH (-)-Epigallocatchingallat

Abbildung 5: Struktur der Flavan-3-ole (BELITZ und GROSCH 1992).



Die Flavan-3,4-diole auf der anderen Seite sind kurzlebige Vorstufen der
Anthocyane und Flavan-3-ole. Als Zwischenstufe wird ein Carboanion
angenommen. Fehlt ein Reduktans, z.B. NADPH, so kann das Anion mit Flavan-3-
olen zu Dimeren und hoheren Oligomeren, den so genannten Proanthocyanidinen
oder auch kondensierbaren Gerbstoffen, reagieren. Besteht das Oligomer nur aus
Catechin- und Epicatechineinheiten, so wird von Procyanidinen gesprochen.
Handelt es sich um Gallocatechine und Epigallocatechineinheiten, so werden die
Kondensationsprodukte Prodelphinidine genannt. Die Monomeren sind am C-Ring
zwischen dem C4- und C8- oder C4- und C6-Atom verknupft.

4-13-8 Interflavan-Verkniupfung 4-13-6 Interflavan-Vernipfung
Abbildung 6: Verkntpfungen der monomeren Flavanmolekile (RECHNER 2000).

Die Proanthocyanidine, friher als Leucoanthocyanidine bezeichnet, sind farblos.
Werden sie in saurer Losung erhitzt, so werden die endstandigen Flavan-
Einheiten als Carbokationen freigesetzt. Diese reagieren mit Sauerstoff zu
farbigen (roten) Anthocyanidinen. Diese Methode findet bei der Analytik der
Anthocyanogene Anwendung. Die Anthocyanidine koénnen in der Natur
glykosidisch gebunden vorkommen und werden dann als Anthocyane bezeichnet.
In Abhangigkeit des pH-Wertes treten bei den Anthocyanen Farbanderungen auf.
Sie liegen dann als Falvyliumsalze, die nur bei sehr niedrigen pH-Werten stabil
sind, vor und kénnen rot, blau oder violett gefarbt sein (BELITZ und GROSCH
1992).



Des Weiteren gibt es die Gruppe der Flavanone, die ebenfalls als Glykoside

vorkommen.

Flavanon:
z.B. Naringenin, Hesperitin.
Abbildung 7: Struktur der Flavanone (BELITZ und GROSCH 1992).

Zuletzt sind noch die Gruppen der Flavone und Flavonole zu nennen. Sie
unterscheiden sich grundsatzlich von der Flavan-Struktur durch die

Doppelbindung am C-Ring.

Flavon: Flavonol:
z.B. Apigenin, Tricin z.B. Quercitin, Kaempferol
Abbildung 8: Struktur der Flavone und Flavonole (BELITZ und GROSCH 1992).

3.3.2 Phenolische Substanzen als Antioxidanzien

Polyphenole gelten als antioxidativ. Sie reagieren mit einem freien Radikal zum
entsprechenden Phenoxyradikal. Durch Wanderung des ungepaarten Elektrons im
aromatischen Ring kommt es zu einer Stabilisierung des Molekils (SHAHIDI und
WANASUNDARA 1992).



OH 0 Q- Q- 0

H+ e H+ .
_ |
OH OH OH O 0
Fhenoxid- Fhenomy- Semichinon-
lon Radikal Radilkalanion

Abbildung 9: Stabilisierung des Phenoxyradikals durch Wanderung des

ungepaarten Elektrons.

Um die antioxidative Wirksamkeit einzelner phenolischer Substanzen gegenlber
freien Radikalen zu testen, wurden in der Literatur verschiedenste Testsysteme
angewendet, weshalb es haufig zu nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen kam.
Aus den Untersuchungen lie3en sich jedoch klare strukturelle Zusammenhange
erkennen, wann eine phenolische Substanz besonders antioxidativ wirksam war.
Fir die Gruppe der Flavonoide wurden folgende strukturellen Kriterien angegeben
(RICE-EVANS et al. 1996):

- Die ortho-dihydroxy Struktur am B-Ring fuhrt zu einer hoheren Stabilitat der
entstehenden Radikalform und ist an der Elektronen-Delokalisation
beteiligt.

- Die 2,3-Doppelbindung in Verbindung mit der 4-Oxo-Gruppe am C-Ring ist
fur die Elektronen-Delokalisation am B-Ring verantwortlich.

- Eine maximale antiradikalische Aktivitat zeigt sich, wenn neben der 4-Oxo-
Gruppe am C-Ring die 3- und 5-OH-Gruppe am A-Ring vorhanden ist. Dies
ermoglicht die Chelatbildung mit Metallionen.

Da die Anzahl an Hydroxylgruppen am C-Ring von Bedeutung ist, schnitten bei
den Untersuchungen von RICE-EVANS et al. (1996) das Epicatechingallat und
Epigallocatechin, dicht gefolgt vom Quercetin, besonders gut ab. Als Analyse
wurde die TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) verwendet. Hierzu
wurde die Konzentration an verwendetem Trolox (Vitamin E) mit gleicher

antioxidativer Wirkung angegeben. Ein Vergleich mit dem ABTS'*-Radikalfanger

10



Test ergab eine ahnliche Reihenfolge fur Quercetin, Rutin und Catechin, aber es
zeigten sich Unterschiede bei den weiteren untersuchten Substanzen (RICE-
EVANS et al. 1997). Es ist somit wichtig, das verwendete Testsystem anzugeben.
Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden, die Elektronenspinresonanz-
Spektrometrie, der DPPH-Test und die Chemilumineszenz-Messung werden
separat behandelt.

Die Phenolcarbonsauren besitzen ebenso antioxidative Eigenschaften. |hre
Aktivitat hangt von der Anzahl der Hydroxylgruppen am Molekdl ab (WATZL und
LEITZMANN 1999). Die Kaffeesaure soll zum Beispiel Metallionen binden kdnnen
und so die Hydroxylradikalbildung inhibieren (IWAHASHI et al. 1990). Bei CHEN
und HO (1997) lag die Kaffeesaure im DPPH-Test vor der Chlorogen- und
Ferulasaure. UEDA et al. (1996) versuchten mit Hilfe der Spin-Trap Methode die
Wirkungen speziell gegenuber dem Hydroxylradikal zu messen. Dabei reagierte
die Protocatechussaure am starksten und lag vor dem Catechin, der Kaffee- und

Gallussaure.
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3.4 Die Veranderung phenolischer Substanzen im Malzungs- und

Brauprozess

Aus der Literatur geht hervor, dass die Identifizierung und Quantifizierung von
phenolischen Substanzen wahrend des Brauprozesses sich als schwierig erwies.
Entsprechend waren die Untersuchungen meist auf spezielle Substanzen
fokussiert und bauten nicht immer aufeinander auf. In diesem Kapitel wurden die
Literaturstellen chronologisch nach dem Produktionsablauf der Bierbereitung
geordnet. Sie sollen vorab nur einen Uberblick ber die Verdnderung der
phenolischen Substanzen wahrend des Brauprozesses geben, da diese direkt
einen Einfluss auf die reduzierende Wirkung der zu untersuchenden Proben
ausubt.

Phenolische Substanzen gelangen durch die Rohstoffe Gerste und Hopfen in den
Brauprozess, wobei laut BELLMER et al. (1995a) Gerste neben Hirse die einzige
Getreidesorte sei, die nennenswerte Mengen an Gerbstoffen enthalt. Der Gehalt
an Gerbstoffen in Gerste und Hopfen sei sortenabhangig.

NARZIR (1976) gibt die Menge an phenolischen Substanzen in Gerste wird mit 0,1
— 0,3 % an. Sie hangt von der Sorte, aber auch von den Umweltbedingungen ab.
Grundsatzlich haben Gersten mit hoheren Eiweildgehalten geringere Mengen an
phenolischen Substanzen. Auf der anderen Seite stiege mit dem
EiweilRlésungsgrad die Extrahierbarkeit bzw. Lésung der Gesamtpolyphenole und
Anthocyanogene. Einen Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern gibt
der Polymerisationsindex an. Er ist der Quotient aus Gesamtpolyphenolen zu
Anthocyanogenen. Neben der Malzldsung hangt dieser Wert auch von der
Gerstensorte, den Aufwuchsbedingungen und dem Reifegrad ab. Ist der P.I.
niedrig, so weisen diese Malze aufgrund ihrer Oxidierbarkeit einen starke
Reduktionskraft auf. Neben Gesamtpolyphenolen und Anthocyanogenen spielen
auch die Tannoide eine Rolle. Sie nehmen ebenfalls mit vermehrter Losung im
Malzungsprozess zu. Sie verflgen Uber reduzierende Eigenschaften und tragen
als Inhaltsstoff des Malzes zur Geschmackstabilitat des Bieres bei.

In Gerste sind die Anthocyanogene speziell im Korninnern und in der

Aleuronschicht enthalten. Es zeigte sich, dass bei einem erhdhten Eiweil3gehalt,
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vor allem die Hordeinfraktion, geringere Mengen an Anthocyanogenen vorhanden
sind (NARZIR 1976).

Eine identifizierte Phenolcarbonsaure im Malz war zum Beispiel die Vanillinsaure,
die sowohl frei als auch gebunden im Spelz vorlag. Als weitere
Phenolcarbonsauren im Malz wurden Syringa-, Ferula-, p-Hydroxybenzoe- und
Cumarinsaure genannt. Als glykosidisch gebunden oder Ester konnten Gentisin-,
Chlorogenin-, Senf-, Isoferula-, Kaffee- und Protocatechussaure nachgewiesen
werden. Sie werden bereits wahrend des Weichens zum Teil ausgelaugt. lhnen
wird einen Inhibitorfunktion zugesprochen, die fur die Fundamentalkeimruhe
verantwortlich ist. Sie werden wahrend der Nachreife abgebaut oder oxidiert
(NARZIR 1976).

ISOE et al. (1991) zeigten, dass besonders im Spelz ein hoher Polyphenolgehalt
vorliegt. Durch ein spezielles Verfahren zur Entfernung des Spelzes konnte der
Gehalt in der Kongresswirze um 10 — 50 % verringert werden. Die Biere wiesen
einen weicheren Geschmack und eine bessere kolloidale Stabilitat auf.

ROEDER et al. (1995) bestatigten den Nachweis der Phenolcarbonsauren in Malz
und Bier. Sie detektierten des weiteren Flavan-3-ole, wie Catechin und
Proanthocyanidine.

MOLL et al. (1984) zeigten in ihren Ergebnissen wahrend des Malzens eine
Abnahme von 40 — 70 % an Catechin, wobei Procyanidin B3 nahezu konstant
blieb. Auch sie schreiben, dass die Ausgangsmenge an Polyphenolen von der
Gerstensorte abhangig sei.

BELLMER et al. (1995a) gingen darauf ein, dass der Gehalt an Polyphenolen von
der Gerste zum Malz hin zunimmt, was der gesteigerten Loslichkeit der
Polyphenole zugeschrieben wurde. Eine Reduzierung des Sauerstoffangebots
wahrend des Keimens durch COj-Anreicherung ergab sogar noch hdhere
Polyphenolgehalte im Malz. Eine besonders starke Zunahme ergab sich bei den
Phenolcarbonsauren.

JERUMANIS (1985) detektierte 7 Flavanoide, Catechin, dimere und trimere
Procyanidine und dimere und trimere Prodelphinidine in Gerste. Auch er schrieb,

dass die Anteile von der Sorte abhangig seien, aber Prodelphinidin B3 sei
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dominant vorhanden. Im Hopfen dagegen wies das (+)-Catechin den grofiten
Anteil auf.

MAILLARD et al. (1996) gab an, dass mehr als 85 % der Polyphenole im Malz aus
Flava-3-olen bestehen. Die Hyroxyzimtsdurederivate machten etwa 10 % und
Falvonole etwa 5 % aus.

GOUPY et al. (1999) gaben an, dass der Polyphenolgehalt zu 70 — 88% aus
Flavan-3-olen besteht. Bei seinen Untersuchungen sank bei allen Gerstensorten
der Gehalt wahrend des Malzens um etwa 85 — 62 %. Dies betraf monomere
Strukturen starker als Dimere. Die Ergebnisse zeigten einen gréReren Einfluss auf
das Prodelphinidin B3 als auf das Procyanidin B3, das auch bei MOLL et al.
(1984) fast konstant blieb.

Auch GROMUS und LUSTIG (1999) schrieben, dass sich die Gehalte an
Polyphenolen wahrend der Malzbereitung deutlich verandern. So ginge ein grolder
Teil aus den Spelzen mit dem Weichwasser verloren. Wurde bei niedrigen
Temperaturen gekeimt und der Sauerstoffgehalt gering gehalten, so konnten die
wasserloslichen Polyphenole und reduzierenden Substanzen bei diesem
Produktionsschritt parallel zur Eiweil3l6sung zunehmen. Generell zeigten sich eine
verlangerte Keimzeit, verkurzte Nassweichzeiten, niedrigere Keimtemperaturen
nach dem 4. Keimtag und eine Erhohung der Temperatur des Weichwassers fur
den Erhalt der Polyphenole als positiv.

LAWS et al. (1976) verfolgten das Verhalten von dimeren Catechin-Molekilen im
Brauprozess und konnten zeigen, dass wahrend des Malzens nur ein geringer
Verlust von maximal 15 % auftrat.

BELLMER et al. (1995a) schrieb, dass maritime Gersten reicher an reduzierenden
Substanzen und Polyphenolen seien als kontinentale Typen. Bei einem Vergleich
verschiedener Sorten zeigte sich ein starker Einfluss der Polyphenole auf die
Reduktonkraft. Tannoide reagierten sehr stark auf Jahrgangsunterschiede, wobei
die Anthocyanogene kaum charakteristische Merkmale aufzeigten.

Besonders in Wintergersten konnten zudem kondensierbare phenolische
Substanzen, die Flavan-3,4-diole identifiziert werden. Neben der Kondensation
konnen sie auch polymerisieren oder zu groReren Verbindungen oxidieren.

Dadurch erlangen sie ihre gerbende, dehydratisierende Wirkung und kénnen
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hochmolekularen Stickstoff vor allem wahrend des Wirzekochens ausfallen. In
diesem Zusammenhang wird den Gerbstoffen aus dem Hopfen eine hohere
Aktivitat zugesprochen. Malzpolyphenole spielen dagegen fur die kolloidale
Stabilitat des Bieres eine Rolle (NARZIR 1976).

WHITTLE et al. (1999) gelang es, bereits in der Gerste mittels HPLC/MS Uber 50
Procyanidine zu detektieren. Neben den di- und trimeren fand er auch tetra- und
pentamere Strukturen.

Die Polyphenoloxidase spielt im Brauprozess eine grofde Rolle. Sie vermag
Diphenole zu oxidieren. Dadurch nimmt der Gehalt an nachweisbaren
Anthocyanogenen ab. Die Oxidationsprodukte reagieren untereinander oder bilden
mit Proteinen Kondensationsprodukte. Wahrend des Keimens verdoppelt sich die
Aktivitat der Polyphenoloxidase. Dies ist allerdings ebenfalls von Sorte und
Anbaugebiet abhangig. Hoéhere Weichgrade fihren zu einer schnelleren
Aktivierung. Bei einem Weichgrad von 40 % nahm die Aktivitat in den letzten drei
Keimtagen wieder ab. Es zeigte sich, dass mehrstindiges Abdarren bei 100°C zu
nur geringen Abnahmen an Aktivitat fuhrte. Beim Maischen wird die Oxidase erst
ab Temperaturen von 95 °C inaktiviert. Dagegen zeigte eine ausgedehnte
Schwelkzeit einen starken Einfluss auf die Polyphenoloxidase. Nach 12 Stunden
bei 50 °C nahm die Aktivitat im letzten Drittel stark ab. Ein wichtiger Aspekt ist die
Madglichkeit, dass Polyphenole zu reaktionsfahigen Dicarbonylen oxidiert werden
konnen, die weiter mit Aminosauren zu Melanoidinen reagieren kdnnen (NARZIR
1976).

GROMUS wund LUSTIG (1999) schrieben, dass beim Einmaischen die
Polyphenole sehr schnell in Losung gehen und bis in die Wirze nahezu konstant
bleiben. Durch die Hopfendosage werden phenolische Substanzen dem
Brauprozess zugefuhrt. Deren Gehalt wird durch Ausscheidungsvorgange
wahrend des Wurzekochens und im Whirlpool reduziert (GROMUS und LUSTIG,
1999).

MCMUROUGH und DELCOUR (1994) zeigten, dass wahrend des Maischens und
Wurzekochens starke Verluste an speziellen Polyphenolen, den dimeren
Proanthocyanidinen, aufgrund von Ausfallungen mit Eiwei3en auftreten. Die

Verwendung von Hopfen flhrte zu einer Erhdhung an komplexen Flavanolen,
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wasserlosliche Verbindungen aus Polypeptiden und Tanninen, wahrend die
Arbeitsweise ohne Hopfen keine Veranderung hervorrief.

BELLMER et al. (1995b) schrieben, dass die monomeren Proanthocyanidine,
Catechin und Epicatechin, ebenso wie die Phenolcarbonsauren wahrend des
Maischens zunahmen. Beim Wirzekochen steigerte sich der Gehalt an Catechin
und Epicatechin aufgrund der Hopfung. Oligomere Polyphenole wurden durch
Polymerisations- und Ausscheidungsvorgange reduziert.

Wahrend der Hauptgarung wird durch Adsorptionsvorgange der Gehalt an
Polyphenolen deutlich verringert. Reduzierende Substanzen wie die Melanoidine
bleiben nahezu gleich (GROMUS und LUSTIG, 1999).

Von diesen Ausscheidungsvorgangen waren im Gegensatz zu den
Phenolcarbonsauren vor allem hochmolekulare Polyphenole betroffen (BELLMER
et al. 1995b)

Laut GROMUS und LUSTIG (1999) zeigt die Lagerung des Bieres kaum einen
Einfluss. Erst die Stabilisierung verringert den Gehalt an phenolischen Substanzen
stark. Die Phenolcarbonsauren zeigen hierbei nur geringflgige Veranderungen.
Es wurde ein logarithmischer Zusammenhang zwischen der PVPP-Dosierung und
der Abnahme an Polyphenolen aufgezeigt. Es sei jedoch kein gezielter Einfluss
auf bestimmte Fraktionen moglich. So muss bei hoher kolloidaler Stabilitat ein
Verlust an wertvollen Inhaltstoffen in Kauf genommen werden.

Allerdings waren durch die PVPP-Stabilisierung die Veranderung von monomeren
Strukturen wie Catechin, Epicatechin und die Phenolcarbonsauren im Gegensatz
zu den Oligomeren sehr gering (BELLMER et al. 1995b).

WHITTLE et al. (1999) konnten im Bier noch uber 20 Proanthocyanidine, hier nur
noch di- und trimere Strukturen, mittels HPLC/MS und Phenolcarbonsauren, wie
Gallus-, Vanillin-, Ferula- und Syriginsaure, elektrochemisch detektieren. Die
PVPP-Stabilisierung fuhrte zu sehr starken Verlusten an Catechin, Epicatechin,
Gallocatechin, Epigallocatechin und Proanthocyanidinen. Selbst bei einer sehr
hohen Dosage wurden die Phenolcarbonsauren kaum beeinflusst.

Wahrend der Alterung der Biere veranderte sich die Zusammensetzung der
Polyphenole. Aber trotz Polymerisierung behielten sie reduzierende Gruppen,

wodurch sich die Reduktonkraft kaum anderte. Aus diesem Grund lasst sich laut
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GOMUS und LUSTIG (1999) die Analytik der Reduktonkraft nicht fir Polyphenole
anwenden.

MOLL et al. (1984) schrieben, dass sich die Veranderungen an phenolischen
Substanzen bei ihren untersuchten Gerstensorten bis in das Bier sehr ahnlich
verhielten. Zum Ende des Versuches, 6 Monate Lagerung der Biere, glichen sich
die Konzentrationen nahezu an.

Um die Gehalte an phenolischen Substanzen zu erhéhen, wurden verschiedene
technologische Malnahmen angewendet. So wurde mit Spelzentrennung
gearbeitet, von unten mittels Einteigschnecke eingemaischt, Maischesauerung
durchgefuhrt, die Maische mit CO, begast und das Anschwanzwasser entgast.
Besonders die Fraktion der Tannoide konnte so erhoht und das Niveau bis in das
abgefullte Bier gehalten werden (GROMUS und LUSTIG 1999).
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3.5 Technologische Einflisse auf die Veranderung der antioxidativen
Aktivitat phenolischer Substanzen im Malzungs- und Brauprozess

Es gibt eine Reihe an Veroffentlichungen, die sich mit der antioxidativen Aktivitat
phenolischer Substanzen im Brauprozess beschaftigten. Es sollen in diesem
Kapitel einige von ihnen vorgestellt werden. Es ist in diesem Zusammenhang
aullerst wichtig darzustellen, welche Tests zur Messung der antioxidativen
Aktivitaten angewendet wurden. Die Literaturstellen wurden zeitlich chronologisch
geordnet.

BELLMER (1976) klarte in seiner Dissertation sehr viele Einflisse auf die
reduzierenden Eigenschaften phenolischer Substanzen und Melanoidinen im
Brauprozess. So fand er signifikante Zusammenhange zwischen den
reduzierenden Eigenschaften der Polyphenole in der Gerste und den
entsprechenden Malzen. Wahrend der Malzung, speziell beim Schwelken und
Darren, nahmen die wasserloslichen Polyphenole zu, was zu einer Steigerung der
Reduktionskraft ~ dieser  fuhrte.  Allerdings lag ihr  Beitrag am
Gesamtreduktionsvermodgen deutlich unterhalb des Einflusses durch die
entstandenen Melanoidine. Durch das Darren verschlechterte sich der
Polymerisationsindex. Lag die Abdarrtemperatur tUber 85 °C, wodurch die
Polyphenoloxidase geschwacht wurde, so konnte der Pl verbessert werden. Die
meisten und am starksten polymerisierten Polyphenole wurden im Spelz
gefunden. Das Endosperm enthalt wiederum den geringsten Gehalt, aber den
besten PI. In belufteten Maischen nahm der Gehalt an Polyphenolen stark ab und
der PI deutlich zu. Der Einfluss des Sauerstoffes zeigte in der Wuirze einen
geringeren Effekt als in der Maische. Eine Nassschrotung fuhrte im Gegensatz zur
Trockenschrotung zu Wurzen mit starker polymerisierten Polyphenolen, jedoch lag
ihr Reduktionsvermogen hoher. Wahrend des Lauterns nahmen die Polyphenole
(bezogen auf den Extrakt) zu, der PI blieb nahezu konstant. Je langer die Wirze
und der Hopfen gekocht wurden, umso hdéher lag der Pl. Der Anteil am
Reduktionsvermogen sank mit zunehmender Kochdauer. Wahrend des Kuhlens
nahm die reduzierende Wirkung ab und der PI stieg in Abhangigkeit von den

untersuchten technischen Ausstattungen. Durch die Stabilisierung mit PVPP nahm
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der Gehalt an Polyphenolen und folglich das Reduktionsvermdgen deutlich ab.
Der starke Anstieg des Pl wurde mit einer Entnahme vor allem niedermolekularer
Fraktionen erklart. Die polymerisierten Polyphenole wurden im Bier verbleiben. In
gering stabilisierten Bieren stieg der Pl wahrend der Alterung, wahrend er sich in
stark stabilisierten Bieren kaum veranderte. Die verringerte Reduktionskraft fUhrte
zu starkeren Oxidationen und Anstiegen der Carbonylverbindungen. Bei einer
eiweil’seitigen Stabilisierung (Bentonit) nahmen die Gesamtpolyphenole starker
ab als die Anthocyanogene, was zu einer Abnahme des Pl fuhrte. Gerade die
polymeren Strukturen, die an Eiweilen gebunden sind, werden in diesem Fall
entfernt. Nieder- und mittelmolekulare Fraktionen hingegen verblieben im Bier. Die
gealterten Biere wiesen einen geringeren Oxidationsgeschmack auf.
Grundsatzlich nahem der Gehalt an Gesamtpolyphenolen wahrend der Alterung
ab, was zu einem Anstieg des PI flhrte. Das Reduktionsvermdgen sank zuerst
schnell und dann verlangsamt.

KRETSCHMER (1983) sprach von einem Protein-Tannin-Gleichgewicht im Bier,
dass durch die Rohstoffauswahl und den Bierbereitungsprozess beeinflusst wird.
Eine Reduzierung an Tannoiden, zum Bespiel durch scharfes Filtrieren mit PVPP,
fuhrte zu einer gesteigerten Tribungs- und Sauerstoffanfalligkeit. Um die
Tannoidgehalte zu schonen, empfahl er sauerstofffreies Maischen, rasches und
blankes Ablautern, rasche Ausklarung und Abtrennung des Trubs, intensive
KlUhlung nach der Hauptgarung und Vermeidung jeglicher Sauerstoffaufnahme im
Kaltbereich.

MCMURROUGH et al. (1996) konnten ebenfalls eine Verbesserung der
kolloidalen Stabilitat mittels PVPP nachweisen. Die Geschmacksstabilitat der
Biere wurde bei ihren Untersuchungen nicht verandert. Sie stellten zwar eine
Abnahme der reduzierenden Wirkung aufgrund der Entfernung von phenolischen
Substanzen fest, aber es konnte keine oxidative Schadigung der Biere
nachgewiesen werden.

KANEDA et al. (1995) stellte eine Messung der reduzierenden Aktivitat mittels
DPPH (In Kapitel 5.1.2 wird genau auf dieses Thema eingegangen, da diese
Methode modifiziert wurde.) fur Bier vor. Diese reagierte nur auf den Gehalt an

Polyphenolen in Bier, nicht aber auf Sulfit. Er konnte ein negative lineare
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Korrelation zwischen der ,Reducing Activity” und der Alterungsverkostung zeigen
und brachte so die phenolischen Substanzen in Bier und die Geschmacksstabilitat
in einen direkten Zusammenhang.

MAILLARD et al. (1996) beschrieb die Messung der antioxidativen Aktivitat mittels
Linolsduremethylester. Die Autoxidation des Esters konnte durch Zugabe von
Antioxidanzien verringert werden. Die Aktivitat wurde in Prozent angegeben und
besagte, um wie viel die Halbwertszeit von Linolsauremethylester im Vergleich
gestiegen war. Die Ergebnisse zeigten eine Zunahme der antioxidativen Aktivitat
wahrend der Malzung und wurden mit dem Gehalt an einzelnen
Polyphenolfraktionen, besonders den Flavan-3-olen in Verbindung gebracht. Es
wurde darauf hingewiesen, dass wahrscheinlich die entstehenden
Maillardprodukte ebenfalls Einfluss auf diese Messmethode hatten und so die
Aktivitat gerade beim Darren anstieg. Die untersuchten Gerstensorten zeigten
deutliche Unterschiede in ihrer antioxidativen Aktivitat. Es konnte jedoch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der antioxidativen Aktivitat und dem Gehalt
an phenolischen Substanzen gemessen werden. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass die antioxidative Aktivitat von der Gerstensorte und dem Jahrgang
abhing. So spielte die Wahl der Gerste bereits eine wichtige Rolle.

WALTERS et al. (1997b) untersuchte die antioxdiative Wirkung von (+)-Catechin
und Ferulasaure. Nach Zudosage dieser Substanzen zu Bier und einer forcierten
Alterung zeigte sich, dass Catechin die Bildung von bestimmten Carbonylen
unterband, Ferulasdure dagegen die Vermehrung anderer Carbonylverbindungen
forderte. Bei einem Vergleich verschiedener Testsysteme stellte sich heraus, dass
zum Beispiel Catechin Superoxid besser abfangt, wahrend die Ferulasaure
bessere Ergebnisse gegentber dem Hydroxylradikal zeigte.

In einer folgenden Veroffentlichung zeigten WALTERS et al. (1997a,c), dass
gegenuber der forcierten Alterung, bei einer naturlichen Lagerung Catechin und
Ferulasdure keinen Effekt auf die Bildung von Alterungscarbonylen, wie t-2-
Nonenal, Furfural oder 5-Hydroxymethylfurfural, hatten. AuRerdem zeigten die
zwei Substanzen nur einen positiven Effekt in Bieren mit einem hohen
Sauerstoffgehalt. War dieser niedrig, zeigten sie wohl keinen Einfluss auf die

Geschmacksstabilitat.
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JENDE-STRID (1997) schrieb, das die Verwendung der proanthocyanidin-freien
Gerstensorte Caminant zu deutlich besseren Ergebnissen der kolloidalen Stabilitat
fuhrte. Es konnte kein Unterschied zum Vergleichsbier in der Messung der Lag-
Time festgestellt werden, was keinen Unterschied in der Geschmacksstabilitat
erwarten lieRe. Alle im Praxismalistab hergestellten Biere wiesen eine gute
Geschmacksstabilitat auf.

FANZOZZI et al. (1998) beschrieb eine Abnahme an phenolischen Substanzen im
Brauprozess von etwa 28 %. Die antioxidative Aktivitat verhielt sich ahnlich. Als
Test wurde die Reaktion gegenlber Peroxylradikalen im Vergleich zu Trolox
gemessen.

ARAKI et al. (1999) untersuchte den Brauprozess auf das ,Total Reactive
Antioxidant Potential® (TRAP). Er konnte zeigen, dass eine erhohte Drehzahl des
Ruhrers beim Maischen bis zur Ausschlagwtrze hin zu niedrigeren TRAP-Werten
fuhrte. Unter Stichstoffatmosphare konnte dieser Effekt verbessert werden. Eine
kurze Lauterzeit unter Stickstoffatmosphare erzielte die hochsten TRAP-Werte.
Unter Sauerstoffatmosphare sank dieser Wert wieder deutlich ab, und die
Lauterzeit nahm zu. In Bier enthaltende Polyphenole wurden auf ihr TRAP hin
untersucht. Dabei zeigte Catechin, Epicatechin und Gallussaure die besten
Resultate.

GOUPY et al. (1999) verwendeten drei Messmethoden zur Beurteilung
antioxidativer Aktivitaten. Mit der DPPH-Methode, die Anlehnung an Brand-
Williams spektralphotometrisch ausgewertet wurde, zeigte eine sehr gute
Korrelation mit dem Gehalt an phenolischen Substanzen und wurde als
Beurteilungsmdglichkeit der antiradikalischen Aktivitat von Gerste verwendet.
Dabei schnitt die Sorte Caminant bei den Untersuchungen am schlechtesten ab,
die Sorten Esterel und Clarine besalien die hochsten Werte. Bei der Messung
einzelner Substanzen zeigte sich die tri-Hydroxystruktur als sehr positiv und
Prodelphinidin B3 zeigte die grofte Aktivitat. Die antioxidative Aktivitat stieg mit
der Zahl an Catechin-Molekllen. Bei den Phenolcarbonsauren zeigten die
Hydroxyzimtsaurederivate bessere Ergebnisse als die analogen

Benzoesaurederivate.
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GROMUS und LUSTIG (1999) zeigten, dass schon in der Gerste Unterschiede in
den Gehalten an phenolischen Substanzen vorliegen. Waren die Gehalte erhoht,
gleichzeitig der Eiweil3gehalt niedrig, und stammte die Sorte aus einer maritimen
Gegend, so waren die Stabilitat und Geschmacksstabilitat ebenfalls besser.
ANDERSEN et al. (1999) verglichen Wurzen und Biere der Sorte Caminant, die
keine Proanthocyanidine in den Brauprozess einbrachte, mit normalen
Gerstensorte im Hinblick auf Unterschiede in der Radikalbildung mittels ESR.
Dabei konnte er keine Differenzen erkennen und schloss daraus, dass die
phenolischen Substanzen flr die Geschmacksstabilitat nur eine untergeordnete
Rolle spielen. Der Haupteinfluss kdme vom Schwefeldioxid.

NARZIR et al. (2000) untersuchten den Einfluss verschiedener Maischeparameter
auf die Geschmacksstabilitat. Dabei stellten sie fest, dass Sauerstoff beim
Maischen zu deutlich schlechteren Verkostungsergebnissen fuhrte und der Gehalt
an Polyphenolen im Bier stark reduziert war. Wurde unter Stickstoffatmosphare
gemaischt, fuhrte dies zu besseren Geschmacksergebnissen als im Vergleich,
aber der Gehalt an Polyphenolen anderte sich nicht. Mit steigender
Einmaischtemperatur nahm der Gehalt an Polyphenolen ebenfalls ab, was mit der
geringeren EiweilRldsung begrindet wurde. Allerdings blieb der Gehalt an
Anthocyanogenen gleich und so nahm der Polymerisationsindex (Anmerkung:
scheinbar oder tatsachlich?) ab. Die Maischesauerung fuhrte zu gleichbleibenden
Gesamtpolyphenolen, aber der Gehalt an Anthocyanogenen konnte aufgrund der
Hemmung der Polyphenoloxidase gesteigert werden, was wieder zu einer

Verbesserung des Pl fuhrte.
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3.6 Die Rolle des Schwefeldioxids im Brauprozess

3.6.1 Die antioxidative Wirkung von Schwefeldioxid

Die antioxidative Wirkung von SO, ist auf sein hohes Reduktionspotential
zuruckzufuhren. Das Schwefeldioxid wird bei der Reduktion anderer Substanzen

selbst oxidiert.

3.6.1.1 Reaktionsmechanismen der Oxidation von SO,

Sulfit ist ein starkes Reduktionsmittel. Bei seiner Oxidation durch Sauerstoff
entsteht gemall Gleichung 1 Sulfat. Fir den genauen Reaktionsmechanismus
existieren mehrere, grundsatzlich ahnliche Modelle, auf die hier nicht naher
eingegangen werden soll. Im Verlauf der Reaktion treten Sulfitradikale auf
(WEDZICHA 1984).

SO2 + 120, —= SO,

Im Gegensatz dazu entstehen bei der Oxidation durch Peroxide, die nach einem
saurekatalysierten Mechanismus ablauft, keine Radikale (HOFFMANN et al.
1975).

3.6.1.2 Die reduzierende Wirkung von SO; im Bier

Die wichtige Rolle des SO, in Bier ist seine reduzierende Wirkung. Durch die
Unterbindung der Oxidation von aromarelevanten Bierinhaltsstoffen wird die
Ausbildung des Alterungsgeschmacks hinausgezdogert (ILETT 1995, KANEDA et
al. 1994). Der genaue antioxidative Wirkmechanismus ist noch nicht vollstandig
geklart. Zum einen wurde davon ausgegangen, dass Sulfit, entsprechend den
Ablaufen bei dessen Oxidation durch Sauerstoff, in der Lage ist, OH-Radikale zu
fangen (ILETT 1995). Neuere Veroffentlichungen zeigen, dass die antioxidative

Wirkung auf die Inhibierung der Radikalgenerierung zurtuckzufuhren sei. Dabei
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reagiert Sulfit mit organischen und anorganischen Peroxiden und verhindert so die
Bildung von OH-Radikalen (ANDERSEN et al. 2000, UCHIDA und ONO 1999).
Die reduzierende Wirkung ist unabhangig von der vorliegenden Form des Sulfits.
So kann auch SO,, das reversibel an Carbonyle gebunden ist, antioxidativ wirken.
Dabei dient die gebundene Form vermutlich als Reservoir, das bei Vorhandensein
potenzieller Reaktionspartner Sulfit wieder freigibt, beziehungsweise verbrauchtes
freies Sulfit im Rahmen des chemischen Gleichgewichts ersetzt (ILETT 1995,
ANDERSEN et al. 2000, KANEDA und ONO 1994).

3.6.2 Die Produktion von SO, durch die Hefe wahrend der Garung

Der gesamte Schwefeldioxidgehalt des Bieres ist auf seine Bildung durch die Hefe
wahrend der Hauptgarung zurlckzufiuhren. Der SO,-Gehalt der Rohstoffe hat
keinen Einfluss, da nahezu alles SO, beim Wirzekochen ausgedampft wird
(NARZIBZ et al. 1984). Allerdings ist zu berucksichtigen, dass bereits beim
Schroten und Maischen ein antioxidativer Einfluss vorhanden sein konnte, der zu
einer Steigerung der Geschmacksstabilitat flhrt.

Abbildung 10 zeigt typische Verlaufe der SO,-Bildung zweier verschiedener

untergariger Hefen.
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Abbildung 10: Entstehung von Schwefeldioxid wéhrend der Hauptgérung.

Die SO,-Bildung durch die Hefe beginnt etwa mit dem zweiten Gartag. Im weiteren

Verlauf der Garung steigt der SO,-Gehalt kontinuierlich und nahezu linear an, bis
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die SO,-Bildung gegen Ende der Hauptgarung mit dem gesamten Stoffwechsel
stagniert (ILETT 1995, KANEDA et al. 1996, NORDLOV 1985).

3.6.3 Technologische Einflussfaktoren auf die SO,-Bildung

Da im Rahmen dieser Arbeit die Fraktion der Polyphenole im Vordergrund stand,
wurden im Hinblick auf die Steuerung der SO»-Bildung nur weiterfuhrende
Untersuchungen zur Anstelltechnologie durchgefihrt. In diesem Kapitel sollen kurz
die wichtigsten bekannten Grundlagen zur SO»-Bildung durch die Hefe genannt

werden.

3.6.3.1 Einfluss des Hefestamms und der Hefevitalitat

Wie die Abbildung 11 zeigt, hat die Wahl des Hefestamms einen grof3en Einfluss
auf die SOj-Bildung. Es wurden zwei Hefen aus verschiedenen Brauereien
verglichen. Es zeigte sich zudem, dass Reinzuchthefe nur einen geringen Gehalt
an SO, bildet. Je o6fter die Hefe gefuhrt wurde, umso hdher war der gebildete SO»-
Gehalt.
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Abbildung 11: Bildung von Schwefeldioxid wéhrend der Hauptgdrung in
Abhéngigkeit von der Hefeflihrung: HERZ = Hefereinzucht (FRANZ 1998).
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Die Vitalitat der Hefe hat einen grof3en Einfluss auf die SO,-Bildung. Je vitaler die
Hefe ist, desto besser ist ihr Wachstum und umso weniger SO, wird durch sie
gebildet (NARZIR 1995).

3.6.3.2 Einfluss der Wiirzequalitat

Eine mangelhafte Lipidversorgung durch die Wurze schrankt das Hefewachstum
ein und fordert damit die SO,-Bildung, sofern der Hefe keine ausreichende
Lipidsynthese durch umfangreiche Sauerstoffzufuhr ermdéglicht wird (DUFOUR
1991).

Der Einflud der Aminosaurezusammensetzung der Wuirze auf die SO»-Bildung
erklart sich durch die Regelungsmechanismen der Sulfatassimilation und der
Synthese schwefelhaltiger Aminosauren. Deren Aktivierung erfolgt, wenn die Zelle
in einer Wachstumsphase nicht mehr genltigend schwefelhaltige Aminosauren im
Medium vorfindet und mit der Synthese von Methionin beziehungsweise Cystein
beginnt. Ein hoher Gehalt an Methionin in der Wurze zdgert also die Aktivierung
der Sulfatassimilation hinaus oder schwacht sie ab. Threonin, Serin und in
schwacherem Male Isoleucin wirken sich umgekehrt positiv aus. Da sie aus
demselben Kohlenstoffgertst wie Methionin aufgebaut sind, hemmen sie mit ihrer
eigenen Synthese indirekt auch die von Methionin. Das fuhrt im Falle einer bereits
aktivierten Sulfatassimilation zu einer Anhaufung von SO,. Durch eine Erhéhung
der Wirzekonzentrationen von Threonin, Serin und Isoleucin sowie durch eine
Verminderung der von Methionin kann die SO,-Bildung also geférdert werden
(Gyllang et al. 1989).

3.6.3.3 Einfluss der Hefegabe

Uber den Einfluss der Hefegabe auf die SO,-Bildung finden sich widerspriichliche
Angaben. Wahrend in einer Veroffentlichung festgestellt wird, dass die Hefemenge
keinen Einfluss auf die SO,-Bildung hat (BREWER und FENTON 1980), stellte
NORDLOV (1985) einen direkten Zusammenhang fest. Die SO,-Bildung steigt hier

mit Verringerung der Hefegabe kontinuierlich an. Wiederum eine andere
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Untersuchung brachte ein gegenteiliges Ergebnis. Der SO,-Gehalt des Bieres

stieg bei einer Verdopplung der Hefegabe stark an (NARZIR et al. 1982).

3.6.3.4 Einfluss des Beluftungsumfangs

Der Bellftungsumfang hat starken Einfluss auf die SO,-Bildung. Je mehr
Sauerstoff die Hefe aufnehmen kann, umso geringer ist die SO,-Produktion. Im
Bereich kleiner werdender Beluftungsraten, nimmt die SO,-Bildung dabei immer
starker zu. Der Einfluss der Beluftung erklart sich durch den Bedarf der Hefe an
elementarem Sauerstoff zur Synthese der fir Wachstum und Nahrstofftransport
wichtigen Membranlipide (BREWER und FENTON 1980, NARZISS et al. 1982,
NORDLOV 1985). Nach der Beliiftung beginnt die Hefe den Sauerstoff sofort sehr
schnell und mit konstanter Aufnahmerate aufzunehmen, bis dieser innerhalb
weniger Stunden vollstandig aufgebraucht ist. Bezlglich der SO,-Bildung ist dabei
die absolut pro Zelle aufgenommene Sauerstoffmenge relevant. Aufgrund der
konstanten Aufnahmerate wird diese bei unveranderter Hefemenge in der Regel
durch den Anfangsgehalt der Wirze an geléstem Sauerstoff bestimmt. Bei
manchen Bellftungssystemen kann auch der Bellftungszeitraum
ausschlaggebend sein (OHNO und TAKAHASHI 1986, UMEMOTO et al. 1994).

3.6.3.5 Einfluss der Gartemperatur

Die SO,-Bildung ist auch temperaturabhangig. Das Optimum der Gartemperatur
liegt bei etwa 16°C. Sinkt die Gartemperatur unter 10°C oder steigt Uber 20°C, so
nimmt der SO,-Gehalt der Biere stark ab. Eine Erklarung fur dieses Verhalten
kann nicht gegeben werden. Die Abnahme mit hoheren Temperaturen konnte
unter anderem auf die dann verminderte Stabilitat des SO2-Acetaldehydkomplexes
zurlickgefiihrt werden (BREWER und FENTON 1980, NORDLOV 1985).
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3.7 Zusammenhang zwischen der endogenen antioxidativen Aktivitat

(Lag-Time) und der Geschmacksstabilitat

Die Untersuchungen zeigten, dass ein exponentieller Zusammenhang zwischen

dem Gehalt an Schwefeldioxid und der gemessenen Lag-Time besteht.
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen der Lag-Time und dem Gehalt an
Schwefeldioxid (FORSTER und BACK 1999).

Es ist somit zu berucksichtigen, dass samtliche Untersuchungen zur
Verbesserung der Geschmacksstabilitat, bei denen die Lag-Time Messung als
Analytik diente, durch den Gehalt an Schwefeldioxid gepragt waren. So wurde
eine gesteigerte endogene antioxidative Aktivitat sowohl mit der Lag-Time, aber

auch mit dem Gehalt an Schwefeldioxid in Verbindung gebracht.

3.8 Einfluss der Anstelltechnik (Drauflasstechnik) auf die Bildung von

Schwefeldioxid

Neben den klassischen Garparametern zeigte sich die Anstelltechnik in
zylindrokonischen  Gartanks (ZKGs) als groer Einflussfaktor auf die
Schwefeldioxidbildung.

In ZKGs werden bis zu 4 Sude vergoren. Diese werden je nach Sudfolge in
bestimmten Zeitabstanden draufgelassen. Dabei ergibt sich bei jedem Sud die

Moglichkeit, individuell die Beluftung und Hefegabe zu variieren. Fur die Hefe hat
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ein nachfolgender bellfteter Sud den Charakter einer zweiten Bellftung. Die
Beluftung hat, wie bereits festgestellt, eine starke Auswirkung auf das
Hefewachstum und die SO»-Bildung.

Bereits eine normale Zweitbeltftung hat Auswirkungen auf die SO»-Bildung und
die antioxidative Aktivitat der Biere. Neben dem erzielten
Gesamtbeluftungsumfang ist der Zeitpunkt der Zweitbellftung entscheidend.
Dabei sanken die SO,-Bildung und die antioxidative Aktivitat des Bieres mit
fortschreitendem Zeitpunkt der Zweitbelliftung. Wurde 6 Stunden nach dem
Anstellen draufgelassen, so wurde ein Minimum festgestellt. Eine Zweitbellftung
nach 12 oder mehr Stunden hatte keinen negativen Einfluss auf SO»-Bildung und
antioxidative  Aktivitat. Insgesamt konnte die SO2-Bildung durch eine
Zweitbellftung im Vergleich zum Verfahren ohne Zweitbeltftung nur vermindert
bzw. konstant gehalten werden (FORSTER und BACK 1999). UCHIDA und ONO
(2000b) fanden ebenfalls in Bezug auf den Drauflasszeitpunkt eine Verminderung
der SO,-Bildung. Das Minimum lag im Bereich von 4 bis 6 Stunden nach dem
Anstellen.

Eine weitere Untersuchung, in der aber nur die Lag-Time bestimmt wurde, stellte
zwei Minima, bei 2,5 und bei 7,5 Stunden nach dem Anstellen, fest. Beim Beflillen
eines Tanks mit 4 Suden, von denen auler dem ersten immer nur ein weiterer
bellftet wurde, wurde dieselbe Zeitabhangigkeit gefunden (FORSTER und BACK
1999).

Das Drauflassen eines unbellfteten Sudes auf einen bereits angestellten Sud, der
die gesamte Hefemenge enthielt, beeinflusste die SO»-Bildung nicht. Dazu musste
aber die Hefegabe und Bellftung in Bezug auf das Gesamtwirzevolumen
unverandert bleiben (UMEMOTO et al. 1994, FORSTER und BACK 1999).

Beim Drauflassen eines bellfteten Sudes war bezlglich des Zeitpunktes
ausschlaggebend, in welcher Wachstumsphase sich die Hefe gerade befand. Das
Minimum der SO»-Bildung entstand, wenn der Zeitpunkt des Drauflassens eines
bellfteten Sudes mit dem Zeitpunkt der Einleitung der ersten Zellteilung der Hefe
zusammenfiel. Erhielt die Hefe zu diesem Zeitpunkt zusatzlichen Sauerstoff, wirkte
dies auf das Wachstum anregend und es wurde von der Zelle mehr Sulfit zur
Synthese schwefelhaltiger Aminosauren verbraucht (UCHIDA und ONO 2000b).
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Da das Hefewachstum temperaturabhangig ist, hatte auch die Gartemperatur
Einfluss auf die Lage des Minimums der SO,-Bildung (YOKOYAMA und
INGLEDEW 1997).

3.9 Technologische MaBnahmen zur Steigerung der Geschmacksstabilitat

anhand der Messung der Lag-Time

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse der Untersuchungen zur Verbesserung
der Geschmacksstabilitat aufgrund einer gesteigerten Lag-Time dargestellt
werden.

UCHIDA et al. (1996b) konnten einen linearen Zusammenhang zwischen der Lag-
Time und der sensorischen Beurteilung naturlich gealterter Biere bei 30 °C
feststellen. Je hoher die Lag-Time lag, umso besser wurde das Bier beurteilt. Sie
zeigten ebenso einen linearen Zusammenhang zwischen der Lag-Time Messung
und dem Gehalt an Schwefeldioxid, wenn dieser Uber 3 ppm lag. Darunter konnte
keine Korrelation gefunden werden. TAKEMURA et al. (1997) zeigten, dass eine
Verkirzung der Heisshaltzeit der Ausschlagwirze zu hoheren Lag-Time Werten
im abgefiliten Bier fihrte. Da Eisenionen fiur die Radikalentstehung
mitverantwortlich ist, konnte durch Verwendung von Kieselgur mit geringeren
Gehalten an Eisen, die Lag-Time etwas verbessert werden. TAKAOKA et al.
(1998) stellten einen niedrigere Radikalgenerierung in der Wurze fest, wenn die
Standzeit im Whirlpool verringert wurde. Zudem hatte das fertige Bier eine
bessere Lag-Time. Unterschiedliche Hopfung und entsprechend verschiedene
Gehalte an Polyphenolen fuhrten bei der Messung der Wiurze zu keiner
Verbesserung. Auch die Biere waren in ihrer Geschmacksstabilitat (Lag-Time)
gleich. YANAGI et al. (1997) konnten mit einer Herabsenkung des geldsten
Sauerstoffes beim Anstellen die SO»-Bildung durch die Hefe fordern. Diese
aulerte sich ebenfalls in einer erhdhten Lag-Time und Geschmacksstabilitat des
Bieres. FORSTER und BACK (1999) =zeigten neben den Einflissen der
Anstelltechnik, dass eine Kuhltrubabtrennung die Lag-Time senkte. Eine starke
Wurzebeluftung (Flotation) ohne Hefegabe verringerte, wie vermutet, die
antioxidative Aktivitat nicht. BACK und FORSTER (1999) veroffentlichten die
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Ergebnisse der Garversuche mit Reinzuchthefe und Erntehefe. Je ofter die Hefe
gefuhrt wurde, umso hoher lagen die SO,-Gehalte in den Bieren, die auch
sensorisch eindeutig als geschmacksstabiler beurteilt wurden. FORSTER et al.
(1999) bestatigten eine lineare Korrelation zwischen der Lag-Time und den
Verkostungsergebnissen gealterter Biere. Ebenso korrelierte die Lag-Time mit der
Summe an Alterungsindikatoren. Sie konnten keinen Hinweis auf einen
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Polyphenolen im Bier und der Lag-Time

finden.

3.10 Messung von Oxidationsreaktionen in Bier mittels Chemilumineszenz-
Detektion

Durch Radikalreaktionen aktivierter Sauerstoffformen kann Chemilumineszenz
(CL) freigesetzt werden (KANEDA et al. 1990a). KANEDA et al. (1990a) konnten
diese in Bier, das wahrend der Messung auf 60 °C gehalten wurde, detektieren. Je
langer Bier bei 37 °C gelagert wurde, umso hdher waren die messbaren CL-
Signale. Zugesetzte Antioxidanzien, wie Ascorbinsaure, reduzierten das Signal.
KANEDA et al. (1990b, 1994) konnten einen linearen Zusammenhang zwischen
der CL-Signalintensitat und der Alterungsverkostung feststellen. Je hoher die
Signale waren, umso schlechter wurde das Bier beurteilt. Der Zusatz von Sulfit
fuhrte ebenso zu einer Absenkung des CL-Signals (KANEDA et al. 1991a). Mit
Hilfe eines speziellen Reagenz (CLA: siehe Kapitel 5.6), dass nur mit Singulett-
Sauerstoff und Superoxidradikalanion reagiert und daraufhin Chemilumineszenz
freigibt, konnte die Beteiligung dieser beiden Sauerstoffformen an der Oxidation
des Bieres nachgewiesen werden (KANEDA et al. 1991b).

Es wurden Methoden zur Chemilumineszenz-Messung fir diese Arbeit spezifisch

modifiziert. Diese sind in den Kapiteln 5.5.2 und 5.6 dargestellit.
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4 MATERIAL UND METHODEN

41 Chemisch-technische Analysen

4.1.1 Malzanalysen

Folgende Routineanalysen fur Malz wurden im Malzlabor des Lehrstuhls fir
Technologie der Brauerei | nach den Vorschriften der MEBAK durchgefuhrt:

Wassergehalt [%] Léslicher Stickstoff [mg/100 g MTrS]
pH-Wert Friabilimeter [%]

Viskositat (bez. Auf 8,6 %) [%] Eiweisslésungsgrad [%]

Eiweild wfr. [%] Verzuckerungszeit [min]

Mehl-Schrot-Differenz [%]

4.1.2 Bestimmung der Gesamtpolyphenole

Die Gesamtpolyphenole wurden spektralphotometrisch nach der EBC-Methode
laut MEBAK (Band 1l) 2.21.1 gemessen. Die Angabe erfolgte in mg/l. Die
Genauigkeit wird mit r = 9 angegeben.

4.1.3 Bestimmung der Anthocyanogene

Die Fraktion der Anthocyanogene wurde nach der Methode von Harris und
Ricketts spektralphotometrisch gemessen (MEBAK Band II, 2.21.2). Die Angabe
erfolgte in mg/l. Die Genauigkeit wird mit r = 9 angegeben.

4.1.4 Bestimmung der Tannoide

Die Fraktion der Tannoide wurde spektralphotometrisch mittels Tannometer der
Firma Pfeuffer, Kitzingen gemessen.

Die Tannoide sind mittels Polyvinylpyrrolidon (PVP) fallbar und es kommt zu einer

Trubungsbildung. Sind alle Tannoidmolekule an PVP gebunden, flhrt eine weitere
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Zudosage zum Riickgang der Triibung, da diese in dem PVP-UberschulR I8slich
ist. Die Tribung wird Uber die Zugabe grafisch aufgetragen (Abbildung 13). Das
Trubungsmaximum ist proportional zum Tannoidgehalt. (Pfeuffer Anleitung)

Die Angabe erfolgte in mg PVP/I.

+EBC :
20 tannoids
beer
151 sort ;
1301 mg/l sample no.:
104 : result C301 mgfl
I date 05,1198
| time__ 0 13:30:04
5 | ternperature: 250°C
1 [
| Pfeuffer GmbH
: Flugplatzstraie 70
| D-57318 Kitzingan
0 . y | . ' | Tel, 09321 -93820
0 10 20  dU 40 50 BUmg/l - -

Abbildung 13: Ausdruck des Tannometers fiir die Bestimmung der Tannoide.

4.1.5 Bestimmung der Flavonoide

Die Bestimmung der Flavonoide erfolgte nach der kolormetrischen Methode von
Delcour (DELCOUR 1985). Hierbei wurde die Absorption nach der Reaktion mit
para-Dimethylaminozimtaldehyd bei 640 nm spektralphotometrisch gemessen. Die

Angabe erfolgte in mg/I.

4.1.6 Bestimmung des Reduktionsvermogens

Das Reduktionsvermdgen wurde spektralphotometrisch nach MEBAK (Band I,
2.20.1) mittels Tannometer gemessen. Es wird die Reduktion von 2,6-
Dichloroindophenol Uber eine Minute verfolgt. Die Angabe erfolgt in Prozent,
wobei groler als 60 % als sehr gut und kleiner als 45 als schlecht beurteilt wird.

Die Genauigkeit der Analyse wird mit Vkr = + 1% angegeben.
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Abbildung 14: Ausdruck des Tannometers fir die Bestimmung des

Reduktionsvermégens.

Es ist zu berucksichtigen, dass die Kalibrierung mit einem Phosphat-Citrat Puffer
(pH 4,3) durchgefuhrt wurde. Es zeigte sich, dass Wirzen bei diesem pH-Wert

niedrigere Werte lieferten, als wenn das Gerat bei pH 5,6 kalibriert wurde.

4.1.7 Herstellung von Malzkaltausziigen zur Bestimmung des Gehaltes an

phenolischen Substanzen

Da phenolische Substanzen schnell oxidiert werden, wurde der Malzkaltauszug
mit einer Hydrazinsulfatlésung (0,52 g in 200 ml Wasser 20 Minuten unter Rihren
in Lésung gebracht) hergestellt. Das Malz wurde zuerst mit einer Feinschrotmuhle
und weiter mit einer wassergekuhlten Labormuhle sehr fein vermahlen. 25 g des
feinen Schrotes wurden in 250 ml Hydrazinsulfatidsung 20 Minuten gerahrt.
Danach wurde die Lésung von den festen Bestandteilen durch Faltenfiltration
abgetrennt. Die Analyse der phenolischen Substanzen erfolgte nach den vorher
genannten Vorschriften. Es war allerdings zu berucksichtigen, dass der pH-Wert
der Hydrazinsulfatldsung bei ~3,2 lag und somit die Ergebnisse nicht unbedingt

mit den klassischen Wirzeanalysen, jedoch untereinander vergleichbar waren.
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4.1.8 Bestimmung von Gesamt-Schwefeldioxid

Das Schwefeldioxid wurde nach der MEBAK Methode (Band Il, 2.29.2) destillativ
bestimmt. Die Genauigkeit wird mit Vkr = + 10 % angegeben.

Als weitere Messmethode wurde die Applikation mit dem Automatic Wet
Chemistry Analyzer der Firma SKALAR angewendet. Durch Ansauerung der
Probe mit Schwefelsaure und Erhitzen auf 90 °C wird das gebundene
Schwefeldioxid freigesetzt. Das Gas wird in eine Formaldehydlésung Ubergefuhrt
und para-Rosanalin zugegeben. Beides reagiert zu einem roten Farbkomplex,
dessen Absorption bei 560 nm detektiert werden kann.

Untersuchungen zeigten, dass die Ansauerung mit Schwefelsaure zu hoheren
Werten fuhrte als mit ortho-Phosphorsaure, wie sie bei der Destillationsmethode
verwendet wurde. Eine entsprechende Umstellung der SKALAR-Methode wurde

vorgeschlagen.

4.2 Bestimmung der Gehalte an einzelnen phenolischen Substanzen in
Maiz und Bier (HPLC-Methode)

Die Bestimmung der Gehalte an einzelnen phenolischen Substanzen erfolgte im
Rahmen eines gemeinsamen AiF-Projektes (Nr. 12605N) am Institut fur
Lebensmittelwissenschaft und Lebensmittelchemie an der Rheinische Friedrich-
Wilhelms-Universitat in Bonn unter der Leitung von Professor Galensa. Die
Identifizierung und Quantifizierung erfolgte mittels ASE-ASPEC Koppelung und
zwei Detektionssystemen (UV-DAD und lonenfallen-MS).
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4.3 Elektronenspinresonanz-Spektrometrie

4.3.1 Verwendete Elektronenspinresonanz-Spektrometer (ESR)

Am Institut wurde mit verschiedenen Elektronenspinresonanz-Spektrometern

gearbeitet. Folgende Gerate wurden verwendet:

- JES-FR30 der Firma JEOL, Japan (www.jeol.co.jp)
- E-Scan der Firma BRUKER, Deutschland (www.bruker-biospin.de)

- Miniscope MS 100 der Firma Magnettech, Deutschland (www.magnettech.de).

Nachdem die Lizenzrechte fur die Lag-Time Messung von der Firma Bruker
erworben wurden, konnte nicht mehr mit dem Gerat der Firma Magnettech
gearbeitet werden und es wird aus diesem Grund nicht weiter darauf
eingegangen.

4.3.2 Bestimmung der endogenen antioxidativen Aktivitat (Lag-Time)

4.3.2.1 Einstellungen an den verwendeten ESR-Geraten

Zur Messung von freien Radikalen mittels Spin-Trap Technik wurden folgende

Einstellungen an den ESR-Geraten verwendet:

Tabelle 1: Einstellungen an den verwendeten ESR-Gerdten zur Spin-Trap

Messung.

Gerit JES-FR 30 Escan
(JEOL, Japan) (BRUKER, Germany)

Power [mW] 4 1,99

Magnetic Field [mT] 339 349

Sweep Width [mT] 5 2

Sweep Time [min] 4 2,62

Modulation Width [mT] 0,1 0,25

Amplification 200 224

Time Constant [s] 1,0 10,24
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4.3.2.2 Methode zur Bestimmung der Lag-Time

Die Bestimmung der endogenen antioxidativen Aktivitat (Lag-Time) erfolgte nach
der Methode von UCHIDA et al. (1996b) mittels Radikalmessung durch Spin-Trap
Technik. Den Proben (Bier, Wirze oder Modellldsungen) wurde das Spin-Trap
Reagenz N-tert-butyl-a-phenylnitrone (PBN) mit einer Konzentration von 2,55 M
zugegeben. Die Endkonzentration in der Probe betrug 0,05 M (100 ul PBN auf 5
ml Probe). Die Proben wurden bei 60 °C einem oxidativen Forciertest unterzogen.
Die Radikale reagierten mit dem Spin-Trap Reagenz zu einem stabilen Addukt,

dass in regelmalligen Abstanden am ESR gemessen wurde.

Abbildung 15: Reaktion von PBN mit dem Hydroxylradikal zum Spin-Addukt
(KANEDA et al. 1996b).

Abbildung 16 zeigt das typische Spektrum eines PBN-Spinadduktes am ESR.
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Abbildung 16: Aufgenommenes Spektrum des Hydroxylradikalspinadduktes am
ESR.
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Es zeigte sich als sinnvoll, den Zeitabstand nicht groRer als 10 Minuten zu wahlen,
da bei grélieren Zeitintervallen die Auswertung der Lag-Time ungenau wurde. Ob
die Probenglaser offen oder geschlossen waren, dass heil3t ob das Bier
ungehindert dem Sauerstoff ausgesetzt war, hatte auf die Messergebnisse keinen
Einfluss.

Abbildung 17 zeigt den Verlauf des Graphen der Radikalgenerierung bei einem
Bier mit einer Lag-Time von 94 Minuten. Zur Berechnung der Lag-Time wurden
wie dargestellt zwei Regressionsgeraden an den Graphen angelegt und der

Schnittpunkt dieser berechnet.
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Abbildung 17: Bestimmung der Lag-Time.

In 388 untersuchten Bieren zeigte sich eine Gauss’'sche Verteilung der Lag-Time

Werte mit einem Mittelwert um die 50 Minuten.
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Abbildung 18: Verteilung der Lag-Time in 388 untersuchten untergérigen Bieren
(BACK et al. 2001).
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4.3.2.3 Methode zur Bestimmung freier Radikale im Feststoff Malz

Um die Summe an freien Radikalen in Malz zu bestimmen, wurde zuerst
Feinschrot hergestellt, das dann nochmals in einer Labormuhle fein vermahlen
wurde. Die Probe wurde in ein spezielles Roéhrchen gegeben, das im
Resonatorraum des JES-FR 30 (JEOL. Japan) plaziert wurde. Die Einstellungen
am ESR- Gerat waren bis auf die Amplification, hier wurde der Wert 100 gewahit,
dieselben wie bei der Spin-Trap Methode. Abbildung 19 zeigt das aufgenommene
Spektrum am ESR.
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Abbildung 19: ESR-Spektrum freier Radikale im Feststoff Malz.

Das Ergebnis wurde als relative Response angegeben und folgendermalien

berechnet:

Response von Malz
Response von Mn2”

Relative Response =
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44 Messungen mit dem Chemilumineszenzdetektor

4.4.1 Verwendetes Chemilumineszenzmessgerat

Das verwendete Chemilumineszenzmessgerat bestand aus folgenden

Komponenten:

- Chemiluminescence Detector Model CLD-110 (Tohoku, Japan)

- Chemiluminescence Counter Model CLC-10 (Tohoku, Japan)

- Sample Chamber Model TLU-6 (Temperatureinstellung bis 100 °C mdglich)

- Sample Chamber Model TLU-21 (mit Magnetruhrer; Temperatureinstellung
bis 50 °C mdglich)

4.4.2 Direkte Messung von Malz und Bier

Das Chemilumineszenzsignal von Malz oder Bier konnte direkt gemessen werden.
Es wurden dazu 3 g Malz (ganze Koérner oder fein vermahlen) oder 12 ml Bier
(nach KANEDA et al. 1991a) in die Probenschale eingewogen oder pipettiert und

das Chemilumineszenzsignal bei 60 °C Uber 2 Stunden verfolgt.

4.5 Anstelltechnik und Garfiihrung in den Corneliusbehaltern

Wahrend des Anstellens war es wichtig, dass bei der Beflullung der Behalter und
der Hefegabe darauf geachtet wurde, jeglichen unbeabsichtigten Lufteintrag zu
vermeiden. Alle Behalter, Leitungen und Totraume wurden vor der Verwendung
beziehungsweise der Weiterfiihrung des Versuches mit Kohlendioxid (CO;) oder
Stickstoff (N2) gespult.

Bei der Hefegabe wurde, falls nicht anders angegeben, eine Zellzahl von 15 Mio.
Zellen/ml angestrebt. Die Uberprifung mittels Thoma-Zahlkammer ergab
Schwankungen im Bereich von 14 bis 19 Mio./ml, wobei die Zellzahlen innerhalb
einer Versuchsreihe um maximal 2 Mio./ml voneinander abwichen. Die berechnete

Hefegabe wurde in den Kopfraum der mit Wurze geflllten Behalter gegeben.
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Dieser wurde dann verschlossen und Uber die Ventile ausgiebig mit Stickstoff
gespult. Daraufhin wurden Hefe und Wirze durch kurzes Schitteln gemischt.
Zuletzt wurde der Behalter restlos mit Wurze aufgefulit.

Die Beluftung erfolgte nach der Hefegabe durch kraftiges, zlgig wiederholtes
Ausschutteln der angestellten Wurze mit Luft in den Garbehaltern. Dazu wurde
aus den gefillten Corneliusbehaltern der gewlinschte Volumenanteil Wirze unter
Lufteinzug abgelassen. Durch die Variation der Luft- und Wirzevolumina konnte
so das Luft-Wurzeverhaltnis exakt nach Wunsch eingestellt werden. Nach der
BelUftung wurden alle Behalter einer Versuchsreihe auf gleiches Fullniveau
abgelassen und die Kopfraume mit CO, gesplult. In 20I-Containern lieRen sich mit
diesem Verfahren Luft-Wuirzeverhaltnisse von 0,026 (0,5 | Luft und 19,5 | Wirze)
bis weit Uber 1 mit guter Genauigkeit realisieren.

Die Anstell- und Gartemperatur betrug 10°C. Zur Abflhrung der Gargase wurde
das Kopfventil gedffnet. Die SO,-Messung erfolgte je nach Garverlauf, falls nicht
anders angegeben, zwischen dem siebten und neunten Gartag bei einem
scheinbaren Restextraktgehalt zwischen 3 und 4 Prozent. Im Falle einer
angestrebten Verkostung wurden die Biere daraufhin von der Hefe abgezogen,
funf Tage einer Reifung bei 16°C unterzogen und dann zwei bis drei Wochen bei

0°C gelagert.

4.6 Forcierte Alterung der untersuchten Biere

Um die Biere forciert zu altern, wurden sie nach Lehrstuhlmethode 24 Stunden
geschuttelt und 4 Tage bei 40 °C im Dunkeln aufbewahrt. Dieses Verfahren sollte
den Transport der Proben und eine Alterung von etwa 3 Monaten simulieren.

4.7 Bestimmung der Alterungsindikatoren

Die Alterungsindikatoren sind eine ausgewahlte Gruppe an flichtigen
Aromastoffen, die durch den Einfluss des Sauerstoffes und der Temperatur

wahrend der Alterung signifikant zunehmen. Sie wurden nach der lehrstuhleigenen
Methode (GC007/96) gaschromatographisch bestimmt.
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4.8 Alterungsverkostung nach DLG-Schema und Eichhorn

Zur sensorischen Beurteilung der Proben diente das DLG-Prufschema fur Bier.
Mindestens funf geschulte Prufer des Lehrstuhls verkosteten die Proben im
frischen, sowie im forciert gealterten Zustand.

Es wurden funf Prifmerkmale berlcksichtigt und diese konnten jeweils mit
maximal funf Punkten bewertet werden. Um die Genauigkeit zu erhohen, waren im
Gegensatz zur offiziellen Methode auch halbe Notenschritte zugelassen.

Fir die Alterungsverkostung war eine Vergabe von bis zu vier Punkten auf
Geruch, Trunk und Bittere zu vergeben. Zudem wurde die Akzeptanz des
Alterungsgeschmackes in Prozent bewertet.

VERKOSTUNGSSCHEMA
Datum:
Versuchsreihe:
Verkoster:
Verkostung nach DLG:
Bewertung in Halbnotenschritten von 1 bis 5
Bitte Aromaeindruck angeben !
Nr. Probe Geruch Trunk Vollm. | Rezenz | Bittere
A
B
C
D
E
F
G
H
Alterungsverkostung:
Bewertung in Halbnotenschritten:
1 = frisch Die Akzeptanz
2 = leicht gealtert bezieht sich nur auf
3 = stark gealtert die Alterung des
4 = extrem gealtert Bieres !
Nr. Probe Geruch Trunk Bittere Akzeptanz [%]
100] 8060 40 20] 0
A
B
C
D
E
F
G
H

Abbildung 20: Formblatt zur Alterungsverkostung.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Entwicklung spezifischer Analysen zur Messung antioxidativer

Reaktionen im Brauprozess

Das zentrale Thema dieser Arbeit war die endogene antioxidative Aktivitat von
Bier. Die bisher gangigen Methoden waren deutlich durch den Gehalt an
Schwefeldioxid (Lag-Time) und dem Gehalt an Melanoidinen
(Reduktionsvermdgen) beeinflusst. Da entsprechend in der Wirze vor der
Hauptgarung keine Lag-Time gemessen wurde, war es notig, fur den Bereich
Sudhaus weitere Analysen einzufiUhren. Gerade zur Bestimmung des
antiradikalischen Effektes phenolischer Substanzen war eine spezielle Analytik
notig. Im Folgenden werden die verschiedenen Analysen vorgestellt, die im

Rahmen dieser Arbeit am Lehrstuhl entwickelt wurden.

5.1.1 Bestimmung des antiradikalischen Verhaltens

Bei der Auswertung der Lag-Time wurde der Zeitpunkt bestimmt, zu welchem die
endogene antioxidative Aktivitdt des Bieres aufgebraucht war. Es wurde hierbei
nicht berucksichtigt, wie viele Radikale in einer bestimmten Zeit entstehen, das
heil3t wie sich der Verlauf des Graphen wahrend des Forciertests verhielt.

Um die Radikalentstehung pro Zeit zu messen, wurde dem Graphen eine
Trendkurve angelegt (Microsoft EXCEL, Polynom 6ten Grades). Mittels der
Funktion der Trendkurve konnte das Integral bis 120 Minuten berechnet werden.
Als Zeitspanne wurden 120 Minuten gewahlt, um relativ kurze Messzeiten zu
gewahrleisten. Zum anderen wurden aus Erfahrung Lag-Time Werte von dieser
Grolkenordnung mit Schwefeldioxidgehalten bis zu 10 ppm nicht Uberschritten.
Eine einfache Auswertung des antiradikalischen Verhaltens ware: je kleiner die

Flache unterhalb des Graphen, umso weniger Radikale wurden in der Messzeit
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generiert und umso besser war das antiradikalische Verhalten der Wurzen oder
Biere.

Da dieser Parameter in den Stabilitatsindex (siehe Kapitel 5.3) eingegliedert
werden sollte, musste ein weiterer Rechenschritt durchgefuhrt werden. Ziel war
es, einen positiv ansteigenden Wert zu erlangen, wahrend die Flache kleiner
wurde. Hierzu wurde eine Referenzprobe (Nullprobe) gewahlt. Dabei handelte es
sich um ein Bier, dass aus Erfahrung ein sehr schlechtes antiradikalisches
Verhalten besal. Die Flache dieser Probe diente als BezugsgrolRe. Die
Messproben wurden auf diese Referenzflache bezogen (Abbildung 21) und das
Ergebnis in Prozent dargestellt.

Die Berechnung des antiradikalischen Verhaltens (ARV) erfolgte folgendermalien:

_ Flache der Nullprobe - Flache der Messprobe
ARV [%] = Flache der Nullprobe

x 100 %

Nullprobe

ARV =66 %

o

°

-3
|

rel. Response

ad
o
5

d
o
N

Messprobe
,

o
(=3
o

20 40 60 80 100 120
Zeit [min]

o

Abbildung 21: Ermittlung des antiradikalischen Verhaltens.

Abbildung 22 zeigt, dass im fertigen Bier ein enger Zusammenhang zwischen dem
antiradikalischen Verhalten und der Lag-Time bestand. Im Laufe der Arbeit wird
gezeigt werden, dass dieser Parameter zur Beurteilung von Wdurzen, aber

besonders zur Stufenkontrolle innerhalb einer Brauerei geeignet war.
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen dem antiradikalischen Verhalten und der
Lag-Time (N = 40; r=0,84; o = 0,1 %; Anhang Tabelle T54).

Ein Problem dieser Auswertung war, dass es sich bei der Referenzprobe um ein
obergariges Weizenbier handelte. Grundsatzlich schnitten Biere dieser Art bei der
Analytik deutlich schlechter ab als untergarige Biere. Es konnte bisher keine
obergarige Hefe gefunden werden, die nennenswerte Mengen an Schwefeldioxid
bildet. So konnte in diesen Bieren keine Lag-Time gemessen werden. Aul3erdem
werden Biere dieser Art zum einen geringer gehopft und zum anderen liegt der
Gehalt an phenolischen Substanzen in Weizenmalz niedriger als in Gerstenmalz
(Vergleich Kapitel 5.7). Aus diesem Grund wird in Zukunft eine Kalibrierung mit
einem stabilen Radikal vorgeschlagen. Hierzu konnte das freie Radikal 4-Hydroxy-
Tempol (Tempol) verwendet werden. Jedem Messpunkt der Probe konnte eine
Konzentration an Tempol zugeordnet werden. Die Funktion des Graphen kdnnte
als Konzentration des Tempols Uber die Zeit angegeben werden.

Da die Vergleichsprobe eine sehr groRe Flache besal}, unterschieden sich
untergarige Biere prozentual nur gering. Um die Unterschiede klarer angeben zu
kénnen, mussten diese Biere auf einen eigenen Standard bezogen werden. Bisher
wurde versucht, einen allgemein gultigen Parameter fur alle Biersorten zu
entwickeln. Daher wurde in der Arbeit auf diese spezifische Kalibrierung
verzichtet. Da zudem dieser Parameter neu war, wurde es nicht als sinnvoll

angesehen, in kurzen Zeitabstanden neue Zahlengrof3en zu prasentieren.
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5.1.2 Entwicklung der Analytik des antiradikalischen Potenzials

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war der Einfluss phenolischer Substanzen auf
antioxidative Vorgange in der Bierbereitung. Um die antiradikalischen Aktivitaten
von Bier und phenolischen Substanzen beurteilen zu kénnen, wurde auf eine
Analytik von KANEDA et al. (1995) zurlickgegriffen. Er hatte die Reducing Activity
von Bier gegenuber dem stabilen freien Radikal 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH) spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 525 nm tber 10 Minuten
verfolgt.

Als Reducing Activity wurde die Differenz zwischen der Extinktion der reinen
DPPH-L6sung und der Extinktion nach 10 Minuten Reaktionszeit verstanden
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Bestimmung der DPPH Reducing Activity.

Es zeigte sich nach KANEDA et al. (1995) eine sehr gute Korrelation zwischen der
Reducing Activity und dem Gehalt an Gesamtpolyphenolen und
Anthocyanogenen, jedoch kein Zusammenhang mit dem Gehalt an Sulfit.

Bei dieser Methode wurde nur die Extinktionsdifferenz nach 10 Minuten
berucksichtigt, nicht jedoch der kinetische Verlauf der Reaktion Uber die Zeit. So
konnte die Reducing Activity zweier Proben nahe beieinander liegen, jedoch

konnten sich die Verlaufe deutlich unterscheiden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: DPPH Reducing Activity zweier heller Biere.

Ein zweites Problem war die Messung von dunklen Bieren. Hier kam es sogar
nach einer maximalen Abnahme wieder zu einem Anstieg der Extinktion
(Abbildung 25). Dabei zeigte in diesem Beispiel die Probe ,115“ (dieses Malz
wurde bei 115 °C abgedarrt) den starksten Anstieg. Bei der Probe ,Dunkel”

handelte es sich um ein kommerzielles Bier mit nahezu horizontalem Verlauf.

=100 °C
-+115°C
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Extinktion

0,14

0,0
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Abbildung 25: DPPH Reducing Activity von dunklen Bieren.

Ursprunglich wurde fur derartige Messungen die ICso Methode angewendet. Dies
bedeutet, dass eine Verdinnungsreihe der Probe angefertigt wurde. Jede
Konzentrationsstufe wurde solange gemessen, bis keine Abnahme des Radikals
mehr erfolgte. Danach konnte die Menge an reduzierten DPPH in Prozent Uber die

Konzentration der Verdunnung aufgetragen werden. Hierbei handelte es sich
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normalerweise um einen exponentiellen Zusammenhang. [Csp war die
Konzentration, mit der 50 % des Radikals reduziert werden konnte (BRAND-
WILLIAMS et al. 1995).

Am Lehrstuhl fur Technologie der Brauerei | befand sich ein
Elektronenspinresonanz-Spektrometer, mit dem es moglich war, Radikale direkt
zu messen. Dies war auch mit dem freien Radikal DPPH mdglich. Neben dieser
direkten Messung der Abnahme des Radikals, wurde auch versucht, die
Reaktionskinetik zu bertcksichtigen, indem die Flache des Graphen ausgewertet
wurde. Folgende Methode wurde hierzu erarbeitet:

Die DPPH-L6sung wurde nach der Vorschrift von KANEDA et al. (1995)
hergestellt. Die Endkonzentration der DPPH-LOsung betrug 1,86x10* M. Die
Ldsung wurde in einem Gemisch aus 0,1 M Acetatpuffer (pH 4,3) und Ethanol in
einem Volumenverhaltnis von 1:2 angesetzt. Fir die Messung von Bier wurde das
Volumenmischungsverhaltnis von 1:14 (Bier : DPPH-L6sung) von KANEDA et al.
(1995) Uubernommen. Um das antiradikalische Potenzial einzelner phenolischer
Substanzen zu messen, hatte sich ein Stoffmengenverhaltnis von 1:1 als sinnvoll
gezeigt. Geringere Gehalte an Substanzen auflerten sich in einer trageren
Reaktivitat. Dies flhrte wie bei der spektralphotometrischen Methode zu geringen
Unterschieden in den Ergebnissen zwischen den Proben. Eine groRere
Konzentration hatte eine zu schnelle Reaktion zur Folge.

Es wurden folgende Einstellungen an den ESR-Geraten verwendet:

Tabelle 2: Einstellungen an den verwendeten ESR-Geréten zur Messung von
DPPH.

JES-FR 30 Escan

Gerat
(JEOL, Japan) (BRUKER, Germany)

Power [mW] 4 1,99
Magnetic Field [mT] 342 349
Sweep Width [mT] 5 2
Sweep Time [min] 0,5 2,62
Modulation Width [mT] 0,1 0,226
Amplification 79 224
Time Constant [s] 0,03 10,24
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Abbildung 26 =zeigt das typische Spektrum von DPPH, das mittels ESR

aufgenommen wurde.
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Abbildung 26: Spektrum von DPPH am ESR.

Als Standard wurde Mn?* verwendet, das sich als externer Marker im Gerét (JES-
FR 30) befand. Die Response der mittleren Amplitude des DPPH wurde mit der

Response des Standards verrechnet:

Response DPPH
Response Mn**

Relative Response =

Der relative Responsewert der reinen DPPH-L6sung entsprach 100 %. Die
Absolutwerte der Messung wurden entsprechend auf prozentuale Angaben
umgerechnet. So war es madglich, Uber die Relativwerte Proben direkt zu
vergleichen.

Durch die Aufbereitung der DPPH-L6sung war dessen Absolutsignal nicht immer
auf konstantem Niveau zu halten. Zudem war die DPPH-LOsung nicht sehr lange
stabil. Es hatte sich eine moglichst kalte Lagerung (am Lehrstuhl bei -18 °C) als
sinnvoll gezeigt. Das Signal der DPPH-L6sung lag zum Beispiel am Escan um die
~16500. Bei den Untersuchungen hatte sich gezeigt, dass eine Abnahme des
Signals um 10 % nicht Uberschritten werden sollte. Ab dann war die

Vergleichbarkeit der Relativwerte nicht mehr zuverlassig. Bei der Kaltlagerung
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konnte eine tolerierbare Stabilitdt der Losung Uber einen Zeitraum von etwa 4
Wochen beobachtet werden.

Am Beispiel der Gallussaure wurde versucht, die spektralphotometrische Methode
mit den Ergebnissen mittels ESR-Messung zu vergleichen. Hierzu wurde eine
Verdinnungsreihe der Gallussaure angesetzt und verschiedene Konzentrationen
im  Volumenverhaltnis 1:1 mit der DPPH-Losung gemischt. Die
Ausgangskonzentration der Gallussaure war die gleiche wie die der DPPH-L6sung
(1,86x10'4 M). Die Darstellung der Konzentrationen wurde im
Stoffmengenverhaltnis der phenolischen Substanz zu DPPH angegeben
(Abbildung 27 und 28).
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Abbildung 27: Bestimmung der DPPH Reducing Activity (oben) und der ICsg

mittels Spektralphotometer (unten).
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Abbildung 28: Bestimmung DPPH Reducing Activity (oben) und der ICsy (unten)
mittels ESR.

Die Auswertung der IC5so war bei beiden Methoden nahezu gleich. Die Angabe des
Stoffmengenverhaltnisses von 0,036 besagte, dass die ndtige Konzentration der
Gallussaure bei 6,7x10° Mol/l lag. Allerdings ist die Auswertung des Graphen in
diesem Fall zu bericksichtigen. Es war nicht méglich mit Hilfe von EXCEL eine
Trendkurve an die Graphen anzulegen, da es sich um einen komplexeren
exponentiellen Zusammenhang handelte. Um die 1Cso auszuwerten, wurde die
Funktion einer Gerade zwischen den Punkten O und 1 Minute angenommen und
aus dem linearen Zusammenhang das zugehérige Stoffmengenverhaltnis
berechnet. Es ist ebenfalls zu bertcksichtigen, dass es sich bei der Gallussaure
um eine sehr reaktive Substanz mit einer kleinen ICsy handelte. Interessant ist,
dass mit der spektralphotometrischen Methode die Reduktion von DPPH nicht

unter 20 % gelangte. Es war ab einem Stoffmengenverhaltnis von 1:10 kein
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Unterschied in der Reaktivitdt mehr erkennbar. Mittels ESR konnte auch bei
diesen Stoffmengenverhaltnissen bis in den nicht mehr nachweisbaren Bereich
hinein gemessen werden. Zudem lielen sich die einzelnen Verlaufe der
verschiedenen Konzentrationen klar unterscheiden. Es handelte sich um eine
deutlich empfindlichere Methode und wurde aus diesem Grund dem

Spektralphotometer vorgezogen.

5.1.3 Bestimmung des antiradikalischen Potenzials

Um den Aufwand fur die Anfertigung einer Verdunnungsreihe zu umgehen und
trotzdem die Reaktionskinetik zu berlcksichtigen, wurde anstelle der I1Csy die
Auswertung der Flache unterhalb des Graphen bei einem Stoffmengenverhaltnis
von 1:1 gewahlt. Hierzu wurde an den Graphen eine Trendkurve (Microsoft
EXCEL, Polynom 6ten Grades) angelegt und das Integral bis 10 Minuten
berechnet. Um das antiradikalische Potenzial (ARP) auszuwerten, wurde die
berechnete Flache auf die mogliche Gesamtflache, die 100 % entsprach,
bezogen. Das eigentliche Potenzial wurde somit durch die Flache oberhalb des

Graphen dargestellt.
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Abbildung 29: Auswertung des antiradikalischen Potenzials.
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Die Auswertung des antiradikalischen Potenzials erfolgte nach folgender Formel:

_ Gesamtflache - Flache unterhalb des Graphen
ARP [%] = Gesamtflache

X 100%

Es zeigte sich wie bei KANEDA et al. (1995) ein signifikanter Zusammenhang
(Irrtumswahrscheinlichkeit o = 1 %) zwischen dem antiradikalischen Potenzial und

dem Gehalt an Gesamtpolyphenolen in Bier.

100
*
X 80 * o
|- *
e . *
N 70 ey 03 *
c * *
£ w0 ¢ * o
& * *
7] * *
@ 50
§ ° .
= 40
=
°
g%
& 20
10
0

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Gesamtpolyphenole [mg/l]

Abbildung 30: Korrelation zwischen dem antiradikalischen Potenzial und dem

Gehalt an Gesamtpolyphenolen im abgefiillten Bier (N = 23, a = 1 %, Anhang T3).
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5.2 Beurteilung phenolischer Substanzen aufgrund ihres antiradika-

lischen Potenzials

Mit Hilfe der Analytik des antiradikalischen Potenzials war es moglich, phenolische
Substanzen, die vornehmlich im Brauprozess nachgewiesen worden sind, in ihrer
antioxidativen Aktivitdt zu beurteilen. Es konnte folgende Auflistung der

Substanzen erstellt werden.

Tabelle 3: Antiradikalisches Potenzial phenolischer Substanzen aus dem
Brauprozess. (Die Daten zum antiradikalischen Potenzial und eine
Strukturdarstellung der einzelnen Substanzen ist im Anhang in den Abbildungen
A2 bis A20 zu finden.)

Name ARP [%]
1 Sinapinsaure 94
2 Gallussaure 82
3 Kaffeesaure 68
4 Epigallocatechingallat 67
5 Chlorogensaure 63
6 Gentisinsdure 58
7 Epigallocatechin 56
8 Epicatechin 53
9 Xanthohumol 52
10 Isoxanthohumol 47
11 Rutin 37
12 Protocatechussaure 29
13 Ferulasdure 29
14 Syringaséure 28
15 p-Cumarsaure 26
16 Epicatechingallat 23
17 p-Hydroxybenzoesaure 16
18 Vanillinsaure 11
19 Genistein 5

Die Reihenfolge bestatigte recht gut die Ergebnisse aus der Literatur. Eine ortho
di-Hydroxystruktur gilt als sehr antioxidativ. Die Gallusssaure schnitt mit seiner tri-
Hydroxystruktur sehr gut ab. Uberraschend ist die starke antiradikalische Wirkung
der Sinapinsaure, da sie nur eine Hydroxy-, aber zwei Methoxygruppen aufweist.
Die Vanillinsaure hatte im Vergleich zur Protocatechussaure anstelle einer
Hydroxygruppe eine Methoxygruppe, was sich in nur etwa einem Drittel des

antiradikalischen Potenzials aul3erte. Die Syringinsaure weist die gleiche Struktur

54



am Ring auf wie die Sinapinsaure. Sie stammt aus der Gruppe der
Benzoesaurederivate und wies ebenso nur etwa ein Drittel der Aktivitat der
Sinapinsaure auf. Die Kaffeesaure verhielt sich aufgrund ihrer Struktur
erwartungsgemaly sehr gut. Interessant war, dass die Protocatechussaure als
Benzoesaurederivat wiederum ein deutlich geringeres Potenzial besall. Das
gleiche zeigte sich auch beim Vergleich von Ferula- und Vanillinsaure bzw. p-
Cumar- und p-Hydroxybenzoesaure. So zeigten bei den Phenolcarbonsauren bei
gleichen aktiven Gruppen die Zimtsaurederivate ein grof3eres antiradikalisches
Potenzial als die Benzoesaurederivate. Entsprechende Ergebnisse waren auch
bei GOUPY et al. (1999) zu finden.

Bei den untersuchten Flavonoiden schnitt das Epigallocatechingallat am besten
ab. Die Veresterung mit der Gallussaure schien nicht so effektiv zu sein wie die tri-
Hydroxystruktur am B-Ring des Epicatechins. Dies zeigte sich am deutlich
schlechteren Ergebnis des Epicatechingallats gegenuber Epicatechin und
Epigallocatechin.

Wurden einzelne Substanzen einem Bier zudosiert, so konnte dessen
antiradikalisches Potenzial gesteigert werden. Je hoher das antiradikalische
Potenzial der phenolischen Substanz war, umso groRer war auch das gesamte

Potenzial.
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Abbildung 31: Steigerung des antiradikalischen Potenzials von Bier durch Zugabe

von phenolischen Substanzen (Anhang T2).
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Durch die Zugabe einzelner Substanzen konnte gezielt ein Erfolg erreicht werden.
Es ist allerdings zu berlcksichtigen, inwieweit sich ein Gemisch dieser
Substanzen verhalten wurde. Um dies zu untersuchen, wurde ein Testgemisch
hergestellt. Das Gemisch war in den Verhaltnissen zusammengesetzt, wie die
Substanzen im Durchschnitt (KRUGER und ANGER 1995) im Bier zu finden sind.
Das Verhaltnis der Substanzen zueinander und das sich daraus ergebende

theoretische relative ARP sind in Tabelle 4 dargestellt:

Tabelle 4: Zusammensetzung eines Gemisches aus verschiedenen
Phenolcarbonsduren und dessen ARP. (rel. ARP = Anteil x ARP der

Einzelsubstanz bezogen auf 100 %).

Substanz Anteil [%] rel. ARP [%]
Gallussaure 34 27,9
p-Hydroxybenzoesaure 4 0,6
Syringinsaure 20 5,6
Vanillinsaure 20 2,2
Protocatechussaure 20 5,8
Gentisinsaure 2 1,2
Summe 100 43

Abbildung 32 =zeigt, dass das gemessene antiradikalische Potenzial des
Gemisches mit 52 % etwas Uber dem theoretisch berechneten Potenzial von etwa
43 % lag. Die Mischung von nur zwei Komponenten ergab ebenfalls ein etwas

héheres Potenzial (87 %) als theoretisch berechnet (81 %).
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Abbildung 32: Antiradikalisches Potenzial einzelner phenolischer Substanzen und

ARP [%]

Gallussaure
Hydroxybenzoesaure
Syringinsaure
Vanillinsaure
Protocatechussaure
Gentisinsaure
Gemisch
95 % Gallussaure +
5 % Gentisinsaure

ihres Gemisches.
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Es schienen somit keine konkurrierenden Reaktionen zwischen den Substanzen
stattzufinden. Ob auf der anderen Seite synergistische Effekte vorlagen, war
aufgrund dieser Messung nicht nachweisbar. Eine Erklarung fur die leichten
Erhdhungen ist womodglich der exponentielle Zusammenhang zwischen der
Konzentration der Substanz und dessen antiradikalischen Potenzial, wie es bei
der ICso Methode dargestellt wurde. Die theoretische Verrechnung bezog sich im
Gegensatz dazu auf einen linearen Zusammenhang und lag wahrscheinlich so
entsprechend etwas niedriger.

Die Messung von Schwefeldioxid bestatigte ein nicht nachweisbares
antiradikalisches Potenzial, wie es schon bei KANEDA et al. (1995) angegeben
war. Trotz Zudosage von Sulfit zu Bier anderte sich die Abnahme des DPPH nicht.

100 \

80 \

60 ——0-Probe
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40 \\ —-10 mg/l

20

&-«‘ "

DPPH [%]

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
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Abbildung 33: Einfluss von Sulfit auf die Messung des antiradikalischen

Potenzials.
Ebenso konnte flr Ascorbinsdure kein antiradikalisches Potenzial gemessen

werden. So wurde diese Analytik nicht allgemein von antioxidativen Substanzen

beeinflusst, sondern spezifisch durch die Wirkung phenolischer Substanzen.
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5.3 Berechnung des Stabilitatsindex

Der Stabilitatsindex (Sl) ist eine rechnerische Grofde, die vier Analysenmethoden
vereinigt. Dabei handelt es sich um die Lag-Time, das antiradikalische Verhalten
(ARV), das antiradikalische Potenzial (ARP) und das Reduktionsvermégen. Es
sollte dadurch ermdglicht werden, antioxidative Vorgange aus mehreren
Blickwinkeln zu betrachten. Er berucksichtigt somit neben dem Einfluss des
Schwefeldioxids auch die Reaktivitat phenolischer Substanzen und anderer
reduzierend wirkender Inhaltsstoffe, wie Melanoidine. Dadurch wurde versucht, die
Komplexitat an antioxidativen Reaktionen besser zu erfassen und das
antioxidative Potenzial des Bieres oder von Zwischenprodukten im Brauprozess
zu beschreiben. In erster Linie sollte die zu erwartende Geschmacksstabilitat des
Bieres beurteilt werden.

Zur Berechnung wurde das arithmetische Mittel der vier Einzelanalysen gebildet

und in Prozent des maximal moglichen Wertes angegeben:

=Ti 0, o 0 . " o
SI [%] = Lag-Time [%] + ARV [%] + AR::)E)A)] + Reduktionsvermégen [%] , ,

Im Stabilitatsindex ist die Lag-Time in Prozent angegeben, um nur mit einer
Einheit zu rechnen. Zur Umrechnung wurden 120 Minuten als 100 %

angenommen. Die Umrechnung wurde folgendermaf3en durchgefuhrt:

Lag-Time [%] = Laggl(r)nr?]i[nmln]

x 100 %

Es kamen Vorschlage, einzelne Parameter, vor allem die Lag-Time, starker zu
gewichten. Dies wurde allerdings zu einlastigen Tendenzen fuhren. Es hatte sich
zudem gezeigt, dass die Korrelation zwischen der Lag-Time allein und der
Alterungsverkostung nicht immer zufrieden stellend war. Dies war ebenso ein

Grund, mehrere Analysen zu kombinieren.
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Es zeigte sich, dass erst bei einer grélleren Probenmenge ein statistischer

Zusammenhang zwischen dem Stabilitdtsindex und der

zu erwartenden

Geschmacksstabilitat untergariger heller Biere erreicht wurde.
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Abbildung 34: Korrelation zwischen dem Stabilitétsindex im frischen Bier und der

Alterungsakzeptanz des forciert gealterten Bieres (N = 34, a = 0,01, Anhang T4).

Die weitere Arbeit wird zeigen, dass sich der Stabilitatsindex flr die Beurteilung

der Qualitat des Brauprozesses im Hinblick auf die Geschmacksstabilitat des

resultierenden Bieres sehr gut anwenden lies. Es zeigten sich jedoch Probleme im

Vergleich von Bieren unterschiedlicher Brauereien.
In Abbildung 35 ist die Verteilung der Haufigkeiten des Stabilitatsindex von 104

Proben dargestellt. Sie naherte sich einer Normalverteilung an die ein Maximum

zwischen 50 und 60 % zeigte. Aufgrund dieser Darstellung konnte eine

Empfehlung flir die Bewertung des Stabilitatsindex gegeben werden.
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Abbildung 35: Haufigkeitsverteilung des Stabilitdtsindex von 104 Proben
(untergérige helle Biere).

Um den Stabilitatsindex zu beurteilen, wurde folgende Einteilung vorgeschlagen:

Sehr gut > 60 %
Durchschnitt 50 - 60%
Schlecht <50 %
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5.4 Der Stabilitatsindex in verschiedenen Biersorten

Abbildung 36 zeigt die Stabilitatsindizes in untergarigen hellen Bieren und
Pilsbieren. Es zeigte sich eine Schwankung der Werte Uber den gesamten
Beurteilungsbereich. Der héhere Gehalt an phenolischen Substanzen in den
Pilsbieren fuhrte nicht, wie es zu erwarten gewesen ware, zu besseren Resultaten.

Auf diese Thematik wird im Kapitel 5.2.1 noch eingegangen.
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Abbildung 36: Der Stabilitdtsindex von hellen Lagerbieren (oben) und Pilsbieren

(unten).

Abbildung 37 zeigt die Stabilitatsindizes in alkoholfreien Bieren. Die Werte lagen
durchschnittlich um 10 bis 20 % unterhalb der Werte von Vollbieren. Dies war
wahrscheinlich auf den mangelnden Ethanol zurlckzufihren, der selbst

antiradikalisch wirken kann. Allerdings hatte der Ethanolgehalt ebenfalls einen
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direkten Einfluss auf die Analytik. So wurden unter Umstanden in alkoholfreien
Bieren weniger freie Radikale generiert, was sich in niedrigeren antiradikalischen
Ergebnissen aullert. In Kapitel 5.5 wird gesondert auf diese Einflussfaktoren
eingegangen. Die hohen Werte fur den Stabilitatsindex in Fest- und Bockbieren

bestatigte den Effekt des Ethanols, der deutlich héher lag.
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Abbildung 37: Der Stabilitdtsindex von alkoholfreien untergérigen Bieren (oben)

und Fest- bzw. Bockbier (unten).

Obergarige Biere zeigten Werte, die im Durchschnitt um 10 % niedriger als die
untergarigen Vollbiere lagen. Bisher konnte keine obergarige Hefe gefunden
werden, die Schwefeldioxid bildet. Somit konnte bisher in keinem obergarigen Bier
eine Lag-Time nachgewiesen werden. Dies hatte einen direkten Einfluss auf den

Stabilitatsindex. Es waren zwar in frisch abgeflillten Bieren teilweise bis zu 1 ppm
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Schwefeldioxid messbar, das allerdings meist nach einer Woche aufgebraucht

war.
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Abbildung 38: Der Stabilitédtsindex in obergérigen Bieren (Weizenbieren).
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5.5 Untersuchung von Einflussfaktoren auf die Analytik von Radikalen

5.5.1 Einflusse der Probenbeschaffenheit auf ESR-Messungen mittels Spin-

Trap Technik

5.5.1.1 Einfluss der Probenvorbereitung auf die Radikalentstehung

Um Bierproben fur die Messung vorzubereiten, wurden diese im Ultraschallbad

entkohlensauert. Dabei konnte kein Einfluss auf die Radikalentstehung wahrend

dieses Vorbereitungsschrittes festgestellt werden.
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Abbildung 39: Vergleich der Radikalenstehung wéhrend des Entkohlenséuern

mittels Ultraschall und wédhrend des oxidativen Forciertests.

Der Anstieg des Graphen nach 40 Minuten war vermutlich mit dem Erwarmen des
Wassers im Ultraschallbad auf etwa 30 °C zu erklaren. Dagegen war die
Radikalentstehung in derselben Probe wahrend des oxidativen Forciertests bei 60
°C deutlich starker. Das Entkohlensauern mittels Ultraschallbad hatte somit keinen
Einfluss auf die Ergebnisse.

Tribe Proben wie Wirze und Jungbier, wurden zentrifugiert. Das zusatzliche
Filtrieren dieser Proben Uuber einen Faltenfilter fluhrte zu gesteigerten
Radikalentstehungen wahrend der Messungen. Der Extraktgehalt hatte allgemein
einen Einfluss auf das gemessene antiradikalische Verhalten (ARV) der Probe. Je

héher dieser war, umso mehr Radikale wurden aufgrund der grof3en Anzahl an
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Inhaltsstoffen unspezifisch abgefangen und es ergab sich ein besseres
Messergebnis. Um eine qualitative Aussage treffen zu kdnnen, muss dies beim
Vergleichen von Wirzen (Stammwdurzegehalt), aber auch von unterschiedlichen

Biersorten (Alkoholfrei, Leichtbier, Vollbier, Starkbier) bertucksichtigt werden.

5.5.1.2 Untersuchung des Einflusses des Ethanols auf die Radikalmessung
mittels Spin-Trap-Technik

Das durch die Fenton-Reaktion enstehende Hydroxylradikal ist sehr reaktiv und
kurzlebig. Noch bevor es mit dem Spin-Trap Reagenz PBN reagiert, geht es mit
Ethanol eine Verbindung zum 1-Hydroxyethylradikal ein. Dies zeigte sich am
aufgenommenen ESR-Spektrum des Spinadduktes (REINKE et al. 1991,
ANDERSEN und SKIBSTED 1998). Im Gegensatz zum Hydroxylradikal ist der

Einfluss des Kohlenstoffes aus dem Ethylrest klar zu erkennen.

Abbildung 40: Links: ESR-Spektrum des PBN-Hydroxylradikalspinadduktes;
Rechts: ESR-Spektrum des PBN-1-Hydroxyethylradikalspinadduktes (REINKE et
al. 1991).

Durch die Zugabe von Ethanol zu Wurze konnte die Radikalentstehung pro Zeit

deutlich gesteigert werden und der Einfluss nachvollzogen werden.
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Abbildung 41: Einfluss des Ethanolgehaltes auf die Messung des Hydroxyl- bzw.
1-Hydroxyethylradikals.

Dieser Einfluss war bei Vergleichsuntersuchungen in Brauereien sehr wichtig, da
sich der Ethanolgehalt je nach Biertyp im Produktionsprozess unterschiedlich
verhielt.

Auf der anderen Seite wurde das Spin-Trap-Reagenz in Ethanol gel6st. Es wurde
somit der zu untersuchenden Probe immer Ethanol zugefuhrt. Laut
Methodenvorschrift wurden 5 ml Probe 100 ul Spin-Trap-Reagenz zupipettiert.
Dieses enthielt 50 yl Ethanol und es ergab sich eine wassrige Lésung mit 1 Vol.-%
Ethanol. Um diesen Einfluss zu prufen, wurde eine Probe mit PBN, das in reinem

Wasser gelost wurde, gemessen.
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Abbildung 42: Vergleich der Radikalentstehung wéahrend des oxidativen

Forciertestes: PBN in reinem Wasser und ethanolischer L6sung gelbst.
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Abbildung 42 zeigt deutlich, dass selbst der Ethanolgehalt aus dem Spin-Trap-
Reagenz einen grof3en Einfluss auf die Messung hatte. Wurde das PBN nur in
Wasser gelost, zeigte sich ein sehr flacher Verlauf in Wirze. Es entstanden fast
keine Radikale in der gemessenen Zeit. Allein der Ethanolgehalt des Spin-Trap
Reagenzes flhrte zu einem deutlichen Anstieg des Graphen.

Um die Vergleichbarkeit zwischen Labors zu gewahrleisten, sollte dieser
zugefuhrte Ethanolgehalt konstant gehalten werden, da sonst aufgrund der
unterschiedlichen Radikalenstehungen die Flachenauswertungen stark differieren
wirden. Die Responsewerte zu gleichen Messzeitpunkten wirden auf

unterschiedlichem Niveau liegen.

5.5.1.3 Einfluss des pH-Wertes, des Extraktgehaltes und des Ethanol-

gehaltes der Probe auf die Radikalmessung

Um den Einfluss einzelner Parameter wie pH-Wert, Extraktgehalt und
Ethanolgehalt der Probe genauer zu prufen, wurden Verdunnungsreihen von Bier
angelegt. (Daten im Anhang in den Abbildungen A21 bis A24)

Wurde das Bier mit Auga bidest verdiinnt, so zeigte sich kein Einfluss auf die Lag-
Time, aber die Flache unterhalb der Graphen nahm fast linear mit der
Verdinnungsstufe ab. Dies wurde auch von UCHIDA und ONO (2000a,b)
festgestellt. Sie gingen von einem Gleichgewicht zwischen pro- und antioxidativen
Inhaltsstoffen im Bier aus. Dieses Gleichgewicht liege auch bei einer grofen
Verdunnung noch vor und &ullere sich in einer konstanten endogenen
antioxidativen Aktivitat. Die Abnahme der Flache mit der Verdunnungsreihe war
auf die Verringerung von spezifisch reagierenden Substanzen, wie Polyphenole,
aber auch unspezifisch reagierenden Bierinhaltstoffen (Eiweil3, Aminosauren,
Dextrine und andere Extraktbestandteile) zurtckzufuhren.

Wurde die Verdunnung mit einer ethanolischen wassrigen Losung (5 % Vol.)
durchgefuhrt, zeigte sich das gleiche Bild. Allerdings waren die Responsewerte zu
Beginn der Messung etwas erhoht, was mit dem konstant gehaltenen
Ethanolgehalt der Mischung und der Reaktion 2zum stabileren 1-

Hydroxylethylradikal erklart werden konnte.
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Wurde das Bier mit einem Acetatpuffer (pH 4,3) verdunnt, so blieb die Lag-Time
gleich, die Flache nahm jedoch exponentiell ab. Im Gegensatz zur Verdiinnung mit
reinem Aqua bidest., blieb der pH-Wert der Mischung konstant.

Bei einer Verduinnungsreihe mit einem Acetatpuffer (pH 4,3), der auf 5 Vol. %
Ethanol eingestellt wurde, nahm neben der Flache auch die Lag-Time ab. Eine
Erklarungsmadglichkeit war, dass aufgrund des konstanten Ausgangs-pH-Wertes
die Radikalentstehung wahrend des Forciertests bei allen Verdunnungsstufen auf
gleichem Niveau verlief (siehe hierzu Kapitel 5.5.1.4). Der gleichbleibende
Ethanolgehalt fuhrte offensichtlich zu so grolen Mengen an 1-
Hydroxyethylradikalen, dass dadurch auch die endogene antioxidative Aktivitat

(Lag-Time) abnahm.

5.5.1.4 Die Veranderung des pH-Wertes der Probe wahrend des Forciertests

zur Radikalbestimmung

Untersuchungen zeigten, dass durch die nachtragliche Erhdhung des pH-Wertes
des Bieres dessen Lag-Time erniedrigt werden konnte, wahrend eine Absenkung

des pH-Wertes zu einer Steigerung der Lag-Time flhrte.
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Abbildung 43: Verdnderung der Radikalentstehung in Abhéangigkeit des

eingestellten pH-Wertes zu Beginn der Messung.

Es zeigte sich allerdings, dass bei Bieren mit einem natirlich vorliegenden

héheren pH-Wert, die Lag-Time Werte nicht kleiner waren als bei Bieren mit einem
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niedrigeren pH-Wert. KANEDA et al. (1997) schrieb, dass sich grundsatzlich ein
niedriger pH-Wert wahrend des gesamten Brauprozesses positiv auf die
Geschmacksstabilitat des Bieres auswirkt.

Wurde der pH-Wert wahrend des forcierten Oxidationstests verfolgt, so zeigte
sich, dass dieser auf weit Uber 5,0 in etwa 3 Stunden Messzeit anstieg. Zum
Vergleich stieg bei einem Bier ohne PBN der pH-Wert wahrend des Forciertests

nur um maximal 0,1.
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Abbildung 44: Verlauf der Radikalentstehung und des pH-Wertes der Probe

wéhrend des oxidativen Forciertests.

Je hoher der Ausgangswert war, umso hoher war auch der pH-Wert nach der
Messung. Die Graphen der pH-Werte verliefen nahezu parallel. Es zeigte sich
bisher jedoch kein Zusammenhang zwischen dem Uberschreiten eines
bestimmten pH-Wertes und den zugehdrigen gemessenen Lag-Time Werten der

Proben.
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Abbildung 45: Verlauf der pH-Werte wéhrend des oxidativen Forciertests von 5

Bieren.

Dieser Anstieg des pH-Wertes hing wahrscheinlich mit dem Spin-Trap Reagenz
PBN zusammen. Eine mogliche Erklarung war die Hydrolyse des PBN-
Spinadduktes zu einem Aldehyd. Dies ware in diesem Fall das Benzaldehyd,
wofur der marzipan-ahnliche Geruch der Probe nach dem oxidativen Forciertest
sprach (OHKUMA et al. 1981, KOTAKE und JANZEN 1991, JANZEN et al. 1992).
Die Zunahme der Extinktion bei A=288 nm, wahrend des Forciertests war ein

weiterer Hinweis.
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Abbildung 46: Unterschiedliche Extinktionszunahmen  (Entstehung von

Benzaldehyd) wéahrend des Forciertests.
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Laut OHKUMA et al. (1980) besitzt auch das PBN bei dieser Wellenlange ein
Extinktionsmaximum. In der frischen Probe konnte dieses nach der Zudosage
jedoch nicht gemessen werden. Erst wahrend des Erhitzens nahm das
Extinktionsmaximum zu und wurde aber mit dem entstehenden Benzaldehyd in
Verbindung gebracht.

Interessant war in diesem Zusammenhang, dass auch die Entstehung des
Hydroxylradikals vom pH-Wert abhing. BISHOP et al. (1968) zeigten, dass die
Generierung des Hydroxylradikals zwischen pH 3 und 4 am geringsten war. Er
begrindete dies damit, dass in diesem Bereich Eisenionen komplex gebunden
vorliegen und somit nicht katalytisch an der Radikalentstehung (Fenton-Reaktion)
beteiligt waren. Zwischen pH 4 und 6 zeigte sich hingegen bei BISHOP et al.
(1968) ein starker Anstieg in der Radikalgenerierung. Es kdnnte gefolgert werden,
dass wahrend des oxidativen Forciertests neben dem pH-Wert auch die
Radikalentstehung stetig zunimmt, was sich in dem Anstieg des Graphen am ESR
widerspiegelt.

Eine Absenkung des pH-Wertes auf den Ausgangswert nach dem Forciertest

fuhrte zu einer Verringerung des Responsewertes, der daraufhin wieder anstieg.

/T »

4,5

4,0 / 1\\/\/
2 3,0 [Absenkung des pH-Wertes

5 / | von520auf4,25

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zeit [min]

Abbildung 47: Einfluss der Absenkung des pH-Wertes nach dem Forciertest auf
die Radikalentstehung.

Dies konnte damit erklart werden, dass das Gleichgewicht zwischen freiem SO,

und Sulfit auf die Seite des Schwefeldioxids verschoben wurde. Der urspriingliche

71



Wert wurde wahrscheinlich aufgrund des inzwischen verbrauchten SO,-Anteils
nicht mehr erreicht. Aber es sollte auch in diesem Fall die Abhangigkeit der
Hydroxylradikalentstehung vom pH-Wert berucksichtigt werden. So wurde diese

durch die Absenkung des pH-Wertes wahrscheinlich ebenso wieder vermindert.

5.5.1.5 Spin-Trap Technik versus antioxidative Aktivitat einzelner

Substanzen

Wurde am ESR mit der Spin-Trap Technik gearbeitet, musste unterschieden
werden, ob es sich um antioxidative Effekte handelte oder um die Reaktion des
Radikals mit dem Spin-Trap Reagenz. Diese Reagenzien waren entsprechend
ausgewahlt und zeigen eine starke Affinitat gegenlber den spezifischen
Radikalen, fur die sie eingesetzt wurden. ANDERSEN et al. (2000) zeigten in einer
Veroffentlichung, dass phenolische Substanzen (Vergleich von Bieren, gebraut
aus den Sorten Alexis und Caminant) bei der Messung am ESR keinen
Unterschied in der antiradikalische Wirkung erkennen lieBen. Eigene
Untersuchungen konnten bestatigen, dass selbst bei hoher Dosage an
phenolischen Substanzen (100 ppm) keine Anderung im Verlauf des Graphen,

sprich in der Radikalentstehung zu erkennen war.
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Abbildung 48: Verlauf der Radikalentstehung in Bier nach Zugabe von

phenolischen Substanzen.
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Dies lies jedoch nicht unbedingt den Schluss zu, dass phenolische Substanzen
keine antiradikalische Aktivitat zeigten. Es konnte ebenso sein, dass das Spin-
Trap Reagenz schneller mit den Radikalen reagierte als die phenolischen
Substanzen. Zusatzlich reagierte das Hydroxylradikal hochstwahrscheinlich zuerst
mit Ethanol. Ob dieses Addukt von phenolischen Substanzen abgefangen werden
konnte, war nicht zu klaren gewesen.

Des Weiteren zeigten phenolische Substanzen eine Abhangigkeit der
antiradikalischen Aktivitat gegenuber dem pH-Wert der Probe. Darauf wird im

nachsten Kapitel genauer eingegangen.
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5.5.2 Einfluss des pH-Wertes auf die antiradikalische Aktivitat von

phenolischen Substanzen und Sulfit

Um die Abhangigkeit der antiradikalischen Aktivitdten von phenolischen
Substanzen und Sulfit zu untersuchen, wurde sowohl mittels ESR, als auch mit
einem Chemilumineszenz-Detektor gearbeitet. Um aktive Formen des Sauerstoffs

zu Generieren, wurde auf die Fenton Reaktion zurlckgegriffen.

Fenton-Reaktion:

Fe*" + H,0, > Fe® + OH + OH ™

Fe® + H,0, > Fe** + 0, "+ 2 H'
Summe: 2 H,0; > OH +OH +0; +2H"

Aus der Bilanz ist zu erkennen, dass sowohl das Hydroxylradikal als auch das
Superoxidradikalanion eisenkatalytisch entsteht. Folgende Vorgehensweisen

wurden angewendet:

Detektion von Superoxidradikalanion:

In das Probenschalchen wurde ein Acetatpuffer vorgelegt, der 0,01 mM
Eisen(**)ionen und 2,5 nM CLA-Reagenz (Cypridina Luciferin Analog, TCI, Tokyo,
Japan) enthielt. Dieses Reagenz reagierte spezifisch mit Superoxidradikalanion
oder Singulett-Sauerstoff und gab entsprechend ein Chemilumineszenzsignal frei
(KANEDA et al. 1991a, KANEDA et al. 1994). Der Puffer wurde zum einen auf pH
4,3, zum anderen auf pH 7,0 eingestellt. Abbildung 48 zeigt, dass zuerst eine
Basislinie dieses Gemisches uber 30 Sekunden aufgenommen wurde. Dann
wurde dem Gemisch Uber eine Spritze eine Wasserstoffperoxidlosung (1 mM)
zugegeben, das zum Superoxidradikalanion weiterreagierte. Um diese aktive
Sauerstoffform spezifisch zu detektieren, wurde das Reagenz CLA zugegeben.
Wurde dem Puffer in steigender Konzentration eine phenolische Substanz oder

Sulfit zugegeben, so konnte das Chemilumineszenzsignal deutlich reduziert

74



werden. Die Abbildungen 49 und 50 zeigen als Beispiel das Ergebnis der

Untersuchungen mit Sulfit.

>
=)

w w
[=] G

= ohne Zudosage

1,7E-02

2,6E-02

CL Intensitat
[x 104 counts/s]
N N
o 3,
/

-
.

—3,5E-02

- 5,2E-02

>

ol
]

e
C)

|
J
20

Zeit [s]

Abbildung 49: Abnahme des Chemilumineszenzsignals nach Zudosage von
antioxidativ  reagierenden  Substanzen  (in  diesem  Beispiel  Sulfit,

Konzentrationsangaben in mM).

Die Abbildung 48 zeigt die Auswertung der Reduzierung des Nullsignals, das ohne
Zugabe eines Antioxidanz gemessen wurde. Aus der Auftragung der Abnahme

des Radikals uUber die Konzentration konnte die 1Csy ausgewertet werden.
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Abbildung 50: Auswertung der ICsy der Substanzen am Beispiel von Sulfit.
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Detektion des Hydroxylradikals:

Um das Hydroxylradikal zu detektieren wurde ein ESR Spektrometer (JEOL Ltd.,
Model JES-FR30, Japan) verwendet. Es wurde eine Acetatpufferlosung, die
sowohl auf pH 4,3 als auch auf pH 7,0 eingestellt war, mit 0,1 mM Eisen(**)lonen
und 50 mM PBN versetzt. Eine 1 mM Wasserstoffperoxidlésung wurde dem Puffer
zugegeben, um die Reaktion zu starten. Das Gemisch wurde dann am ESR
gemessen. Abbildung 51 zeigt das aufgenommene Spektrum. Durch vorherige
Zugabe eines Antioxidanz konnte die Signalhdhe, die gleichbedeutend mit dem
Gehalt an entstandenen Hydroxylradikalen ist, deutlich reduziert werden. Das

Beispiel zeigt die Ergebnisse bei Verwendung der Gallussaure.
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Abbildung 51: Abnahme des ESR Signals nach Zudosage von antioxidativen

Substanzen (in diesem Beispiel Gallussdure, Angabe in mM).
Aus der Abnahme der Radikalmenge bzw. der Unterdrickung ihrer Entstehung

und der verwendeten Konzentrationen, konnte fir jede Substanz wiederum die

ICs0 bestimmt werden (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Auswertung der ICsp bei der ESR Methode am Beispiel von

Gallusséaure.

Die Tabelle 5 zeigt alle ICso der verwendeten Substanzen gegenuber dem

Hydroxylradikal und Superoxidradikalanion.

Tabelle 5: ICsy der untersuchten Substanzen gegentiber Hydroxylradikal und
Superoxidradikalanion. k.A. = keine Aktivitat (Zahlen in Klammern geben die

maximal verwendete Konzentration an)

pH 4,3 pH 7,0
Hydroxyl- Superoxid- | Hydroxyl-  Superoxid-
radikal radikalanion radikal radikalanion
[mM] [mM] [mM] [mM]
Catechin k.A. (6,0) kA.(59) | 29x10"7 2,0x107
Ferulaséure k.A. (2,4) 1,4 x 10° kA.(2,4) 5,0x10?
p-Hydroxybenzoesaure k.A. (8,5) k.A. (8,5) 8,3x 1072 k.A. (8,5)
Gallussaure k.A. (8,3) 49x10° | 80x10%  1,1x107?
Vanillinséure k.A. (4,8) kA.(47) | 38x10"  6,2x10%
Sulfit 1,4 x 10° 28x10% | 43x10% 59x10*

77




Bei pH 4,3 zeigten die phenolischen Substanzen gegeniber dem Hydroxylradikal
keine Reaktivitat. Gegenuber dem Superoxidradikalanion zeigten die Gallus- und
Ferulasaure bei hohen Konzentrationen antiradikalische Aktivitat. Das Sulfit
dagegen zeigte gegenuber beiden aktiven Sauerstoffformen eine Reaktivitat.

Die Untersuchungen bei pH 7,0 zeigten deutliche Reaktivitaten der phenolischen
Substanzen gegenuber dem Hydroxylradikal und dem Superoxidradikalanion. Die
Ferula- und p-Hydroxybenzoesaure waren in dieser Gruppe Ausnahmen. Das
Sulfit zeigte eine hohere Aktivitat als bei dem niedrigeren pH-Wert.

Diese Ergebnisse kdénnen ein Hinweis flr eine mangelnde antioxidative Aktivitat
phenolischer Substanzen im abgeflilliten Bier bzw. nach der Hauptgarung sein. Es
ist allerdings zu berucksichtigen, dass wie in Kapitel 5.5.1.4 erwahnt, bei
niedrigeren pH-Werten auch weniger Radikale generiert werden. Dieser Aspekt
konnte auch zu geringeren gemessenen Aktivitaten in den Analysen fihren. Somit
ist wieder nicht eindeutig zu klaren, ob es sich um eine tatsachliche EinflussgroRe
auf die naturlichen Aktivitaten handelt oder ob die Analytik zu einer falschlichen

Aussage verleitet.
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5.6 Kontinuierliche Messung von Oxidationsreaktionen wahrend des
Maischens mittels Chemilumineszenzdetektion

In der Literatur wurde parallel zu dieser Arbeit von mehreren Seiten ein positiver
Einfluss phenolischer Substanzen beim Maischen beschrieben. AERTS et al.
(2001) konnten die antioxidative Aktivitat im Sudhaus durch Dosage von
Gallotanninen zur Maische steigern. Dies resultierte auch in einer besseren
Geschmacksstabilitit der Biere. MIKYSKA et al. (2001) zeigten, dass durch
sauerstofffreies Maischen der Gehalt an oxidierbare Polyphenolen gesteigert
wurde, der auch mit der reduzierenden Kraft der Wiirzen korrelierte.

Diese Erfahrungen unterstrichen die Ergebnisse, dass die antioxidative Aktivitat
der Polyphenole bei hoheren pH-Werten deutlich starker war und so im Sudhaus
einer Brauerei von Bedeutung war. Da die Dosage von Gallotanninen nach dem
Reinheitsgebot nicht zulassig ist, wurde versucht, den antioxidativen Einfluss
phenolischer Substanzen aus dem Malz beim Maischen und speziell beim
Einmaischvorgang zu verfolgen. Dazu wurde eine Messmethode mittels
Chemilumineszenzdetektion  entwickelt. Mit dieser Analyse konnten
Oxidationsreaktionen wahrend des Maischens kontinuierlich und ohne

Probennahme gemessen werden.

Vorgehensweise:

- Es wurden 3 g fein gemahlenes Malzschrot in ein Probenschalchen
(Abbildung 53) eingewogen.

- Das Probenschalchen wurde in den Messraum gegeben, der auf
Einmaischtemperatur vorgeheizt war.

- Der Messraum wurde verschlossen und der Chemilumineszenzdetektor
gestartet.

- Warten, bis das Signal stabilisiert war.

- Zugabe von Wasser mittels einer Spritze in den verschlossenen

Probenraum.
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Abbildung 53: Links: Einwaage von Malzschrot in das Probenschélchen; Rechts:
Probenschélchen im Probenraum (offen) mit der Spritze zur Wasserzugabe.
Neben der Spritze sind die Gasanschliisse sichtbar, durch die der Probenraum

gespllt werden konnte.

Die Abbildungen 54 und 55 zeigen den charakteristischen Verlauf des
Chemilumineszenzsignals bei zwei verschiedenen Maischprogrammen. In
Abbildung 54 st ein Hochkurzmaischverfahren dargestellt. Die 62 °C
Einmaischtemperatur fuhrte zu einem deutlich héheren Signal als Vergleichweise
bei 37 °C (Abbildung 55). Es ist noch zu klaren, ob es sich um spezifische
Reaktionen handelte oder ob die Temperaturabhangigkeit der Radikalreaktionen

hierfur verantwortlich war.
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Abbildung 54: Chemilumineszenzsignal von Pilsener Malz.
Temperaturprogramm: 62 °C — 30°; 70 °C — 60°; 78 °C.
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Der Einmaischzeitpunkt flhrte bei beiden Programmen zu den hochsten Signalen.
Die Proteolyse und Amylolyse lagen auf einem deutlich niedrigeren Niveau. Die
Verzuckerungsrast und das Aufheizen auf Abmaischtemperatur waren unabhangig
von der Einmaischtemperatur. Das bedeutet, dass die Eiweillrast bei dem
verwendeten Pilsner Malz keine Abbauprodukte lieferte, die bei 70 °C zu

vermehrten Radikalreaktionen fihrte.
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Abbildung 55: Chemilumineszenzsignal von Pilsener Malz.
Temperaturprogramm: 37 °C — 10°; 64 °C - 10", 62°C - 20"; 70 °C - 50°; 78 °C.

Um die verantwortlichen Reaktionen genauer zu beschreiben, wurde dem Malz
das Reagenz CLA in einer Konzentration von 4x10* M zugegeben. Dieses
Reagenz gibt Chemilumineszenz ab, nachdem es spezifisch mit Singulett-
Sauerstoff und Superoxidradikalanion reagierte (KANEDA et al. 1991b).

Abbildung 56 zeigt den Verlauf des Chemilumineszenzsignals nach Zugabe des
Reagenzes CLA. Das Signal nahm Uber den gesamten Messzeitraum mit
steigender Temperatur zu. Demzufolge handelte es sich um aktive
Sauerstoffformen, die gebildet wurden. Die Zwischenprodukte, wie Singulett-
Sauerstoff, konnten somit gemessen werden. Es ist allerdings anzunehmen, dass
dieses weiterreagierte. Somit waren in der Maische freie Radikale detektierbar, die

an Oxidationsreaktionen beteiligt sein kdnnen.
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Abbildung 56: Verlauf des Chemilumineszenzsignals beim Einmaischen von
Pilsener Malz nach Zudosage des Reagenz CLA. (37 °C — 107; 54 °C — 10°; 62°C
—-20;70°C-507;78°C).

Da der Sauerstoff beim Maischen eine entscheidende Rolle spielte, wurde der
Einfluss von Inertgas simuliert. Neben den normalen Bedingungen wurde zum
einen das Malzschrot vor der Messung mit Stickstoff oder Sauerstoff gespult, zum
anderen wurde das Einmaischwasser entgast.

Abbildung 57 zeigt, dass die Verwendung von entgastem Wasser nicht soviel
Einfluss hatte wie das Spulen des Malzschrotes mit Stickstoff. Wurden beide
Verfahren vor dem Einmaischen angewandt, konnte das Signal auf ein Minimum
reduziert werden. Das Verwenden von reinem Sauerstoff flhrte dagegen zu einem
extrem erhohten Signal. Dies bestatigte den negativen Einfluss des Sauerstoffes
wahrend des Einmaischens. Die Messungen zeigten, dass gerade der Moment

des Einmaischens, der Kontakt von Schrot und Wasser wichtig war.
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Abbildung 57: Chemilumineszenzsignal wéhrend des Einmaischvorganges (60 °C
- 1h):
A: Normale Bedingungen.
B: Verwendung von entgastem Wasser (N>).
C: Malzschrot unter Inertgasatmosphére (N») vor dem Einmaischen.
D: Malzschrot unter Inertgasatmosphére (N,) vor dem Einmaischen und
Verwendung von entgastem Wasser.

E: Malzschrot unter Sauerstoffatmosphére vor dem Einmaischen.

Um den Einfluss phenolischer Substanzen wahrend des Einmaischens zu prifen,

wurde dem Wasser Sinapinsaure in verschiedenen Konzentrationen zugegeben.
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Abbildung 58: Chemilumineszenzsignal beim Einmaischen von Pilsener Malz mit

unterschiedlichen Zugaben von Sinapinséure.
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Die Abbildung 58 zeigt, dass mit steigendem Gehalt an Sinapinsaure das Signal
wahrend des Einmaischens deutlich reduziert werden konnte. Dies bestatigte die
positiven Ergebnisse von AERTS et al. (2001). Die Frage war nun, ob die
phenolischen Substanzen aus dem Malz ebenso wirksam sein konnten und ob sie
so schnell in Losung gehen wirden, um wahrend des Einmischens antioxidativ
wirksam zu sein. Dazu wurden verschiedene Malze getestet und verbraut. Um die
Chemilumineszenzmessung auszuwerten wurden folgende charakteristische
GrolRen definiert (Abbildung 59):

Basislinie: Sie wurde durch das Malzschrot produziert und ist durch den Gehalt
an freien Radikalen im Malz abhangig. Dies konnte mit der Radikalmessung der
Malze mittels ESR bestatigt werden.

Einmaischpeak: Dieser Peak entstand sofort nach der Zugabe von Wasser.

2. Peak: Dieser Peak war proportional zu der Flache unterhalb des Graphen und

konnte mittels der Software des Gerates durch Integration bestimmt werden.
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Abbildung 59 : Charakteristische Parameter der Chemilumineszenzmessung

wéhrend des Einmaischens.
Abbildung 60 zeigt, dass sich die untersuchten Malze in den angegebenen

Parametern deutlich unterschieden. Die Grundlinie war aufgrund der

unterschiedlichen Gehalte an freien Radikalen stark verschoben. Besonders der 2.
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Peak und somit die Gesamtflache unterhalb des Graphen waren stark

voneinander abweichend.
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Abbildung 60: Chemilumineszenzsignal verschiedener Malze beim Einmaischen.

A: Marnie; B: Braemar; C: Bellvue; D: Auriga.

Es wurden fur diese Untersuchung 7 Malze gepruft. In der Abbildung 59 sind
wegen der Ubersichtlichkeit nur vier Ergebnisse dargestellt. In der folgenden
Tabelle sind die untersuchten Gersten und ihre Quellen aufgelistet. Die Malze

wurden in der Kleinmalzerei des Lehrstuhles hergestellt.

Tabelle 6: Quellenangaben fir die verwendeten Gerstensorten.

Saatzucht Quelle

Marnie Saatzucht Josef Breun GdbR, 91074 Herzogenaurach

Margret Dr. J. Ackermann & Co (Kommanditgesellsschaft), 94342
Irlbach

Braemar Cebeco-Saaten GmbH , 29352 Adelheidsdorf

Auriga Dr. J. Ackermann & Co (Kommanditgesellsschaft), 94342
Irlbach

Ursa NORDSAAT Saatgutgesellschaft mbH, 38895 Bohnshausen

Bellvue Limagrain Nickerson GmbH, 31234 Edemissen

Pasadena Lochow-Petkus GmbH, 29303 Bergen

85




Es zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Einmaischpeaks bei
der Chemilumineszenzmessung und der Summe an Streckeraldehyden in den

hergestellten Wirzen (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Zusammenhang zwischen dem Chemilumineszenzsignal des
Einmaischpeaks und der Summe an Streckeraldehyden in den Wiirzen der

Versuchssude (Anhang T5).

Es war bekannt, dass ein hoherer Eiweisslosungsgrad zu einer vermehrten
Bildung an Streckeraldehyden fiuhrte, und die Geschmacksstabilitdt der Biere als
schlechter eingestuft wurden. In gut gelésten Malzen war eine grof3ere Menge an
freien Radikalen detektierbar. Somit war das erhdohte Chemilumineszenzsignal
beim Einmaischen nachvollziehbar und koénnte ein neuer Parameter fur die
Qualitatsbestimmung des Malzes in Hinblick auf die zu erwartende
Geschmacksstabilitat darstellen.

Abbildung 62 zeigt, dass Malze mit einem niedrigen 2. Peak des
Chemilumineszenzsignals, der fur eine kleinere Flache und somit fUr weniger
Radikalbildung stand, zu héheren Gehalten an Tannoiden in der Wirze flhrten.
Es zeigte sich als sinnvoll, wie beim Polymerisationsindex, auch die Tannoide ins
Verhaltnis zu den Gesamtpolyphenolen zu setzen. War die Radikalbelastung
hoch, so nahm das Verhaltnis ebenfalls zu, was vor allem mit einer Abnahme an

Tannoiden zusammenhing.

86



12000

10000 *

8000

*

6000 - * y = 2402,5x + 1815,2
r=0,87

CL-Signal

4000

2000

0 T T T T
1,25 1,75 2,25 2,75 3,25 3,75
Gesamtpolyphenole / Tannoide

Abbildung 62: Zusammenhang  zwischen dem 2. Peak  des
Chemilumineszenzsignals beim Einmaischen und dem Verhéltnis von

Gesamtpolyphenolen zu Tannoiden in den Wiirzen der Versuchssude.

Abbildung 63 zeigt den guten Zusammenhang zwischen dem Verhaltnis der

Gesamtpolyphenole zu den Tannoiden und dem Polymerisationsindex.
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Abbildung 63: Zusammenhang zwischen dem Verhéltnis von Gesamtpolyphenolen

zu Tannoiden und dem Polymerisationsindex der hergestellten Wiirzen.

Die Chemilumineszenzmessung stellte somit eine Moglichkeit dar, Malze in ihrem
Verhalten beim Einmaischen zu beurteilen. Da die Bedingungen immer gleich
gehalten wurden, waren die Unterschiede auf die Malzqualitaten zurickzufuhren.
Je Dbesser ihr antioxidatives Potenzial war, umso niedriger war die
Radikalgenerierung und die oxidative Belastung. Dies zeigte sich ebenfalls in einer

Schonung der Tannoide und einem niedrigeren Polymerisationsindex.
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5.7 Untersuchung von phenolischen Substanzen in Kaltausziigen von
Gerste, Weizen und deren Malzen

Aufgrund der Erkenntnis, dass phenolische Substanzen bei hdherem pH-Werten
starkere antiradikalische Aktivitaten zeigten, wurde versucht, deren Gehalt schon
in der Gerste und im Malz zu bestimmen. Um die Oxidation der phenolischen
Substanzen zu verhindern, wurden Kaltauszige mittels Hydrazinsulfatlosung
(siehe Kapitel 4.1.7) hergestellt.

Fir die Analytik war zu bericksichtigen, dass zum einen der pH-Wert der
Hydrazinsulfatlésung bei ca. 3,2 lag und die Extraktgehalte der Lésungen sich
stark unterschieden. Der Extraktgehalt des Gerstenkaltauszuges lag deutlich
unterhalb des Extraktgehaltes der Malzausziige, was aufgrund der Unterschiede
im Loésungsgrad nachvollziehbar war. Es war allerdings nicht vom Extraktgehalt
auf die Menge an phenolischen Substanzen, die in Losung gingen, zu schliel3en.
Die Hinweise, dass Polyphenole an Hordeinfraktionen gebunden sind und mit
zunehmenden Eiweil’dlosungsgrad freigesetzt werden, konnte analytisch nicht
nachvollzogen werden. Es wurde deswegen darauf verzichtet, die Gehalte auf den
Extrakt zu beziehen und so eine Vergleichbarkeit zu erzielen.

Die gemessenen Werte wurden allerdings auf Trockensubstanz der Einwaage
bezogen. Dabei wurde bei der Gerste von einem durchschnittlichen Wassergehalt
von 14 % und beim Malz von 4,5 % ausgegangen.

Es handelte sich bei diesen Untersuchungen lediglich um die Betrachtung der in
Losung gegangenen phenolischen Substanzen. Aus den gewonnenen
Ergebnissen konnte nicht auf den Einfluss der Malzung und den Verbleib der
phenolischen Substanzen eindeutig zurlick geschlossen werden.

Die Daten zu den Abbildungen in den folgenden Kapiteln sind im Anhang in den
Tabellen T6 bis T9 dargestellt.
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5.7.1 Gehalt an Gesamtpolyphenolen

Abbildung 64 zeigt den Gehalt an Gesamtpolyphenolen in Gersten, Weizen und
deren Malze.
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Abbildung 64: Gehalt an Gesamtpolyphenolen in den Kaltausziigen von Gerste,

Weizen und deren Malze (oben); auf Trockensubstanz berechnet (unten).

Der messbare Gesamtpolyphenolgehalt lag in der Gerste niedriger als in den
daraus hergestellten Malzen. Der starkste Anstieg zeigte sich beim Melanoidin-
Malz, gefolgt vom Wiener Malz. Das Munchner Malz lag etwa auf dem Niveau wie
die Gerste. Diese Differenz lag im Bereich des Analysenfehlers. Das Pilsner Malz
zeigte ebenso einen deutlichen Anstieg. Im Weizen lag der Gehalt an
Polyphenolen leicht Uber dem Gehalt der Malze, aber deutlich unterhalb der

Gerste. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen hellem und dunklem Malz. Die
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Weizenmalze wiesen grundsatzlich geringere Gehalte an Gesamtpolyphenolen
auf als die Gerstenmalze, was womaoglich auf den fehlenden Spelz zurlickzufihren

war.

5.7.2 Gehalt an Anthocyanogenen

Die Anthocyanogene nahmen mit Ausnahme des Melanoidin-Malzes von der
Gerste bis zum Malz hin deutlich ab. Das Melanoidin-Malz lag auf etwa gleichem
Nievau wie die Gerste. Je hoher die Abdarrtemperatur der Malze war, umso

geringer war der Unterschied zur Gerste.
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Abbildung 65: Gehalt an Anthocyanogenen in den Kaltausziigen von Gerste,

Weizen und deren Malze (oben); auf Trockensubstanz berechnet (unten).
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Der Weizen wies sehr geringe Gehalte an Anthocyanogenen auf. Der Gehalt lag in
den Malzen hoher, wobei der dunkle Malztyp klar iber dem hellen lag. Dies lies
vermuten, dass auch Maillardprodukte, zum Beispiel die Melanoidine, mit dieser
Analytik erfasst wurden. Die Abnahme an Anthocyanogenen beim Gerstenmalz
war wohl auf die Auslaugung der Spelzen zurtckzufuhren.

Abbildung 66 =zeigt die entsprechenden Polymerisationsindizes in den
Kaltauszugen. In der Gerste war der niedrigste Wert zu finden. Das Pilsner Malz
wies den hochsten Wert unter den Gerstenmalzen auf. Im Weizen lag der Index
extrem hoch. Im hellen Weizenmalz lag er deutlich niedriger, aber immer noch

héher als in den Gerstenmalzen. Das dunkle Weizenmalz lag auf dem Niveau des
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Abbildung 66: Polymerisationsindex in den Kaltauszligen aus Gerste, Weizen und

deren Malze.

Die Unterschiede zwischen den Polymerisationsindizes lies sicherlich nicht auf
eine oxidative Belastung wahrend des Malzens zurickschlieRen, sondern war
lediglich eine Hinweis fur die Veranderung der phenolischen Substanzen. Es muss
noch geklart werden, warum speziell die hoch abgedarrten Malze niedrigere Werte
aufwiesen, was auf die erwahnte Beteiligung von Melanoidinen an der

Anthocyanogen-Analytik schliel3en lassen kdnnte.
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5.7.3 Gehalt an Tannoiden

Die Fraktion der Tannoide lag bis auf das Munchner Malz in der Gerste deutlich
hoher als in den weiteren Malzen. Das Melanoidin Malz wies in diesem Fall den
geringsten Gehalt an Tannoiden auf. Tendenziell verhielten sich die Tannoide

gegensatzlich zu den Gehalten an Gesamtpolyphenolen und Anthocyanogenen.
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Abbildung 67: Gehalt an Tannoiden in den Kaltausziigen von Gerste und dessen

Malze (oben); auf Trockensubstanz berechnet (unten).

Es koénnten somit Umwandlungen innerhalb der Polyphenolfraktionen
stattgefunden haben, so dass diese Substanzen nun von den anderen Analysen
erfasst wurden. Das Minchner Malz zeigte als einziges eine leichte Abnahme bei
der Bestimmung der Gesampolyphenole und im Gegenzug eine Zunahme bei den

Tannoiden. Das Melanoidin Malz zeigte die grofdten Verluste bei den Tannoiden,
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aber eine starke Zunahme bei den Gesamtpolyphenolen. Somit ist die Diskussion
uber die Beteiligung von Melanoidinen auch bei dieser Analytik noch zu klaren, da
entsprechende Umwandlungsreaktionen stattgefunden haben konnen.

In den Kaltausziugen von Weizen und dessen Malzen konnten keine Tannoide

detektiert werden.
5.7.4 Gehalt an Flavonoiden
Der Gehalt an Flavonoiden unterschied sich zwischen der Gerste und den Malzen

am deutlichsten. Das Niveau zwischen den Malzen unterschied sich allerdings nur

gering.
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Abbildung 68: Gehalt an Flavonoiden in den Kaltausziigen von Gerste, Weizen

und deren Malze (oben); auf Trockensubstanz berechnet (unten).
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Es war eine leichte Zunahme mit der Farbe bzw. der Abdarrtemperatur des
Malzes zu erkennen. Die Verhaltnisse der Gehalte in den Malzen untereinander
waren mit den Ergebnissen der Anthocyanogene vergleichbar. In Kapitel 5.21 ist
dargestellt, wie die untersuchten phenolischen Substanzen in Bier von beiden
Analysen statistisch erfasst wurden. In diesen Ergebnissen zeigte sich kein
Unterschied zwischen diesen beiden Analysen. Es ist noch zu klaren, welche
Substanzen fur diese starke Abnahme bei der Analyse der Flavonoide
verantwortlich waren. Auch beim Weizen lagen die Werte der Malze deutlich
niedriger. Zwischen den Malztypen lag jedoch kein Unterschied vor. Auffallig war

der hohe Gehalt an Flavonoiden im Weizen.

5.8 Untersuchung der antioxidativen Tests in Kaltausziigen von Gerste,

Weizen und deren Malze

Das vorherige Kapitel zeigte, dass die Berechnung der Gehalte an phenolischen
Substanzen auf die Trockensubstanz der Einwaage keine grof3en Unterschiede im
Verhaltnis der Ergebnisse untereinander erbrachte. Um den Effekt der in Losung
gegangenen phenolischen Substanzen auf die antioxidativen Tests zu beurteilen,
wurden nur noch die absoluten Werte bei der Untersuchung der Kaltauszige
betrachtet. Eine Verrechnung dieser Ergebnisse auf die Trockensubstanz erschien

nicht sinnvoll.

5.8.1 Messung der Lag-Time und des antiradikalischen Verhaltens

Die Untersuchung der Kaltausztige mittels Spin-Trap Methode am ESR flihrte zu
minimalen Lag-Time Werten. Da die Malze nicht geschwefelt waren, konnte das
vermutlich verantwortliche Schwefeldioxid nur aus der Hydrazinsulfatidsung
entstanden sein. Diese Ergebnisse konnten somit nicht eindeutig auf das Malz

zuruckgefuhrt werden und wurden vernachlassigt.
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Abbildung 69: Antiradikalisches Verhalten der Kaltausziige von Gerste, Weizen

Antiradikalisches Verhalten [%]

und deren Malze.

Das antiradikalische Verhalten der Kaltauszige (Abbildung 69) stand in keinem
Zusammenhang mit dem Gehalt an gemessenen Gesamtpolyphenolen,
Tannoiden oder Anthocyanogenen. Das Pilsner Malz wies einen héheren Wert auf
als die Gerste. Die weiteren Malze lagen etwas niedriger. Der Weizen wies ein
hohes antiradikalisches Verhalten auf. Der niedrigste Wert zeigte sich beim
dunklen Weizenmalz. Inwieweit diese Werte eine Aussage hatten, ist noch zu
klaren. Die minimalen Lag-Time Werte erklarten nicht die Unterschiede zwischen
den Ergebnissen und schienen keinen Einfluss gehabt zu haben.

Eine Argumentation ware der niedrige pH-Wert und ein geringer Gehalt an
Metallionen, der in Lésung ging. Somit ware die Radikalgenerierung wahrend des
Forciertests deutlich herabgesetzt gewesen. Dies wiurde auch die guten

Ergebnisse des Weizens erklaren.
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5.8.2 Messung des antiradikalischen Potenzials

Abbildung 70 zeigt,

dass das antiradikalische Potenzial

wie bei

den

Gesamtpolyphenolen und Anthocyanogenen mit hoherer Abdarrtemperatur des

Malzes anstieg.
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Abbildung 70: Antiradikalisches Potenzial der Kaltausziige von Gerste, Weizen

und deren Malze.

Eine Gegenuberstellung der phenolischen Substanzen mit dem Potenzial zeigen

die nachsten Abbildungen.
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Abbildung 71: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Gesamtpolyphenolen und

dem antiradikalischen Potenzial in den Kaltausziigen von Gerste, Weizen und
deren Malze (N = 8, r=0,82; a = 0,05).
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Abbildung 71 zeigt eine gute Korrelation mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5
% zwischen dem Gehalt an Gesamtpolyphenolen und dem gemessenen

antiradikalischen Potenzial in den Kaltauszugen.
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Abbildung 72: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Anthocyanogenen und
dem antiradikalischen Potenzial in den Kaltausziigen von Gerste, Weizen und
deren Malze (N = 8; r = 0,86, a = 0,05).

Der Vergleich mit dem Gehalt an Anthocyanogenen zeigte ebenfalls einen
signifikanten Zusammenhang.

Die Fraktion der Tannoide korrelierte dagegen nicht mit dem antiradikalischen
Potenzial.

Die Flavonoide zeigten nur bei den Ergebnissen der Malze, nicht aber der Gerste
und Weizen, einen signifikanten Zusammenhang (N = 6; r = 0,78; o = 0,05). Die
Ergebnisse der Gerste und des Weizen bildeten AusreilRer. Der Gehalt an
Flavonoiden lag hier jeweils zu hoch im Vergleich zum antiradikalischen Potenzial.
Womoglich wurden bei der Bestimmung der Flavonoide Substanzen erfasst, die

keinen Einfluss auf das ARP ausubten.
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5.8.3 Messung des Reduktionsvermogens

Das Reduktionsvermogen stieg deutlich mit der thermischen Belastung des

Malzes und der Bildung reduzierender Verbindungen, wie die Melanoidine. So

hatte das Melanoidin-Malz das beste Reduktionsvermdgen. Ebenso lag das

dunkle Weizenmalz klar iber dem hellen Malz.
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Abbildung 73:

deren Malze.

5.8.3 Messung des Stabilitatsindex

Reduktionsvermdgen der Kaltausziige von Gerste, Weizen und

Aus den einzelnen Ergebnissen konnte der Stabilitatsindex berechnet werden. Da

die Lag-Time nicht auf das Malz zurlckzufihren war, wurde dieser Parameter

nicht mit einbezogen. Es wurde aus den drei weiteren Analysen ebenso das

arithmetische Mittel berechnet.

Es zeigte sich, dass der Index, nun stark durch das antiradikalische Potenzial und

das Reduktionsvermogen gepragt, mit der Abdarrtemperatur des Malzes zunahm.

Die Malze der Gerste schnitten etwas besser ab als die Weizenmalze, was auf

den grundsatzlich hoheren Gehaltan phenolischen Substanzen zurlckzufuhren

war.

98



100
90 -
80 -
70

60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 ¢
0 - T T T T T T T

Abbildung 74: Stabilitdtsindex (ohne Lag-Time) der Kaltausziige von Gerste,

Stabilitatsindex [%]

Weizen und deren Malze.

Aufgrund dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es moglich war,
phenolische Substanzen schon in der Gerste, im Weizen und in deren Malz zu
messen. Des weiteren konnten die antioxidativen Tests in Kaltauszigen
angewendet werden, und so bereits die Rohstoffe in dieser Hinsicht beurteilt

werden.
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5.9 Beurteilung von Malzen verschiedener Anbaugebiete

5.9.1 Gehalte an phenolischen Substanzen

Bei der Untersuchung phenolischer Substanzen im Malz zeigten sich deutliche
Unterschiede in Abhangigkeit des Anbaugebietes. Es wurden sechs Malze
(Erntegut WP3 Ernte 2001) aus den Anbaugebieten A: Nossen (Sachsen) und B:
Heimbach / Hergarten (Nordrhein-Westfalen) miteinander verglichen. Da die
Extraktgehalte dieser Kaltauszige (Hydrazinsulfat) sehr nahe beieinander lagen,

wurden die Absolutwerte der Messungen verglichen.
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Abbildung 75: Gehalt an Gesamitpolyphenolen in Kaltausziigen von Malzen
verschiedener Anbaugebiete.

Abbildung 75 zeigt, dass der Gehalt an Gesamtpolyphenolen in den Malzen
sowohl in A als auch in B hoher lagen. Deutliche Unterschiede zwischen den
Gebieten zeigten sich bei den Sorten Adonis und Breamar.

Abbildung 76 =zeigt, dass im Gegensatz zu den Gesamtpolyphenolen die
qualitative Zusammensetzung der phenolischen Substanzen deutlich vom
Anbaugebiet abhing. So waren die Gehalte an Anthocyanogenen und Tannoiden

im Anbaugebiet B bei allen untersuchten Malzen auf einem hoheren Niveau.
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Abbildung 76: Gehalt an Anthocyanogenen und Tannoiden in Kaltausziigen von
Malzen verschiedener Anbaugebiete.

In diesem Fall waren bei den Sorten Pasadena, Adonis und Auriga die
Unterschiede besonders grol3.
Aus diesen Ergebnissen liel3 sich der Polymerisationsindex und das Verhaltnis

von Gesamtpolyphenolen zu Tannoiden in den Kaltauszigen bestimmen.
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Abbildung 77: Polymerisationsindex und Verhéltnis von Gesamtpolyphenolen zu

Tannoiden in Kaltausziigen von Malzen aus verschiedenen Anbaugebieten.
Abbildung 77 zeigt, dass beide rechnerischen Parameter im Anbaugebiet B
deutlich niedriger lagen. Die Sorte Breamar, gefolgt von Pasadena, wies einen
besonders groRen Unterschied in den Ergebnissen auf.

5.9.2 Beurteilung der antioxidativen Tests

Aufgrund des erhdhten Gehaltes an positiven phenolischen Substanzen lag auch

das antiradikalische Potenzial der Kaltauszuge im Anbaugebiet B hdoher. Ein

besonders hohes Potenzial wies die Sorte Adonis aus dem Gebiet B auf.
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Abbildung 78: Antiradikalisches Potenzial der Malze aus verschiedenen

Anbaugebieten.

Es zeigte sich interessanterweise im Anbaugebiet A kein Zusammenhang
zwischen dem antiradikalischen Potenzial und dem Gehalt an den Fraktionen der
phenolischen Substanzen. Im Anbaugebiet B zeigten sich gute Korrelationen
zwischen dem  antiradikalischen  Potenzial und dem Gehalt an
Gesamtpolyphenolen und Tannoiden, nicht jedoch mit den Anthocyanogenen.

Bei den Sorten Adonis und Ursa wurden die weiteren antioxidativen Tests ebenso
durchgefuhrt. Abbildung 79 zeigt, dass im Gegensatz zum antiradikalischen

Potenzial, die Lag Time bei beiden Sorten im Gebiet B niedriger lag.
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Abbildung 79: Antiradikalische Tests von zwei Gerstensorten aus zwei

verschiedenen Anbaugebieten.
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Die Werte waren sehr hoch und es konnte nicht mehr davon ausgegangen
werden, dass nur das Hydrazinsulfat hierflir verantwortlich war, weshalb die
Ergebnisse hier berucksichtigt wurden. Das antiradikalische Verhalten lag in
beiden Anbaugebieten auf fast gleichem Niveau. Das Reduktionsvermogen lag
ebenfalls bei den Sorten aus dem Anbaugebiet B niedriger. Dies hatte zur Folge,
dass auch der berechnete Stabilitatsindex im Gebiet B etwas niedriger war. Im
Vergleich schnitt die Sorte Adonis grundsatzlich besser ab als die Sorte Ursa.

Ein auffalliger Unterschied zwischen den beiden Anbaugebieten war neben den
phenolischen Substanzen auch der Extraktgehalt und der pH-Wert. So lag der
Extraktgehalt der Kaltauszlige der Sorten aus Gebiet B im Durchschnitt um 0,1
unter den Werten aus Gebiet A. Der pH-Wert lag sogar im Durchschnitt um 0,2
niedriger. Dies konnte die niedrigeren Werte bei der Spin-Trap Methode
begriinden, da womdglich auch die Radikalgenerierung herabgesetzt war.

Mittels Internet wurde versucht die Regionen klimatisch zu beurteilen. So wurden

folgende Jahresdurchschnitte fur die jeweiligen Gebiete gefunden.

www.worldclimate.com www.eifel-online.de/eol-

magazin/wetter/index_stat.html

Raum Leipzig fiir Raum Aachen fiir Heimbach / Hergarten
Nossen Heimbach / Hergarten fur das Jahr 2001
Temperatur (°C) 8,5 9,6 9,7
Niederschlag (mm) 527,2 710 855

Die klimatischen Daten gaben einen Hinweis darauf, dass im Anbaugebiet A die
Temperaturen im Jahresdurchschnitt um etwa 1 °C niedriger lagen. Der
durchschnittliche Jahresniederschlag war im Anbaugebiet B hoher. Zwei
unterschiedliche Quellen belegten nahezu die gleiche Temperatur fur die Region
um das Gebiet B fur das Jahr 2001.

Die Literatur gibt an, dass Gersten aus maritimen Gegenden polyphenolreicher
seien. So konnten diese Daten ebenso ein Hinweis fir ein warmeres und
feuchteres Klima im Gebiet B darstellen, das zu den Unterschieden in den
Gehalten an phenolischen Substanzen gefuhrt hatte. In diesem Zusammenhang
ist allerdings nicht nur der Gesamtniederschlag zu berlcksichtigen, sondern in

welchen Wachstums- und Reifestadien er auftrat. Dies ist ein wichtiger Ansatz, um
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in  Zukunft die Qualitdt der Gersten im Hinblick auf die mdgliche
Geschmacksstabilitat der Biere zu beurteilen. Bestimmte Anbaubedingungen
konnten bereits ein limitierender Faktor sein.

Abbildung 80 zeigt, dass die untersuchten Malze aus dem Anbaugebiet B deutlich

hdhere Gehalte an freien Radikalen aufwiesen (Ausnahme Ursa).

Relative Response
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Abbildung 80: Freie Radikale in Malzen verschiedener Anbaugebiete gemessen

mittels Elektronenspinresonanz-Spektrometrie.

Diese Malze unterlagen womoglich wahrend des Wachstums einem starkeren
Stress. Als mdgliche Schutzreaktion lag ihr Gehalt an phenolischen Substanzen
ebenfalls hoher.

Von den Malzen aus dem Anbaugebiet A wurden aus diesem Grund die

phenolischen Substanzen genauer untersucht.
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Abbildung 81: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an freien Radikalen und dem

Gehalt an Sinapinséure in den Malzen aus dem Anbaugebiet A.
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In den untersuchten Malzen konnte mit einer gesteigerten Menge an freien
Radikalen auch ein groRerer Gehalt an phenolischen Substanzen gefunden
werden (Abbildung 81). In diesem Fall ist der Zusammenhang mit der
Sinapinsaure dargestellt, die das starkste antiradikalische Potenzial aufwies.

In  Abbildung 82 sind die Basislinien dargestellt, die mittels

Chemilumineszenzmessung des Einmaischverhaltens aufgenommen wurden.
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Abbildung 82: Vergleich der mittels Chemilumineszenz gemessenen Basislinien

von Malzen aus verschiedenen Anbaugebieten.

Da dieses Signal ebenfalls vom Gehalt an freien Radikalen abhing, waren die
erhdohten Werte im Anbaugebiet B erklarbar. Nur die Sorte Ursa besal} wie bei der
ESR-Messung einen niedrigeren Wert.

Es konnte so mit zwei Messmethoden bestatigt werden, dass in einem warmeren
Anbaugebiet eine hohere Radikalbelastung im Malz nachweisbar war. Zugleich
war der Gehalt an phenolischen Substanzen gesteigert, was auf eine mdgliche
Schutzreaktion zurlckzufiihren sein konnte. Entsprechende Malze kdnnten
aufgrund ihres Gehaltes an phenolischen Substanzen ein besseres antioxidatives

Potenzial besitzen, was zu einem Schutz, zum Beispiel beim Einmaischen, fuhrt.
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5.10 Auswirkungen des antioxidativen Potenzials des Malzes auf das

Einmaischen

Mit Hilfe der Chemilumineszenzmessung war es maoglich, die unterschiedlichen
Einmaischverhalten der Malze darzustellen. Es wurden zusatzlich Versuchssude
im 50 | MaRstab hergestellt und die Daten mit der klassischen Wirzeanalytik
verglichen.

Die Abbildung 83 zeigt, dass ein niedrigeres Chemilumineszenzsignal zu héheren

Werten an Tannoiden in der Ausschlagwurze fuhrte (N =7; r=0,76; o = 0,05).
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Abbildung 83: Zusammenhang zwischen dem Chemiluminszenzsignal beim
Einmaischen und dem Gehalt an Tannoiden bzw. dem Verhéltnis von

Gesamtpolyphenolen zu Tannoiden in der Ausschlagwiirze.
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Die Fraktion der Tannoide kdnnte somit ein Indikator flr eine geringe oxidative
Belastung wahrend des Maischens darstellen. Wurde das Verhaltnis aus
Gesamtpolyphenolen und Tannoiden gebildet, ergab sich ein etwas besserer
statistischer Zusammenhang (N =7;r=0,77; o = 0,05).

Die Chemilumineszenzmessung, zur Bestimmung der antioxidativen Qualitat des
Malzes, und die Bestimmung der Tannoide in der Wrze sollten einen sehr guten
Aufschluss Uber den Sauerstoffeintrag beim Maischen und die zu erwartende

Geschmacksstabilitat des Bieres geben.
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5.11 Zusammenhang zwischen einzelnen phenolischen Substanzen im

Malz und deren nasschemischen Analytik

Die Malze aus dem Anbaugebiet A wurden auf den Gehalt an einzelnen
phenolischen Substanzen hin untersucht und mit den Ergebnissen der

nasschemischen Analysen verglichen.
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Abbildung 84: Zusammenhang zwischen phenolischen Substanzen im Malz und

dem Gehalt an Anthocyanogenen im Malzkaltauszug (Anhang Tabelle T8 und T9).

Die Abbildung 84 =zeigt gute Zusammenhange zwischen verschiedenen
phenolischen Substanzen, di- und trimere Proanthocyanidine, im Malz und der
Bestimmung der Anthocyanogene in den Kaltauszigen. Der Zusammenhang mit
dem Gehalt an Tannoiden war auf einem etwas niedrigeren Niveau, weshalb an
dieser Stelle auf eine Darstellung verzichtet wurde. Die angewandten
nasschemischen Methoden spiegeln somit den Gehalt an den spezifischen
Fraktionen recht gut wieder. Inwieweit Uberschneidungen zwischen den Analysen

vorliegen, sollte noch geklart werden.
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5.12. Untersuchung der Maische- und Wirzesauerung

Im Rahmen des Sudhauses wurde untersucht, wie sich die biologische Maische-
und Wirzesauerung auf die Fraktion der phenolischen Substanzen, die
antioxidativen Tests und am Ende auf die Geschmacksstabilitdit der Biere
auswirkt. Neben der Verwendung von biologisch hergefihrter Milchsdure wurde
auch der Einfluss technischer Milchsaure untersucht. Die genauen Daten zur
Herstellung der Sude im Pilotsudwerk sind im Anhang in den Tabellen T10 bis T17
dargestellt.

Probenbezeichnungen der Maische- und Wurzesauerungsversuche:

Versuchsreihe 1:

Vergleich:  Normalsud (ohne Sauerung).

WS 1: Wirzesauerung zehn Minuten vor Kochende auf pH 5,2 mit
selbsthergestelltem, anaerob hergeflihrtem Sauergut.

WS 2: Wiurzesauerung zehn Minuten vor Kochende auf pH 5,2 mit
selbsthergestelltem, aerob hergeflihrtem Sauergut.

WS 3: Wirzesauerung zehn Minuten vor Kochende auf pH 5,2 mit
10%-iger technischer Milchsaure.

MS 1: Maischesauerung auf pH 5,2 mit selbsthergestelltem, anaerob
hergefiihrtem Sauergut.

MS 2: Maischesauerung auf pH 5,2 mit selbsthergestelltem, aerob
hergefiihrtem Sauergut.

MS 3: Maischesauerung auf pH 5,2 mit 10%-iger technischer

Milchsaure.

110



Versuchreihe 2:

Vergleich:  Normalsud (ohne Sauerung).
MS 4: Maischesauerung auf pH 5,2 mit aerob hergefiihrtem
Sauergut aus einer Brauerei.
MS 5: Maischesauerung auf pH 5,2 mit selbsthergestelltem, aerob
hergefuhrtem Sauergut.
MS 6: Maischesauerung auf pH 5,2 mit selbsthergestelltem, anaerob
hergefuhrtem Sauergut.
Aerobe Herflhrung: Vorderwuirze und Sauergut wurden in einem 10 |
Corneliusbehalter vermischt (kein Vorspannen des
Behalters mit COy).
Anaerobe Herflhrung: Die Vermischung erfolgte in einem CO»-vorgespannten

Corneliusbehalter.

5.12.1 Ergebnisse der Maischesauerung

5.12.1.1 Beurteilung der antioxidativen Tests

Abbildung 85 zeigt die Veranderung des Stabilitatsindex in den Bieren aufgrund
der Maischesauerungsversuche. Der Versuch MS 2 flhrte zu einer sehr
deutlichen Steigerung gegenuber dem ungesauerten Vergleich in der Reihe 1. Die
Sauerung mittels technischer Milchsaure (MS 3) zeigte ebenso einen positiven
Erfolg. Die zweite Versuchsreihe lag insgesamt auf einem niedrigeren Niveau. Nur

der Versuch MS 5 fuhrte zu einer Steigerung des Stabilitatsindex.
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Abbildung 85: Stabilitdtsindex der Biere aus den Maischeséduerungsversuchen.
Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

Es zeigt sich in Abbildung 86, dass MS 1 in allen Tests fur den Stabilitatsindex, bis
auf das ARP, niedriger als der Vergleich lag und so der schlechtere Index sich
berechnete. MS 2 wies eine sehr gute Lag-Time und entsprechend ein gutes
antiradikalisches Verhalten auf. Durch das zusatzlich beste antiradikalische
Potenzial war der hohe Stabilitdtsindex zu erklaren. Der mit technischer
Milchsaure behandelte Sud wies ebenso eine gute Lag-Time und ein besseres
antiradikalisches Potenzial als der Vergleich auf. Das Reduktionsvermégen war
jedoch am geringsten, was mit dem Einfluss des pH-Wertes auf die Messung

begrindet werden konnte
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Abbildung  86:

Die

antiradikalischen

Tests in

den

Maischeséuerungsversuche. Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

Die zweite Versuchsreihe zeigte

antiradikalische Potenzial bei

war

insgesamt ein niedrigeres

allen Versuchen vergleichbar,

Bieren  der
Niveau. Das
jedoch

unterschieden sich die Lag-Time Werte deutlich. MS 5 lag in allen Tests am

besten und besal} somit den hochsten Stabilitatsindex.

5.12.1.2 Gehalt an Schwefeldioxid

Die Versuche zeigten,

dass die Lag-Time Werte mit dem Gehalt an

Schwefeldioxid in einem guten Zusammenhang standen (Abbildung 87).
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Abbildung 87: Gehalt an Schwefeldioxid in den Bieren aus den

Maischeséuerungsversuchen. Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

Auch hier schnitten in den jeweiligen Reihen MS 2 und MS 5 am besten ab. Beide
Versuche wurden mit der selbst hergestellten Milchsaure durchgefuhrt und
bestatigten den positiven Einfluss der biologischen Maischesauerung auf alle

antioxidativen Tests und den Gehalt an Schwefeldioxid.
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5.12.1.3 Verkostungsergebnisse der Biere

Abbildung 88 stellt die DLG-Verkostungsergebnisse der Biere dar. Alle
maischegesauerten Biere aus der Versuchsreihe 1 wurden im frischen Zustand
deutlich besser beurteilt als der Vergleich. Im forciert gealterten Zustand waren die
Unterschiede noch gréRer. Die Maischesauerung in Versuchsreihe 1 fuhrte zu
Bieren mit einer verbesserten Geschmacksstabilitat. MS 2 zeigte die besten

Resultate.
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Abbildung 88: DLG Verkostung der Biere aus den Maischeséduerungsversuchen.
Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

Die Ergebnisse aus der Versuchsreihe 2 lagen dagegen nahe beieinander. Im

forciert gealterten Zustand schnitt der Versuch MS 6 etwas besser ab. Trotz der
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guten Werte bei den vorherigen Tests, lag der Versuch MS 5 nicht vor dem
Vergleich.

Bei der Beurteilung der Alterungsnote der forciert gealterten Biere schnitten alle
gesauerten Biere besser als der Vergleich ab. Die Ergebnisse der Reihe 1 lagen

noch eine Stufe besser als die Reihe 2.
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Abbildung 89: Alterungsnoten der forciert gealterten Biere aus den

Maischeséuerungsversuchen. Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

Absolut gesehen waren die Werte als sehr gut einzustufen. MS 2 lag in der ersten
Versuchreihe wieder am besten. MS 5 zeigte neben MS 6 in der zweiten
Versuchreihe die besten Ergebnisse.

Die Alterungsakzeptanz der forciert gealterten Biere war in der Reihe 1 durch die
Maischesauerung deutlich gesteigert worden. In diesem Fall wurde der Vergleich

sehr schlecht beurteilt, was aber schon in der Alterungsnote zu erkennen war. Der
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Versuch MS 2 war mit einer Akzeptanz von 90 % als sehr gut einzustufen. In der

2. Reihe konnte die Akzeptanz, wie die DLG Note, nur gering gesteigert werden.
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Abbildung 90: Alterungsakzeptanz der forciert gealterten Biere aus

Wiirzesduerungsversuchen. Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.
MS 5 lag in der Akzeptanz unterhalb des Vergleichs, obwohl die Alterungsnote

besser war. Der Versuch MS 6 schnitt am besten ab, war aber mit 60 % schon

deutlich gealtert.
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5.12.1.4 Gehalte an phenolischen Substanzen

Es wurden bei diesen Untersuchungen auch die einzelnen Fraktionen an
phenolischen Substanzen im Bier analysiert. So fuhrte jede Form der
Maischesauerung zu deutlich erhdhten Gehalten an Tannoiden in den fertigen

Bieren.
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Abbildung 91: Gehalt an Tannoiden in den Bieren aus den

Maischeséuerungsversuchen. Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

In Reihe 1 ergaben sich fast doppelt so hohe Werte durch die Sduerung als im
Vergleich. In der zweiten Versuchsreihe waren die Ergebnisse vergleichbar, aber
das Niveau etwas niedriger.

Interessant war das Verhaltnis der Gesamtpolyphenole zu den Tannoiden.

Abbildung 91 zeigt, dass dieses Verhaltnis in den gesauerten Bieren deutlich
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niedriger lag. Dieses Verhaltnis war in beiden Versuchreihen etwa gleich, da die

Absolutwerte der Fraktionen auf unterschiedlichem Niveau lagen.
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Abbildung 92: Verhéltnis von Gesamtpolyphenolen zu Tannoiden in den Bieren

aus den Maischesduerungsversuchen. Oben: Reihe 1; Unten: Reihe 2.

In den maischegesauerten Bieren waren auch die Polymerisationsindizes deutlich
niedriger als in den Vergleichen, was flir eine geringere oxidative Belastung
wahrend des Maischens, aber auch im weiteren Brauprozess sprach.

Die Summen der Alterungsindikatoren, aber auch die einzelnen gemessenen
Substanzen dieser Analyse unterschieden sich zwischen den Bieren kaum. Es

wurde auf eine Abbildung an dieser Stelle verzichtet.
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5.12.2 Ergebnisse der Wiirzesauerungsversuche

5.12.2.1 Beurteilung der antioxidativen Tests und der Gehalt an

Schwefeldioxid

Abbildung 93 zeigt, dass sich alle Wilrzesauerungsversuche positiv auf den
Stabilitatsindex ausgewirkt hatten. Der Versuch WS 2 wies mit 69 % einen
uberdurchschnittlich hohen Wert auf. Der Gehalt an Schwefeldioxid war ebenfalls

in allen Versuchsbieren hdher als im Vergleichsbier und insgesamt auf hohem

WS 1 WS 2 WS 3

Niveau.

~
N

~
o

(=]
©

(=2
o

(-
B
L

(=2
o

Stabilitatsindex [%]
o
N

o
©

(5]
o

U'd
'

(4
N

Vergleich
8
7 4
6 4
S
Es5
°
3
5 4
2
Qo
33
<
[33
]
2
1
0 T T T
Vergleich WS 1 WS 2 Ws 3

Abbildung 93: Stabilitdtsindex und Gehalt an Schwefeldioxid der Biere aus den

Wiirzeséduerungsversuchen.
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Abbildung 94 zeigt, dass entsprechend dem Stabilitatsindex die Lag-Time, das
antiradikalische Verhalten und das antiradikalische Potenzial in den
Sauerungsversuchen hoher lagen. Das Reduktionsvermogen lag auch bei diesen
Versuchen etwas niedriger, was wiederum den Einfluss des pH-Wertes

wiederspiegeln kdnnte.
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Abbildung  94: Die antiradikalischen Tests in den Bieren der

Wiirzeséduerungsversuche.
Der Versuch WS 2 schnitt in den antioxidativen Tests am besten ab. Besonders

das antiradikalische Verhalten war bei diesem Versuch sehr gut. Die Sduerung mit

technischer Milchsaure erbrachte ebenso Erfolge gegenuber dem Vergleich.
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5.12.2.2 Verkostungsergebnisse der Biere

Die Unterschiede in den Ergebnissen der Verkostung nach DLG waren nicht so
deutlich wie bei der Maischesauerung. Sowohl im frischen als auch im forciert
gealterten Zustand wurden die Versuchsbiere nur leicht besser beurteilt als das

Vergleichsbier.
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Abbildung 95: DLG Verkostung der Biere aus den Wiirzesduerungsversuchen.

Die Beurteilung der frischen Biere lag bei beiden Sauerungsvarianten auf
gleichem Niveau. Erst durch die Alterung ergaben sich klare Unterschiede.

Die Alterungsnoten der forciert gealterten Biere (Abbildung 96) aus den
Wurzesauerungsversuchen lagen nur gering unterhalb der Ergebnisse des
Vergleichsbieres. Alle Noten lagen jedoch uber 2,0, was fur eine deutliche

Alterung aller Biere sprach.
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Abbildung 96: Alterungsnote und Alterungsakzeptanz der forciert gealterten Biere

aus den Wiirzesduerungsversuchen.

Die Alterungsakzeptanzen lagen dagegen weit auseinander und wurden in den
gesauerten Versuchen besser beurteilt. Allerdings war die beste Akzeptanz noch
unterhalb von 50 %, was als schlecht einzustufen war. Im direkten Vergleich
konnte eine Verbesserung erreicht werden, aber grundsatzlich war das Niveau

nicht zufrieden stellend.
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5.12.2.3 Gehalte an phenolischen Substanzen

Die Gehalte an Tannoiden waren in den gesauerten Bieren hoher als im Vergleich,
was die Ergebnisse des antiradikalischen Potenzials bestatigten. Allerdings war
auch hier das Niveau grundsatzlich niedrig. Die Maischesauerung fuhrte zu fast

doppelt so hohen Werten.
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Abbildung 97: Gehalt an Tannoiden und das Verhéltnis der Gesamtpolyphenole zu

den Tannoiden in den Bieren aus den Wiirzesduerungsversuchen.
Das Verhaltnis der Gesamtpolyphenole zu den Tannoiden zeigte auch in diesem

Zusammenhang eine leichte Verbesserung durch die Wurzesauerung. Allerdings

lagen die Werte Uber 4. Die Maischesauerung fuhrte zu Werten um die 3.
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5.12.3 Vergleich aller Ergebnisse aus den Sauerungsversuchen

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Maischesauerung zu deutlich besseren
sensorischen Ergebnissen im Hinblick auf die Geschmacksstabilitat fuhrte. Zum
einen zeigte sich die reine pH-Wert Senkung als positiv. Der niedrigere
Polymerisationsindex sprach fir eine reduzierte Polyphenoloxidaseaktivitat. Zum
anderen war die biologische Sauerung besser als die Verwendung von
technischer Milchsaure. Dies konnte mit der thermischen Belastung der Wurze
wahrend der Herflhrung der biologischen Milchsdure zusammenhangen. So
werden der Maische auch reduzierende Substanzen aus den Maillard-Reaktionen
zugefuhrt. Die Wurzesauerung erbrachte dagegen in allen antioxidativen Tests
bessere Analysenergebnisse als die Maischesauerung. In diesem Zusammenhang
muss in Zukunft der Einfluss des Milieus, speziell der pH-Wert, auf die Analytik
noch einmal genauer nachvollzogen werden, um die Vorteile von technologischen
MalRnahmen eindeutig definieren zZu konnen. Die Biere  der
Wiurzesauerungsversuche wiesen namlich die geringsten pH-Werte auf.

Da bei diesen Versuchen vor der Filtration keine PVPP-Stabilisierung durchgeflihrt
wurde, konnten in den Bieren hohe Werte an Tannoiden gemessen werden.
Abbildung 98 zeigt die Gegenuberstellung der Gehalte an Tannoiden in den
Bieren und der sensorischen Beurteilung der forciert gealterten Biere aus allen
Versuchen. Es zeigte sich, dass grundsatzlich jede technologische Malinahme,
welche in den Versuchen die Fraktion der Tannoide steigerte, auch zu einer

verbesserten Geschmacksstabilitat der Biere flhrte.

125



S
)

y =-0,0275x + 3,3681

*
\ r=09121
* *

L 2R 4

N
(3,
I

Alterungsnote
- - )
° 2} )

| |

o
3]
I

i
C)

35 40 45 50 55 60 65 70 75
Tannoide [mg PVP/I]

w
o

100

30

90 | .
80 y =1,2347x - 12,584

—_ r=0,87 /

= 70

E / .

© &

£ 60 o

[}

L 50+ .

a

° 40 ¢

2 2

g

20 -
10

0 T T T T T T T T T
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Tannoide [mg PVP/I]

Abbildung 98: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Tannoiden im frischen
Bier und der Alterungsnote bzw. der Alterungsakzeptanz der forciert gealterten

Biere.

Die Tannoide konnen somit innerhalb einer Brauerei als Indikatoren fur die
Geschmacksstabilitdit angesehen werden, wenn die PVPP-Stabilisierung auf
konstantem Niveau verlauft. Wird so stark stabilisiert, dass keine Tannoide mehr
im Bier nachweisbar sind, kdnnte der Gehalt bereits im Lagerkeller als Parameter

dienen. Dies wurde in einem eigenen Praxisprojekt verfolgt (siehe Kapitel 5.19).
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5.13 Radikalmessungen wahrend der Wiirzekochung

Im Sudhaus konnte keine Veranderung in der Radikalentstehung zwischen
Pfannevoll- und Ausschlagwurze erkannt werden. Die Heildtrubabtrennung im
Whirlpool dagegen fuhrte zu einer Steigerung der Radikalentstehung und damit zu
einer Abnahme des antiradikalischen Verhaltens. Beide untersuchten Proben
wurden vor der Messung zentrifugiert. Es blieb die Fragestellung, ob in der
Ausschlagwirze eine grolRere Menge an Partikeln fir das bessere Ergebnis
verantwortlich war oder ob es sich um spezifisch positiv wirkende Substanzen
handelte, die mit dem Heilltrub entfernt wurden. Eine verlangerte HeilRhaltezeit im
Whirlpool zeigte im Gegensatz zu TAKAOKA et al. (1998) keinen Einfluss auf die

Messung.
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Abbildung 99: Verlauf der Radikalentstehung in der Wiirzepfanne.

ANDERSEN et al. (1999) konnte in  Wirzen unterschiedlicher
Polyphenolzusammensetzung und Konzentration keinen Einfluss auf die
Radikalentstehung am ESR detektieren. Aufgrund der Argumentation in Kapitel
5.5.1.5 wurde die Verfolgung von Koch- und Hopfungsversuche mittels Spin-Trap
Methode in der Wirze verzichtet.

Das antiradikalische Potenzial, das spezifisch auf Polyphenole ansprach, reagierte
positiv auf die Hopfung. So lag der Wert in der gehopften Wirze hoher und auch
das abgeflllte Bier wies ein besseres Ergebnis auf. Inwieweit die qualitative

Zusammensetzung der Polyphenolfraktion, die durch die Hopfsorte und den
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Hopfungszeitpunkt beeinflusst wurde, und welche Konsequenz dies fir die
endogene antioxidative Aktivitat nach sich zieht, muss noch geklart werden.

Eine weitere Untersuchung war, mittels der in Kapitel 5.6 erwahnten
Chemilumineszenzmethode, Oxidationsreaktionen wahrend der Kochung zu
verfolgen. Hierzu wurde eine gehopfte mit einer ungehopften Wirze verglichen
(Abbildung 100). Es zeigte sich in der ersten halben Stunde ein groRer Peak, der
sich bei beiden Versuchen kaum unterschied. Danach nahm der Level fast um die
Halfte ab und schwankte sehr stark. Grundsatzlich konnte kein eindeutiger

Unterschied zwischen beiden Ansatzen erkannt werden.
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Abbildung 100: Chemilumineszenzsignal wéhrend des Kochens (100 °C) von

gehopfter und ungehopfter Wiirze.

Ob phenolische Substanzen wahrend der Wurzekochung einen antioxidativen
Effekt haben, konnte mit der verwendeten Analytik in dieser Arbeit nicht geklart

werden.
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5.14 Untersuchungen zur Bildung von Schwefeldioxid in Abhangigkeit von
der Anstelltechnologie in zylindrokonischen Gartanks

Es zeigte sich, dass die Lag-Time innerhalb eines Betriebes sehr gut mit dem
Gehalt an Schwefeldioxid, das durch die Hefe produziert wurde, korrelierte. Durch
eine angepasste Anstelltechnologie konnte auf den Hefestoffwechsel grof3en
Einfluss genommen werden. Somit war es mdglich, technologisch die Lag-Time
Werte im Bier zu steigern (Vergleiche Kapitel 3.9). An den Erfahrungen sollte

angeknupft werden und das Wissen in diesem Bereich erweitert werden.

5.14.1 Einfluss der Beliiftung der Anstellwiirzen

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der SO,-Bildung von der Sauerstoffaufnahme
der Hefe, wurden unterschiedlich beliftete Wirzen in Corneliusbehaltern
vergoren. Dazu wurden Luft und Wurze in verschiedenen Volumenverhaltnissen
durch kraftiges, wiederholtes Schutteln ausgemischt. So konnten beliebige
Beluftungsumfange im Bereich zwischen 0 und 80 I/hl simuliert werden (siehe
Kapitel 4.5).

Abbildung 101 zeigt den Gehalt an geldstem Sauerstoff ¢(Oz[mg/l]) in der Wirze in
Abhangigkeit von den eingestellten Luft-Wurze-Verhaltnissen (V. /Vw).
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Verhéltnis von Luft zu Wiirze

Abbildung 101: Zusammenhang zwischen der Beliiftung und dem gelésten

Sauerstoff mit und ohne Hefe.
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Vor der Sauerstoffmessung wurde keine Hefe zur Wirze gegeben, um einen
Fehler durch deren Sauerstoffaufnahme zu vermeiden. Die flachere Kurve zeigt
bei gleicher Behandlung den messbaren Sauerstoffgehalt, wenn Hefe gegeben
wurde. Dabei vergingen vom Anstellen bis zum Ende der Messung rund 20 bis 30
Minuten. Es zeigte sich, dass der Sauerstoff sehr schnell durch die Hefe
aufgezehrt wurde.

Die Gehalte an gelostem Sauerstoff lielen sich durch eine logarithmische

Ausgleichskurve mit folgender Gleichung gut annahern.

c(O2[mg/l]) = 3,0109*In(VL/NVw) + 15,561

Abbildung 102 zeigt die Abhangigkeit der SO,-Bildung vom Beluftungsverhaltnis
und zugleich vom absoluten Wurzevolumen. Erst mit den Versuchen im 20 |
Corneliusbehaltern (entsprach in diesem Fall 12 | Wirzevolumen) konnte ein
Gehalt an SO, gebildet werden, der mit dem Praxismalstab vergleichbar war. Die
niedrigere Kurve entstand bei der Vergarung von 6 | Wurzevolumen in einem 10 |
Corneliusbehalter. Der absolute Gehalt an SO, lag in diesem Fall bei allen
Mischungsansatzen nahezu parallel um etwa 3,5 mg/l niedriger. Diese
Volumenabhangigkeit ist bei zukunftigen Untersuchungen im Pilotmalistab zu

berlcksichtigen.
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Abbildung 102: SO2-Bildung in Abhéngigkeit vom Beliiftungsumfang bei

verschiedenen Géarvolumina.
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Die SO,-Bildung stieg exponentiell an, wenn das Luft-Wurzeverhaltnis unter 0,1
fiel. Im Bereich hoherer Luftanteile hatten Veranderungen des Bellftungsumfangs
nur geringe Anderungen der SO,-Bildung zur Folge. Im Bereich eines Luft-
Wirzeverhaltnisses von etwa 0,1 bis 0,3 ergab sich nahezu ein Plateau, wo sich
die SO,-Bildung kaum anderte.

Zur Uberprifung der gefundenen Abhangigkeit wurde die Beliiftungsreihe mit
einer zweiten Hefe wiederholt. Abbildung 103 zeigt den Einfluss der Beluftung auf

zwei verschiedene Hefen (A und B) im 12 I-Malstab (20 | Corneliusbehalter).
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Abbildung 103: SO,-Bildung zweier Hefen A und B in Abhéngigkeit vom

Beliiftungsumfang.

Bei der Hefe B konnte die gleiche Abhangigkeit der SO,-Bildung von dem
BelUftungsverhaltnis gefunden werden. Das grundsatzlich niedrigere Niveau muss
auf die genetische Veranlagung der Hefe zurlckzufuhren sein. Dies bestatigte den
Einfluss der Wahl des Hefestammes. Liegt in einer Brauerei eine Hefe vor, die
wenig SO; bildet, so kann erst unterhalb eines Beluftungsverhaltnisses von 0,1 die
SO,-Bildung entscheidend gesteigert werden. Brauereien stellten aber unter
diesen Bedingungen, genau wie im Versuchmalstab, eine verlangerte Garzeit

fest.
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5.14.2 Einfluss des Drauflasszeitpunktes eines bellfteten Sudes

Um den Einfluss der Anstelltechnik eines zylindrokonischen Gartanks bei der
Vergarung mehrerer Sude auf die Schwefeldioxidbildung zu untersuchen, wurde
den Untersuchungen folgender Gedankengang zugrunde gelegt:

Werden vier Sude nacheinander draufgelassen, so kann jedes mal individuell Hefe
und/oder Luft mit eingebracht werden. Fur die Untersuchungen wurde
angenommen, dass die gesamte bendtigte Hefemenge mit dem ersten Sud
angestellt wird. Wird die gesamte Luftmenge mit der Hefe dem ersten Sud
zugegeben und die weiteren unbeliftet draufgelassen, so entspricht dies dem Fall
der Vergarung eines ,gro3en” Sudes. Die Problematik des Drauflassens lasst sich
somit in der Anfangsphase der Garung auf eine zu einem bestimmten Zeitpunkt
erfolgende oder ausbleibende Sauerstoffzufuhr reduzieren. Die Auswirkungen
dieser Sauerstoffzufuhr auf die Schwefeldioxidbildung wurden durch eine
ZweitbelUftung zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

Zuerst wurde eine Versuchsreihe im Malistab von 10l mit einem Luft-
Wirzeverhaltnis von 0,05 angestellt. Daraufhin wurde die Bellftung zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wiederholt. Abbildung 104 zeigt die SO,-Gehalte
der Biere am 8. und 12. Gartag.

(3]

$02 [mg/l]
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-~ 8. Gartag
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Zeitpunkt der Zweitbeliiftung [h]

Abbildung 104: SO,-Bildung in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt einer zweiten
Beliiftung.
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Es ergab sich ein Einbruch der SO,-Gehalte im Bereich einer Zweitbeliftung
zwischen 2 und 6 Stunden nach dem Anstellen. Der vergleichsweise niedrige
Messwert bei einer Bellftung nach einer Stunde in der Reihe vom 8. Gartag
(Kreis) war als Messfehler aufzufassen, da er einerseits am 12. Gartag nicht mehr
erniedrigt war und andererseits im Zeitraum von einer Stunde die Hefe der Theorie
entsprechend noch nicht allen Sauerstoff aufgenommen hat und so die Luftzufuhr
keinen negativen Einfluss haben durfte.

Es zeigten sich bei diesem Beluftungsansatz schon deutliche Verzégerungen in
der Gargeschwindigkeit. Die geringe Bellftung war allerdings fur die
Untersuchungen noétig, damit die Hefe ein so groRe Menge an Schwefeldioxid
bildet damit die Auspragung des Minimums verfolgt werden konnte. Ansonsten
ware in diesem wichtigen Zeitfenster das SO, nicht mehr nachweisbar gewesen.
Um den Einfluss der Zweitbeliftung auf die Gargeschwindigkeit genauer zu
untersuchen, wurde der Vergarungsgrad mitverfolgt. Abbildung 105 zeigt den

wirklichen Vergarungsgrad (Vy,) und die SO,-Gehalte der Biere am 12. Gartag.

——S02
- Vw

S0, [mg/l]
Vw [% * 0,1]
H [3,}
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Zeitpunkt der Zweitbeliiftung [h]

Abbildung 105: SO»-Bildung und wirklicher Vergédrungsgrad am 12. Gértag in
Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der Zweitbelliiftung.

Der Vergarungsgrad und die SO,-Bildung zeigten im Bereich von 0 bis 8 Stunden
nach dem Anstellen eine gegenlaufige Tendenz. Der bezuglich der SO»-Bildung
ungunstige Zeitrahmen der Zweitbelliftung erwies sich als der Bereich mit der

groRten Gargeschwindigkeit. Grundsatzlich lagen die Vergarungsgrade jedoch
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sehr niedrig. Dies zeigte, dass dieses Luft-Wurzeverhaltnis (0,05) flr die Praxis
nicht relevant sein wird.
Um die einzelnen Messwerte besser vergleichen zu konnen, wurden die SO,-

Gehalte von Proben gleichen Vergarungsgrades gegenubergestellt.
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Abbildung 106: SO»-Bildung in Abh&ngigkeit vom Zeitpunkt der Zweitbeliiftung bei

gleichem Vergérungsgrad.

In dieser Darstellung zeigte sich der Einbruch in der SO,-Bildung am deutlichsten.
Die Zweitbeluftung zwischen einer und 8 Stunden nach dem Anstellen hatte eine
klare Reduzierung der SO,-Gehalte, mit einem Minimum nach 4 Stunden, zur
Folge.

FORSTER und BACK (1999) fanden zwei minimale Werte, namlich bei 2,5 und
7,5 Stunden nach dem Anstellen. Allerdings fanden sie nach 5 Stunden wieder
den maximal mdglichen Wert. Das widerspricht den neuen Ergebnissen. Die
Untersuchungen wirden unter der Annahme, dass es sich bei dem Wert nach 5
Stunden um eine Fehlmessung handelte, sehr gut Ubereinstimmen.

Basierend auf den im Kleingarversuch gewonnenen Messwerten, wurde die in
Abbildung 107 dargestellte Skizze der SO»-Bildung in Abhangigkeit des
Zeitpunktes der Zweitbeluftung entworfen. Die Darstellung ist rein qualitativ und
muss durch weitere Versuche Uberpruft werden. Zur einfacheren Darstellung
wurde eine lineare Abnahme des SO,-Gehaltes mit steigendem Luftanteil im

draufgelassenen Sud angenommen (Z-Achse). In der Realitat existiert sicherlich
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ein komplizierterer Zusammenhang, wie schon aus dem logarithmischen Verlauf

der Lésungskurve von Luftsauerstoff in Wirze zu vermuten war.
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Abbildung 107: Einfluss des Beliiftungsgrades und Drauflasszeitpunktes des

zweiten Sudes auf die SO2-Bildung wéahrend der Hauptgérung.

Anhand der Graphik kann der Verlust an SO, beim Drauflassen einfach
abgeschatzt werden. Durch den Anteil der BelUftung des draufgelassenen Sudes
an der Gesamtbelluftung und den Drauflasszeitpunkt kann aus der Grafik der
relative Verlust an SO, (As) gegenuber einem Einsudverfahren (100% = 1)
ermittelt werden.

Das eingezeichnete Beispiel gibt an:

Wird 6 Stunden nach Anstellen ein bellfteter Sud draufgelassen, der aufgrund
seines Sauerstoffgehaltes 37,5 % (0,375) der Gesamtbellftung ausmacht, so
nimmt der SO,-Gehalt gegenuber einem Einsudverfahren um As ab. In diesem
Fall waren es nur 80 % (0,8) des maoglich erreichbaren Gehaltes. Der relative SO»-
Verlust As betragt somit 0,2 = 20%.

Es muss noch Uberprift werden, ob sich die relativen Verluste mehrerer

draufgelassener bellfteter Sude im Sinne dieser Grafik addieren.

135



Grundsatzlich muss bei dieser Vorgehensweise berticksichtigt werden, dass bei
einer zu drastischen Reduzierung der Bellftung die Gargeschwindigkeit
herabgesenkt wird. Des Weiteren wurde aus der Praxis berichtet, dass die
niedrigen Beluftungsraten teilweise zu schwefligen Fremdaromen fuhrten. Dies

konnte in diesen Garversuchen nicht nachvollzogen werden.

5.15 Untersuchung der Veranderung phenolischer Substanzen und der

antioxidativen Tests wahrend der Garung in der Praxis

Um den Einfluss der Garung auf die Fraktion der phenolischen Substanzen zu
prufen, wurde in einer Brauerei eine Stufenkontrolle durchgefuhrt. Es wurden
Proben von der Wirze, vom Jungbier und vom abgefullten Bier untersucht.

In der Brauerei wurden die Wurzen gesauert und hatten beim Ausschlagen einen
pH-Wert von ~5,2. Nach 4 Stunden im Flotationstank wurden die Sude im ZKG bei
9 - 10 °C angestellt. Die Lagerung erfolgte bei 0 — 1 °C. Zur Stabilisierung wurden
30 g/hl Kieselgel und 20 g/hl PVPP gegeben.

Die Abbildung 108 zeigt, dass beim Biertyp Helles die Gesamtpolyphenole
wahrend der Hauptgarung leicht abnahmen. Bei den Anthocyanogenen und

Tannoiden war ein grolRerer Verlust erkennbar.
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Wiirze Jungbier Bier

Abbildung 108: Verdnderung der phenolischen Substanzen von der Wiirze bis

zum Bier im Typ Helles.
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Zum fertigen Bier hin nahmen die Polyphenole aufgrund der Stabilisierung mittels
PVPP deutlich ab. Die Tannoide waren im fertigen Bier nicht mehr nachweisbar.

Im Biertyp Pils zeigte sich der gleiche Zusammenhang (Abbildung 109).
Interessanter Weise lag das Niveau an Polyphenolen in der Wirze leicht unterhalb
des Typ Hellen, obwohl die Hopfengabe fast doppelt so hoch war (3900 g
gegenuber 2250 g a-Saure). Ansonsten waren die Sudprogramme identisch. Die
absoluten Werte sind kritisch zu betrachten, da wahrend der Hauptgarung zum
einen ein pH-Sturz stattfand und zum anderen Ethanol entstand. Diese

Veranderung des Milieus konnte die Analytik stark beeinflussen.
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Abbildung 109: Verdnderung der phenolischen Substanzen von der Wiirze bis

zum Bier im Typ Pils.

Bei Betrachtung der antioxidativen Tests (Abbildung 110) konnte in beiden
Biersorten erwartungsgemaly erst im Jungbier, nach der Entstehung von
Schwefeldioxid durch die Hefe, die Lag-Time detektiert werden. Die Lag-Time
nahm im Hellen zum Bier hin ab, was fur eine Sauerstoffaufnahme am Fdller,
Eisenionen aus der Kieselgur oder aber schlecht gespulte Drucktanks, die mit
Hilfe von Oxidationsmitteln, wie Peroxysauren, desinfiziert wurden, sprach. Im Pils
nahm dieser Wert zu. Dies konnte nur mit der Verschneidung der Sude im

Lagerkeller erklart werden.
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Abbildung 110: Verdnderung der antioxidativen Tests von der Wiirze bis zum Bier

im Typ Helles (oben) und Pils (unten).

Das antiradikalische Verhalten nahm von der Wurze bis zum Jungbier hin deutlich
ab, was mit dem Klareffekt des Whirlpools und den Ausfallreaktionen sowohl von
spezifisch als auch unspezifisch reagierenden Substanzen wahrend der Garung
zusammenhing. Allerdings ist, wie schon ofter erwahnt, der pH-Wert zu
berucksichtigen, da bei niedrigerem Wert weniger Radikale generiert werden
konnen, was zu einer geringeren messbaren antiradikalischen Aktivitat fuhren
kann. Da mit dieser Analyse die Flache unterhalb des Graphen bei der
Radikalentstehung gemessen wurde, war die Steigung des Graphen ein Hinweis
fur die antiradikalischen Effekte. Abbildung 111 zeigt, wie sich die Steigung

wahrend des Brauprozesses im Durchschnitt anderte.
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Abbildung 111: Die Verdnderung der Steigung des Graphen der Radikalmessung

im Laufe des Brauprozesses.

In  der Ausschlagwirze war der Verlauf am flachsten. Durch die
Heiltrubabtrennung nahm die Steigung leicht zu und blieb wahrend der Kihlung
konstant. Durch die Garung nahm sie wieder ab, wie es auch die Praxisversuche
zeigten. Nach der Lagerung stieg sie wieder aufgrund von weiteren
Ausfallreaktionen. Durch die Stabilisierung wurde eine gro3e Menge an reaktiven
Substanzen, speziell die Polyphenole, entfernt und die Steigung des Graphen und
somit die Radikalgenerierung pro Zeit nahmen am starksten zu.

Das antiradikalische Potenzial nahm wahrend der Garung beim Hellen weniger
stark ab als beim Pils. Zum abgeflllten Bier hin war durch die Stabilisierung, wie
schon bei den phenolischen Substanzen, eine starke Abnahme feststellbar.

Die Alterungsverkostung der abgefullten Biere zeigte, dass der Tannoidgehalt in
der Wurze tendenziell bereits als Anhaltspunkt flr die zu erwartende

Geschmacksstabilitdt verwendet werden konnte (Abbildung 112).
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Abbildung 112: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Tannoiden in der Wiirze

und der Alterungsakzeptanz der forciert gealterten Biere.

Da in dem untersuchten Praxisbetrieb im Lagerkellerbereich die Sude verschnitten
wurden, ergaben sich nicht so gute Ergebnisse wie im Pilotsudmalistab, wo die

Sude separat abgeflllt werden konnten.

5.16 Untersuchungen zum Einfluss von Glutathion auf die Geschmacks-
stabilitat

Da Glutathion als Antioxidanz bekannt ist und im Hefestoffwechsel vorliegt, wurde
der Einfluss von Glutathion auf die Geschmacksstabilitat getestet. Es wurde einem

Bier Glutathion in verschiedenen Konzentrationen zugegeben und forciert gealtert.

Tabelle 7: Verkostungsergebnisse der Versuche zur Glutathiondosage.

Verkostung nach DLG Vergleich 10 mg/l 50 mgl/l
Geruch 3,3 3,5 3,4
Trunk 3,2 3,3 3,6
Vollmundigkeit 3,7 3,8 3,9
Rezenz 3,9 3,8 3,9
Bittere 3,7 3,9 3,8
Gewichtete Note 3,5 3,6 3,7
Alterungsverkostung Vergleich 10 mg/l 50 mg/l
Geruch 2,0 2,0 1,7
Trunk 2,0 2,0 1,7
Bittere 1,9 1,6 1,5
Gewichtete Note 2,0 1,9 1,7
Akzeptanz (%) 52 62 74
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Die Ergebnisse zeigten, dass mit steigender Glutathiondosage der
Alterungsgeschmack abnahm. Die Alterungsakzeptanz konnte deutlich verbessert
werden. Allerdings fuhrte das Glutathion zu einer kratzigen Bittere im Bier.

In einem Extremversuch wurde auch der Einfluss auf die Lag-Time Messung

getestet.

Tabelle 8: Einfluss von Glutathion auf die Lag-Time Messung.

Probe Lag-Time [min]
Vergleich 9
100 mg/l Glutathion 52

Die Tabelle 8 zeigt, dass auch die Lag-Time durch Zugabe von Glutathion deutlich
gesteigert werden konnte. Als Begrindung lasst sich die Reaktion des Glutathion
mit Eisen-(ll)-lonen annehmen. Dadurch ware die Nahe zum Hydroxylradikal bei
dessen katalytischen Generierung gewahrleistet und das Glutathion konnte
effektiv als Radikalscavenger reagieren (SPEAR und AUST 1995).

Es wurde nun versucht, Glutathion durch Autolyse der Hefe im Bier anzureichern.
Es konnte jedoch keine Steigerung der antioxidativen Tests durch diese
Malnahmen erreicht werden. In diesem Bereich sollten noch Untersuchungen
folgen, inwieweit Hefe Glutathion ausscheiden kann und ob dieses zum Beispiel in
Hefeextrakt oder Gelager zu finden ist. Auf dem EBC Kongress 2003 in Dublin
wurde zum Beispiel die antioxidative Wirkung von einem Hefeextrakt vorgestellt.
Es wurde jedoch kein spezieller Inhaltsstoff angegeben (BOURDAUDHUI et al.
2003).

5.17 Untersuchungen zur prooxidativen Wirkung von L-Cystein

Nach ANDERSEN et al. (2001) fuhrte die Zudosage schwefelhaltiger Aminosauren
wie L-Cystein zu einem steileren Verlauf des Graphen nach der Lag-Time und
somit zu einer vermehrten Radikalentstehung.

Eigene Untersuchungen zeigten, dass auch in Aqua bidest (mit 5 Vol. % EtOH)

eine Steigerung der Konzentration an L-Cystein eine starke prooxidative Wirkung
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zur Folge hatte (Abbildung 113). Je hoéher die Dosage war, umso mehr Radikale

wurden pro Zeit generiert.

—-2mg/l
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-o-10 mg/l
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Abbildung 113: Einfluss von L-Cystein (in Auqa Bidest (5%-Vol EtOH)) auf die

Lag-Time Messung.

Mit dieser Untersuchung konnten eindeutig prooxidative Einflisse von L-Cystein
nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang mussen im Gegenzug zu den
Antioxidanzien weitere Substanzen gepruft werden, um deren Reaktivitat speziell
in der Matrix Bier zu erkennen. Wie schon bei den Verdlinnungsversuchen
angedeutet, handelt es sich um ein natlrliches Gleichgewicht an pro- und
antioxidativen Substanzen. Dieses ist durch das Malz und die Stammwirze
gepragt. Durch die Zugabe von Hopfen, die Trubentfernung, die Ausfallreaktionen
wahrend der Garung und Lagerung, aber besonders durch die Filterhilfsmittel und
Stabilisierung wird dieses Gleichgewicht fortwahrend im Brauprozess gestort oder
verschoben. Speziell auf die letzten Einflisse wird in den nachsten Kapiteln

genauer eingegangen.
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5.18 Untersuchung des Einflusses von Stabilisierungsmitteln auf die

antioxidativen Tests

Zur Untersuchung des Einflusses von Stabilisierungsmitteln auf die phenolischen

Substanzen und die antioxidativen Tests, wurden folgende Bedingungen im

Praxismalistab flr die zu untersuchenden Proben (untergariges Pilsner) gewahlt:

Unstabilisierte Probe.

Mit 50 g/hl PVPP (Divergan F, BASF, Deutschland) behandelte Probe.

Mit 80 g/hl Kieselgel (Daraclar 7500, GRACE Davison, Deutschland)
behandelte Probe.

Mit einer Mischung aus PVPP (30 g/hl) und Kieselgel (30 g/hl) behandelte
Probe.

Die Abbildung 114 zeigt, dass die Verwendung von Kieselgel einen negativen

Einfluss auf die Lag-Time ausubte. Sie lag um fast 20 % unterhalb der Probe, die

nur mit PVPP stabilisiert wurde. Dass die unstabilisierte Probe keine Lag-Time

aufwies, lies vermuten, dass die Entnahme nicht sauerstofffrei erfolgte und in dem

Zeitraum bis zur Messung das verantwortliche SO, verbraucht war.
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40 = @ Stabilitatsindex [%]

30 4
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10 - ['
0

unstabilisiert PVPP Gemisch Kieselgel

Abbildung 114: Einfluss verschiedener Stabilisierungsmittel auf die Verdnderung

der antioxidativen Tests.
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Entsprechend niedrig lag auch das antiradikalische Verhalten. In den stabilisierten
Proben verhielt sich das antiradikalische Verhalten entsprechend zur Lag-Time.
Das antiradikalische Potenzial wurde durch die reine PVPP-Stabilisierung am
deutlichsten reduziert, was durch die spezifische Entnahme phenolischer
Substanzen nachvollziehbar war. Das Reduktionsvermdgen lag ebenfalls nach der
PVPP-Stabilisierung am niedrigsten. Ein ungewohnlich hohes und nicht
nachvollziehbares Ergebnis von uber 80 % zeigte sich in der unstabilisierten
Probe.

Der berechnete Stabilitatsindex lag vor allem aufgrund der Lag-Time in der
unstabilisierten Probe am niedrigsten. Bei den stabilisierten Proben blieb der Index
etwa gleich, da die abnehmende Lag-Time durch die Zunahme des
antiradikalischen Potenzials rechnerisch ausgeglichen wurde.

Abbildung 115 zeigt, wie sich die Ergebnisse der nasschemischen Analysen flr
phenolische Substanzen verhielten. So nahmen alle Fraktionen durch die
angewandte PVPP-Stabilisierung deutlich ab. 50 g/hl PVPP stellt die maximal
zulassige Dosage dar. Im Gemisch wurden schon bei einer Dosage von 30 g/hl im

Bier keine Tannoide mehr nachgewiesen.
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Abbildung 115: Verdnderung der Gehalte an phenolischen Substanzen durch

Verwendung unterschiedlicher Stabilisierungsmittel.

Die Gesamtpolyphenole und Anthocyanogene nahmen ebenfalls deutlich ab. Eine

gesteigerte Dosage an PVPP bewirkte keine starkere Abnahme. Die reine
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Kieselgelstabilisierung flihrte zu keiner Veranderung im Polyphenolspektrum. Es
zeigte sich bei der Untersuchung einzelner Substanzen, dass in erster Linie die
Fraktion der Flavonoide durch die PVPP-Stabilisierung betroffen ist. Die
Phenolcarbonsauren wurden kaum beeinflusst (siehe auch Kapitel 5.21).

Um die Einflisse der Stabilisierungsmittel auf die einzelnen antioxidativen Tests
zu Uberpriufen, wurden diese einem Bier in unterschiedlichen Dosagen
zugegeben. Das Bier wies noch Tannoide auf und war entsprechend nur gering
mit PVPP stabilisiert worden. Um eine homogene Losung und Reaktion zu
gewahrleisten, wurden die Proben eine Stunde gerlhrt.

Abbildung 116 zeigt, dass mit ansteigender PVPP-Dosage das antiradikalische
Potenzial um etwa 16 % abnahm. Die anderen Tests blieben unbeeinflusst.
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Antiradikalisches Potenzial [%]

Abbildung 116: Einfluss der PVPP-Dosage auf das antiradikalische Potenzial.

Es ist zu berlcksichtigen, dass auch die Faltenfiltration bereits einen Einfluss
hatte. So nahm allein bei diesem Arbeitsschritt das antiradikalische Potenzial im
Durchschnitt um 10 % ab.

Durch die Zugabe von Kieselgel (Daraclar 7500) wurden wie bei der ersten
Versuchsreihe, die Lag-Time und gleichzeitig das antiradikalische Verhalten
beeinflusst. Abbildung 117 zeigt, dass die Lag-Time nach der grof3ten Dosage von

Daraclar um 9 % abnahm.
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Abbildung 117: Einfluss der Dosage von Kieselgel auf die Lag-Time Messung.

Das Ergebnis bei einer Dosage von 40 g/hl war nicht erklarbar. Ansonsten ware
die Abnahme der Lag-Time durch die Zufuhr von Eisenionen durch das Kieselgel
erklarbar. Diese konnten die Radikalentstehung wie schon vorher erwahnt negativ
beeinflussen. Laut Spezifikation der Hersteller sollte der Wert an in Bier I6slichen
Eisen kleiner gleich 50 ppm (E. Begerow GmbH Co., Langenlonsheim / Germany)
liegen. Dies konnte fur die Beurteilung von Stabilisierungsmitteln in Hinblick auf
die Geschmacksstabilitat des Bieres zukunftig von Bedeutung sein.

Dies galt auch fur die Verwendung von Kieselgur. So zeigte ein Dosageversuch,

dass die Lag-Time bzw. das antiradikalische Verhalten ebenfalls abnahm
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Abbildung 118: Einfluss der Kieselgurdosage auf die Lag-Time Messung.
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Der negative Einfluss war schon bei einer Dosage von 50 g/hl erreicht worden.
Auch hier war mit einer Zufuhr von Eisenionen aus der Kieselgur zu

argumentieren.

5.19 Einfluss der Stabilisierung auf das antioxidative Potenzial und den

Gehalt an phenolischen Substanzen in der Praxis

Fir die Untersuchungen des Einflusses der Stabilisierung mit PVPP und der
Filtration auf die Gehalte an Polyphenolen und das antioxidative Potenzial wurde
in einer Brauerei bei drei Biersorten (Helles, Export, Pils) eine Stufenkontrolle
durchgefuhrt. Es wurden Proben vor dem Filter und im Drucktank genommen. Das
abgeflllte Bier wurde zusatzlich forciert gealtert und es wurden neben der
Alterungsverkostung die Alterungsindikatoren bestimmt. Es wurden zwei
Untersuchungsreihen durchgefuhrt. Die Zahlen sind im Anhang in den Tabellen
T25 bis T40 zu finden.

5.19.1 Untersuchung des Biertyp Helles
Im Biertyp Helles nahmen alle phenolischen Fraktionen der Reihe 2 wahrend der

Stabilisierung und Filtration ab. In Reihe 1 waren die Gesamtpolyphenole im

Drucktank hoher als vor dem Filter.
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Abbildung 119: Verdnderung der phenolischen Substanzen in der Biersorte Helles.
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Dieses Problem trat wahrend der Untersuchung bei mehreren Parametern auf. Die
Frage war, ob der Wert im Drucktank oder vor dem Filter falsch war. Diese
Schwankungen waren wahrscheinlich auf die problematische Probennahme
mittels Bugelverschlussflasche im Lager- und Drucktank zurtuckzufuhren. Die
Tannoide waren in Reihe 1 nach der Stabilisierung nicht mehr nachweisbar. In
Reihe 2 konnte noch ein geringer Gehalt nachgewiesen werden. Nach Angabe der
Brauerei wurde konstant mit einer Gabe von 50 g/hl PVPP gearbeitet. Die Fraktion
der Anthocyanogene nahm ebenfalls wahrend der Filtration ab, blieb jedoch bis in
die Flasche auf nahezu konstantem Niveau.

Die Lag-Time (Abbildung 120) nahm wahrend der Stabilisierung und Filtration in
Reihe 2 zu, was nur auf die Probennahme zurickzufuhren sein konnte. Es wurden
allerdings nicht alle Untersuchungen nur aus einer Flasche durchgefuhrt, was eine
zusatzliche Abweichung hervorrufen kénnte. Dies zeigte sich zum Beispiel am
Gehalt des Schwefeldioxids, der wahrend der Stabilisierung abnahm und so nicht

mit der Lag-Time in Zusammenhang gebracht werden konnte.
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Abbildung 120: Verédnderung der antioxidativen Tests wéhrend der Stabilisierung

und Filtration bei der Biersorte Helles.

Das antiradikalische Verhalten sank in Reihe 1 wie es erwartet wurde, blieb
allerdings in der 2. Reihe auf dem gleichen Niveau. Das antiradikalische Potenzial
nahm bei beiden Untersuchungsreihen wahrend der Filtration ab und blieb bis in

die Flasche auf gleichem Niveau. Das Reduktionsvermdgen nahm ebenfalls bei
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beiden Reihen wahrend der Filtration ab und stieg geringfligig zur Flasche an. Der
Stabilitatsindex als Summenparameter nahm in der 1. Reihe um fast 10 % ab, in
Reihe 2 nahm er zur abgefullten Flasche hin leicht zu. Er lag aber grundsatzlich

auf niedrigem Niveau.

5.19.2 Untersuchung des Biertyp Pils

Im Zusammenhang der Ungleichmalligkeiten der Ergebnisse, musste auch die
leichte Verdinnung am Filter berlcksichtigt werden, die auf die Analytik Einfluss
nehmen konnte. So nahmen zum Beispiel bei der Sorte Pils in Reihe 1 die
Stammwurze um etwa zwei Zehntel, der Alkoholgehalt und pH-Wert um etwa ein
Zehntel ab. In der Reihe 2 sprangen die Werte, was wiederum die Schwierigkeiten
der Probennahme erklaren kdnnte.

Im Biertyp Pils nahmen die Gesamtpolyphenole bei beiden Versuchsreihen
wahrend der Filtration deutlich ab und blieben bis ins abgefullte Bier etwa gleich.
Der Gehalt an Anthocyanogenen lag in der Reihe 1 schon vor dem Filter niedriger
als in Reihe 2, war allerdings im Drucktank auf gleichem Niveau. In beiden
Versuchen nahm diese Fraktion wahrend der Filtration ab. Die Fraktion der

Tannoide war nur in Reihe 2 vor dem Filter nachweisbar.
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Abbildung 121: Verdnderung der phenolischen Substanzen in der Biersorte Pils.
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Die antioxidativen Tests der Biersorte Pils sind in Abbildung 122 dargestellt. Die
Lag-Time Werte verringerten sich in der Reihe 1 wahrend der Filtration. Dies war
mit der Verwendung der Filterhilfsmittel erklarbar. In Reihe 2 kam es zu einer
Zunahme, was wiederum nur auf schlechte Probennahme zurlckzufuhren war.
Das antiradikalische Verhalten nahm bei der Reihe 1 wie die Lag-Time ab. Das
antiradikalische Potenzial nahm wahrend der Filtration entsprechend wie die
Polyphenole ab. Das Reduktionsvermogen wurde bei beiden Versuchsreihen bis

zur abgefullten Flasche verringert.
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Abbildung 122: Verdnderung der antioxidativen Tests bei der Biersorte Pils.

Der Stabilitatsindex lag in Reihe 2 auf fast konstantem Level. In Reihe 1 nahm er
wie alle Einzelanalysen bis in das abgefullte Bier ab. Die Werte waren wie das
Helle gerade noch auf durchschnittlichem Niveau. Der Biertyp Pils zeigte keine
gesteigerten antiradikalischen Effekte gegenuber dem Typ Helles.

5.19.3 Untersuchung des Biertyp Export
In der Biersorte Export schwankten die Gehalte an Gesamtpolyphenolen in allen
Proben sehr stark (Abbildung 123). Die Anthocyanogene nahmen in der Reihe 2

aufgrund der bisherigen Ergebnisse nachvollziehbar ab. In Reihe 1 kam es erst

wahrend der Abflillung zu einer Reduzierung. Die Tannoide nahmen in Reihe 1 mit
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der Stabilisierung auf einen nicht nachweisbaren Gehalt ab. In Reihe 2 waren sie

noch im Drucktank zu messen.
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Abbildung 123: Verdnderung der phenolischen Substanzen in der Biersorte

Export.

Die Lag-Time (Abbildung 124) veranderte sich in der Versuchreihe 1 nicht, lag
jedoch auf einem sehr niedrigen Niveau. In der 2. Reihe kam es zu einem nicht

erklarbaren Anstieg.
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Abbildung 124: Verdnderung der antioxidativen Tests bei der Biersorte Export.
Das antiradikalische Verhalten nahm in der Reihe 1 deutlich ab, was wiederum auf

die Verwendung von Filterhilfsmitteln zurtuckzufuhren ist. Zum einen ist der

klarende Effekt verantwortlich, zum anderen koénnen prooxidative Substanzen
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zugeflhrt worden sein. Das antiradikalische Potenzial nahm ebenfalls parallel zur
Entfernung der Polyphenole ab. In der ersten Versuchsreihe verringerte sich das
Reduktionsvermogen, in der zweiten nahm es zu. Da auch die Lag-Time zunahm,
musste hier ebenfalls mit einer Problematik bei der Probennahme argumentiert
werden.

Der Stabilitatsindex stieg in der zweiten Versuchsreihe auf Gber 50 %. Allerdings
war die Zunahme insgesamt nicht nachvollziehbar. So waren die Probennahmen
vor dem Filter und im Drucktank kritisch zu betrachten. In der ersten Reihe
verringerte sich der Stabilitatsindex entsprechend den Ergebnissen der einzelnen

Analysen und lag von allen untersuchten Bieren am niedrigsten.

5.19.4 Zusammenhange zwischen den Ergebnissen aller untersuchten Biere

innerhalb der Brauerei

Neben den antioxidativen Tests wurden auch Alterungsindikatoren und die
Alterungsverkostung durchgefihrt, um den Einfluss der Stabilisierung auf die
Geschmacksstabilitdt beurteilen zu kdénnen. Da die antioxidativen Tests stark
beeinflusst wurden, sollte gepruft werden, ob schon im Lagerkellerbereich die zu
erwartende Geschmacksstabilitat, zum Beispiel durch die Gehalte an Tannoiden,
gemessen werden konnte. Wie schon in Kapitel 5.12 gezeigt wurde, ergaben sich
innerhalb einer Brauerei, bei gleicher technologischer Verfahrensweise, insofern
Zusammenhange. Dazu wurden alle Ergebnisse der untersuchten Biere
miteinander verglichen.

Abbildung 125 zeigt, dass in der ersten Versuchsreihe das Exportbier die hdchste
Summe an Alterungsindikatoren im forciert gealterten Zustand aufwies. Es hatte
auch den niedrigsten Stabilitatsindex. Alle drei Sorten hatten im frischen Zustand
schon ein hodheres Niveau als in Reihe 2, welche insgesamt besser abschnitt.
Jedoch waren die Werte zwischen 180 und 200 ug/l in der Summe der
Alterungsindikatoren  grundsatzlich schlechter als die erfahrungsgemal

durchschnittlichen Ergebnisse bei dieser Analyse.
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Abbildung 125: Alterungsindikatoren der untersuchten frischen und forciert

gealterten abgefiillten Biere.

Wurden alle Ergebnisse miteinander verglichen, so zeigten sich
brauereispezifische Zusammenhange, die sich aufgrund der angewandten

Technologie ergaben.
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Abbildung 126: Zusammenhang zwischen den Sauerstoffindikatoren im frischen
Bier und der Alterungsakzeptanz (links) bzw. der Alterungsnote (rechts) im forciert

gealterten Bier.

Abbildung 126 zeigt, dass mit der Zunahme der Summe an Sauerstoffindikatoren
im abgeflillten Bier die Alterungsakzeptanz ab- und die Alterungsnote der forciert
gealterten Biere zugenommen hatten. Die gro3en Unterschiede in den Gehalten
an Sauerstoffindikatoren sprachen flr eine unkontrollierte Sauerstoffaufnahme
wahrend der Filtration oder Abflllung. Der Einfluss der Warmeindikatoren zeigte

dagegen keinen Zusammenhang mit den sensorischen Eindrucken.
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Es wurde des Weiteren der Stabilitatsindex dem Gehalt an Alterungsindikatoren
gegenubergestellt. Abbildung 127 zeigt den Zusammenhang zwischen dem
Stabilitatsindex der untersuchten Biere vor dem Filter, im Drucktank und in der
abgefullten Flasche und der Summe an Alterungsindikatoren in den abgefullten

Bieren.
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Abbildung 127: Zusammenhang zwischen der Summe der Alterungsindikatoren
der forciert gealterten Biere und dem Stabilitdtsindex der Biere vor dem Filter

(oben links) im Drucktank (oben rechts) und im abgefiillten Bier (unten).

In der Probe vor dem Filter konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Stabilitatsindex und der Summe an Alterungsindikatoren in den abgefullten Bieren
nachgewiesen werden. Der Zusammenhang wurde allerdings bis zum abgefullten
Flasche hin deutlicher. Es konnte somit keine Aussage Uber die zu erwartende
Geschmacksstabilitat mittels Stabilitatsindex vor dem Filter getroffen werden. Im
abgeflllten Bier zeigte sich, dass je groRer der Index, umso geringer war der
Gehalt an Alterungsindikatoren. Dieser Zusammenhang wurde in erster Linie
durch die Warmeindikatoren gepragt. Der Stabilitatsindex zeigte entsprechend

keinen Zusammenhang mit den Sauerstoffindikatoren und den sensorischen
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Ergebnissen, wie er vorher dargestellt wurde. Die Einzelanalysen und der Gehalt
an Schwefeldioxid zeigten keinerlei Zusammenhang mit den sensorischen
Ergebnissen.

Ein sehr guter Zusammenhang zeigte sich zwischen dem Gehalt an
Gesamtpolyphenolen, nicht jedoch an Tannoiden, vor dem Filter und der
Alterungsakzeptanz der forciert gealterten Biere. Durch die Verringerung der
Polyphenole am Filter war dieser Zusammenhang im Drucktank nicht mehr
nachweisbar. Hier lies sich ein Ansatz erkennen, dass die Fraktion an
phenolischen Substanzen im Lagerkellerbereich als Indikator flr ein
sauerstofffreies Arbeiten wahrend des Brauprozesses steht und so einen Hinweis

fur die zu erwartende Geschmacksstabilitat geben kann.
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Abbildung 128: Zusammenhang zwischen der Alterungsakzeptanz der forciert
gealterten abgefiillten Biere und dem Gehalt an Gesamtpolyphenolen vor dem

Filter (oben links), Drucktank (oben rechts) und im abgefillten Bier (unten).
Die Veranderung des Spektrums an phenolischen Substanzen durch die

Stabilisierung und die eventuelle Aufnahme von Sauerstoff am Fdlller lieRen

keinen direkten Zusammenhang in der abgefullten Flasche mehr erkennen.
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Die Ergebnisse zeigten, dass tendenziell die phenolischen Fraktionen vor der
Stabilisierung eine Aussage Uber die oxidative Belastung in einer Brauerei
machen konnen. Die Stufenkontrolle zeigte jedoch, dass es wichtig ist, dass die
folgende Filtration, Stabilisierung und Abfullung keinen negativen Einfluss mehr in
den Produktionsprozess einbringt. Dies war in diesem Praxisbetrieb wohl nicht der
Fall. Zusatzlich zeigte sich die Probennahme als sehr schwierig und so mussen
die Ergebnisse vor dem Filter und im Drucktank mit Vorsicht betrachtet werden.
Interessant war der Einfluss des Sauerstoffs auf die Sensorik, der durch die
antioxidativen Tests nicht erfasst wurde. Diese reagierten dagegen auf die
thermische Belastung.

AbschlieRend kann gesagt werden, dass diese Stufenkontrolle zeigte, dass die
Untersuchungen ganz spezifisch in Brauereien durchgefuhrt werden missen. Das
Beispiel zeigte zudem, wie schwierig sich derartige Kontrollen im Praxismalistab
darstellen. Es sind noch weitere Projekte notig, um die Zusammenhange zwischen
der Qualitat des Bieres im Lagerkeller und der 2zu erwartenden
Geschmacksstabilitdt zu erforschen. Aber es konnte gezeigt, werden, wie leicht
die Beurteilung der Geschmacksstabilitat durch technologische MalRnahmen

beeintrachtigt werden kann.

5.20 Gegeniiberstellung des antioxidativen Potenzials phenolischer

Substanzen und ihr Beitrag zur Triibung

Phenolische Substanzen kdnnen mit Eiweildfraktionen zu Tribungen fuhren und
so die kolloidale Stabilitdt des Bieres negativ beeinflussen. Es stellte sich die
Frage, ob die antioxidative Reaktivitat einzelner Substanzen mit ihrer
Trubungsbildung zusammenhangt.

Um einen Einblick in diese Problematik zu bekommen, wurde ein einfacher
Versuchsansatz gewahlt. Es wurden einzelne Substanzen solange 10 ml Bier
dosiert, bis sich eine dauerhafte Tribung eingestellt hatte. Um eine bessere
Losung der Substanzen zu gewahrleisten und fruhzeitige Trubungen zu

vermeiden, wurden die Proben in ein Ultraschallbad gestellt. Da es nicht moglich
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war, derart gro3e Konzentrationen wie es flr eine Tribung notwendig war, in einer
Lésung bereitzustellen, mussten die Reinsubstanzen als Feststoff dem Bier
zugegeben werden. Die Einwaage betrug je Dosage 20 mg. Aus der insgesamt
zudosierten Menge konnte die bendtigte Stoffmenge der Substanzen aufgrund der
Molmasse bestimmt werden. Das (-)-Epicatechin, das in diesem Fall schon bei
einer einmaligen Dosage zur Dauertribung flhrte, wurde als Referenz
herangezogen und hatte den Trubungsfaktor von 100. Abbildung 129 zeigt, in
welchem Verhaltnis die anderen Substanzen zu dieser Referenz standen, das
hei3t um wie viel geringer ihre Tribungsreaktivitat lag. Als Einstufungsparameter
wurde ein Tribungsfaktor definiert. Dieser zeigte deutliche Unterschiede zwischen

den einzelnen Substanzen.
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Abbildung 129: Tribungsfaktor der phenolischen Reinsubstanzen.

Es zeichnete sich ab, dass die typisch antioxidative Struktur, die di-
Hydroxygruppe, mit diesen Ergebnissen keinen Zusammenhang ergab. So zeigte
die Gallussaure mit der tri-Hydroxystruktur eine deutlich niedrigere Aktivitat als das
(-)-Epicatechin. Die Protocatechus- und Chlorogensaure, beide mit einer di-
Hydroxygruppe versehen, lagen ebenso auf unterschiedlichem Niveau.

Die Trubungsfaktoren der phenolischen Substanzen wurden nun auf
durchschnittliche Gehalte im Bier (KRUGER und ANGER 1995) berechnet.
Daraus ergab sich die zu erwartende Trubungsaktivitat der einzelnen Substanzen

im Bier. Diese Werte wurden ebenfalls mit dem (-)-Epicatechin in Bezug gesetzt.
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Abbildung 130: Triibungsfaktor phenolischer Substanzen berechnet auf den

durchschnittlichen Gehalt in Bier.

Auch bei dieser Berechnung ergaben sich klare Unterschiede zwischen den
Substanzen, die trotz des einfachen Versuchansatzes einen Uberblick tiber deren
Beteiligung an Trubungen geben konnten.

Auf der anderen Seite wurde das antiradikalische Potenzial ebenfalls auf den
durchschnittlichen Gehalt der Substanzen in Bier berechnet. Als BezugsgroRe fur
den relativen antioxidativen Beitrag diente wieder das (-)-Epicatechin und wurde

mit 100 dargestellt.
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Abbildung 131: Relativer antiradikalischer Beitrag phenolischer Substanzen in

Bier.
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Die Gallussaure lag aufgrund ihres sehr guten ARP und hohen Gehaltes in Bier
deutlich uber diesem Niveau.
Abbildung 132 zeigt, dass kein direkter Zusammenhang zwischen der Beteiligung

an Tribungen und dem antiradikalischen Potenzial einzelner Substanzen vorlag.
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Abbildung 132: Vergleich des Triibungsfaktors und des relative antioxidativen

Beitrages einzelner phenolischer Substanzen in Bier.

Gerade die Phenolcarbonsauren zeigten klare Unterschiede. Dies hatte zur Folge,
dass die trubungsaktiven Substanzen, die mittels PVPP entfernt werden kdnnen,
fur das antioxidative Potenzial des Bieres nicht im Vordergrund stehen und dieser
technologische Schritt somit keinen negativen Effekt auf die Geschmacksstabilitat
haben muss. In diesem Zusammenhang konnte sogar argumentiert werden, dass
antioxidativ relevante Komponenten trotz Stabilisierung in das Bier gelangen, vom
Korper aufgenommen werden und so eine physiologisch wertvolle Rolle spielen

konnen.
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5.21 Zusammenhang zwischen der nasschemischen Analytik von
Polyphenolen und den Gehalten an einzelnen phenolischen Substanzen

Bei den Untersuchungen der Veranderung phenolischer Substanzen wahrend der
Stabilisierung mit PVPP konnten klare Zusammenhange zwischen den Gehalten
an einzelnen phenolischen Substanzen und den Ergebnissen der nasschemischen
Untersuchungen erkannt werden. So zeigte sich ein sehr guter Zusammenhang (r
= 0,90) zwischen dem Gehalt an Catechin und der Bestimmung der Tannoide
(Abbildung 133). Der Pearsonsche Korrelationskoeffizient lag bei der Messung fur

die Flavonoide sogar bei r = 0,99.
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Abbildung 133: Zusammenhang zwischen der Bestimmung der Tannoide und dem

Gehalt an Catechin in Bier.

Die Tabelle 9 zeigt die Pearsonschen Korrelationskoeffizienten zwischen weiteren
bestimmten phenolischen Substanzen und den nasschemischen Untersuchungen.
In diesem Zusammenhang wurde auf eine graphische Darstellung fur jede

einzelne Substanz verzichtet.
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Tabelle 9: Zusammenhang zwischen den nasschemischen Analysen phenolischer

n.a. nicht auswertbar (aufgrund des geringen Probenumfanges konnte bei diesen

Irrtumswahrscheinlichkeiten:

*

*%

*k%

Substanzen und den Gehalten an einzelnen Komponenten im abgefiillten

Bier (N = 8).

Substanzen keine Korrelation berechnet werden)

=>qa=0,05
=>q =0,01
=> g = 0,001
Gesamt- Antho-
Tannoide voh | Flavonoide
o enole cyanogene
[mg PVPI/I] polyp y g [mg/l]
[mgl/l] [mg/l]

m/z 609 GG n.a. n.a. n.a. n.a.
m/z 593 GC n.a. n.a. n.a. n.a.
m/z 897 GGC n.a. n.a. n.a. n.a.
Prodelphinidin B3 0,95 ** 0,89 ** 0,90 ** 0,89 **
m/z 451 C-hexosid 0,83 * 0,77 * 0,75 * 0,76 *
m/z 593 GC n.a. n.a. n.a. n.a.
m/z 577 CC n.a. n.a. n.a. n.a.
Procyanidin B3 0,95 *** 0,92 ** 0,92 ** 0,92 **
Catechin 0,90 ** 0,97 *** 0,95** 0,99 ***
Epicatechin 0,76 * 0,94 ** 0,92 ** 0,95 ***
Protocatechusséaure n.a. n.a. n.a. n.a.
p-Hydroxybenzoesaure -0,20 -0,10 -0,04 -0,12
Vanillinsiure 0,56 0,74 0,75* 0,74
Kaffeesaure -0,28 -0,18 -0,20 -0,23
p-Cumarséaure -0,34 -0,37 -0,31 -0,42
Ferulasaure -0,58 -0,48 -0,49 -0,54
Sinapinsaure 0,15 0,32 0,19 0,28
t-Zimtsaure n.a. n.a. n.a. n.a.
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Es zeigte sich, dass mit der nasschemischen Analytik in erster Linie
Proanthocyanidine gemessen wurden. Die Phenolcarbonsauren hatten dagegen
kaum einen Einfluss auf die Messungen. Eine Ausnahme bildete die Vanillinsaure,
die mit der Messung der Anthocyanogene einen signifikanten Zusammenhang
erkennen lies. Es ist noch ein langer Weg, bis die einzelnen phenolischen
Substanzen aus dem Malz und Hopfen identifiziert sind und den nasschemischen
Untersuchungen zugeordnet werden kdnnen.

Die Ergebnisse bestatigen nochmals, dass zwischen der Fraktion der Tannoide
und den Phenolcarbonsauren kein Zusammenhang vorlag und diese

entsprechend mit PVPP nicht oder nur im geringen Mal3e reagieren.
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5.22 Untersuchung der Geschmacksstabilitat abgefullter Biere

5.22.1 Einfluss der Alterung auf die Gehalte an phenolischen Substanzen

Um den Einfluss von Polyphenolen auf die Geschmacksstabilitat des abgefillten
Bieres zu untersuchen, wurde sowohl in den frischen, als auch den forciert
gealterten Proben der Gehalt an einzelnen phenolischen Substanzen gemessen.
Des Weiteren wurden die antioxidativen Tests und Verkostungen der Biere
durchgefuhrt. Tabelle 10 zeigt stellvertretend fur die jeweilige Substanzgruppe,
dass weder die Gruppe der Proanthocyanidine, vertreten durch das Catechin,
noch die Phenolcarbonsauren, hier die Ferulasaure, einen Zusammenhang mit der
Alterungsverkostung aufzeigten. Die Daten sind im Anhang auf den Seiten 258 bis
265 aufgelistet.

Tabelle 10: Gegentberstellung des Gehaltes an phenolischen Substanzen und

der Alterungsakzeptanz forciert gealterter Biere.

H3 P8 P5 P7 P4 H4 H5 H9
Catechin [mg/l] 5,80 1,77 0,70 4,49 1,40 0,87 5,43 4,84
Ferulaséure [mg/l] 1,15 1,02 2,38 1,46 1,86 1,50 1,22 1,51
Alterungsakzeptanz [%)] 83 78 67 65 63 60 58 45

In der Tabelle 11 sind die Pearsonschen Korrelationskoeffizienten der weiteren
Substanzen aufgelistet. Die Sinapinsaure zeigte als einzige Substanz einen
Zusammenhang mit der Alterungsakzeptanz. Allerdings war ein negativer
Koeffizient berechnet worden, das hiel3, je mehr von dieser Phenolcarbonsaure im
frischen Bier vorhanden war, umso schlechter war die Akzeptanz des gealterten
Bieres.

Fur die Alterungsnote der forciert gealterten Biere ergaben sich vergleichbare
Ergebnisse. Der Korrelationskoeffizient fur die Sinapinsaure war bei diesem
Vergleich +0,77. Es wird zu klaren sein, ob es sich tatsachlich um einen

statistischen oder vielleicht zufalligen Zusammenhang handelte.
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Tabelle 11: Pearsonscher Korrelationskoeffizient zwischen dem Gehalt an
phenolischen Substanzen im frischen Bier und der Alterungsakzeptanz der forciert

gealterten Biere (N=7, Sinapinséure: a = 0,05).

Pearsonscher

Substanz Korrelations-
koeffizient

m/z 594 GC Prodelphinidin B3 0,17
m/z 451 C-hexosid 0,12
m/z 577 CC Procyanidin B3 0,12
Catechin -0,06
Epicatechin -0,36
p-Hydroxybenzoesaure 0,18
Vanillinsdure 0,00
Kaffeesaure -0,31
p-Cumarséaure -0,11
Ferulasaure -0,27
Sinapinsaure -0,77 *

Die Veranderungen der Gehalte an phenolischen Substanzen vom frischen zum
forciert gealterten Bier waren laut Institut fur Lebensmittelwissenschaft und
Lebensmittelchemie an der Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat in Bonn
nicht signifikant. Es war somit nicht mdglich, einen Zusammenhang zwischen
diesen Substanzen und einer schutzenden Wirkung bei der Bieralterung messbar
nachzuvollziehen. Die phenolischen Substanzen wurden zudem im Bereich ppm
bestimmt, wahrend die Entstehung von Alterungscarbonylen im ppb-Bereich liegt.
Es war die Frage, ob die Menge an eventuell beteiligten Substanzen mit dieser
Analytik nachgewiesen werden konnte. Hierfur ware eine empfindlichere
Messmethode notig.

Wie in Kapitel 5.5.2 schon beschrieben, war bei Bier-pH keine antiradikalische

Aktivitat messbar, was diese Ergebnisse erklaren konnte.
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5.22.2 Einfluss der Alterung auf das antiradikalische Potenzial

Es wurde in einer weiteren Versuchsreihe das antiradikalische Potenzial in zwei
Biertypen (Helles und Pils) wahrend der naturlichen Alterung (Dunkel bei

Zimmertemperatur) und der forcierten Alterung gemessen.
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Abbildung 134: Verlauf des antiradikalischen Potenzials wéhrend der Alterung

eines Bieres vom Typ Helles und die Ergebnisse der Alterungsverkostung.

Abbildung 134 zeigt, dass wahrend der Alterung eines Bieres vom Typ Hell das
antiradikalische Potenzial in den ersten drei Wochen leicht abnahm. Nach sieben
Wochen blieb es auf einem fast konstanten Niveau. Die forcierte Alterung fihrte
zu einer Abnahme, wie sie nach ein bis zwei Wochen naturlich gelagert entsprach.
Die Unterschiede waren allerdings sehr gering und konnten nicht als signifikant

angesehen werden. Auf der anderen Seite zeigte sich in der Verkostung, dass das
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Bier nach 7 Wochen deutlich gealtert war. Der Alterungseindruck war sogar
starker als nach der forcierten Alterung.
Der Biertyp Pils verhielt sich ahnlich wie das Helle. In den ersten drei Wochen kam

es zu einer leichten Abnahme des antiradikalischen Potenzials.
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Abbildung 135: Verlauf des antiradikalischen Potenzials wé&hrend der Alterung

eines Bieres vom Typ Pils und die Ergebnisse der Alterungsverkostung.

Das Ergebnis nach sieben Wochen lag Uber dem Wert von der ersten Woche.
Auch der Wert nach der forcierten Alterung lag Uber dem Wert nach der ersten
Woche. Im Gegensatz zum Typ Helles fiel die Alterungsverkostung nach 7
Wochen besser aus. Die forcierte Alterung fuhrte in diesem Fall zu schlechteren
Ergebnissen als nach der natlrlichen Lagerung. Die Schwankungen des ARP

waren im Gegensatz zu den sensorischen Eindricken zu vernachlassigen.
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Die Untersuchung bestatigte die Ergebnisse zu den einzelnen phenolischen
Substanzen. Es war keine Veranderung der antiradikalischen Aktivitdt wahrend
der Alterung messbar.

Die Zunahme des ARP zwischen der 3. und 7. Woche konnte damit erklart
werden, dass auch die antioxidative Aktivitdt von Melanoidinen mittels DPPH
gemessen werden konnte und so mit der Entstehung von Maillard-Produkten in
Verbindung gebracht werden kann (MORALES und JIMENEZ-PEREZ 2001, KIM
2001).

5.22.3 Einfluss der Alterung auf die Lag-Time und Schwefeldioxid

Um den Verbrauch an Schwefeldioxid im abgeflllten Bier und einen
Zusammenhang mit der Lag-Time zu verfolgen, wurde eine Charge eines Pilsener
Bieres sowohl bei 0 °C als auch bei Zimmertemperatur dunkel gelagert. In
bestimmten Zeitabstanden wurden beide Parameter aus jeweils derselben

Flasche gemessen.
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Abbildung 136: Verlauf des Gehaltes an Schwefeldioxid im abgefiillten Bier

wéhrend der Lagerung.

Die Abbildung 136 zeigt, dass die Lagerung bei 0 °C zu keiner Abnahme des SO,-

Gehaltes fuhrte. Die Lagerung bei Zimmertemperatur dagegen lie® den Gehalt
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deutlich sinken. Auffallig waren die Schwankungen in den ersten 14 Tagen. Diese
lieRen sich im Verlauf der Lag-Time wiedererkennen (Abbildung 137). Es waren
bei beiden Lagerungstemperaturen deutliche Schwankungen zu sehen. Im
Gegensatz zum SO, ahnelten sich die Verlaufe der Graphen sehr stark. Auffallig
waren die nahezu gleichstarken Abweichungen zur selben Messzeit, unabhangig

von der Lagertemperatur.
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Abbildung 137: Verlauf der Lag-Time im abgefiillten Bier wéhrend der Lagerung.

Ingesamt nahmen die Lag-Time Werte wahrend der Lagerung bei
Zimmertemperatur von 115 auf 90 Minuten ab. Bei 0 °C blieb der Wert im
Durchschnitt bei 95 Minuten. Zwischen dem Gehalt an Schwefeldioxid und der
Lag-Time ergab sich somit bei der 0°C-Lagerung keine Korrelation. Die Lagerung
bei Zimmertemperatur zeigte dagegen einen signifikanten Zusammenhang (N =
12, r = 0,69; a = 0,05), da beide Werte Uber den gesamten Messzeitraum hinweg
abnahmen. Die Lag-Time wird somit deutlich vom Gehalt an Schwefeldioxid
beeinflusst.

Die kalte Lagerung fuhrte zu keiner drastischen Abnahme des Gehaltes an SO,
und die Lag-Time blieb entsprechend auf konstantem Niveau, was dafur spricht,
dass kaum Oxidationsreaktionen stattgefunden hatten und die
Geschmacksstabilitat  nicht  beeintrachtigt wurde. Die  gleichmaliigen
Schwankungen konnten nicht erklart werden und sollten Gegenstand weiterer

Forschungen sein.
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5.23 Marktanalyse von 40 Bieren zur Beurteilung der Anwendbarkeit der
Analytik zur Bestimmung der Geschmacksstabilitat

5.23.1 Beurteilung der Geschmacksstabilitat forciert gealterter Biere

Um die Geschmacksstabilitat zwischen Brauereien zu vergleichen, zeigte sich die
Methode des Stabilitatsindex als sehr anfallig gegenlber einzelnen
technologischen Schritten. Wie gezeigt, war die PVPP-Stabilisierung ein
entscheidender Prozess, der aufgrund der ungleichmalligen Veranderung des
Polyphenolspektrums in den Bieren zu starken Schwankungen in den Ergebnissen
der antiradikalischen Tests fuhrte. Gerade das naturliche Gleichgewicht zwischen

pro- und antioxidativ wirkenden Substanzen wurde dadurch deutlich verschoben.
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Abbildung 138: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Gesamitpolyphenolen
und dem antiradikalischen Potenzial (N = 40; r = 0,82, a = 0,01).

Abbildung 138 zeigt, dass das antiradikalische Potenzial sehr gut mit dem Gehalt
an Gesamtpolyphenolen in den untersuchten Bieren zusammenhing. Die
Zusammenhange mit den anderen Fraktionen waren ebenso sehr gut. So lag der
Korrelationskoeffizient bei den Anthocyanogenen bei r = 0,88. Die Korrelation mit
den Tannoiden lag obwohl sie teilweise nicht mehr nachweisbar waren, noch bei r
= 0,79 (N = 26). Die Analytik war entsprechend wie die Polyphenole von der
Stabilisierung beeintrachtigt worden. Da die phenolischen Substanzen keinen

messbaren Einfluss auf die Geschmacksstabilitat im fertigen Bier hatten, konnte
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auch die Analyse des ARP im Gegensatz zu den Ergebnissen von KANEDA et al.
(1995) nicht zur Beurteilung der Stabilitat herangezogen werden.

Auch die Lag-Time zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit der
Alterungsverkostung (r = 0,21) forciert gealterter Biere. Dies konnte bei dem
antiradikalischen Verhalten und dem Reduktionsvermdgen ebenso festgestellt
werden. Der Gehalt an Schwefeldioxid korrelierte nur knapp signifikant (r = 0,32; o
= 0,05) mit den Verkostungsergebnissen bei dieser Vielzahl von untersuchten
Bieren.

Innerhalb einer Brauerei, wo die technologischen Verfahren konstant gehalten
wurden, konnte dagegen eine hohe Signifikanz zwischen der Analytik und den
sensorischen Eindricken erkannt werden. Diese zeigte sich auch bei einem
Vergleich von Bieren, die ahnlich stabilisiert wurden, dass heil3t zum Beispiel so
stark, dass keine Tannoide mehr nachweisbar waren, wodurch bei einer grofen
Probenzahl ein statistischer Zusammenhang erreicht wurde (siehe Korrelation in
Kapitel 5.3). Bei einem direkten Vergleich zweier Biere aus unterschiedlichen
Brauereien sind daher diese Einflisse auf die Analytik zu bertcksichtigen.

Bei dieser Untersuchung zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Bestimmung der Summe an Alterungsindikatoren und den sensorischen

Eindricken der forciert gealterten Biere (Abbildung 139).
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Abbildung 139:  Zusammenhang  zwischen  der  Bestimmung  der
Alterungsindikatoren und der Alterungsakzeptanz in forciert gealterten Bieren (N =
40, r=0,52; = 0,01).
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Besonders die Sauerstoffindikatoren waren flir diese gute Korrelation
verantwortlich. Wurden diese Indikatoren der Verkostung gegenuber gestellt,
ergab sich ein Pearsonscher Korrelationskoeffizient von r = 0,60 und

entsprechend eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,01.
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Abbildung 140: Zusammenhang zwischen den Sauerstoffindikatoren und der

Alterungsverkostung in forciert gealterten Bieren (N = 40; r = 0,60; « = 0,01).

Die Korrelation mit den Warmeindikatoren lag etwas niedriger. Dies deutete darauf
hin, dass die Sauerstoffbelastung einen groReren Einfluss auf die Alterung hatte.
Insgesamt konnte die Bestimmung der Alterungsindikatoren in frisch und forciert
gealterten Bieren zur analytischen Beurteilung der sensorischen Eindricke des
Alterungsaromas sehr gut herangezogen werden. Die antioxidativen Tests zeigten
bei der Beurteilung von Bieren unterschiedlicher Brauereien im Forciertest keinen

signifikanten Zusammenhang.
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5.23.2 Beurteilung der Geschmacksstabilitat natiirlich gealterter Biere

Eine weitere Untersuchung beschaftigte sich mit den unterschiedlichen Einflissen
wahrend der forcierten Alterung und der natlrlichen Lagerung (3 Monate bei
Zimmertemperatur im Dunkeln) der abgefllliten Biere, da der Forciertest teilweise
in Kritik geraten war. Abbildung 141 zeigt, dass das Niveau der
Alterungsindikatoren in den naturlich gelagerten Bieren um etwa 50 ug/l Uber der

forcierten Lagerung lag.
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Abbildung 141: Gegenlberstellung der Summe an Alterungsindikatoren in forciert

gealterten und 3 Monate natlirlich gelagerten Bieren.

Eine genauere Betrachtung der Untergruppen zeigte eine Auffalligkeit bei den

Sauerstoffindikatoren.

40

y = 0,9325x + 8,7964 .

R? = 0,4459 * /
* * .

w
(3]

w
o

N
(3
L

N
o
L

-
(3

Summe der Sauerstoffindikatoren
=

nach 3 Monaten Lagerung [pg/I]

(5]
L

o

0 5 10 15 20 25 30
Summe der Sauerstoffindikatoren nach der forcierten Alterung [ug/1]

Abbildung 142: Gegenliberstellung der Sauerstoffindikatoren in forciert gealterten

und 3 Monate natlirlich gelagerten Bieren.
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Aus der Streuung der Punkte in Abbildung 142 ist zu erkennen, dass einzelnen
Werten der forciert gealterten Biere mehrere unterschiedliche Gehalte in den
naturlich gelagerten Bieren gegenuberstanden. Dies konnte auf die
unterschiedlichen Qualitaten der Compoundmassen in den Kronenkorken und die
entsprechende Sauerstoffmigration in den jeweiligen Flaschen wahrend der
Lagerung zurtickzufihren sein. Diese unterschiedlichen Anfalligkeiten zeigten sich
erst wahrend der naturlichen Lagerung.

Die Summe der Warmeindikatoren und entsprechend die thermische Belastung
lag in den naturlich gelagerten Bieren deutlich, um etwa 100 ug/l, Gber den forciert

gealterten Bieren.

y = 0,8257x + 120,08
R?=0,3137 .

Summ der Warmeindikatoren
nach 3 Monaten Lagerung [pg/l]

0 50 100 150 200 250
Summe der Warmeindikatoren nach der forcierten Alterung [ug/l]

Abbildung 143: Gegenliberstellung der Warmeindikatoren in forciert gealterten und

3 Monate natirlich gelagerten Bieren.

Interessanterweise gab es zwischen den Warmeindikatoren und der
Alterungsverkostung nach 3 Monaten keinen Zusammenhang. Dies traf ebenso
auf die Alterungsindikatoren zu. Auch die Sauerstoffindikatoren korrelierten
deutlich schlechter (r = 0,47) mit der Alterungsakzeptanz als im Forciertest
(Abbildung 144). Die starke Streuung bestatigte die nicht vergleichbaren
Alterungsvorgange aufgrund der unterschiedlichen Sauerstoffbelastungen in den

Flaschen.
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Abbildung 144: Zusammenhang zwischen der Summe an Sauerstoffindikatoren

und der Alterungsakzeptanz in 3 Monate nattirlich gelagerten Bieren.

Diese starke Streuung zeigte sich auch bei der Gegenlberstellung der
Alterungsakzeptanzen beider Alterungsmethoden. Nach 3 Monaten fielen ein paar
Biere mit Werten sogar unter 30 % deutlich heraus. Im Gegenzug wurden Biere

auch besser bewertet als nach der forcierten Alterung.
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Abbildung 145: Gegenliberstellung der Alterungsakzeptanz forciert gealterter und

3 Monate natiirlich gelagerter Biere.

Nach 3 Monaten korrelierte die Alterungsverkostung, speziell die Alterungsnote,
deutlich besser mit der Lag-Time (r = 0,38; o = 0,05) als es bei den forciert

gealterten Bieren der Fall war. Auch der Gehalt an Schwefeldioxid zeigte nun
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einen besseren Zusammenhang mit der Sensorik (r = 0,43; o = 0,05). Dies fuhrte
auch bei der Anwendung des Stabilitatsindex zu besseren Ergebnissen, jedoch
noch nicht zu einer Signifikanz. Die Fraktionen der Polyphenole konnten wiederum
in keinen Zusammenhang mit der Verkostung gebracht werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Analytik nicht nur von brauereitechnologischen
MaRnahmen beeinflusst wurde, sondern auch durch die Art und Weise der
Lagerung. So gut die gaschromatographischen Messungen auf die forcierte
Alterung ansprachen, so schlecht war ihre Aussagekraft wahrend der naturlichen
Alterung. Bei den antioxidativen Tests verhielt es sich gegenlaufig. Grundsatzlich
zeigte sich, dass der Forciertest nicht mit einer dreimonatigen Lagerung
vergleichbar war, sondern einer deutlich kirzeren Lagerperiode entsprach. Es ist
somit dringend notig, den Forciertest anzupassen, um eine entsprechende

naturliche Lagerdauer zu reprasentieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden technologische Einflussfaktoren auf die
endogene antioxidative Aktivitat von Bier untersucht. Es ist bekannt, dass
Sauerstoff im Brauprozess zu unerwunschten Oxidationsreaktionen fihren kann
und die Geschmacksstabilitat beeintrachtigt. Entsprechend ist es wichtig, dass von
Seiten der Rohstoffe naturliche Antioxidanzien dem Brauprozess zugefuhrt
werden. Neben dem stark reduzierend wirkenden Schwefeldioxid, spielen in dieser
Hinsicht phenolische Substanzen eine wichtige Rolle. Des Weiteren zeigen
Melanoidine reduzierende Eigenschaften. Aufgrund dieser grof’en Vielzahl an
Substanzen, die zur Beurteilung des antioxidativen Potenzials des Bieres, aber
auch seiner Zwischenprodukte, herangezogen werden kdnnen, war es notig neue
Methoden zu erarbeiten. Neben der bekannten Lag-Time Messung, die durch den
Gehalt an Schwefeldioxid stark gepragt ist, wurde die Radikalentstehung pro Zeit
wahrend des gleichen Forciertests verfolgt. Das so genannte antiradikalische
Verhalten diente in erster Linie zur Beurteilung von Wuirzen, da hier keine Lag-
Time zu messen war. Der Parameter wurde deutlich durch den Gehalt an
reduzierend wirkenden Substanzen beeinflusst, wobei das Milieu der Probe, wie
pH-Wert und Extraktgehalt, einen Einfluss auf die Analytik hatte. Ein weiterer
Aspekt war das antiradikalische Potenzial, dass sehr spezifisch auf den Gehalt an
phenolischen Substanzen reagierte. Es diente ebenso zur Beurteilung des
Potenzials einzelner Substanzen. Mit dem Reduktionsvermdgen, das in erster
Linie auf Maillard-Produkte reagierte, wurde ein Summenparameter aus den vier
erwahnten Analysen entwickelt. Der sogenannte Stabilitatsindex sollte das
antioxidative Potenzial einer Probe aus mehreren Blickwinkeln beschreiben. Mit
der erweiterten Analytik wurde der Brauprozess verfolgt.

Es konnte bereits in Gerste und Weizen das antioxidative Potenzial bestimmt
werden. Inwieweit sich dieses wahrend der Malzung veranderte, konnte nicht
untersucht werden.

Malze konnten in ihrem antioxidativen Potenzial unterschieden werden, das sich

als abhangig von Sorte und vor allem vom Anbaugebiet zeigte. Malze von Gersten
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aus einem warmeren und feuchteren Gebiet enthielt eine grélere Menge an
Radikalen, aber zugleich hohere Gehalte an phenolischen Substanzen.

Mit Hilfe der Chemilumineszenz-Detektion war es moglich, Oxidationsreaktionen
wahrend des Einmaischens der Malze zu verfolgen. Waren aufgrund des
antioxidativen Potenzials des Malzes die Oxidationsreaktionen niedrig, so aullerte
sich dies in einem hdheren Gehalt an Tannoiden in der Wirze. Zugleich zeigten
die Wurzen weitere bekannte positive Effekte, wie niedrigere Gehalte an Strecker-
Aldehyden.

Die biologische Maischesauerung zeigte ebenfalls positive Effekte auf die
Wurzequalitat, wie einen erhohten Tannoidgehalt. Die antioxidativen
Eigenschaften der resultierenden Biere waren ebenfalls verbessert. Dies aul3erte
sich in einer gesteigerten Geschmacksstabilitat. Die Fraktion der Tannoide bzw.
das Verhaltnis von Gesamtpolyphenolen zu Tannoiden in der Wirze stellte sich
als ein sehr guter Indikator fur die Stabilitat des fertigen Bieres dar.

Die Wourzesauerung fuhrte teils zu besseren Analysenergebnissen als die
Maischesauerung. Dieser Effekt &uRerte sich allerdings nicht in den
Verkostungsergebnissen.

Wahrend der Wirzekochung konnte kein signifikanter Einfluss auf das
antioxidative Potenzial erkannt werden. Dieser technologische Schritt unter
Einbezug jeglicher Hopfenprodukte und Gabevarianten muss in einer eigenen
Arbeit Uberpruft werden.

Das von der Hefe gebildete Schwefeldioxid wird stark durch die Anstelltechnologie
beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass der Hefestamm und der Zeitpunkt des
Drauflassens einer belufteten Wurze die Bildung von Schwefeldioxid
hauptsachlich bestimmten.

Die Verfolgung reduzierender Substanzen und der antioxidativen Tests wahrend
der Hauptgarung stellte sich als schwierig dar, da sich durch den pH-Sturz ein
deutlicher Einfluss des Milieus auf die Analytik zeigte.

Dieser Einfluss machte sich wahrend der Stabilisierung und Filtration des Bieres
noch deutlicher bemerkbar. So veranderte die PVPP-Stabilisierung das Spektrum
an phenolischen Substanzen und beeinflusste die Analytik direkt. Aber auch

Kieselgel und Kieselgur hatten Einfluss aufgrund ihres Gehaltes an Eisen.
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Es wurde aus diesem Grund versucht, die Indikatorfunktion der Tannoide schon
im Lagerkeller zu nutzen. Im Rahmen eines Praxisversuches konnten Tendenzen
erkannt werden, aber es zeigten sich klare Probleme in der Probennahme. Des
Weiteren konnen sich negative Einflusse wie Sauerstoffaufnahme im Filtrations-
und Abflllbereich besonders drastisch auf die Geschmacksstabilitdt auswirken,
weshalb der Zusammenhang mit den Verkostungsergebnissen schwierig zu
knupfen ist.

Es konnte im fertigen Bier kein Einfluss phenolischer Substanzen auf die
Geschmacksstabilitat gemessen werden. Polyphenole zeigten bei einem pH-Wert
von 4,3 keine antiradikalische Aktivitat, was eine Begrundung sein konnte. Bei pH-
Werten, wie sie im Sudhaus vorkommen, konnten Aktivitaten gemessen werden,
was die positiven Ergebnisse der Einmaischversuche bestatigte.

Mit den antioxidativen Tests lieR sich die Geschmacksstabilitdt innerhalb einer
Brauerei signifikant beschreiben. Bei der Beurteilung von Bieren verschiedener
Brauereien musste die Wahl der Alterungsvariante berucksichtigt werden. Zeigten
die antioxidativen Tests bei dem klassischen Forciertest keinen Zusammenhang
mit der Verkostung, so verbesserte sich dieser deutlich bei einer naturlichen
Lagerung von 3 Monaten.

Aus den Ergebnissen geht klar hervor, dass die Geschmacksstabilitat durch die
Rohstoffe, den gesamten Brauprozess und letztlich durch die angewandte Analytik
gepragt ist. Folgende Kontrollbereiche haben sich herauskristallisiert und sollten

berucksichtigt werden:

- Wahl der Gerstensorte und des Anbaugebietes -> Gehalt an phenolischen
Substanzen ist abhangig vom Anbaugebiet.

- Antioxidative Qualitdt des Malzes -> Beurteilung des Einmaischverhaltens
mittels Chemilumineszenz-Detektion.

- Verhaltnis von Gesamtpolyphenolen zu Tannoiden in der Anstellwirze —>
sehr guter Indikator flr die oxidative Belastung wahrend des Maischens
und die zu erwartende Geschmacksstabilitat innerhalb eines Betriebes.

- Mit der Wahl des Hefestammes und der Anstelltechnologie kann Einfluss

auf den Gehalt an Schwefeldioxid genommen werden.
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- PVPP-Stabilisierung hat keinen nachvollziehbaren Einfluss auf die
Geschmacksstabilitat, aber auf die angewandte Analytik zur Beurteilung.

- Gehalt an I6slichem Eisen aus Kieselgel und Kieselgur fuhrt zu deutlicher
Verschlechterung der Geschmacksstabilitat.

- Wahl der Compoundmasse im Kronenkorken -> Sauerstoffmigration in die
Flasche wahrend der naturlichen Lagerung.

- Alle Punkte muiussen betrachtet werden, um eine maximale

Geschmacksstabilitat zu erreichen.

Gerade der letzte Punkt zeigt, wie wichtig die angewandte Analytik zur Beurteilung
der Geschmacksstabilitat ist, da moglichst alle Faktoren bertcksichtigt werden
sollten. In dieser Hinsicht hat sich der Stabilitatsindex als Beurteilungskriterium
innerhalb eines Betriebes bewahrt. Er kann als eine Art historischer Parameter
angesehen  werden, der aufzeigt, in  welchen Bereichen noch
Verbesserungsmaoglichkeiten liegen.

Ein wichtiger Aspekt ist, dass oft versucht wird, neue Forschungsansatze mit alten
Analysenmethoden zu beschreiben. Diese , Tragheit” kann zu Fehlinterpretationen
fuhren, da bestimmte Effekte nicht erkannt wurden. Es muss in Zukunft weiterhin
daran gearbeitet werden, bestehende Analysen auf ihre Aktualitat zu Uberprufen,

um gegebenenfalls neue Parameter einzuflhren.
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Tabelle T1: Verwendete Reagenzien

Firma Artikelnummer
Aminosauren
L-Cystein Merck 2838
Phenolische Substanzen
(+)-Catechin Sigma C1251
Chlorogensaure Sigma C3878
p-Cumarséaure Aldrich H2,320-1
(-)-Epicatechin Sigma E1753
(-)-Epicatechingallat (ECG) Roth 6358
(-)-Epigallocatechin (EGC) Sigma E3768
(-)-Epigallocatechingallat (EGCG) Sigma E4143
Ferulasaure Sigma F3500
Gallussaure Fluka 48630
Gentisinsaure Sigma G5254
Genistein Sigma G6649
p-Hydroxybenzoesaure Sigma H5376
Kaffeesaure Sigma C0625
Quercetin Sigma Q0125
Protocatechussaure Roth 8274
Rutin Sigma R5143
Sinapinsaure Sigma D7927
Syringinsaure Sigma S6881
Vanillinsaure Sigma V2250
Freie Radikale
DPPH Sigma D9132
4-Hydroxy-TEMPO Aldrich 17,614-1
Spin-Trap-Reagenzien
PBN Aldrich 18,027-0
PBN Alexis 430-082-0000
DMPO Aldrich 19,458-1
Reagenzien fur die Chemilumineszenz
Luminol Aldrich 12,307-2
CLA TCI
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Abbildung Al: Verwendete Elektronenspinresonanz-Spektrometer

b) Escan der Firma Bruker, Rheinstetten, Deutschland (Quelle: Eigene Aufnahme

am Institut)

c) Miniscope MS-100 der Firma Magnettech, Berlin, Deutschland (Quelle:
Homepage der Firma Magnettech)
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Abbildung A2: Antiradikalisches

Potenzial der Chlorogensaure

* 3-[3,4-dihydroxyzimtsaure]
* Chlorgenic acid
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Abbildung A3: Antiradikalisches

Potenzial der p-Cumarsaure

* trans-p-Hydroxy-zimtsaure

* p-Coumaric acid
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Abbildung A4: Antiradikalisches

Potenzial von (-)-Epicatechin

* ((2R,3R)-2-(3,4-Dihydroxy-phenyl)-3,4-
dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol)
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Abbildung A5: Antiradikalisches

Potenzial von Epicatechingallat

* (2R,3R)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,4-
dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol3-
(3,4,5-trihydroxybenzoate)
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Abbildung A6: Antiradikalisches

Potenzial von Epigallocatechin

* (2R,3R)-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-
dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol
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Abbildung A7: Antiradikalisches
Potenzial von Epigallocatechin-
gallat
* (2R,3R)-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-
dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol 3-
(3,4,5-trihydroxybenzoate)
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Abbildung A8: Antiradikalisches

Potenzial der Ferulasaure

* 4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure

* Ferulic Acid
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Abbildung A9: Antiradikalisches

Potenzial der Gallussaure

¢ 3,4,5-Trihydroxy-benzoesaure

¢ Gallic acid
9
C—0OH
HO OH
OH
Zeit [min] DPPH [%]
0 100
1 35
2 26
3 20
4 17
5 12
6 10
7 8
8 7
9 7
10 5

DPPH [%]

100

80

60

40

20

\ ARP =82 %

1 2 3 4 5 6

Zeit [min]

10




c0¢

Abbildung A10: Antiradikalisches

Potenzial von Genistein

¢ 5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-
1-benzopyran-4-on 4°,5,7-Tri-

hydroxyisoflavon
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Abbildung A11: Antiradikalisches

Potenzial der Gentisinsaure

* 2,5-Dihydroxybenzoesaure

* Gentisic acid
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Abbildung A12: Antiradikalisches
Potenzial der p-Hydroxybenzoe-

saure

* p-Hydroxybenzoic acid

i
C—0OH

OH

Zeit [min] DPPH [%)]

0 100
93

92
84
78
82
79
77
84
75
68

© 0O ~NO R WNPR

=
o

DPPH [%]

100

80 -

60 -

ARP =16 %

40

20

Zeit [min]

10




S0¢

Abbildung A13: Antiradikalisches

Potenzial von Isoxanthohumol
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Abbildung A14: Antiradikalisches

Potenzial von Kaffeesaure

¢ 3,4-Dihydroxyzimtsaure

¢ Caffeic acid
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Abbildung A15: Antiradikalisches

Potenzial der Protocatechussaure

* Protocatechic acid
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Abbildung A16: Antiradikalisches

Potenzial von Rutin
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Abbildung A17: Antiradikalisches

Potenzial der Sinapinsaure

¢ 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure

* Sinapic acid, Sinapinic acid
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Abbildung A18: Antiradikalisches

Potenzial der Syringinsaure

¢ 4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesaure
¢ Syringic acid
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Abbildung A19: Antiradikalisches

Potenzial der Vanillinsaure

* 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure

* Vanillic acid
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Abbildung A20: Antiradikalisches

Potenzial von Xanthohumol

¢ Xanthohumol
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Tabelle T2: Steigerung des antiradikalischen Potenzials von Bier nach Zugabe von

phenolischen Substanzen

Probe Antiradikalisches Potenzial [%)]
Bier (0-Probe) 77
Gallussaure 82
Bier + Gallusséure 93
Gentisinséaure 58
Bier + Gentisinsaure 87
Protocatechusséure 29
Bier + Protocatechussaure 82
Syriginsaure 27
Bier + Syriginsaure 81
p-Hydroxybenzoesaure 16
Bier + p-Hydroxybenzoesaure 78

Tabelle T3: Korrelation zwischen Gesamtpolyphenolen in Bier und dem

antiradikalischen Potenzial

Gesamtpolyphenole Antiradikalisches | Gesamtpolyphenole Stabilitatsindex

[mg/l] Potenzial [%)] [mg/l] [%6]
142 73 100 46
141 78 114 66
177 62 102 68
84 64 132 66
192 70 166 63
85 46 122 69
99 47 96 68
105 53 180 80
187 84 152 75
86 52 166 81
109 57 189 66
36 58
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Tabelle T4: Korrelation zwischen dem Stabilitatsindex und der Alterungsakzeptanz

Alterungsakzeptanz Stabilitatsindex |Alterungsakzeptanz Stabilitatsindex
[%] [%] [%] [%]
58 52 68 65
60 45 57 52
75 59 80 64
58 47 84 63
62 62 62 60
83 61 58 58
83 61 62 64
58 51 80 65
45 60 90 62
60 48 90 62
93 57 80 56
67 50 88 56
87 55 65 56
63 50 86 59
83 63 68 59
65 47 72 61
78 62 70 59

214



Abbildung A21: Verdinnungsreihen von Bier mit Wasser (Aqua bidest.):
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Radikalentstehung in Bier: Verdinnungsreihe mit Aqua bidest. Die Prozentangabe

gibt den Anteil des Bieres an.
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Verlauf der Lag-Time und der Flache unterhalb der Graphen:

Verdiinnungsreihe mit Aqua bidest. Die Prozentangabe gibt den Anteil des Bieres

an. (Bei 10 % Bieranteil war die Auswertung der Lag-Time nicht mehr mdglich)
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Abbildung A22: Verdiinnungsreihen von Bier mit Wasser (5 % Vol. EtOH):

0,020
0,018
0,016
0,014 1
$ 0,012 —+—0-Probe
§_ -0-75%
@ 0,010 1 -+50%
II. ——25%
T 0,008 - -o-10%
0,006 |
0,004
g
0,002
0,000
0 20 40 60 80 100 120

Zeit [min]

Radikalentstehung in Bier: Verdinnungsreihe mit Aqua bidest und EtOH. Die

Prozentangabe gibt den Anteil des Bieres in der Verdinnung an.
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Verlauf der Lag-Time und der Flache unterhalb der Graphen:
Verdinnungsreihe mit Aqua bidest (5 % Vol. EtOH). Die Prozentangabe gibt den
Anteil des Bieres an. (Bei 10 % Bieranteil war die Auswertung der Lag-Time nicht

mehr madglich)
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Abbildung A23: Verdinnungsreihen von Bier mit Acetatpuffer (pH 4,3):
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Radikalentstehung in Bier: Verdinnungsreihe mit Acetatpuffer(pH 4,3). Prozent-

angabe gibt den Anteil des Bieres an.
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Verlauf der Lag-Time und der Flache unterhalb der Graphen:
Verdiunnungsreihe mit Acetatpuffer (pH 4,3). Die Prozentangabe gibt den Anteil
des Bieres an. (Bei 25 % und 10 % Bieranteil war die Auswertung der Lag-Time

nicht mehr maglich)
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Abbildung A24: Verdinnungsreihen von Bier mit Acetatpuffer (pH 4,3 und 5 % Vol.
EtOH):
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Verlauf der Lag-Time und der Flache unterhalb der Graphen:
Verdunnungsreihe mit Acetatpuffer (pH 4,3 und 5 % Vol. EtOH). Die Prozent-
angabe gibt den Anteil des Bieres an. (Bei 10 % Bieranteil war die Auswertung der

Lag-Time nicht mehr moglich)
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Tabelle T5: Zusammenhang zwischen der Chemilumineszenzmessung und den Wirzedaten.

6T¢C

Einmaisch- 2. Peak Summe der Gesamtpolyphenole Tannoide Anthocyanogene Polymerisations- Gesamtpolyphenole/
peak —rgignay Streckeraldehyde [mg/l] [mg PVP/] [mg/l] index Tannoide
[Signal] [Ho/]
A 8200 3300 154 167 67 76 2,20 2,49
B 10700 4100 428 224 68 87 2,57 3,29
C 9400 2900 236 204 80 88 2,32 2,55
D 10700 2700 388 177 110 114 1,55 1,61
E 8800 2700 219 176 77 84 2,10 2,29
F 11800 3000 312 242 113 93 2,60 2,14
G 8200 2500 256 222 104 72 3,08 2,13
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Tabelle T6: Gehalte an phenolischen Substanzen in Kaltausztigen von Getreide und Malzen.

Gesamt- Gesamt-
Extrakt Tannoide Tannoide Anthocyano- Anthocyano- Flavonoide Flavonoide
polyphenole polyphenole
[GG-%] [mg PVP/I] [mg PVP/g TrS.] gene [mg/l] gene [mg/g TrS.] [ma/1] [mg/h TrS.]
[mall] [mgl/g TrS.]
Gerste 0,92 51 5,9 24 2,8 18 2,1 50 5,8
Pilsner Malz 2,22 68 7,1 21 2,2 11 1,2 20 2,1
Mlnchner Malz 2,61 56 5,9 29 3,0 13 1,4 22 2,3
Wiener Malz 2,53 73 7,6 17 1,7 14 1,4 22 2,3
Melanoidin Malz 2,61 86 9,0 14 1,5 19 2,0 24 2,5
Weizen 1,07 23 2,7 - - 1 0,1 34 4,0
Weizenmalz hell 2,12 19 2,0 - - 2 0,2 20 2,1
Weizenmalz dkl. 2,38 19 2,0 - - 3 0,3 19 2,0
Roggenrdstmalz 5,52 690 n.n. 44 620
Roggen 1,44 15 - 1 43
Caramiinch 2,88 114 25 36 60
Carabhell 2,19 44 8 15 26
Carahell,Bio 1,00 75 20 18 50
Biogerste 2,86 84 15 12 55
Carafa 5,61 565 - 76 615
Rauchmalz 2,35 94 41 20 40
Schwarzer Reis 0,77 224 49 195 43
Hirse 0,80 40 10 3 38

n.n. = nicht nachweisbar

dkl. = dunkel
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Tabelle 7: Antioxidative Tests in Kaltausziigen von Getreide und Malzen.

Antiradika- Antiradika-
Reduktions- Stabilitats-
lisches lisches
) vermogen [%]  index [%)]
Verhalten [%] Potenzial [%]
Gerste 84 76 46 56
Pilsner Malz 91 72 30 54
Minchner Malz 80 87 55 58
Wiener Malz 82 84 63 60
Melanoidin Malz 81 91 95 67
Weizen 88 49 18 40
Weizenmalz hell 86 53 25 44
Weizenmalz dkl. 78 71 56 54

dkl. = dunkel




[AA

Tabelle T8

: Gehalt an phenolischen Substanzen in Malzen aus zwei Anbaugebieten.

A Extrakt pH Gesamtpolyphenole Anthocyanogene Tannoide Gesamtpolyphenole/ P ESR
[GG-%] [mg/l] [mg/l] [mg PVP/] Tannoide Rel. Resp.

Pasadena 2,21 3,3 43 23 17 2,51 1,87 6,8
Adonis 2,18 3,2 40 21 21 1,93 1,90 7,0
Ursa 2,25 3,3 43 18 13 3,26 2,39 8,2
Auriga 2,29 3,2 35 20 15 2,30 1,75 7,5
Cellar 2,32 3,2 52 26 24 2,17 2,00 7,5
Breamar 2,27 3,3 49 20 17 2,85 2,45 7,9
B

Pasadena 2,16 3,1 47 35 28 1,68 1,34 9,6
Adonis 2,13 3,0 62 36 35 1,79 1,72 12,0
Ursa 2,12 3,0 40 23 18 2,21 1,74 6,6
Auriga 2,16 3,0 50 29 29 1,71 1,72 9,9
Cellar 2,28 3,1 41 26 25 1,66 1,58 9,0
Breamar 2,19 3,1 27 26 19 1,42 1,04 11,0
Quelle der Sorten:

Erntegut WP3 Ernte 2001
A: Anbaugebiet Nossen (Sachsen)

B: Anbaugebiet Heimbach / Hergarten (Nordrhein-Westfalen)
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Tabelle T9

: Gehalt an phenolischen Substanzen in Malz (Anbaugebiet A: Nossen).

Sinapin- Ferula- m/z 609 m/z 897 GGC m/z 594 GC m/z 881 m/z 881 m/z 577 m/z 865 Catechin
A saure saure GG Prodelphinidin C2  Prodelphinidin B3 GCC CGC Procyanidin B3 CCC

(mgrkg]  [makg]  [markg] [mglkg] [mglkg] (mgkg]  [mgkg]  [mrka] mokg) O
Pasadena 0,96 4,66 3,90 65,07 156,35 110,16 66,93 232,79 101,68 5,01
Adonis 0,86 4,84 5,73 82,67 182,32 102,96 67,08 229,96 89,50 3,56
Ursa 1,36 4,4 3,47 46,68 126,53 62,65 36,77 134,73 46,74 5,73
Auriga 1,21 5,14 3,97 56,03 139,03 77,81 46,19 168,00 59,84 4,52
Cellar 1,32 5,32 3,49 67,11 162,42 122,02 73,63 262,47 124,33 11,54
Breamar 1,35 3,81 3,64 44,82 112,23 63,95 42,93 149,63 58,34 5,33




Tabelle T10: Alterungsindikatoren zu den Versuchen der Wirzesauerung
(Reihel).

Vergleich WS 1
Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. 2,8 n.a. 4,2
3-Methyl-Butanal (S,A) 15 10 13 18
2-Furfural (W,A) 31 103 31 47
5-Methyl-Furfural (A) 8,5 6,6 8,2 9,4
Benzaldehyd (S,A) 0,8 1,3 0,7 0,8
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 9,4 18 10 18
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 0,6 0,5 1,1 1,2
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 2,0 91 2,6 91
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,5 0,9 0,6 0,9
2-Acetyl-Furan (A) n.a. 55 n.a. 7,3
2-Propionyl-Furan (A) 12 11 14 12
5,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon 16 19 11 14
gamma-Nonalacton (W,A) 13 36 18 17
Summe der Wéarmeindikatoren 44 138 49 64
Summe der Sauerstoffindikatoren 25 29 23 37
Summe der Alterungskomponenten 91 192 96 131
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren
W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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WS 2 WS 3

Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. n.a. n.a. 6,4
3-Methyl-Butanal (S,A) 12 8,0 20 16
2-Furfural (W,A) 31 36 32 78
5-Methyl-Furfural (A) 7.9 53 11 9,5
Benzaldehyd (S,A) 0,6 0,8 0,5 0,8
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 6,9 8,6 15 17
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 0,5 14 0,7 0,7
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 3,0 1,3 4,3 13
Phenylessigséure-Ethyl-Ester (A) 0,6 0,7 0,3 1,0
2-Acetyl-Furan (A) n.a. 3,7 n.a. n.a.
2-Propionyl-Furan (A) 13 6,0 15 14
5,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon 18 38 14 17
gamma-Nonalacton (W,A) 14 20 14 20
Summe der Warmeindikatoren 46 56 46 98
Summe der Sauerstoffindikatoren 19 17 35 34
Summe der Alterungskomponenten 87 90 108 157
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren

W = Warmeindikator

A = Alterungsindikator

n.a. = nicht auswertbar

n. n. = nicht nachweisbar
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Tabelle T11: Alterungsindikatoren zu den Versuchen der Maischesauerung
(Reihel).

MS 1 MS 2
Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. 6,4 6,5 7.9
3-Methyl-Butanal (S,A) 11 14 12 16
2-Furfural (W,A) 28 64 26 55
5-Methyl-Furfural (A) 7.9 9,3 7,9 8,4
Benzaldehyd (S,A) 15 1,7 1,2 1.4
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 6,3 13 6,9 13
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 0,6 0,8 0,6 0,7
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 4.8 9,3 6,1 10
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,9 1,0 0,9 0,9
2-Acetyl-Furan (A) 7,0 7,3 7,0 7,2
2-Propionyl-Furan (A) 2,4 3,0 2,2 2,6
5,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon 17 18 13 15
gamma-Nonalacton (W,A) 17 20 18 19
Summe der Wéarmeindikatoren 45 85 45 74
Summe der Sauerstoffindikatoren 19 30 20 30
Summe der Alterungskomponenten 82 136 84 124
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren
W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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MS 3

Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. 6,6
3-Methyl-Butanal (S,A) 15 17
2-Furfural (W,A) 27 28
5-Methyl-Furfural (A) 8,9 9,0
Benzaldehyd (S,A) 0,8 1,0
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 8,5 14
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 0,9 0,9
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 3.9 8,5
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,8 1,0
2-Acetyl-Furan (A) 8,8 9,7
2-Propionyl-Furan (A) 2,3 2,8
5,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon 11 15
gamma-Nonalacton (W,A) 15 19
Summe der Warmeindikatoren 42 47
Summe der Sauerstoffindikatoren 24 32
Summe der Alterungskomponenten 88 103
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren

W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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Tabelle T12: Alterungsindikatoren zu den Versuchen der Maischesauerung
(Reihe2).

Vergleich MS 4
Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. n.a. n.a. 8,5
3-Methyl-Butanal (S,A) 19 22 15 19
2-Furfural (W,A) 34 84 30 60
5-Methyl-Furfural (A) 8,2 11 91 9,6
Benzaldehyd (S,A) 0,7 19 0,7 1,2
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 13 14 8,2 17
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 0,7 0,9 0,6 0,9
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 51 10 51 10
Phenylessigséaure-Ethyl-Ester (A) 0,6 0,9 0,8 1,0
2-Acetyl-Furan (A) n.a. 2,1 7,3 8,6
2-Propionyl-Furan (A) 2,0 3,1 2,3 3,1
5,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon 17 19 12 18
gamma-Nonalacton (W,A) 16 20 16 19
Summe der Wéarmeindikatoren 50 104 46 80
Summe der Sauerstoffindikatoren 33 38 24 37
Summe der Alterungskomponenten 95 160 90 140
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren
W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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MS 5 MS 6

Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. 19 n.a. n.a.
3-Methyl-Butanal (S,A) 18 23 15 22
2-Furfural (W,A) 29 66 31 83
5-Methyl-Furfural (A) 9,7 9,9 9,2 10
Benzaldehyd (S,A) 0,7 1,2 0,6 0,9
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 9,4 18 8,9 22
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 0,9 1,2 0,6 1,0
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 5,6 10 3.9 10
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,9 11 0,9 1,2
2-Acetyl-Furan (A) 9,5 14 7,4 7,8
2-Propionyl-Furan (A) 2,3 3,1 2,1 2,9
5,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon 11 23 12 11
gamma-Nonalacton (W,A) 16 22 16 19
Summe der Warmeindikatoren 45 88 47 102
Summe der Sauerstoffindikatoren 28 42 24 44
Summe der Alterungskomponenten 97 160 91 170
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren

W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar

A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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Tabelle T13: Alterungsverkostung der Biere aus den Versuchen der Wiirze-

sauerung (Reihe 1).

DLG Vergleich Vergleich WS 1 WS 1
frisch forciert frisch forciert
Geruch 4,2 2,9 4,3 3,3
Trunk 4,1 3,3 4,5 3,2
Vollmundigkeit 4,3 4,3 4,3 4,3
Rezenz 4,5 4,2 4,6 4,3
Bittere 4,1 3,9 4,1 3,9
Gewichtete Note 4,20 3,59 4,34 3,68
Alterungs- Vergleich Vergleich WS 1 WS 1
verkostung frisch forciert frisch forciert
Geruch 1,0 2,9 1,0 2,5
Trunk 1,0 2,5 1,0 2,5
Bittere 1,0 15 1,0 1,4
Gewichtete Note 1,0 2,5 1,0 2,3
Akzeptanz (%) 100 25 100 35
DLG WS 2 WS 2 WS 3 WS 3
frisch forciert frisch forciert
Geruch 4,3 3,2 4,2 3,2
Trunk 4,3 3,3 4,1 3,3
Vollmundigkeit 4,4 4,3 4,3 4,3
Rezenz 4,7 4,3 4,6 4,3
Bittere 4,1 3,8 4,1 3,8
Gewichtete Note 4,31 3,65 4,21 3,65
Alterungsverkostung WS 2 WS 2 WS 3 WS 3
frisch forciert frisch forciert
Geruch 1,0 2,5 1,0 2,6
Trunk 1,0 2,3 1,0 2,4
Bittere 1,0 15 1,0 15
Gewichtete Note 1,0 2,2 1,0 2,3
Akzeptanz (%) 100 47 100 37
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Tabelle T14: Alterungsverkostung der Biere aus den Versuchen der Maische-

sauerung (Reihe 1).

DLG MS 1 MS 1 MS 2 MS 2
frisch forciert frisch forciert
Geruch 4,6 3,4 4,6 3,9
Trunk 4,5 3,3 4,4 3,9
Vollmundigkeit 4,9 4,5 4,8 4,6
Rezenz 4,5 4,4 4,4 4,6
Bittere 4,0 3,9 4,1 4,1
Gewichtete Note 4,45 3,76 4,43 4,13
Alterungsverkostung MS 1 MS 1 MS 2 MS 2
frisch forciert frisch forciert
Geruch 1,0 1,7 1,0 1,3
Trunk 1,0 2,2 1,0 1,3
Bittere 1,0 1,3 1,0 1,2
Gewichtete Note 1,0 1,8 1,0 1,3
Akzeptanz (%) 100 63 100 90
DLG MS 3 MS 3
frisch forciert
Geruch 4,4 3,8
Trunk 4.4 3,8
Vollmundigkeit 4,8 4,6
Rezenz 4,6 4,5
Bittere 4,1 4,1
Gewichtete Note 4,40 4,06
Alterungsverkostung MS 3 MS 3
frisch forciert
Geruch 1,0 15
Trunk 1,0 1,7
Bittere 1,0 1,2
Gewichtete Note 1,0 15
Akzeptanz (%) 100 77
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Tabelle T15: Alterungsverkostung der Biere aus den Versuchen der Maische-

sauerung (Reihe 2).

DLG Vergleich Vergleich MS 4 MS 4
frisch forciert frisch forciert
Geruch 4,5 3,1 4,1 3,3
Trunk 4,3 3,2 4,2 3,2
Vollmundigkeit 4,2 3,9 41 3,7
Rezenz 4,5 4,1 4,1 4,1
Bittere 3,8 3,9 4,0 3,9
Gewichtete Note 4,24 3,55 4,10 3,58
Alterungsverkostung Vergleich Vergleich MS 4 MS 4
frisch forciert frisch forciert
Geruch 1,0 2,5 1,0 2,0
Trunk 1,0 2,3 1,0 2,2
Bittere 1,0 1,2 1,0 1,2
Gewichtete Note 1,0 2,2 1,0 1,9
Akzeptanz (%) 100 50 100 57
DLG MS 5 MS 5 MS 6 MS 6
frisch forciert frisch forciert
Geruch 4,0 3,1 4,3 3,5
Trunk 4,2 3,6 4,2 3,5
Vollmundigkeit 4,2 3,8 4,1 3,8
Rezenz 4,1 4,1 4,3 4,1
Bittere 4,0 3,7 4,1 3,9
Gewichtete Note 4,09 3,59 4,20 3,71
Alterungsverkostung MS 5 MS 5 MS 6 MS 6
frisch forciert frisch forciert
Geruch 1,0 1,8 1,0 1,7
Trunk 1,0 1,7 1,0 1,8
Bittere 1,0 1,3 1,0 1,3
Gewichtete Note 1,0 1,7 1,0 1,7
Akzeptanz (%) 100 43 100 60
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Tabelle T16: Daten zu den Maische- und Wirzesauerungsversuchen.

Reihe 1 Reihe 2
Wirzedaten Vergleich WS1 WS2 WS3 MS1 MS2 MS3 |Vergleich MS4 MS5 MS6
Pfannevollwirzemenge |[l] 68 68 68 68 71 70 68 68 70 71 71
Extrakt der Pfannevollwirze [%] 10,6 104 10,2 10,3 10,4 10,7 10,2 10,2 10,6 10,5 104
Ausschlagwirzemenge |[I] 60 61 60 59 62 62 59 59 62 63 64
Extrakt der Ausschlagwirze [%)] 12,4 12,2 12,1 12,1 12,1 124 12,1 12,0 12,1 12,0 11,9
Sauergutmenge [l] - 1,28 0,97 0,13 3,60 2,70 0,37 - 2,14 3,37 2,90
Milchsaurekonzentration [GV-%] - 1,03 1,35 10 1,03 1,35 10 - 1,63 1,03 1,20
pH der Maische - - - - 512 5,18 5,18 5,80 508 5,14 5,17
pH der Ausschlagwirze 5,65 516 5,18 5,22 5,16 5,14 5,08 574 505 511 5,14
Farbe [EBC] 8,6 9,3 8,5 8,1 77 7.4 8,7 9,0 96 79 79
Gesamtpolyphenole [mg/l] 236 253 241 276 317 285 267 252 258 248 260
Anthocyanogene [mg/l] 88 121 120 104 74 72 97 92 128 120 125
Polymerisationsindex 2,68 209 201 265 4,28 39 2,75 2,74 2,02 2,07 2,08
Antiradikalisches Potenzial [%] 88 88 87 87 89 86 81 73 78 77 80
Reduktionsvermdgen [%0] 62 61 55 59 52 47 a7 73 49 50 53
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Tabelle T17: Bierdaten zu den Maische- und Wirzesauerungsversuchen.

Bierdaten Vergleich WS1 WS2 WS3 MS1 MS2 MS3 |Vergleich MS4 MS5 MS6
Gesamtpolyphenole [mg/l] 203 195 201 191 218 214 205 198 180 188 192
Anthocyanogene [mg/l] 72 75 73 77 93 94 92 76 85 86 85
Polymerisationsindex 2,81 261 277 246 2,27 2,16 2,18 2,60 2,13 2,17 2,25
Tannoide [mg PVP/I] 38 44 47 39 71 74 68 38 55 56 57
Gesamtpolyphenole /Tannoide 5,34 443 428 490 3,07 2,89 3,01 5,21 3,27 3,36 3,37
SO, [mg/l] 4,8 6,0 7,1 65 48 85 6,0 3,8 30 55 46
Lag-Time [%] 55 62 69 64 48 66 57 41 29 48 40
Antiradikalisches Verhalten [%] 52 70 78 66 53 74 64 34 11 41 29
Antiradikalisches Potenzial [%] 82 85 87 87 88 89 86 82 80 82 80
Reduktionsvermégen [%0] 47 43 44 47 44 43 40 30 27 28 27
Stabilitatsindex [%] 59 65 70 66 58 68 62 47 37 50 44
pH 4,96 464 457 477 4,72 4,68 4,70 4,92 4,81 4,80 4,70




Tabelle T18: Mischungsverhaltnis zwischen Luft und Wirze und der daraus

resultierende Gehalt an geldstem Sauerstoff.

Volumenverhaltnis Volumenverhaltnis (%\ZN[:BQ] O(\ZN[S:QZ]Q]
Luft / Wirze [I/] Luft / Wirze [I/1] ohne Hefe) mit Hefe)
0/20 0,00
0,5/19,5 0,03 5,0 0,2
1/19 0,05 6,0 0,5
2/18 0,11 9,4 3,1
4/16 0,25 10,8 4.8
6/14 0,43 6,5
8/12 0,67 14,7

Tabelle T19: SO,-Bildung in Abhangigkeit vom Belluftungsumfang bei

verschiedenen Garvolumina.

Volumenverhéltnis

Luft/Warze[in] 20 201
0,67 2 :
0.43 3 6,6
0.25 3,9 7.5
0.11 3.7 75
0.05 5 10,4
0,03 6.5 13,7
0,00 9.3 i

Tabelle T20: SO,-Bildung zweier Hefen A und B in Abhangigkeit vom

Beluftungsumfang.

Volumenverhéltnis

Luft/Warze ] HefeA  HefeB
0,03 13,7 8.5
0,05 10,4 6.1
0.11 7.5 3.4
0,25 75 2.7
0.43 6.6 1.8
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Tabelle T21: SO,-Bildung in Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer zweiten Bellftung
und SO,-Bildung und wirklicher Vergarungsgrad am 12. Gartag in Abhangigkeit

vom Zeitpunkt der Zweitbeluftung.

szfclati?tl)g]lﬁf‘ti% SO, [mg/l] Wirklicher SO, [mg/]
h] Am 12. Gartag Vergarungsgrad [%] Am 8. Gartag
0 53 55 4,6
1 51 55 3.9
2 51 5,9 4,2
3 4,3 6,2 3,8
4 4,0 6,2 3,3
6 50 6,2 4,2
8 53 55 4,8
10 7,2 6,1 57

Tabelle T22: SO,-Bildung in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Zweitbeluftung bei

gleichem Vergarungsgrad.

Zeitpunkt der -
Zwei?beIUftung SOz [mafl] Wirklicher 0
[h] Vergarungsgrad [%0]
0 53 5,5
1 51 5,5
2 4,2 53
3 3,8 5,6
4 3,3 5,6
6 4,2 5,6
8 53 5,5
10 57 5,6
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Tabelle T23: Veranderung der phenolischen Substanzen und antioxidativen Tests

von der Wirze bis zum Bier.

Wirze Jungbier Bier
Gesamtpolyphenole [mg/l] 263 241 141
Anthocyanogene [mg/l] 94 71 34
Tannoide [mg PVP/I] 116 50 0
Polymerisationsindex 2,80 3,39 4,15
Lag-Time [%)] n.n. 46 38
Antiradikalisches Verhalten [%] 81 67 63
Antiradikalisches Potenzial [%] 91 89 69
Reduktionsvermdgen [%0] 61 31 34
Stabilitatsindex [%] 58 58 51

Tabelle T24: Veranderung der Stammwirze, des Alkoholgehaltes und des pH-

Wertes wahrend der Stabilisierung, Filtration und Abfullung.

Reihe 1 Reihe 2

F\ill?(;r Dtr;ncll(- Flasche F\ill?(;r Dtralljncli(- Flasche
Pils
Stammwirze [GG-%] 11,56 11,42 11,33 11,62 11,55 11,47
Alkohol [Vol.-%] 521 5,15 5,10 5,23 5,10 5,18
pH 4,41 4,36 4,30 4,24 4,18 4,22
Helles
Stammwiurze [GG-%] 11,83 11,65 12,41 11,62 11,45 11,46
Alkohol [Vol.-%] 5,32 5,24 5,49 5,26 5,16 5,16
pH 4,41 4,38 4,33 4,35 4,38 4,3
Export
Stammwirze [GG-%] 12,79 12,48 11,62 12,74 12,5 12,51
Alkohol [Vol.-%)] 5,66 5,52 5,22 5,51 541 5,43
pH 4,44 4,49 4,44 4,4 4,32 4,38
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Tabelle T25: Alterungsindikatoren der Biere aus der Stufenkontrolle in einer

Brauerei (Reihe 1).

Helles Pils

Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. n.a. n.a. 21
3-Methyl-Butanal (S,A) 10 13 8,0 8,7
2-Furfural (W,A) 16 138 20 165
5-Methyl-Furfural (A) 5,0 5,8 53 6,1
Benzaldehyd (S,A) 1,0 1,2 Sp. 0,8
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 10 13 8,8 9,4
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 1,7 2,1 Sp. 2,4
Nicotinsaure-Ethyl-Ester n.a. 21 n.a. 18
Phenylessigséaure-Ethyl-Ester (A) 0,6 0,8 Sp. 0,9
2-Acetyl-Furan (A) 11 14 6,2 8,8
2-Propionyl-Furan (A) 3,2 3,5 3,2 3,6
gamma-Nonalacton (W,A) 20 28 23 31
Summe der Warmeindikatoren 36 166 43 196
Summe der Sauerstoffindikatoren 20 28 17 19
Summe der Alterungskomponenten 77 220 75 237
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren

W = Warmeindikator

A = Alterungsindikator

n.a. = nicht auswertbar

n. n. = nicht nachweisbar
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Export

Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. 18
3-Methyl-Butanal (S,A) 11 15
2-Furfural (W,A) 20 168
5-Methyl-Furfural (A) 4,2 51
Benzaldehyd (S,A) 1,3 14
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 11 19
Bernsteinsdure-Diethyl-Ester (A) 15 1,9
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 5,8 19
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,6 0,7
2-Acetyl-Furan (A) 7,6 11
2-Propionyl-Furan (A) 3,0 3,1
gamma-Nonalacton (W,A) 20 31
Summe der Warmeindikatoren 40 199
Summe der Sauerstoffindikatoren 24 35
Summe der Alterungskomponenten 81 256
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren

W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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Tabelle T26: Analysenergebnisse aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:
Reihe 1 — Abgefillte Biere

Abgefllltes Bier Helles Pils Export
Lag-Time [min] 17 38 16
LagTime [%)] 14 31 13
Antiradikalisches Verhalten [%] 75 84 65
Antiradikalisches Potenzial [%] 68 61 69
Reduktionsvermégen [%] 26 20 26
Stabilitatsindex [%] 46 49 43
Schwefeldioxid [mg/l] 1,3 15 1.4
Gesamtpolyphenole [mg/l] 121 107 144
Anthocyanogene [mg/I] 43 33 43
Tannoide [mg PVP/] n.n. n.n. n.n.
Polymerisationsindex 2,81 3,24 3,35
DLG frisch 4.4 4.4 4,2
DLG forciert 3,8 3.8 3,7
Alterungsnote frisch 1,0 1,0 1,0
Alterungsnote forciert 1,8 1,8 2,0
Alterungsakzeptanz frisch [%] 100 100 100
Alterungsakzeptanz forciert [%)] 68 73 53
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Tabelle T27: Analysenergebnisse aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:
Reihe 1 — Drucktank

Drucktank Helles Pils Export
Lag-Time [min] 30 34 17
LagTime [%] 25 28 14
Antiradikalisches Verhalten [%] 79 83 72
Antiradikalisches Potenzial [%] 68 62 72
Reduktionsvermogen [%)] 21 26 24
Stabilitatsindex [%] 48 50 46
Schwefeldioxid [mg/l] n.a. 2,2 n.a.
Gesamtpolyphenole [mg/l] 171 118 175
Anthocyanogene [mg/l] 45 32 62
Tannoide [mg PVP/] n.n. n.n. n.n.
Polymerisationsindex 3,80 3,69 2,82

Tabelle T28: Analysenergebnisse aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:

Reihe 1 — vor Filter

vor Filter Helles Pils Export
Lag-Time [min] 27 50 16
LagTime [%] 22 42 13
Antiradikalisches Verhalten [%] 85 92 78
Antiradikalisches Potenzial [%] 77 79 84
Reduktionsvermogen [%)] 34 27 32
Stabilitatsindex [%] 54,5 60 51,75
Schwefeldioxid [mg/l] 1,2 n.a. n.a.
Gesamtpolyphenole [mg/l] 148 162 135
Anthocyanogene [mg/l] 59 49 63
Tannoide [mg PVP/I] 59 n.a. 44
Polymerisationsindex 2,51 3,31 2,14
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Tabelle T29: Ergebnisse der Alterungsverkostung der Biere aus der Stufen-kontrolle

in einer Brauerei: Reihe 1:

DLG Helles  Helles Pils Pils Export Export
frisch  forciert | frisch Forciert| frisch  forciert
Geruch 4,4 3,8 4,3 3,9 4,0 35
Trunk 4,5 3,3 4.4 3.4 4,0 3,4
Vollmundigkeit 4,5 4,1 4,5 4,0 4,4 4,0
Rezenz 4.6 4.4 4,6 4.1 4,6 4.4
Bittere 4,3 4,0 4.4 4,0 4,3 3,8
Gewichtete Note 4,42 3,81 4,39 3,83 4,19 3,70
Alterungs- Helles  Helles Pils Pils Export Export
verkostung frisch  forciert | frisch Forciert | frisch forciert
Geruch 1,0 1,5 1,0 1,6 1,0 1,8
Trunk 1,0 2,3 1,0 2,1 1,0 2,4
Bittere 1,0 1,5 1,0 1,5 1,0 1,6
Gewichtete Note 1,0 1,8 1,0 1,8 1,0 2,0
Akzeptanz (%) 100 68 100 73 100 53
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Tabelle T30: Analysenergebnisse der Biersorte Helles (Reihe 1):

Helles vor Filter | Drucktank Flasche
Lag-Time [min] 27 30 17
LagTime [%)] 22 25 14
Antiradikalisches Verhalten [%] 85 79 75
Antiradikalisches Potenzial [%)] 77 68 68
Reduktionsvermdégen [%] 34 21 26
Stabilitatsindex [%] 55 48 46
Schwefeldioxid [mg/l] 1,2 n.g. 1,3
Gesamtpolyphenole [mg/l] 148 171 121
Anthocyanogene [mg/l] 59 45 43
Tannoide [mg PVP/I] 59 n.n. n.n.
Polymerisationsindex 2,51 3,80 2,81

Tabelle T31: Analysenergebnisse der Biersorte Pils (Reihe 1):

Pils vor Filter | Drucktank Flasche
Lag-Time [min] 50 34 38
LagTime [%)] 42 28 31
Antiradikalisches Verhalten [%] 92 83 84
Antiradikalisches Potenzial [%] 79 62 61
Reduktionsvermégen [%] 27 26 20
Stabilitatsindex [%] 60 50 49
Schwefeldioxid [mg/l] 0,9 2,2 15
Gesamtpolyphenole [mg/l] 162 118 107
Anthocyanogene [mg/l] 49 32 33
Tannoide [mg PVP/I] n.g. n.n. n.n.
Polymerisationsindex 3,31 3,69 3,24
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Tabelle T32: Analysenergebnisse der Biersorte Export (Reihe 1):

Export vor Filter | Drucktank Flasche
Lag-Time [min] 16 17 16
LagTime [%)] 13 14 13
Antiradikalisches Verhalten [%] 78 72 65
Antiradikalisches Potenzial [%)] 84 72 69
Reduktionsvermdégen [%] 32 24 26
Stabilitatsindex [%] 52 46 43
Schwefeldioxid [mg/l] 0,8 n.g. 1,4
Gesamtpolyphenole [mg/l] 135 175 144
Anthocyanogene [mg/l] 63 62 43
Tannoide [mg PVP/I] 44 n.n. n.n.
Polymerisationsindex 2,14 2,82 3,35
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Tabelle T33: Alterungsindikatoren der Biere aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:

Reihe 2
Helles Pils

Alterungsindikatoren in pg/l frisch forciert frisch forciert
2-Methyl-Butanal 4,3 4.8 6,4 7,6
3-Methyl-Butanal (S,A) 15 15 11 15
2-Furfural (W,A) 14 97 14 123
5-Methyl-Furfural (A) 3,6 6,2 6,5 4,7
Benzaldehyd (S,A) 0,8 1,1 1,2 1,1
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 11 11 6,3 11
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester A) 15 1,7 1,6 1,8
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 5,6 16 7,2 16
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,6 0,8 0,6 1,1
2-Acetyl-Furan (A) 4,9 8,0 5,6 6,2
2-Propionyl-Furan (A) 2,2 2,6 2,6 4,0
gamma-Nonalacton (W,A) 30 38 27 35
Summe der Warmeindikatoren 45 136 41 158
Summe der Sauerstoffindikatoren 26 27 18 27
Summe der Alterungskomponenten 84 182 76 204
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren
W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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Export

Alterungsindikatoren in ug/I frisch forciert
2-Methyl-Butanal n.a. n.a.
3-Methyl-Butanal (S,A) 10 12
2-Furfural (W,A) 10 111
5-Methyl-Furfural (A) 4,2 59
Benzaldehyd (S,A) 0,9 1,0
2-Phenyl-Ethanal (S,A) 7,0 12
Bernsteinsaure-Diethyl-Ester (A) 2,0 2,1
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 12 20
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester (A) 0,6 0,7
2-Acetyl-Furan (A) 7,1 11
2-Propionyl-Furan (A) 3,0 3,8
gamma-Nonalacton (W,A) 25 32
Summe der Wéarmeindikatoren 36 143
Summe der Sauerstoffindikatoren 18 25
Summe der Alterungskomponenten 71 191
S = Sauerstoffindikator Sp. = Spuren

W = Warmeindikator n.a. = nicht auswertbar
A = Alterungsindikator n. n. = nicht nachweisbar
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Tabelle T34: Analysenergebnisse aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:
Reihe 2 — Abgefiillte Biere

Abgefilltes Bier Helles Pils Export
Lag-Time [min] 62 56 35
LagTime [%] 52 47 29
Antiradikalisches Verhalten [%] 88 88 78
Antiradikalisches Potenzial [%] 60 57 68
Reduktionsvermogen [%)] 27 26 38
Stabilitatsindex [%] 57 55 53
Schwefeldioxid [mg/l] 0,7 0,7 0,7
Gesamtpolyphenole [mg/l] 114 111 160
Anthocyanogene [mg/l] 44 47 49
Tannoide [mg PVP/I] n.n. n.n. n.n.
Polymerisationsindex 2,59 2,36 1,69
DLG frisch 3,94 4,44 4,35
DLG forciert 3,6 3,85 3,8
Alterungsnote frisch 1,0 1,0 1,0
Alterungsnote forciert 2,0 1,7 1,7
Alterungsakzeptanz frisch [%] 100 100 100
Alterungsakzeptanz forciert [%] 50 72 64

247



Tabelle T35: Analysenergebnisse aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:
Reihe 2 — Drucktank

Drucktank Helles Pils Export
Lag-Time [min] 46 46 29
LagTime [%] 38 38 24
Antiradikalisches Verhalten [%] 87 88 78
Antiradikalisches Potenzial [%] 61 57 69
Reduktionsvermogen [%)] 23 19 30
Stabilitatsindex [%] 52 51 50
Schwefeldioxid [mg/l] 0,9 0,9 0,9
Gesamtpolyphenole [mg/l] 131 112 124
Anthocyanogene [mg/l] 41 34 43
Tannoide [mg PVP/] 18 n.n. 18
Polymerisationsindex 3,2 3,29 2,88

Tabelle T36: Analysenergebnisse aus der Stufenkontrolle in einer Brauerei:
Reihe 2 — vor Filter

vor Filter Helles Pils Export
Lag-Time [min] 30 31 n.n.
LagTime [%] 25 26 n.n.
Antiradikalisches Verhalten [%] 86 87 71
Antiradikalisches Potenzial [%] 73 75 79
Reduktionsvermogen [%)] 31 29 34
Stabilitatsindex [%] 54 54 46
Schwefeldioxid [mg/l] 1.3 11 0,9
Gesamtpolyphenole [mg/l] 141 157 146
Anthocyanogene [mg/l] 70 81 81
Tannoide [mg PVP/I] 46 51 34
Polymerisationsindex 1,94 1,94 1,69
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Tabelle T37: Ergebnisse der Alterungsverkostung der Biere aus der Stufenkontrolle

in einer Brauerei: Reihe 2:

DLG Helles  Helles Pils Pils Export Export
frisch  forciert | frisch  forciert | frisch  forciert
Geruch 4,1 34 4,6 3,9 4,5 3,8
Trunk 3,6 3,0 4,6 3,5 4.4 3,2
Vollmundigkeit 4,1 4,0 4.4 4,2 4,3 4.1
Rezenz 4,2 4,0 4,3 3,6 4,3 4,1
Bittere 3,9 4,0 4,2 4.1 4,2 4,1
Gewichtete Note 3,94 3,60 4,44 3,85 4,35 3,80
Alterungs- Helles  Helles Pils Pils Export Export
verkostung frisch  forciert | frisch  forciert | frisch forciert
Geruch 1,0 1,7 1,0 1,5 1,0 14
Trunk 1,0 2,6 1,0 2,0 1,0 2,2
Bittere 1,0 1,5 1,0 1,4 1,0 1,3
Gewichtete Note 1,0 2,0 1,0 1,7 1,0 1,7
Akzeptanz (%) 100 50 100 72 100 64
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Tabelle T38: Analysenergebnisse der Biersorte Helles (Reihe 2):

Helles vor Filter | Drucktank Flasche
Lag-Time [min] 30 46 62
LagTime [%)] 25 38 52
Antiradikalisches Verhalten [%] 86 87 88
Antiradikalisches Potenzial [%)] 73 61 60
Reduktionsvermdégen [%] 31 23 27
Stabilitatsindex [%] 54 52 57
Schwefeldioxid [mg/l] 1,3 0,9 0,7
Gesamtpolyphenole [mg/l] 141 131 114
Anthocyanogene [mg/l] 70 41 44
Tannoide [mg PVP/I] 46 18 n.n.
Polymerisationsindex 1,94 3,2 2,59

Tabelle T39: Analysenergebnisse der Biersorte Pils (Reihe 2):

Pils vor Filter | Drucktank Flasche
Lag-Time [min] 31 46 56
LagTime [%] 26 38 47
Antiradikalisches Verhalten [%] 87 88 88
Antiradikalisches Potenzial [%)] 75 57 57
Reduktionsvermégen [%] 29 19 26
Stabilitatsindex [%] 54 51 55
Schwefeldioxid [mg/l] 1,1 0,9 0,7
Gesamtpolyphenole [mg/l] 157 112 111
Anthocyanogene [mg/l] 81 34 47
Tannoide [mg PVP/I] 51 n.n. n.n.
Polymerisationsindex 1,94 3,29 2,36
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Tabelle T40: Analysenergebnisse der Biersorte Export (Reihe 2):

Export vor Filter | Drucktank Flasche
Lag-Time [min] n.n. 29 35
LagTime [%)] n.n. 24 29
Antiradikalisches Verhalten [%] 71 78 78
Antiradikalisches Potenzial [%)] 79 69 68
Reduktionsvermégen [%] 34 30 38
Stabilitatsindex [%] 46 50 53
Schwefeldioxid [mg/l] 0,9 0,9 0,7
Gesamtpolyphenole [mg/l] 146 124 160
Anthocyanogene [mg/l] 81 43 49
Tannoide [mg PVP/I] 34 18 n.n.
Polymerisationsindex 1,69 2,88 1,69
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Tabelle T41: Daten der untersuchten Biere vom Typ Pils.

Brauerei P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Stammwirze [°P] 11,6 11,3 11,7 11,2 115 112 111 11,3 11,3 112 115 115 11,6
Alkohol [Vol.-%)] 5,13 4,78 516 454 497 497 463 488 501 495 484 504 4,76
pH 4,38 451 426 4,16 433 431 434 422 438 420 453 445 4,43
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Gesamtpolyphenole [mg/l] 109 36 100 114 102 132 166 122 96 180 152 166 189
Anthocyanogene [mg/l] 32 12 29 34 30 80 65 41 30 64 47 78 80
PI 3,41 300 345 33 340 165 255 298 320 281 323 213 2,36
Flavonoide [mg/l] 20,1 13,7 ng. 221 203 298 39,7 261 13,1 382 285 452 23,8
Tannoide [mg PVP/I] n.n. n.n. nn. 16,2 n.n. 184 36,6 16,2 n.n. 33 17 49,4 44,6
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Lag Time [min] 15 59 27 21 15 76 18 58 38 51 17 41 63
Lag Time [%)] 13 49 23 18 13 63 15 48 32 43 14 34 35
Antiradikalisches Verhalten [%] 73 91 82 84 76 93 79 94 85 93 71 86 92
Antiradikalisches Potenzial [%] 57 58 46 66 68 66 63 69 68 80 75 81 66
Reduktionsvermdgen [%0] 50 29 33 32 42 30 32 37 35 43 47 55 53
Stabilitatsindex [%0] 48 57 46 50 50 63 47 62 55 65 52 64 61

n.n. : nicht nachweisbar

n.g. : nicht gemessen
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Tabelle T42: Daten der untersuchten Biere vom Typ Helles.

Brauerei H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10
Stammwiirze [°P] 11,9 11,4 11,3 11,2 11,4 11,6 11,6 11,5 11,5 10,6
Alkohol [Vol.-%)] 531 512 53 5,18 4,85 5 5,03 4,98 5,03 4,7
pH 4,35 4,53 4,23 4,28 4,33 4,29 4,31 4,35 4,59 4,16
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10
Gesamtpolyphenole [mg/l] 142 141 177 84 192 85 99 105 187 86
Anthocyanogene [mg/l] 39 44 63 19 64 26 33 32 64 24
PI 3,64 3,20 2,81 4,42 3,00 3,27 3,00 3,28 2,92 3,58
Flavonoide [mg/l] 28,5 36 46,2 19,8 45,6 21,4 24 n.g. 42,9 194
Tannoide [mg PVP/I] n.n. 16,4 31,5 n.n. 44 4 n.n. n.n. n.n. 23,8 n.n.
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10
Lag Time [min] 22 53 59 11 24 67 27 19 33 73
Lag Time [%)] 18 44 49 9 20 56 23 16 28 61
Antiradikalisches Verhalten [%] 77 88 92 78 80 95 85 73 81 95
Antiradikalisches Potenzial [%] 73 78 62 64 70 46 47 53 84 52
Reduktionsvermogen [%] 40 35 42 30 35 39 31 46 48 40
Stabilitatsindex [%0] 52 61 61 45 51 59 47 47 60 62

n.n. : nicht nachweisbar

n.g. : nicht gemessen




14°T4

Tabelle T43: Daten der untersuchten Biere vom Typ Weizen.

Brauerei w1 W2 W3 w4 w5 W6 W7 w8 w9 w10 w11l
Stammwiirze [°P] 12,6 12,4 12,5 11,4 11,6 11,6 12,5 12,2 12,4 12,3 12,3
Alkohol [Vol.-%] 5,65 5,50 5,48 4,76 4,93 4,93 5,46 5,32 4,95 5,36 5,35
pH 4,80 4,38 4,35 4,46 4,39 4,40 4,51 4,58 4,47 4,32 4,28
w1 w2 w3 w4 W5 W6 w7 w8 w9 w10 w11
Gesamtpolyphenole [mg/l] 106 48 67 68 59 38 70 39 55 27 34
Anthocyanogene [mg/l] 31 12 29 23 21 19 25 23 16 27 38
PI 3,42 4,00 2,31 2,96 2,81 2,00 2,80 1,70 3,44 1,00 0,89
Flavonoide [mg/I] 25,1 40,4 24,8 38,7 17,9 15,4 22,3 21,8 29,5 19,4 37,7
Tannoide [mg PVP/I] 11,2 12,5 7,7 n.n. n.n. 11,1 n.n. 14,2 15,4 n.n. 14,9
w1 w2 w3 w4 W5 W6 w7 w8 w9 w10 w11
Lag Time [min] 13 12 9 13 11 12 15 10 13 22 10
Lag Time [%)] 11 10 8 11 9 10 13 8 11 18 8
Antiradikalisches Verhalten [%] 26 66 54 65 57 37 3 64 85 58 81
Antiradikalisches Potenzial [%] 62 48 56 62 54 69 59 58 61 59 69
Reduktionsvermdgen [%0] 69 45 52 64 63 52 66 41 58 40 63
Stabilitatsindex [%] 42 42 43 51 46 42 35 43 54 44 55

n.n. : nicht nachweisbar




Tabelle T44: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier H4.

Bier H4 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.n. n.n.
m/z 593 GC n.b. n.b.
m/z 897 GGC n.n. n.n.
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 0,05 0,05
m/z 451 C-hexosid 0,16 0,16
m/z 593 GC n.n. n.n.
m/z 577 CC n.n. n.n.
m/z 577 CC Procyanidin B3 0,07 0,07
Catechin 0,87 0,85
Epicatechin 0,35 0,33
Protocatechuséaure 0,03 0,03
p-Hydroxybenzoesaure 0,07 0,07
Vanillinséure 0,15 0,16
Kaffeesaure 0,09 0,09
p-Cumarsaure 0,99 0,97
Ferulasaure 15 1,46
Sinapinsaure 0,24 0,24
t-Zimtséure 0,08 0,09
Quercetin-3-O-rutinosid 0,09 0,1
Quercetin-3-0O-glucosid 0,22 0,25
Kampferol-O-hexosid 0,2 0,21
Kampferol-malonyl-hexosid n.n. n.n.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution
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Tabelle T45: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier P5.

Bier P5 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.n. n.n.
m/z 593 GC n.n. n.n.
m/z 897 GGC n.n. n.n.
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 0,08 0,09
m/z 451 C-hexosid 0,16 0,15
m/z 593 GC n.n. n.n.
m/z 577 CC n.n. n.n.
m/z 577 CC Procyanidin B3 0,14 0,13
Catechin 0,7 0,74
Epicatechin 0,38 0,39
Protocatechuséaure % 0,03
p-Hydroxybenzoesaure 0,1 0,09
Vanillinséure 0,2 0,2
Kaffeesaure 0,14 0,14
p-Cumarsaure 2,37 2,32
Ferulasaure 2,38 2,21
Sinapinsaure 0,25 0,24
t-Zimtséure 0,1 0,09
Quercetin-3-O-rutinosid 0,05 0,04
Quercetin-3-0O-glucosid 0,31 0,33
Kampferol-O-hexosid 0,26 0,26
Kampferol-malonyl-hexosid 0,06 n.b.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution

256



Tabelle T46: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier P4.

Bier P4 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.n. n.n.
m/z 593 GC 0,16 0,14
m/z 897 GGC 0,07 0,05
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 0,76 0,71
m/z 451 C-hexosid 0,35 0,35
m/z 593 GC 0,07 0,07
m/z 577 CC 0,08 0,07
m/z 577 CC Procyanidin B3 0,94 0,87
Catechin 1,4 1,46
Epicatechin 0,3 0,28
Protocatechuséaure % %
p-Hydroxybenzoesaure 0,06 0,07
Vanillinséure 0,15 0,15
Kaffeesaure 0,12 0,12
p-Cumarsaure 1,72 1,73
Ferulasaure 1,86 1,86
Sinapinsaure 0,26 0,23
t-Zimtséure v %
Quercetin-3-O-rutinosid n.n. n.n.
Quercetin-3-0O-glucosid n.n. n.n.
Kampferol-O-hexosid v %
Kampferol-malonyl-hexosid n.n. n.n.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution
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Tabelle T47: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier P8.

Bier P8 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.n. n.n.
m/z 593 GC 0,21 0,2
m/z 897 GGC n.n. n.n.
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 0,66 0,63
m/z 451 C-hexosid 0,18 0,2
m/z 593 GC n.b. n.b.
m/z 577 CC n.b. n.b.
m/z 577 CC Procyanidin B3 0,84 0,8
Catechin 1,77 1,53
Epicatechin 0,54 0,52
Protocatechuséaure % %
p-Hydroxybenzoesaure 0,1 0,09
Vanillinséaure 0,16 0,16
Kaffeeséure 0,05 0,05
p-Cumarsaure 0,7 0,7
Ferulasaure 1,02 0,97
Sinapinsaure 0,18 0,17
t-Zimtséure 0,08 0,08
Quercetin-3-O-rutinosid n.n. n.n.
Quercetin-3-O-glucosid n.n. n.n.
Kampferol-O-hexosid v %
Kampferol-malonyl-hexosid n.n. n.n.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution
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Tabelle T48: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier H9.

Bier H9 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.b. n.b.
m/z 593 GC 0,51 0,48
m/z 897 GGC 0,03 0,02
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 0,97 0,9
m/z 451 C-hexosid 0,3 0,27
m/z 593 GC 0,2 0,17
m/z 577 CC 0,4 0,39
m/z 577 CC Procyanidin B3 1,42 1,32
Catechin 4,84 4,73
Epicatechin 1,55 1,49
Protocatechuséaure 0,01 0,01
p-Hydroxybenzoesaure 0,08 0,07
Vanillinséure 0,2 0,19
Kaffeesaure 0,1 0,09
p-Cumarsaure 0,95 0,94
Ferulasaure 151 1,46
Sinapinsaure 0,28 0,26
t-Zimtséure 0,09 0,08
Quercetin-3-O-rutinosid n.n. n.n.
Quercetin-3-0O-glucosid 0,54 0,56
Kampferol-O-hexosid v %
Kampferol-malonyl-hexosid n.b. n.b.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution
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Tabelle T49: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier H3.

Bier H3 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG 0,05 0,07
m/z 593 GC 0,48 0,47
m/z 897 GGC 0,07 0,06
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 1,78 1,69
m/z 451 C-hexosid 0,48 0,45
m/z 593 GC 0,22 0,2
m/z 577 CC 0,3 0,25
m/z 577 CC Procyanidin B3 2,31 2,18
Catechin 5,8 5,53
Epicatechin 1,05 1,05
Protocatechuséaure n.n. n.n.
p-Hydroxybenzoesaure 0,07 0,06
Vanillinséure 0,21 0,16
Kaffeesaure 0,09 0,08
p-Cumarsaure 0,77 0,77
Ferulasaure 1,15 1,2
Sinapinsaure 0,23 0,24
t-Zimtséure v %
Quercetin-3-O-rutinosid 0,15 0,16
Quercetin-3-0O-glucosid 0,87 0,93
Kampferol-O-hexosid 0,61 0,66
Kampferol-malonyl-hexosid 0,07 0,06

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution

260



Tabelle T50: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier P7.

Bier P7 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.b. n.b.
m/z 593 GC 0,55 0,5
m/z 897 GGC 0,07 0,06
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 1,31 1,2
m/z 451 C-hexosid 0,34 0,3
m/z 593 GC 0,22 0,19
m/z 577 CC 0,34 0,34
m/z 577 CC Procyanidin B3 1,63 15
Catechin 4,49 4,29
Epicatechin 1,12 1,06
Protocatechuséaure 0,01 0,01
p-Hydroxybenzoesaure 0,08 0,07
Vanillinséure 0,2 0,2
Kaffeesaure 0,1 0,1
p-Cumarsaure 1,7 1,76
Ferulasaure 1,46 1,45
Sinapinsaure 0,23 0,23
t-Zimtséure 0,11 0,12
Quercetin-3-O-rutinosid n.n. n.n.
Quercetin-3-0O-glucosid 0,28 0,31
Kampferol-O-hexosid 0,17 0,17
Kampferol-malonyl-hexosid n.n. n.n.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt - Coelution
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Tabelle T51: Veranderung phenolischer Substanzen wéahrend der forcierten

Alterung in Bier H5.

Bier H5 Gehalt [mg/l]
Substanzen frisch forciert gealtert
m/z 609 GG n.b. n.b.
m/z 593 GC 0,59 0,54
m/z 897 GGC 0,09 0,07
m/z 594 GC Prodelphinidin B3 1,64 1,49
m/z 451 C-hexosid 0,41 0,45
m/z 593 GC 0,25 0,23
m/z 577 CC 0,43 0,39
m/z 577 CC Procyanidin B3 2,16 1,99
Catechin 5,43 4,88
Epicatechin 1,21 1,19
Protocatechuséaure 0,01 0,01
p-Hydroxybenzoesaure 0,08 0,07
Vanillinséure 0,2 0,22
Kaffeeséure 0,09 0,08
p-Cumarsaure 0,99 0,99
Ferulasaure 1,22 1,27
Sinapinsaure 0,27 0,27
t-Zimtséure 0,09 0,09
Quercetin-3-O-rutinosid 0,06 0,06
Quercetin-3-O-glucosid 0,43 0,44
Kampferol-O-hexosid v %
Kampferol-malonyl-hexosid n.b. n.b.

n.n. : nicht nachweisbar
n.b. :nicht

v : verunreinigt — Coelution
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Tabelle T52: Untersuchung des Gehaltes von Schwefeldioxid und der Lag-Time

wahrend der Lagerung.

Zimmertemperatur 0°C
Tage SO, [mg/l] Lag-Time [min] | SO, [mg/l] Lag-Time [min]
0 8,7 115 9,6 95
2 8,7 102 8,7 102
4 8,8 97 8,9 89
7 8,6 108 9,0 110
9 8,0 98 9,2 94
11 8,0 86 8,7 101
14 7,7 83 8,7 84
21 7,2 100 8,6 100
41 6,1 91 8,9 93
49 6,4 81 8,8 86
56 57 78 8,7 88
64 5,8 90 8,7 95
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Tabelle T53: Phenolische Substanzen in den 40 untersuchten Bieren.

Gesamtpolyphenole Anthocyanogene Tannoide
[mg/l] [mg/l] [mg PVP/I]

A 84 20 n.n.
B 189 70 28
C 122 a7 18
D 105 32 n.n.
E 78 21 n.n.
F 143 a7 n.n.
G 135 44 n.n.
H 96 28 n.n.

| 118 32 n.n.
J 151 45 17
K 179 69 35
L 89 28 15
M 131 43 19
N 102 29 n.n.
O 196 74 36
P 97 31 n.n.
Q 112 30 15
R 107 31 n.n.
S 144 a7 19
T 152 57 28
U 167 60 22
Vv 164 61 21
w 213 81 39
X 186 61 22
Y 126 36 n.n.
Z 154 64 31
AA 160 101 64
AB 85 29 n.n.
AC 90 27 n.n.
AD 183 73 32
AE 182 79 62
AF 185 82 45
AG 226 84 51
AH 224 98 54
Al 138 58 56
Al 165 62 21
AK 242 101 74
AL 212 84 49
AM 237 85 52
AN 108 31 n.n.
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Tabelle T54: Antioxidative Tests der 40 untersuchten Biere.

Lag- Antiradi- Antiradi- Reduktions- Stabilitats-
Time kalisches kalisches vermaogen index

[%] Verhalten [%] Potenzial [%)] [%] [%]
A 80 93 57 33 66
B 72 93 66 18 62
C 21 81 63 19 46
D 39 88 58 37 56
E 38 89 54 17 50
F 32 76 67 21 49
G 52 89 64 34 60
H 37 89 62 39 57
I 76 94 62 31 66
J 55 84 63 33 59
K 49 91 70 37 62
L 81 94 52 28 64
M 33 86 61 25 51
N 96 94 55 34 70
o] 39 81 73 25 55
P 13 79 57 35 46
Q 43 81 54 19 49
R 52 83 62 38 59
S 38 79 64 37 55
T 62 92 69 24 62
U 9 78 71 35 48
Vv 10 77 67 27 45
W 61 90 72 44 67
X 66 91 70 32 65
Y 40 88 65 27 55
z 38 86 72 37 58
AA 26 82 80 44 58
AB 29 88 55 26 50
AC 51 89 63 46 62
AD 65 92 75 38 68
AE 79 93 75 38 71
AF 53 89 67 31 60
AG 60 90 77 26 63
AH 31 78 69 31 52
Al 24 82 69 26 50
Al 54 90 65 35 61
AK 52 88 80 36 64
AL 14 69 75 38 49
AM 13 74 68 38 48
AN 46 88 62 30 57
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Tabelle T55: Bestimmung der Alterungsindikatoren in 40 Bieren (Teil 1)

Summe der
Warmeindikatoren

frisch

Summe der
Warmeindikatoren

forciert gealtert

Summe der

3 Monate gelagert

Summe der
Warmeindikatoren Sauerstoffindikatoren Sauerstoffindikatoren Sauerstoffindikatoren Alterungsindikatoren Alterungsindikatoren

frisch

Summe der

forciert gealtert

Summe der

3 Monate gelagert

Summe der

frisch

Summe der

forciert gealtert

Summe der
Alterungsindikatoren

3 Monate gelagert

A 36 98 242 10 14 24 62 129 294
B 15 49 219 7 10 18 28 70 260
C 44 178 338 12 27 30 74 226 393
D 33 114 247 13 23 34 62 156 305
E 25 79 144 8 11 20 49 111 191
F 37 143 301 13 31 36 69 190 361
G 64 153 285 28 31 39 115 208 350
H 66 93 178 10 15 24 97 130 231
I 34 88 212 10 22 21 57 127 258
J 35 84 190 21 26 33 72 128 246
K 46 144 289 16 12 20 83 184 340
L 47 100 194 19 20 29 84 139 245
M 24 150 291 14 26 33 54 196 349
N 33 134 250 16 17 25 66 173 303
@) 35 116 218 15 21 26 70 158 268
P 43 106 212 14 21 25 76 150 264
Q 36 173 255 15 24 25 69 229 314
R 33 138 217 20 25 28 68 181 265
S 32 117 166 23 32 26 72 171 214
T 43 131 177 18 23 30 77 174 226
U 40 129 190 14 19 25 68 167 232
\% 28 114 188 17 27 27 59 156 232
W 26 138 183 20 34 45 64 196 253
X 26 76 219 19 30 43 59 123 289
Y 40 180 234 16 24 29 75 228 287
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Tabelle T56: Bestimmung der Alterungsindikatoren in 40 Bieren (Teil 2)

Summe der
Warmeindikatoren

frisch

Summe der
Warmeindikatoren

forciert gealtert

Summe der

Warmeindikatoren Sauerstoffindikatoren = Sauerstoffindikatoren Sauerstoffindikatoren Alterungsindikatoren Alterungsindikatoren

3 Monate gelagert

Summe der

frisch

Summe der

forciert gealtert

Summe der

3 Monate gelagert

Summe der

frisch

Summe der

forciert gealtert

Summe der
Alterungsindikatoren

3 Monate gelagert

4 14 74 129 20 29 33 43 119 180
AA 38 195 235 13 27 31 69 249 295
AB 35 160 243 14 18 19 64 194 279
AC 30 147 201 13 29 37 65 204 268
AD 33 95 145 20 22 24 68 132 188
AE 37 102 192 25 36 43 82 161 256
AF 40 115 170 18 28 36 70 161 222
AG 22 88 168 18 22 26 56 140 220
AH 23 116 214 21 32 39 73 181 201
Al 31 153 264 16 23 25 61 193 312
Al 39 141 252 14 25 27 72 189 306
AK 28 82 141 13 22 25 52 121 185
AL 29 94 296 18 29 42 61 142 361
AM 52 120 242 21 30 39 88 169 303
AN 47 109 249 18 21 23 80 148 298




Tabelle T57: Alterungsakzeptanzen der 40 untersuchten Biere.

Alterungsakzeptanz Alterungsakzeptanz
forciert gealtert 3 Monate gelagert

[%] [%]
A 92 84
B 95 78
C 62 52
D 50 42
E 95 75
F 60 50
G 58 43
H 88 68
I 68 50
J 76 62
K 60 82
L 78 70
M 75 74
N 82 78
0 68 70
P 76 62
Q 63 80
R 65 58
S 68 53
T 58 64
U 54 50
\Y 68 50
W 44 26
X 60 40
Y 64 50
yA 54 14
AA 64 24
AB 76 43
AC 42 44
AD 60 86
AE 66 62
AF 72 80
AG 64 54
AH 60 52
Al 56 56
AJ 66 62
AK 84 56
AL 78 30
AM 58 66
AN 60 52
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