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Abstract

Abstract

Within the scope of this thesis, the Headspace-Trap-GC-MS method was used to
develop and validate a new procedure for the fast quantitative determination of
volatile compounds in hops (Humulus lupulus L.) and beer. In general, the HS trap
method is characterised by its speed and simplicity of use and its high degree of
sensitivity. In order to derive the extract of hops, an ultrasound extraction
procedure was developed. The sample preparation is limited to a small number of
steps. In addition, only a small sample quantity of 2.0 g of ground hops/pellets was
needed. When determining the optimal extraction parameters (55°C, 45 min),
particular attention was paid to producing the highest possible yield whilst at the
same time subjecting the sample to the lowest possible thermal load. The HS
sampler used was a TurboMatrix HS trap samj
from graphitic carbon and a carbon molecular sieve. By using up to four trap
enrichment cycles, it was possible to use this highly sensitive system to achieve a
significant reduction in the limits of detection. The HS-trap method was initially
established in a series of model solutions and subsequently transferred to the beer
and hops matrix. Two trap cycles proved to be the ideal number for doing so. It
was possible to identify more than 65 volatile compounds in the hop samples, from
which 20 important hop components were determined quantitatively. For testing
the practicability of the method a total of 70 authentic hop samples of various
varieties and from different growing regions were analysed quantitatively using the
new HS-trap-GC-MS method and compared with the results of the established
AEuropean Brewery Conventiono (EBC)Inmethod
contrast to the established EBC standard method, which is based on steam
distillation, the HS trap method is particularly effective due to its high degree of
automation. In addition, it is possible to prepare a large number of samples at the
same time, representing an additional time-saving factor. The HS trap method is

therefore considerably faster and more efficient than the EBC hop oil method.

The precision of analytical data yielded by the HS trap method was good. In order
to evaluate the results, the concentrations (ug/g) which had been measured using
both methods were subjected to a correlation analysis. A good correlation was

found between the results yielded by the HS trap method and the EBC method for
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virtually all components except caryophyllene oxide. Based on the results it is
possible to conclude that the correlation of the analytical data is highly dependent
on either the boiling point or the partial pressure of the individual substances. It
was found that substances with a boiling point < 215°C showed an optimal
correlation (R 0.9800) between the HS trap data and the hop oil data.
Compounds with a relatively low boiling point, e.g. monoterpene, the terpene
alcohol linalool and some esters and ketones, yielded higher analytical results with
the HS trap method than with the EBC hop oil method. In contrast, substances
with a higher boiling point, such as the sesquiterpenes U-humulene and b-
caryophyllene and some esters and ketones achieved higher concentrations under
the EBC hop oil method. The results for the epoxide caryophyllene oxide, with a
high boiling point, did not correlate with the other results. In this case, the results
yielded by the HS trap method were on average 2.9 times higher than those
recorded using the hop oil method. Based on the low volatility of these
components, it would have been reasonable to expect higher analytical results
using the hop oil method.

Tests confirmed that the oxidation of carophyllene into caryophyllene oxide took
place neither during the production of the hop extract nor during the analytical
process itself. Consequently, redistillation tests were used to precisely examine
the effects of steam distillation on the composition of the hop oil. The results
indicated that the epoxide caryophyllene oxide partially disintegrated under steam
distillation and that its recovery was thereby greatly reduced. The redistillation
tests also showed significant reductions especially in the concentrations of the
highly volatile monoterpenes and some esters. This serves to explain the higher

HS trap results for these substances.

In contrast to earlier bodies of opinion in the relevant literature, it was clear upon
evaluating the results that it was only possible in certain cases to tell the hop
varieties apart based on their hop oil content. With most hop varieties it is possible
to determine a concentration range regarding the hop oil content, but this often
overlaps with the oil content of other varieties. In order to facilitate the clear
identification and differentiation of the hop varieties, the analytical results were

used to draw up so-called hop oil aroma charts. These correlation charts are
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graphic indicators of the linear relation between the hop oil content (ug/g) and the

concentration of individual hop aromas (ug/g). These charts show that each variety

of hop processes a characteristic concentration range, so cal l.8lkseiic| ust e
charts were used to construct variety-specific hop aroma profiles which can be

used as a fAfinger pr i ptharacteristicy of eachavdrieytThee r es p e
newly developed hop aroma profiles factor in both the hop oil content as well as

the variety-specific concentration ranges for the individual hop aroma components.

In order to arrive at the conclusive identification of a variety or to clearly

differentiate between varieties, the analytical results from the hop samples can be

tested to see if they match the hop aroma profiles in the database.

The results of the correlation analysis also reveal that a purely arithmetical
calculation of the hop oil content would in principle also have been possible from
the data yielded by the HS-trap-GC-MS hop analysis. The sum total of individual
components (ug/g) from the HS trap analysis correlates with the actual quantity of
hop oil from the EBC analysis to the degree R = 0.9682. By expanding the number
of components analysed, the arithmetical calculation of the hop oil content under
the HS trap method could, under certain circumstances, transpire to be very much
more precise. Furthermore, a t-test was conducted in order to subject the HS-trap-
GC-MS method and the EBC method to a process of statistical verification. The
results of the t-test confirmed that there had been no systematic errors in either
series of measurements or analysis methods. Data evaluation from the correlation
analysis confirmed that components from the same chemical substance group
correlated especially well with each other, i.e. at R > 0.9000. This is for example
true for the group of monoterpenes and the group of sesquiterpenes. Linalool did
not correlate with any of the other hop oil components analysed. The correlation
analysis also indicated that only the monoterpenes showed a good correlation with
hop oil quantities (R > 0.9000). The correlation coefficients R were calculated from

the concentration data (ug/g).

It was also possible to successfully adapt the HS-trap-GC-MS method to
determine the quantity of volatile compounds in beer. It was also possible to tap
into t he hi gh advant ageuse and thet higke leveieof hod 6 s

automation. With HS trap analysis 97 volatile compounds were identified, with 30

A\
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being evaluated quantitatively. A total of 161 authentic beer samples were
subjected to analysis. The analytical data yielded by the HS trap method was

highly prec i s e . Due to the methodds high degree

identify volatile compounds such as heptylacetate, octylacetate, ethylphenyl-
acetate, "-h u mu | e-cag/qphyllene and styrole in beer in concentrations as low
as 0.1 ug/l. A batch comparison revealed that some beers showed very significant
concentration fluctuations from batch to batch. The results showed that some
batches of conventionally-brewed beers did not breach the threshold at which the
aromas characteristic to beer are still detectable by the senses i such as linalool,
isoamylalcohol or isoamylacetate i whilst in subsequent batches the threshold
was exceeded. Some beers were also subjected to supplementary tests using the
HS-trap-GC-MS method to assess changes in those ingredients relevant to the
ageing process. Thereby the changes of linalool concentration during the ageing
process were especially observed. Compared with fresh beers, aged beers
showed increased concentrations of free linalool which can be explained by the
release of glycosidically bound linalool. These results confirm the findings

documented in the literature.
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Hopfen (Humulus lupulus L.) wird in Zentraleuropa seit mehr als 1.000 Jahren
kultiviert und ist ein unverzichtbarer Rohstoff bei der Bierherstellung [Biendl et al.,
2012]. Er verleiht dem Bier nicht nur einen bitteren Geschmack sondern auch ein
angenehmes Hopfenaroma. Neben den Bitterstoffen gehort das atherische
Hopfendl zu den wichtigsten Bestandtteilen des Hopfens. Die Menge an Hopfendl
ist sortenabhangig [Lermusieau und Collin, 2002] und setzt sich aus tber 400
Hopfenaromakomponenten zusammen [Nijssen et al., 1996]. Weltweit gibt es
mehr als 200 verschiedene Hopfensorten [Biendl et al., 2012], die sich jeweils
durch eine spezifische Hopfenaromakomposition auszeichnen. Die Aromastoff-
zusammensetzung des Bieres wird zum einen durch den Brauprozess und zum
andern durch die verwendeten Rohstoffe wie Malz und insbesondere Hopfen
bestimmt [Salzer und Siewek, 2000]. Fir die Brauer sind aromaaktive flichtige
Hopfenbestandteile von besonderem Interesse in Hinblick auf die Entwicklung von
Bieren mit einem ausgepragten Hopfenaroma. Durch spezielle Verfahren der
Kalthopfung konnen die wichtigsten Schlisselaromastoffe des Hopfens wie
Linalool und Myrcen noch gezielter in das Bier eingebracht und angereichert
werden [Mitter und Cocuzza, 2013]. Eine neue Hopfenkategorie stellen die sog.
A F | aHvooprs fi Didsa meuen Flavor-Hopfensorten zeichnen sich beispielsweise
durch eine, fir Hopfen eher ungewdhnlich ausgepragte, fruchtige beziehungs-
weise zitrusartige Aromanote aus. Mit diesen Sorten kénnen neue Biere mit
ausgefallenen Geschmacksrichtungen und speziellen Aromen entwickelt werden
[ Lf L Pfl an ziaMavoat o ASH e Nachderd die Auswahl der Hopfen-
sorten einen grossen Einfluss auf das Aroma, den Geschmack und die Bittere des
Bieres hat, ist die Kenntnis Uber die analytische Zusammensetzung der Hopfen-
aromastoffe von besonderer Bedeutung. Es gibt verschiedene Methoden um das
atherische Hopfendl zu analysieren und dessen Aromastoffzusammensetzung
guantitativ zu bestimmen. Sie basieren entweder auf dem Prinzip der Wasser-
dampfdestillation oder auf der Extraktion mit organischen Ldsungsmitteln. Die
Extraktion mit Kohlendioxid und die direkte thermische Desorption werden daflr
ebenfalls angewandt [EBC, 2006; ASBC, 1992; Lam et al., 1986b; Langezaal et
al., 1990; Eri et al., 2000]. Nachteilig bei den meisten dieser Methoden sind die

umfangreiche Probenvorbereitung und der hohe Aufwand an spezieller Apparatur.



1 Einleitung und Zielsetzung

Eine komplexe Probenvorbereitung fur die Analyse flichtiger Verbindungen ist
zudem haufig mit dem Risiko undefinierbarer Analytverluste verbunden [Eri et al.,
2000]. Bei der Wasserdampfdestillation ist auch eine groRe Probenmenge und
eine lange Extraktionszeit von 3 7 4 Stunden notwendig [EBC, 2006]. Aul3erdem
kbnnen bei der Ldsungsmittelextraktion wie auch bei der Kohlendioxid-
Extraktionsmethode fremde schwerfliichtige Ruckstdnde zusammen mit dem
atherischen Ol extrahiert werden. Dadurch konnen die GC-Saulen nachteilig von

diesen nichtflichtigen Rickstanden beeintrachtigt werden [Eri et al., 2000].

Die Zielsetzung dieser Arbeit lag darin, mit der Headspace-Trap-GC-MS Methode
ein alternatives, zuverlassiges Verfahren fir die schnelle quantitative Analyse
flichtiger Hopfenaromastoffe zu entwickeln und dessen Zuverlassigkeit und
Eignung nachzuweisen. Im Rahmen der Methodenvalidierung wurden die
Ergebnisse der HS-Trap Methode den Ergebnissen der Hopfendélanalyse (gemaf
EBC Methode) gegentibergestellt und einer Korrelationsanalyse unterzogen.
Ferner sollte durch Re-Destillationsversuche die Auswirkung der Wasser-
dampfdestillation auf die Zusammensetzung des Hopfendls untersucht werden.
Die Generierung von Hopfenélaromadiagrammen und sortenspezifischen Hopfen-
aromaprofilen (Fingerprints) zielte darauf ab, eine graphische Auswertungsform
der Analysendaten zu schaffen, welche eine eindeutige Sortendifferenzierung
bzw. Sortenidentifizierung von Hopfen erleichtert. Zudem sollte auf Basis
umfangreicher Korrelationsanalysen der Grad des linearen Zusammenhangs
zwischen den einzelnen Hopfenaromastoffen sowie die Korrelation der

Hopfenaromastoffe mit der Hopfendlmenge genau untersucht werden.

Gegenstand der vorliegenden Studie war auch die Adaption der HS-Trap-GC-MS
Methode zur quantitativen Analyse ausgewabhlter fliichtiger Verbindungen in Bier-
proben und die systematische Auswertung der Analysenergebnisse. Ferner sollten
zur besseren Beurteilung der Bierqualitat Chargenvergleiche durchgefihrt werden.
Die Versuche waren darauf ausgerichtet die Konstanz bzw. die Veranderung der
charakteristischen Aromakomposition in den aufeinander folgenden Produktions-
chargen zu untersuchen und zu bewerten. Bei einigen Proben wurde zuséatzlich
die Veranderung alterungsrelevanter Aromastoffe bei frischen und forciert

gealterten Bieren miteinander verglichen.
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2.1 Hopfen

2.1.1 Herkunft und Biologie des Hopfens

Die Kulturpflanze Hopfen (Humulus Ilupulus L.) gehért zur Familie der
Hanfgewachse (Cannabaceae) und zur Ordnung der Nesselgewachse (Urticales)
[Biendl et al., 2012]. Verwendung finden nur die Blitenstande, die sog. Dolden der
weiblichen Hopfenpflanze [Lieberei und Reisdorff, 2012]. Hopfendolden, auch
Hopfenzapfen genannt, bestehen aus einer Spindel und Blattern mit Drusen, die
ein gelbes klebriges Pulver (Lupulin) absondern [Biendl et al., 2012]. Das Lupulin
ist an den Doldenblattern, insbesondere an den sogenannten Vorblattern, in den
Lupulindrisen zu finden. Die Ausbildung und Form der Hopfendolden sind
wichtige botanische Unterscheidungskriterien fir die Hopfensorten [Biendl et al.,
2012]. Die in Mitteleuropa heimische Pflanze wird seit dem 9. Jh. zum Bierbrauen
eingesetzt und seit dem 13. Jh. in Mitteleuropa und dem 18. Jh. in Nordamerika
kultiviert [Lieberei und Reisdorff, 2012].

Abbildung 17 3: (1) Hopfendolden, (2) Lupulindrisen auf Doldenblatter, (3) mikroskopische Auf-
nahme einer Lupulindriise [Kammhuber, 2007]

Frisch geerntete, griine Hopfendolden weisen einen Wassergehalt von etwa 75 1

80% auf. Da der Hopfen in diesem Zustand nicht lagerfahig ist wird er unmittelbar
nach der Ernte bei einer maximalen Temperatur von 60°C auf einen Restwasser-
gehalt von 107 12 % getrocknet [Narzil3 et al., 1985].
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2.1.2 Eigenschaften und Verwendung des Hopfens

Hopfen ist ein qualitdtsbestimmender Rohstoff bei der Bierherstellung. Fir den
hopfenbitteren Geschmack des Bieres ist vor allem die Iso-U-Saure verantwortlich,
welche durch Isomerisierung der U-Saure wahrend der Wirzekochung gebildet
wird. Der Schwellenwert der Iso-U-Saure liegt bei ca. 5 ppm. [Biend! et al., 2012].
Hopfen bewirkt zudem als Klarmittel eine Fallung der Eiweil3stoffe in der Wirze
und tragt durch seine antibakteriellen Eigenschaften zur biologischen Haltbarkeit
des Bieres bei. Ferner unterstitzt Hopfen durch seinen Pektingehalt die
Schaumbildung. Die Aromastoffe des Hopfens konnen im Bier eine typische
Hopfennote bewirken [Narzil3, 1992]. Seit einiger Zeit wird auch das Wirkpotenzial
verschiedener Hopfeninhaltsstoffe, wie z.B. Xanthohumol in der pharma-
kologischen Forschung untersucht, mit dem Ziel die alternativen medizinischen
Verwendungsmaoglichkeiten von Hopfen weiter auszubauen [Biendl, 2006].

2.1.3 Zusammensetzung der Hopfendolden

Die wertgebenden Inhaltsstoffe der Hopfendolden sind das atherische Hopfendl,
die Bitterstoffe und die Polyphenole. Diese drei Fraktionen zahlen zu den
sekundaren Stoffwechselprodukten [Biendl et al., 2012].

Vor-und :
Deckblétter Lvjgw i
1
| 1
Polyphenole Atherisches Ol Gesamtharz
—
| 1
— Flavanole oo fund Weichharze Hartharze
Sesquiterpene
I
| |
| ___| Sauerstoffhaltige | Unspezifische Unspezifische .
Sl Verbindungen Weichharze Hartharze e
— Carbons&uren —| U-sauren I— Xanthohumol
— b-Sauren

Abbildung 4: Schematische Einteilung der wichtigsten Sekundarmetaboliten des Hopfens [Biendl
et al., 2012]
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Hopfen zeichnet sich durch einen sehr hohen Anteil an Sekundéarmetaboliten aus.
Die meisten polyphenolischen Verbindungen liegen in den Doldenblattern vor. Das
atherische Ol und die Bitterstoffe (Harze) befinden sich dagegen in den
Lupulindriisen. Nur hier sind Enzyme enthalten, die in der Lage sind, sogenannte
Prenylgruppen als Seitenketten in terpenophenolische oder polyphenolische
Grundstrukturen einzufuhren. Speziell diese prenylierten Verbindungen stellen
daher die Besonderheit des Hopfens dar [Biendl et al., 2012]. Die Zusammen-
setzung des Hopfens ist insbesondere abhangig von der Sorte, dem Jahrgang, der
Provenienz, dem Erntezeitpunkt, der Trocknung und der Lagerung [Moir, 2000].
Sie lasst sich wie folgt darstellen:

Tabelle 1: Zusammensetzung getrockneter Hopfendolden, gem. Eur. Brew. Con. [Steinhaus, 2000]

Stoff (-klasse) Anteil [%)] Stoff (-klasse) Anteil [%)]
U-Sauren 2i 17 Proteine 15
b-Sauren 271 10 sonst. Lipide 175
atherisches Ol 0,57 3 Pektin 2
Polyphenole 31 6 Asche 10
Monosaccharide 2 Wasser 81 12
Aminosauren 0,1 Cellulose, Lignin 4071 50

2.1.4 Einteilung der Hopfensorten

Die Einteilung in Aroma- und Bittersorten erfolgt durch die Zulassungsbehdrden
nach den Angaben des Zichters. Eine Klassifizierung wird vor allem auf der
Grundlage des U-Séaure-Gehaltes vorgenommen, denn aus den U-Sauren
entstehen wéhrend des Brauvorgangs mit den Iso-U-Sduren die Hauptbitterstoffe
des Bieres [Biendl et al., 2012]. Aromahopfen zeichnen sich Ublicherweise durch
ein mildes, angenehmes Aroma, hohere Polyphenolgehalte und Alphawerte
deutlich unter 10% aus. Bei den Bittersorten liegt der U-Saure-Gehalt iiber 10%.
Eine ziichterische Weiterentwicklung sind die Hochalphasorten mit U-S&ure-
Gehalten ber 12% und di e A S u p-8ortdn anit WJSdueWarfe uber
15%. Die Sortengruppierung bringt eher zum Ausdruck welchem Einsatzziel eine
Hopfensorte in der Brauerei dient [Biendl et al., 2012]. Nachfolgende Tabellen 2
bis 6 zeigen eine Klassifizierung der Aroma-, Dual- und Bitterhopfen. Einzelne
Hopfensorten der IHGC (International Hop Growers Convention) Liste 2012 sind
aufgrund fehlender Analysendaten in der Auflistung nicht bertcksichtigt. Dies

betrifft insbesondere ukrainische und japanische Sorten.

5
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Tabelle 2: Klassifizierung der Aromahopfen i Europa (DE: Deutschland, CZ: Tschechien, PL:

Polen, Sl: Slovenien, FR: Frankreich, GB:
wor |

d

hop

varietiesin];
2012], [d: Hopsteiner T Hopfensorten], [e: Kammhuber, 2013]

GroCbritanien)
[ b:

[ a:

Joh. Barth &

Hopfensorten Kat. An-  Gesamtél  Linalol Myrcen Humulen Aromabeschreibung
bau [mI100g] [%lvon  [%]von  [%]von Rohhopfen

[a, b, c] [a] [a] [bc] Ol [b, c] Ol[b,c] Ol[b,c] [b, ]

Hall. Blanc [e] Flavor DE 1,57 1,8 ca.0,4 ca. 57,0 ca.1,4 blumig, fruchtig

Hall. Mittelfriih Aroma DE 077113 07711 207 28 4571 55 sehr fein, wiirzig (8), holzig (6)

Hall. Tradition Aroma DE 0,57 1,0 0,71 1,2 1771 32 3571 50 fein, Zitrus u. Limette (7)

Hall. Perle Aroma DE 0,571 1,5 0,27 0,6 207 35 3571 55 vegetal (7), wirzig (6)

Hersbrucker Aroma DE 05i10 05710 157 30 207 30 wiirzig (5), blumig (3), Menthol (4)

Hull Melon [e] Flavor DE 0,871 2,1 ca.0,1 ca. 49,9 ca. 1,2 sliRe Fr. (7), rote Beeren (6)

Mand. Bavaria [e] Flavor DE 1,571 2,2 ca.0,3 ca. 63,3 ca. 6,3 grune Fr. (6), Zitrus (5), wirzig (4)

Opal Aroma DE 0,87 1,3 1,07 15 207 45 3071 50 wiirzig (7), holzig, (5), suRe Fr. (3)

Saphir Aroma DE 0,871 1,4 0,871 1,3 257 40 20-30 wirzig (7), holzig (5), rote Beere (6)

Smaragd Aroma DE 0,47 0,8 0971 14 20171 40 3071 50 wirzig (8), suf3e Fr. (4), vegetal (5)

Spalter Aroma DE 05709 05708 207135 207 30 wiirzig (6), holzig (6)

Spalter Select Aroma DE 0,67 0,9 1,07 1,5 207 40 107 22 holzig (4), suRe Fr. (4), blumig (5)

Tettnanger Aroma DE 0,57 0,9 0,47 09 207 35 2271 32 holzig (7), Sahnekaram. (7)

Bohemie Aroma Ccz 1,07 15 0,571 0,75 307 45 k.A. KA.

Bor [d] Aroma Ccz 1,07 2,0 0,21 0,4 4071 55 k.A. k.A.

Harmonie Aroma Ccz 0,971 1,4 09171 1,4 307 40 k.A. k.A.

Kazbek Aroma Ccz 0,971 1,8 0,371 0,5 40171 55 k.A. k.A.

Premiant Aroma cz 097113 047107 3571 50 k.A. wiirzig (5), holzig (4)

Saaz Aroma Ccz 0,471 1,0 ca. 0,5 2571 40 k.A. K.A.

Saaz Late Aroma Ccz 0,571 1,0 0,21 0,4 2571 35 k.A. k.A.

Saazer Aroma Cz 047107 ca0/5 2571 40 1571 25 wurzig (8), holzig (7)

Sladek Aroma CzZ 087110 015703 257 40 307 40 Zitrus (8), rote Beere (8)

Limbus Aroma PL 1,17 15 0,271 0,3 3071 40 k.A. k.A.

Lomik Aroma PL 0,671 1,2 0,61 0,7 307 45 k.A. K.A.

Lublin Aroma PL 057111 kA 227 29 307 40 wiirzig (8), blumig (4), Menthol (4)

Syhilla Aroma PL 127121 0,17 0,3 3071 50 k.A. k.A.

Aurora Aroma Sl 0971 1,4 k.a. 3571 53 20 - 27 wirzig (7), Zitrus(7)

Bobek Aroma Sl 0,71 4,0 0,971 1,3 49171 57 k.A. k.A.

Cerera Aroma Sl 157 3,6 0,671 1,2 26171 40 k.A. k.A.

Celeia Aroma Sl 0,571 1,0 k.A. 2771 33 2071 35 wiirzig (8), Menthol (7)

Styrian Gold Aroma Sl 137123 1,37 23 381 47 k.A. k.A.

Styrian Golding Aroma Sl 0,5i 09 0,771 1,2 2571 45 k.A. Zitrus (7), grune Fr. (5), Tee (5)

Styrian Savinjski Aroma Sl 0,571 1,0 ca. 0,8 2717 33 k.A. K.A.

Aramis Aroma FR 1,27 1,6 ca.0,8 ca. 40 k.a. suiRe Fr. (4), rote Beere (5)

Strisselspalter Aroma FR 0,67 0,8 ca.0,8 3571 52 15-25 Zitrus (8), Sahnekaram. (5)

Triskel Aroma FR 1571 2,0 ca.0,7 ca. 60 k.A. grun (5), vegetal (4), Sahnekaram. (4)

Bramling Cross Aroma GB 0,77 1,0 ca.0,9 ca. 37 k.A. wirzig (7), holzig (5), suRBe Fr. (4)

East Kent Golding Aroma GB 04708 0,57 0,8 381 44 k.A. wiirzig (5), holzig (4), Zitrus (4)

Endeavour Aroma GB 1,27 1,8 k.A. k.A. k.A. K.A.

First Gold Aroma GB 0,77 15 047 0,6 241 27 20-24 holzig (4), rote Beere (4)

Fuggle Aroma GB 0,71 1,4 0,51 0,7 247 28 30-38 holzig (8), wirzig (5)

Golding [d] Aroma GB 0,87 10 kA. 237 27 KA. kKA.

Progress Aroma GB 05708 cal5 24171 28 k.A. wiirzig (7), holzig (6)

Sovereign Aroma GB 05710 k.A. k.A. k.A. siiRe Fr. (6), grine Friichte (4)

Whitbread Gold. Aroma GB 0,871 1,2 k.A. 257 29 k.A. suRe Fr. (6), Sahnekaram. (6)

Fur einige Hopfensorten liegt auch eine sensorische Beschreibung vor. Von der

Fa. Barth wurden der Rohhopfen und ein Kaltauszug des Hopfens sensorisch

bewertet,

um ansatzweise die Aromaveranderung beim Hopfenstopfen zu

simulieren. Fur die Beurteilung des Hopfens wurden Desk r i pt or en
Awerzig/ kraatriogn@t i sAchiod ,z i d\lgg Gen i Fr AAding e fu,s i,
ASANeglaadme !l IAfdesvendet. u n d
Die Auspragung des Aromas wurde auf einer Skala von 117 9 bewertet [Joh. Barth
& Sohn, 2011 und Joh. Barth & Sohn, 2012]. Die Ergebnisse dieser Beurteilung

sind in den Tabellen 2 bis 6 bericksichtigt. Generell wird die sensorische
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Bewertung von Hopfensorten eher

kritisch bzw. als wenig aussagefahig

betrachtet, da sie subjektiv ist und es keine einheitliche Methodik mit definierten

Deskriptoren zur Aromabeschreibung gibt. Die tatsachliche Aromaentfaltung des

Hopfens im Bier kann nur Gber Brauversuche ermittelt werden [Biendl et al., 2012].

Tabelle 3: Klassifizierung der Aromahopfen i weltweit (US: United States of Amerika, AU:

Australien, NZ: Neuseeland, JP: Japan) [ a : LfL Pl anzenbau: ALi st
v ar i e t[h: dok. B3rth & Sohn GmbH, 2011], [c: Joh. Barth & Sohn GmbH, 2012],
[d: Hopsteiner i Hopfensorten]
Hopfensorte Kat. An-  Gesamtdl Linalol Myrcen Humulen Aromabeschreibung
bau [mI/100g]  [%] von (%] von  [%] von Rohhopfen

[a, b, c] [a] [a] [b.c] Ol [b, c] Ol[b,c] Olfb,c] [b, c]

Ahtanum Aroma us 0,871 1,2 k.A. 5071 55 167 20 wiirzig, blumig

Amarillo Aroma us 1,571 1,9 k.A. 681 70 97 11 stRRe Fr. (8), wirzig (4)

Cascade Aroma us 0,77 1,4 k.A. 407 60 8171 13 rote Beeren (8), Sahnekaram. (7)

Centennial Aroma us 1571 2,3 k.A. 457 55 107 18 holzig (8), rote Beeren (6), wirzig (5)

Citra Aroma us 2,271 28 1,07 2,0 6071 65 1171 13 stRe Fr. (9), blumig (8), rote B. (8)

Crystal Aroma Us 10,8121 k.a. 407 65 k.A. blumig (Kamille) (4), Zitrus (7)

Delta [d] Aroma us 0571 1,1 0,871 1,2 2571 40 k.A. k.A.

Liberty [d] Aroma us 0,71 1,2 k.A. 327 42 k.A. k.A.

Mosaic Aroma Us 1,0i 15 k.A. 477 53 k.A. Zitrus (7), grune Fr. (6)

Mount Hood Aroma us 1,271 17 0,57 0,7 307 40 307 38 wiirzig (7)

Palisade Aroma us 1,47 1,6 k.A. 971 10 197 22 rote Beeren (6), suiRe Fr. (6)

Santiam Aroma us 1,371 1,7 k.A. 3071 45 k.A. k.A.

Sterling Aroma us 0,871 1,2 0,71 0,9 44171 48 k.A. k.A.

Ultra Aroma us 0,57 1,0 k.A. 1571 25 k.A. k.A.

Vanguard Aroma Us 10,8i 1.2 k.A. 201 25 k.A. k.A.

Willamette Aroma Us 1,071 1,5 k.A. 30171 40 2071 27 harzig-holzig (8), rote Beere (6)

Galaxy Aroma AU 2,471 2,7 k.A. 3371 42 107 20 rote Beere (8), wirzig (8)

Helga Aroma AU 0,67 0,7 0,27 0,6 27 12 357 47 wiirzig (6), holzig (4)

Sylva Aroma AU 0571 1,1 0,37 0,6 1771 23 1971 26 rote Beere (7), wirzig (7), holzig (7)

Ella Aroma AU ca. 2,9 0,271 0,7 ca.33 k.A. k.A.

Summer Aroma AU 0,97 1,3 0,27 0,6 57 13 427 46 wiirzig (8), Menthol (5), Zitrus (4)

Motueka [d] Aroma NZ 0,871 1,1 k.A. 4671 50 k.A. k.A.

Pacifica [d] Aroma NZ 1,07 1,3 k.A. 2571 39 k.A. k.A.

Riwaka [d] Aroma Nz 14716 k.A. 601 70 k.A. k.A.

Wakatu Aroma NZ 0971 1,1 k.A. k.A. K.A. k.A.

Sorachi Ace Aroma JP 2,071 3,0 k.A. k.A. k.A. stiRe Fr. (9), Zitrus (7), holzig (5)
Als Dualhopfen werden die Hopfensorten bezeichnet, bei denen der Einsatz
sowohl als Aroma- als auch als Bitterhopfen denkbar ist [Biendl et al., 2012].
Tabelle 4: Klassifizierung der Dualhopfen 1T weltweit (ZA: Sidafrika; CN: China) [a: LfL

Pl anzenbau: AList of wo rathd Sbho @mbi,2201il]e[d: Job.s A ] ; [ b:

Barth & Sohn GmbH,

2012], [d: Hopsteiner T Hopfensorten], [e: Kammhuber, 2013]

Hopfensorte Kat. An-  Gesamtol Linalool Myrcen Humulen Aromabeschreibung
bau [mI/100g]  [%] von [%0] von [%6] von Rohhopfen

[a, b, c] [a] [a] [bc] Ol [b, c] Ol [b, c] Ol [b, c] [b, c]

Polaris [e] Flavor DE 4,47 4,8 ca. 0,2 ca. 51,4 ca. 21,2 Menthol (7), Zitrus (6)

Extra Styrian Dana Dual Sl 2,47 39 0,51 10 4271 60 k.A k.A

Boadicea Dual GB 1,37 1,5 0,27 0,4 3071 34 k.A k.A

Wye Challenger [d] Dual GB 1,071 15 k.A 281 32 k.A stiRe Fr. (7)

Calypso [d] Dual UsS 16725 0,371 05 3071 40 k.A k.A

Chinook Dual us 1,71 2,7 k.A 3571 40 187 23 wiirzig (7), Zitrus (6)

Cluster [d] Dual Us 04108 0,31 05 457 55 157 18 blumig (7), suRe Fr. (6)

El Dorado® Dual us 2571 2,8 k.A k.A k.A k.A

Glacier Dual us 0,771 1,6 k.A 33171 62 k.A sliBe Fr. (5), Tee (6)

Horizon [d] Dual Us 157125 1,17 1,3 6071 70 k.A k.A

Simcoe® Dual UsS 2071 25 k.A 601 65 107 15 rote Beere (9), stiBe Fr. (7)

Southern Star Dual ZA 137116 ca. 0,6 307 38 k.A wiirzig (6), vegetal (7)

Southern Dawn Dual ZA ca.0,8 ca.0,7 22171 44 k.A Sahnekaram. (7), siiRe Fr. (5)

Southern Promise Dual ZA 0,77 1,1 ca. 0,4 2071 23 k.A vegetal (9), wiirzig (6)

Dr Rudi Dual NZ 1,371 1,6 k.A k.A k.A k.A

Green Bullet Dual Nz 0,971 1,3 k.A 381 52 k.A k.A

Nelson Sauvin Dual NZ 1,17 1,5 k.A 30171 56 k.A k.A

Tsingtao Flower Dual CN ca. 0,6 ca.0,2 k.A k.A rote Beere (7), holzig (5)
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Mit Bitter- und Hochalphahopfen soll Bier primar gebittert werden, mit
Aromahopfen verfolgt man auch andere Intentionen wie ein Hopfenaroma im Bier
und/ oder die Geschmacksférderung durch Polyphenole [Biendl et al., 2012].

Tabelle 5: Klassifizierung der Bitterhopfen i Europa (Deutschland, Tschechien, Polen, Grol3-

britanien) [ a: LfL Planzenbau: ALi st of worl d
GmbH, 2011], [c: Joh. Barth & Sohn GmbH, 2012], [d: Hopsteiner i Hopfensorten]

Sorte Kat. An- Gesamtol Linalool Myrcen Humulen Aromabeschreibung
bau [mI/100g]  [%] von [%]von  [%] von Rohhopfen

[a, b, ] [a] [a] [b,c] Ol [b, c] Ol[b,c] Olfb,c] [b, ]

Hall. Magnum Hochalpha DE 1,67 2,6 0,27 0,7 307 45 307 45 griin (5), Zitrus (5)

Hall. Merkur [d] Hochalpha DE 1,47 19 0,67 1,1 257 35 k.A k.A

Hall. Taurus Hochalpha DE 0,97 1,4 1,07 1,5 307 50 237 33 wilrzig (6), holzig (6)

Herkules Hochalpha DE 1617 24 0,371 08 30750 307 45 griin (6), griine Fr. (3)

Agnus Hochalpha CzZ 2,07 3,0 0,47 0,8 407 55 k.A wiirzig (6), stiRe Fr. (5)

Rubin Alpha Cz 1,071 2,0 0,37 0,5 3071 45 k.A k.A

Vital Alpha CzZ 15125 057109 407 60 k.A k.A

Lunga Hochalpha PL 1,571 25 0,17 0,3 407 55 k.A k.A

Magnat Hochalpha PL ca. 1,0 k.A k.A k.A k.A

Marynka Alpha PL 1,871 22 k.a. 281 31 26 - 33 wiirzig (8), blumig (4)

Oktawia Alpha PL 0,77 1,4 0,27 0,4 3071 50 k.A k.A

Pulawski Alpha PL ca. 1,65 k.A k.A k.A k.A

Zbyszko Alpha PL 1,07 1,5 0,57V 1,0 4071 50 k.A k.A

Zula Alpha PL 1,17 2,0 0,27 0,4 407 50 k.A k.A

Admiral Hochalpha GB 1,07 1,7 ca.1,0 397 48 k.A grun (5), stRRe Fr. (6)

Brewers Gold Alpha GB 08118 ca. 0,3 407 50 k.A rote Beere (4), wirzig (3)

North. Brewer Alpha GB 107116 k.A k.A k.A k.A

Phoenix [d] Alpha GB 127125 k.A 2271 26 k.A k.A

Pilgrim [d] Alpha GB 1671 18 k.A 307 36 k.A k.A

Wye Northdown [d] Alpha GB 127122 k.A 2471 28 k.A k.A

Wye Target Alpha GB 1,271 1,4 0,87 1,0 4571 55 171 22 holzig (7), Sahnekaram. (5)

p>T4

Die neuen Bitterhopfensorten AMagnatf und
Sie werden in Polen angebaut.
Tabelle 6: Klassifizierung der Bitterhopfen i weltweit (USA, Australien, Neuseeland, China)

[ a: LfL Planzenbau: ALi st of world hop varietie
[c: Joh. Barth & Sohn GmbH, 2012], [d: Hopsteiner i Hopfensorten]

Hopfensorte Kat. An-  Gesamtél  Linalool Myrcen Humulen Aromabeschreibung
bau [ml/100g]  [%] von [%] von  [%] von Rohhopfen

[a, b, c] [a] [a] [b,C] Ol [b, c] Ol[b,c] Olfb,c] [b, c]

Apollo [d] Hochalpha US 15725 027104 307 55 KA. KA.

Bravo Hochalpha us 1,67 2,4 0,27 0,3 25171 50 k.A. wilrzig (7), vegetal (5)

Chelan Hochalpha US 157119 kA, 457 55 127 15 rote B. (7), Sahnekaram. (8)

Columbus Hochalpha us 2571 3,5 ca. 0,17 5071 60 k.A. blumig (5), Griin (5)

Comet Hochalpha us 1,471 3,3 k.A. k.A. k.A. Zitrus (9), blumig (7)

Galena Hochalpha us 0,971 1,3 k.A. 551 60 107 13 siiRe Fr. (8), griine Fr. (8)

Millennium Hochalpha us 1,871 2,2 k.A. 307 40 231 27 Sahnekaram. (8), rote Be. (6)

Newport Hochalpha US 1,67 34 KA. k.A. k.A. k.A.

Nugget Hochalpha US 097113 057110 277 42 k.A. Tee (4), Zitrus (4)

Summit Hochalpha US 157125 kKA. 357 50 k.A. vegetal (9), Grin (6)

Super Galena [d] Hochalpha us 157125 037105 457160 k.A. suiRe Fr. (5), holzig (5)

Tomahawk Hochalpha uUs 25135 k.A. 5071 60 k.A. kA

Warrior® Hochalpha US 1,371 1,7 kKA. 407 50 157 19 wiirzig (6), holzig (7)

Zeus Hochalpha US 25171 35 k.A. 5071 60 k.A. k.A.

Pride of Ringwood Alpha AU 107120 ca 04 257 50 ca. 2 wiirzig (8)

Stella Hochalpha AU ca.2,9 k.A. ca. 33 ca. 1,2 wiirzig (9), holzig (6)

Super Pride [d] Hochalpha AU 1,071 20 <ca. 04 2571 50 ca.0,9 wiirzig (7), Sahnekaram. (6)

Topaz Hochalpha AU 08717 04107 257 43 1171 13 rote Beere, suBe Fr. (4)

Pacific Gem [d] Hochalpha Nz 1,271 1,4 k.A. 5071 60 k.A. k.A.

Pacific Jade [d] Hochalpha Nz 1,37 15 k.A. 3071 36 k.A. k.A.

Southern Cross [d]  Hochalpha Nz 107 1,4 kA 5571 63 k.A. kA

Sticklebract [d] Hochalpha NZ 09i 13 k.A. 481 54 k.A. k.A.

Marco polo Hochalpha CN call ca. 0,5 k.A. k.A. kA




2 Theoretische Grundlagen

Aufgrund der grofRen Nachfrage der Brauindustrie wurden neue Hopfensorten, die
den Bieren besonders blumige, fruchtige, zitrusartige und harzige Aroma- und
Geschmackseindricke verleihen, entwickelt. Aus speziellen Kreuzungen sind vier
neue deut s c-Flavor-Aopfpnesccténd éntstanden, mit fur Hopfen eher

Aromanuancen

untypischen fruchtigen-z i t rusarti gen
2i0el 3Ar. o me n

~

Flavor-Ho p s i,

der

wirkung im Bier lassen sich folgendermal3en beschreiben:

[ LfL

v iBerten unceilre Aus-AH¢ | | e

Tabelle7: Ar omabeschr ei bunfRyl adopfensr®ep g diL &Pflanzenbau: ASpeci al
Flavor-Hops i, 2013]
A'S p e elawl- Aromabeschreibung Aromabeschreibung Bier
Hopfensorten (*) des Hopfens (*) (sortenrein gehopft) (*)
APolarish wiurzig und fruchtig hohe Aroma- und Bitterqualitat
mit erfrischender vielfaltige Aromacharakteristika
Minznote fruchtige, minzige und leicht zitrus-
artige Noten
AVlandarina angenehm hopfig hopfige, Grundnote mit sehr fruchtig-
Bavariafi frisch, fruchtig zitrusartigem Potential
ausgepragte Mandarinen- Mandarinen-Orangen-Aroma
und Zitrusnote exzell ente ADrinkaltl
AHal l ertat fruchtig-blumiges Aromanuancen von griinen Friichten
WeilBweinbouquet und Mango
Mango-, Stachelbeer- wahrnehmbare Stachelbeernote
und Grapefruitnoten ahnlich dem Bouquet eines feinen
Weilweins
AHull Melonii fruchtig und s faszinierende sufliche Aromen und

markante Honigmelonen-
note

Bittercharakteristika

wahrnehmbares Honigmelonenaroma
leichte Aprikosennuancen und
blumige Aromanoten

2.1.5 Zusammensetzung des atherischen Hopfendls

GemaR dem Deutschen Arzneibuch versteht man unter &therischen Olen
komplexe Gemische lipophiler Stoffe, die aus den verschiedensten Pflanzenteilen
durch Wasserdampfdestillation, Pressung oder Extraktion gewonnen werden und
im Bereich von ca. 50 bis 320°C sieden. Sie zeichnen sich durch einen
aromatischen, haufig charakteristischen Geruch aus und kommen vor allem in

hoheren Pflanzen vor [Pfannkuche, 2000].

Die Zusammensetzung und die Menge des &atherischen Hopfendls sind vor allem
von der Hopfensorte abhangig. Getrocknete Hopfendolden weisen ungefahr einen

Gehalt von 0,1 1 2,0% an &therischem Ol auf [Lermusieau und Collin, 2002]. Das

9



2 Theoretische Grundlagen

Hopfendl besteht aus einer grol3en Anzahl fliichtiger Verbindungen von denen bis
heute etwa 400 identifiziert und chemisch charakterisiert sind [Nijssen et al.,
1996]. Diese lassen sich in zwei Hauptklassen einteilen. Die Kohlenwasserstoffe,
deren Anteil am Gesamtdl bei 40 T 80% liegt, und die sauerstoffhaltigen
Komponenten [Lermusieau und Collin, 2002]. Die Kohlenwasserstofffraktion lasst
sich in die Gruppe der Monoterpene, mit einem Hauptbestandteil von Myrcen
(107 73 %) und in die Gruppe der Sesquiterpene, mit den Hauptkomponenten
U-Humulen (15 i 42%) und b-Caryophyllen (3 i 15%), unterteilen [Nijssen et al.,
1996]. In den nachfolgenden Tabellen sind wichtige Verbindungen des ather-

ischen Hopfenols aufgefuhrt:

Tabelle 8: Konzentrationen [%] der Kohlenwasserstoffe im &therischen Hopfendl [* Nijssen et al.,

1996]

Kohlenwasserstoffe Konzentration Kohlenwasserstoffe Konzentration
in Hopfendl in Hopfendl
[%] [%]
Nr. Monoterpene [*] Nr. Sesquiterpene [*]
1. b-Ocimen <0,047 0,4 1. b-Farnesen <0,017 16
2. (2)-b-Ocimen <0,02 2. UBisabolen <0,017 3,0
3. (E)-b-Ocimen <0,017V 1,0 3. Db-Bisabolen <0,017 0,2
4. b-Myrcen 1071 73 4. Germacren D <0,017 0,4
5. U-Phellandren <0,01 5. U-Humulen 157 42
6. b-Phellandren <0,02 6. cis-U-Bergamoten <0,03
7. o-Terpinen <0,38 7. trans-U-Bergamoten <0,017 1,0
8. Terpinolen <0,01 8. U-Cadinen <0,017 0,5
9. Limonen <0,027 0,5 9. 0o-Cadinen <0,017 1,2
10. U-Pinen <0,017 0,4 10. U-Cadinen 0,17 3,7
11. b-Pinen <0,017 1,8 11. 1,4-Cadinadien <0,48
12. Camphen <0,02 12.  U-Muurolen <0,017 0,5
13. Sabinen <0,017 1,4 13. 9-Muurolen <0,017 1,9
14. USelinen <0,017 7,0
15. b-Selinen <0,017 6,1
16. 4,11-Selinadien <0,017 0,9
17. U-Guajen <0,01
18. b-Caryophyllen 31 15
19. U-Cubebene < 0,09
20. U-Copaen <0,017 1,0
21. UYlangene <0,017 0,3
22. Aromadendren <0,01
23. Alloaromadendren 0,097 3,5
24. Calamenen <0,017 0,6
25. U-Calacoren <0,017 0,8

Das Monoterpen Myrcen ist die wichtigste und sensorisch dominante Komponente
des grinen Aromas der Hopfendolden [Biendl et al., 2012]. Die Fraktion der
polaren Verbindungen, die 10 i 30% des Hopfenols ausmacht, besteht insbeson-
dere aus Estern, Alkoholen und Ketonen [Nijssen et al., 1996].

10
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Tabelle 9: Konzentrationen [%] sauerstoffhaltiger Verbindungen im &therischen Hopfendl [*

Nijssen et al., 1996]

Sauerstoffhaltige Konzentration | Sauerstoffhaltige Konzentration
Verbindungen in Hopfendl Verbindungen in Hopfendl
[%] (%]
Nr. Aldehyde [*] Nr. Alkohole [*]
1. Hexanal <0,01 1. 2-Methyl-1-butanol <0,017 0,7
2. (E)-2-Hexenal <0,01 2. 3-Methyl-2-buten-1-ol <0,017 0,7
3. Geranial <0,01 3. 2-Methyl-3-buten-2-ol 0,371 1,0
4. Benzaldehyd <0,01 4. 1-Octanol <0,01
5. 2-Octanol <0,01
Ketone [*] 6. 1-Octen-3-ol <0,01
1. 2-Pentanon <0,01 7. 2-Nonanol <0,02
2. 3-Methyl-2-pentanon <0,01 8. 2-Decanol <0,01
3. 4-Methyl-2-pentanon <0,017 0,8 9. 2-Undecanol <0,171 0,6
4. 2-Nonanon <0,017 0,6 10. 2-Tridecanol <0,01
5. 2-Decanon <0,017 0,3 11. Citronellol <0,02
6. Decen-2-on <0,02 12. Geraniol <0,017 1,5
7. 9-Methyl-2-decanon <0,017 0,3 13. Nerol <0,017 0,1
8. 2-Undecanon <0,017V 1,5 14. Linalool <0,17 1,1
9. Undecen-2-on <0,047 0,07 15. Farnesol <0,01
10. 2-Dodecanon <0,047 0,27 16. Nerolidol <0,02
11. 2-Tridecanon <0,017 1,7 17. (E)-Nerolidol <0,2
12. Tridecen-2-on <0,017 0,23 18. U-Terpineol <0,02
13. 2-Tetradecanon <0,16 19. 4-Terpineol <0,01
14. Tetadecen-2-on < 0,05 20. Humulol <0,017 0,1
15. Tetradecadien-2-on <0,09 21. Humulenol Il <0,0171 15
16. 2-Pentadecanon <0,0171 0,15 |22. U-Cadinol <0,08
17. Pentadecen-2-on <0,017 0,18 23. U-Cadinol <0,017 0,1
18. Pentadecadien-2-on <0,017 1,24 24. ¢-Cadinol <0,017 0,25
19. 2-Hexadecanon <0,03 25.  ¢-Muurolol <0,017 0,2
20. 2-Heptadecanon <0,01 26. Cubenol <0,07
21. (E)-b-Damascenon k.A. 27. Epicubenol <0,017 0,15
28. U-Eudesmol <0,017 0,22
(Ep)oxide [*] 29. b-Eudesmol <0,01
1. Humulenepoxid I <0,017 0,42 30. o-Eudesmol <0,03
2. Humulenepoxid Il <0,017 1,86 31. Guaiol <0,01
3. Humulenepoxid IlI <0,01 32. Caryolan-1-ol <0,02
4. Humulendiepoxid <0,017 0,21
5. b-Caryophyllenoxid <0,017 0,64
6. U-Bisabololoxid <0,34

Die Carbonsaure-Ester sind, mit einem Anteil von Uber 15%, die drittgré3te

Substanzgruppe im atherischen Hopfendl. In Hopfendl findet man hauptséchlich

Methylester verschiedenster geradkettiger oder verzweigter Carbonsauren, aber

auch deren Ethyl-, Propyl- oder (Iso-)Butylester [Biendl et al., 2012].
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Tabelle 10: Konzentrationen [%] sauerstoffhaltiger Verbindungen im A&therischen Hopfendl -
Fortsetzung [a: Nijssen et al., 1996; b: Takoi, 2012]

Sauerstoffhaltige

Konzentration

Sauerstoffhaltige und

Konzentration

Verbindungen in Hopfendl Schwefel-Verbindungen in Hopfendol
(%] [%]
Nr. Ester [a] Nr. Organische Sauren
[al
1. Octylacetat <0,01 1. Isobutterséaure <0,1
2. Geranylacetat <0,017 14 2. Isovaleriansaure <1,0
3. Nerylacetat <0,017 0,15 3. Isocapronsaure <0,12
4.  2-Methylbutylpropanoate 0,087 1,0 4. Hexansaure <0,09
5. Propansaurehexylester 0,117 0,38 5. Heptanséure <0,13
6. Propansaureheptylester <0,017 0,09 6. 6-Methylheptansaure <0,03
7. Geranylpropanoat <0,017 0,74 7. Octansaure <0,017 0,02
8. Isobutylisobutyrat <0,017 0,92 8. Nonansaure <0,01
9.  2-Methylbutylisobutyrat <0,017 44 9. Nonensaure <0,01
10. Isoamyl-isobutyrat <0,017 0,71 10. Decansaure < 0,02
11. Hexyl-2-methylpropanoat <0,017 0,09 11. 4-Decensaure <0,06
12. Heptyl-2-methylpropanoat 0,027 0,1 12. 4,8-Decadiensaure <0,02
13. Octyl-2-methylpropanoat <0,017 0,09 13. Dodecadiensaure <0,01
14. Geranyl-2-methylpropanoat <1,0
15. 2-Methylbutyl-2-methylbutanoat <0,017 0,22 Schwefel-
16. 2-Methylbutyl-3-methylbutanoat <0,017 0,15 Verbindungen [a]
17. Methylhexanoat <0,017 0,15 1. Methanethiol k.A.
18. Methyl-5-methylhexanoat <0,017 0,61 2. Hydrogensulfid k.A
19. Methyl-4-methyl-2-hexenoat <0,017 0,44 3. Dimethylsulfid k.A
20. Methylheptanoat <0,017 0,71 4. Diethylsulfid k.A
21. Methyl-6-methylheptanoat <0,017 0,75 5. Dimethyldisulfid < 0,001
22. Methyloctanoat <0,017 1,25 6. Diethyldisulfid k.A
23. Methyl-2-octenoat <0,01 7. Dimethyltrisulfid k.A
24. Methyl-7-methyloctanoate <0,017 0,12 8. Methional k.A
25. Methylnonanoat <0,017 0,50 9. 2-Thiahexan-3-on < 0,001
26. Methyl-5-nonenoat < 0,02 10. Methylhexanethioat <0,12
27. Methyl-7-methylnonanoat <0,01 11. S-Methylhexanethioat <0,0017 0,01
28. Methyl-8-methylnonanoat <0,047 0,25 12. Methylheptanethioat <0,017 0,25
29. Methyldecanoat <0,017 1,40 13. S-Methylheptanethioat <0,001
30. Methyl-4-decenoat <0,017 5,6 14. S-Methyloctanethioat < 0,001
31. Methyldecenoat <11 15. S-Methylnonanethioat < 0,001
32. Methyl-4,8-decadienoat <0,017i 24 16. S-Methyldecanethioat < 0,001
33. Methyldecadienoat 0,571 2,4 17. 1,2-Epithiohumulen <0,0017 0,93
34. Methyl-2-undecenoat <0,01 18. 4,5-Epithiohumulen < 0,001
35. Methylundecenoat <0,02 19. Myrcensulfid k.A.
36. Methylundecadienoat <0,12 20. Myrcendisulfid < 0,001
37. Methyldodecenoat <0,037 0,66 21. Myrcentrisulfid k.A.
38. Methyldodecadienoat <0,097 0,36 22. 4,5-Epithiocaryophyllen  <0,00171 0,34
39. Methyltridecenoat <0,017 0,32 23. 4-Methyl-4-sulfanylpen- k.A.
40. Methylgeranate <0,017 1,5 tan-2-on (4MSP) [b]
41. Methylphenylacetat <0,02 24. 3-Sulfanyl-pentan-1-ol k.A.
(3SP) [b]
25. 3-Sulfanyl-hexan-1-ol k.A.
(3SH) [b]
26. 3-Sulfanylhexylessig- k.A.
Séaure (3SHA) [b]
27. 3-Sulfanyl-4-methylpen k.A.
-tan-1-ol (3S4MP) [b]
28. 3-Sulfanyl-4-methyl- k.A.

pentylessigsaure
(3S4MPA) [b]

Freie Carbonsauren bzw. Fettsduren, wie z.B. Butansadure, die bei der Lagerung

von Hopfen gebildet werden, verursachen einen kasigen Geruch [Biendl et al.,

2012]. Bestimmte

Hopfensorten

12

enthalten

auch

geruchsaktive

Thiole
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(Mercaptane). So kommt beispielsweise in der amerikanischen Hopfensorte
Cascade die Verbindung 4-Methyl-4-sulfanylpentan-2-on (4MSP, fruher als
4-MMP bezeichnet) vor. Diese ist dort fir den Geruch nach schwarzer Johannis-
beere bekannt geworden. Weitere geruchsaktive schwefelhaltige Verbindungen
des Hopfens sind 3-Sulfanyl-4-methylpentan-1-ol (3S4MP) und 3-Sulfanyl-4-
methylpentylessigsaure (3S4MPA). Diese schwefelhaltigen Stoffe entfalten ihr
Aroma bereits in extrem niedrigen Konzentrationen von wenigen ng pro Liter (ppt)
im Bier [Biend! et al., 2012]. Die Aeuenfiflichtigen Thiole, 3S4MP und 3S4MPA,
wurden zum ersten Mal i n der neuseeunt
dem daraus hergestellten Bier nachgewiesen. Diese beiden neuen Thiole haben
eine Grapefruit-/Rhabarber-Aromanote, &@hnlich wie 3-Sulfanyl-hexanl-ol (3SH).
Der Schatzwert fur die Schwellenwerte von 3S4MP und 3S4MPA betragt 40 ppt
bzw. 120 ppt. Sie verleihen dem Bier einen Geschmack nach Sauvignon Blanc
[Takoi, 2012].

Zusammenfassend lassen sich die Hopfendlkomponenten in folgende Verbin-

dungsklassen einteilen:

Tabelle 11: Klassifizierung der Hopfendlkomponenten, nach Nijssen [Steinhaus, 2000]

Stoffklassen Anzahl Stoffklassen Anzahl
Verbindungen Verbindungen

Kohlenwasserstoffe 85 schwefelhaltige Verbindungen 41
Alkohole 78 Acetale 1
Aldehyde 20 Ether 3
Ketone 52 halogenhaltige Verbindungen 1
Carbonsauren 34 Furane 7

Ester 62 Epoxide, Pyrane, Cumarine 16
Basen 9

Summe: 409

Die grof3e Komplexitat des Hopfenaromas wird durch die Vielzahl der enthaltenen
Verbindungen deutlich. Es gibt jedoch Indikatorsubstanzen, welche fir die
typische Aromacharakteristik der verschiedenen Hopfensorten verantwortlich sind
[Lutz et al., 2012; Kammhuber, 2013]. In allen untersuchten Hopfensorten
erweisen sich Linalool und Myrcen als die geruchsaktivsten flichtigen Ver-
bindungen in Hopfen, mit dem héchsten Aromaverdinnungsfaktor [Steinhaus et
al., 2007].
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Tabelle 12: Ubersicht zu den aromaaktiven Komponenten in Hopfen [Kammhuber, 2013]

Aromabeschreibung Aromaaktive Komponenten in Hopfen

fruchtig 2-Methylbutyl-2-methylbutyrat Methyl-6-Methylheptanoat
2-Methylbutyl-isobutyrat Heptanséduremethylester
4,8-Decadiensauremethylester Octansauremethylester
4-Decensauremethylester Isobutylisobutyrat
2-Nonanon

wdirzig / Myrcen b-Caryophyllen  Caryophyllenoxid

holzig U-Copaen U-Humulen Eudesmol

blumig Linalol Tridecanon Geraniol Farnesol
Nerol 2-Decanon 2-Undecanon Geranylacetat
Pentadecanon

grasig / heuartig Hexanal

zitrusartig Zitronellal Zitronellol Limonen

schwefelig Dimethylsulfid 4-Mercapto-4-methylpentan-2-on

nach Krauter / U-Pinen U-Selinen Selinadien b-Farnesen

Gemise b-Pinen b-Selinen Cadinen b-Phellandren

2.1.6 Historische Entwicklung zur Identifizierung und Analyse
von Hopfen6l / -komponenten

Eine Zusammenfassung zu dem Thema &atherisches Hopfendl bietet die Ubersicht
von Sharpe und Laws (1981). Sie zeigt die Historie zur Gewinnung des Hopfendls,
zur Identifikation der Hopfendlkomponenten und zur chemischen Zusammen-
setzung des atherischen Hopfendls. Ferner werden die Sortenunterschiede des
Hopfens, die Hopfendlverlusten bei Trocknung und Lagerung und die Hopfendl-

komponenten in Wirze und Bier beschrieben [Sharpe und Laws, 1981].

Chapman fuhrte mit der Fraktionierung des Hopfendls erste zielgerechte Versuche
und Untersuchungen an Hopfendl durch. Er entdeckte dabei eine Haupt-
komponente des Hopfendls. Das Sesquiterpen mit der Formel C;s5H,4 benannte er
als Humulen [Chapman, 1893, 1894, 1895a, b]. Chapman konnte in
weiterfihrenden Studien, neben Humulen, Myrcen und Linalool, auch Geraniol in
Hopfen identifizieren [Chapman, 1929b]. Sorm (1949a, b) identifizierte zum ersten
Mal b-Caryophyllen und Farnesen in Hopfen. Mittels Rontgenstrukturanalyse
konnten Hartsuck und Paul (1964) die Struktur des U-Humulens aufklaren. Die
Gaschromatographie revolutionierte die Hopfendlanalyse. Howard (1956) trennte

mit Hilfe der Gaschromatographie erstmals 18 Hopfendlkomponenten. Durch
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Anwendung der Saulenchromatographie konnte Howard erstmals eine
Fraktionierung des Hopfenols in eine Kohlenwasserstoff- und eine Sauerstoff-
fraktion durchfiihren. Dabei stellte er fest, dass die Kohlenwasserstofffraktion 70 1
80% des Hopfendls ausmachte und hauptsachlich aus den drei Verbindungen
Myrcen, Caryophyllen und Humulen bestand [Howard, 1957]. Jahnsen, (1962,
1963) identifizierte eine Vielzahl von Hopfenélverbindungen aufgrund ihres
Retentionsverhaltens. Durch die Anwendung der Gaschromatographie-Massen-
spektrometrie konnte dann eine grofR3e Vielzahl von Verbindungen im Hopfendl
identifiziert werden. Dieses Verfahren wurde erstmalig von Buttery bei der Analyse
von Hopfendl angewandt [Buttery et al., 1963]. Nijssen et al. (1996) hat in einer
Ubersicht eine Katalogisierung der Hopfendlkomponenten nach Stoffgruppen
vorgenommen. Dabei hat er die Literatur aus dem Zeitraum 1962 bis 1994
hinsichtlich der identifizierten Hopfenélkomponenten mit quantitativen Angaben
ausgewertet und aufgelistet.

2.1.7 Grundlagen zu den terpenoider Verbindungen

Rund 20.000 Terpene sind derzeit bekannt [Connolly und Hill, 1991]. Ihre Struktur
folgt einem einheitlichen Bauprinzip. Sie bestehen aus 2-Methyl-1,3-butadien bzw.
Isopren-Einheiten (Cs), und werden daher auch Isoprenoide genannt. Die Isopren-
Regel wurde von Ruzicka (1959) formuliert. Terpene kommen in der Natur vor
allem als Kohlenwasserstoffe, als Alkohole und deren Glycoside, als Ether,

Aldehyde, Ketone, Carbonsauren und Ester vor [Breitmaier, 2005].

Je nach Anzahl der Isopren-Untereinheiten unterscheidet man Hemi- (Cs), Mono-
(C10), Sesqui- (Cis), Di- (Cy), Sester- (Czs), Tri- (C3p), Tetraterpene (Cao) sowie
Polyterpene (Cs)n mit n > 8 [Breitmaier, 2005]. Biogenetische Vorstufe der Ter-
pene ist das Acetyl-Coenzym A, die aktivierte Essigsaure. Der Biosyntheseweg
beschreibt die Umsetzung von Acetyl-CoA zur Mevalonsaure. Deren
Phosphorylierung mit Adenosintriphosphat (ATP) fuhrt Gber Mevalonsauremono-
und -diphosphat wunter Decarboxylierung und Dehydratisierung zum
Isopentenylpyrophosphat (IPP), das durch eine Isomerase zum Dimethylallyl-
pyrophosphat (DMAPP) isomerisiert (siehe, Abbildung 5) [Lynen, 1965; Porter,
1981, Breitmaier, 2005].
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Abbildung 5: Biosynthese von Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Geranylpyrophosphat (GPP)
[Breitmaier, 2005]

Die Verknupfung der elektrophilen Allyl-CH,-Gruppe des Dimethylallylpyro-
phosphats mit der nucleophilen Methylen-Gruppe des Isopentenylpyrophosphats
fuhrt zum Geranylpyrophosphat (siehe, Abbildung 5). Im einfachsten Fall
monocyclischer Monoterpene wie des Limonens cyclisiert das nach Abspaltung
des Pyrophosphat-Anions gebildete Allyl-Kation zum Cyclohexyl-Kation. Dessen

Deprotonierung ergibt (R)- oder (S)-Limonen (siehe, Abbildung 6) [Breitmaier,

2005].
<)

Geranylpyrophosphat GPP

Limonen

Abbildung 6: Biosynthese von Limonen [Breitmaier, 2005]
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Das acyclische Geranylpyrophosphat spielt eine zentrale Rolle bei der Biogenese
der Monoterpene. Die Verknupfung von Geranylpyrophosphat (GPP) mit einem
weiteren Auivalent Isopentenylpyrophosphat (IPP) liefert Farnesylpyrophosphat

(FPP), welches die Vorstufe zu den Sesquiterpenen darstellt [Breitmaier, 2005].

Flichtige Mono-, Sesqui- und Diterpene dienen teilweise wegen ihres
angenehmen Geruchs und Geschmacks als Riechstoffe. Sie werden aus den
verkleinerten Pflanzenteilen durch Wasserdampfdestillation oder Extraktion in

Form der &atherischen Ole gewonnen [Breitmaier, 2005].

2.1.7.1 Monoterpene i Cjp

Bei den Monoterpenen stellt Myrcen den Hauptbestandteil des &therischen
Hopfendls dar [Benitez et al., 1997]. Nachfolgende Abbildung 7 zeigt die Struktur

wichtiger Monoterpene in Hopfendl.

acyclische
Monoterpene [*]
HsC~ TCHj
Myrcen (S)-Linalool (R)-Linalool
CHs CHs
monocyclische
Monoterpene [*]
HaC™ ~CH, Hsc/\c:H2
(R)-Limonen (S)-Limonen
CHa CH,
bicyclische
Monoterpene [*]
oS o3
HsC H,C
U-Pinen b-Pinen

Abbildung 7: Struktur typischer Monoterpene in Hopfendl [* Breitmaier, 2005].

Myrcen gilt auch als wichtigste und sensorisch dominante Komponente des
grinen Aromas der Hopfendolden. Bei allen untersuchten Hopfensorten wurden
die Monoterpene Myrcen und Linalool als die aromaaktivsten Komponenten
identifiziert [Steinhaus und Wilhelm, 2007]. Bei konventionell gehopften Bieren

spielt Myrcen aber als Aromastoff keine Rolle, da es bei der Dosage von Hopfen in

17


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/(S)-Limonen.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/(S)-Limonen.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/(S)-Limonen.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/(S)-Limonen.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/(S)-Limonen.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/(S)-Limonen.svg

2 Theoretische Grundlagen

die kochende Wirze nahezu vollstandig verdampft [Biendl et al., 2012]. Bei
kaltgehopften Bieren (Dry Hopping) hingegen wird in Abhéangigkeit von der
verwendeten Hopfensorte im Bier neben einer Zunahme des U-Saure-Gehaltes
auch eine deutliche Zunahme der Hopfenaromastoffe Myrcen und Linalool
erreicht. Die absolute Zunahme von Myrcen im fertigen Bier betragt beispielsweise
bei Kalthopfung mit der Hopfensorte AHer kul esii 20, 0 Og/ |

und b e ANZ Nelson SauviniAi 29,0 Ogu den
acyclischen Monoterpenen in Hopfendl zahlen neben Myrcen auch die
stereoisomeren Kohlenwasserstoffe (Z)- und (E)-Ocimen, sowie die Terpen-
alkohole Linalool, Geraniol und Nerol [Breitmaier, 2005]. Das sterioisomere
Limonen zahlt zu den monocyclischen Monoterpenen. Zu den bicyclischen
Monoterpenen in Hopfendl gehéren neben Sabinen, U-Pinen und b-Pinen
[Breitmaier, 2005]. Diese, in geringen Mengen vorhandenen, Komponenten
werden beim Woirzekochen ebenfalls abgedampft und beeinflussen bei

konventioneller Hopfung das Bieraroma nicht [Biendl et al., 2012].

2.1.7.2 Monoterpen i Linalool

Das bedeutendste Monoterpen des Hopfens ist Linalool. Es wird heute als
wichtigste Indikatorsubstanz fur ein Hopfenaroma im Bier eingestuft [Biendl et al.,
2012]. Das blumig riechende Linalool ist eine chirale Verbindung, die in Hopfen
unabhéngig von der Sorte Uberwiegend (92 i 94%) in der deutlich geruchs-
aktiveren (R)-Form vorkommt [Kaltner, 2000; Steinhaus und Schieberle, 2000;
Steinhaus et al., 2003]. Es wurde festgestellt, dass diese Enantiomerenverteilung
auch wahrend der Hopfenverarbeitung, ausgehend von Rohhopfen bis hin zu
samtlichen konventionellen Hopfenprodukten, anndhernd stabil bei 94%
(R)-Linalool bleibt. Im Rahmen des Brauprozesses findet jedoch eine mehr oder
weniger starke Umlagerung in das geringer geruchsaktive (S)-Enantiomer statt
[Kaltner et al., 2003]. Der Linaloolanteil des atherischen Hopfendls schwankt
sortenbedingt und betrdgt maximal 1,5% [Biendl et al., 2012].

2.1.7.3 Sesquiterpenei Cis

Die beiden wichtigsten Sesquiterpene des Hopfens sind U-Humulen und
b-Caryophyllen. Zusammen kann ihr Gehalt bis zu 50% des Gesamtols betragen.

Das Mengenverhéltnis von b-Caryophyllen zu U-Humulen wird als Sortenmerkmal
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2 Theoretische Grundlagen

eingestuft und schwankt tblicherweise zwischen 0,3 und 0,6 [Biendl et al., 2012].
In Hopfenol findet sich auch das acyclische Sesquiterpen U-Farnesen, das
allerdings nur in den Hopfensorten des Saazer Formenkreises vorkommt. Sein
Gehalt entspricht in etwa der GréRenordnung von b-Caryophyllen. Auch U- und
b-Selinen oder Aromadendren sind nur in bestimmten Sorten enthalten. Die
Sesquiterpene sind wie auch die Monoterpene fir das Bieraroma nicht relevant,
da sie bei der Wirzekochung ebenfalls gréRtenteils verdampfen [Biendl et al.,
2012].

acyclische Sesquiterpene [*]

N N N
U-Farnesen
) ) CHs;
monocyclische Sesquiterpene [*]
HsC
CHj
CHs
U-Humulen
bicyclische Sesquiterpene [*]
H,C

b-Caryophyllen

Abbildung 8: Struktur typischer Sesquiterpene in Hopfendl [* Breitmaier, 2005].

Weitere, in Hopfendl vorhandene monocyclische Sesquiterpene sind u.a.
U-Bisabolen und b-Bisabolen. Als bicyclische Sesquiterpe kommen neben

b-Caryophyllen auch Caryophyllenoxid, 9-Cadinen, U-Cadinol und ti-Cadinol vor.

2.1.8 Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung des Hopfendls

Die Zusammensetzung des Hopfenoéls wird in erster Linie durch die Sorte

bestimmt [Maier, 1966; Likens und Nickerson, 1967; Freundorfer et al., 1991].

Kammhuber (2000) konnte in seinen Untersuchungen zur Biogenese der

atherischen Hopfendle ebenfalls feststellen, dass der Gesamtélgehalt hoch

signifikant von der Hopfensorte und auch vom Erntezeitpunkt abhangig ist.
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Wahrend der Reifung der Dolden steigt der Gesamtélgehalt kontinuierlich an.
Dabei verandert sich die Zusammensetzung des Hopfendls. Relativ zu den
anderen Hopfendlkomponenten nimmt vor allem der Myrcengehalt Gberdurch-
schnittlich zu. Obwonhl sich der Gesamtélgehalt und die Olzusammensetzung stark
andern, hat dies jedoch keinen grofRen Einfluss auf die sensorische Aroma-
beurteilung [Kammhuber, 2000]. Fur jede Hopfensorte gibt es einen empfohlenen
Erntezeitbereich [Lutz, 2009].

Hopfensorte
Trocknungsparameter - genetische Faktoren Anbauort
- Temperatur - Boden, Klima
-Trocknungsdauer
- Luftdurchsatz /
Einflussfaktoren Erntezeitpunkt
sonstige Hopfenol « - Reifestadium
Einflussfaktoren = —% :
Zusammensetzung
- Jahrgang
- Rickstande \
/ Lager-
bedingungen
Art der Weiterverarbeitung - Lagertemperatur
zu Hopfenprodukten - Verpackungsart
- z.B. Pellet, Extrakt - Lagerzeitraum

Abbildung 9: Einflussfaktoren auf die Hopfendlzusammensetzung

Frisch geernteter, griner Hopfen wird unmittelbar nach der Ernte in der
Hopfendarre auf 9 bis 11 % Wassergehalt getrocknet [Biendl et al., 2012]. Der
Vorgang der Trocknung bewirkt einen grof3en Verlust an Hopfendl. Abhangig von
der Trocknungstemperatur konnen die Hopfenélverluste bis zu 30 i 40% betragen
[NarziB und Forster, 1971]. Die Verluste bei der Hopfentrocknung sind
sortenabhangig und treten vor allem bei den leichter fliichtigen Kohlenwasser-
stoffen und oxidierten Verbindungen auf. Die Abnahme der Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe war generell geringer. Ein Anstieg an Oxidationsverbindungen
der Sesquiterpene war beim Trocknungsvorgang nicht zu beobachten, wohl aber
ein teilweiser Anstieg der schwefelhaltigen Aromastoffe des Hopfens [Narzil3 et al.,
1985]. Die Trocknungsparameter missen abhéangig von der Sorte, den
Witterungsbedingungen, dem Reifezustand und der Ausgangsfeuchte der

Hopfendolden individuell angepasst werden [Biendl et al., 2012].
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Bei der Lagerung von Hopfen nimmt ebenfalls der Gehalt an atherischem
Hopfendl ab [Friese et al., 1979; Foster und Nickerson, 1985; Lam et al., 1986a].
Generell gilt, dass die sekundaren Inhaltsstoffe des Hopfens unter der Einwirkung
von Luftsauerstoff reaktionsfreudig sind. Dies trifft besonders auf die Alpha- und
Beta-Sauren, aber auch auf Aromakomponenten und die niedermolekularen
Polyphenole zu [Biendl et al., 2012]. Bei oxidativer Hopfenalterung andert sich das
Aroma deutlich. Es kann zunehmend eine kasige Note dominieren. Nach einer
halbjahrigen Lagerung bei ca. 20°C oxidieren etwa 10% der Sesquiterpene
(b-Caryophyllen und U-Humulen). Dies macht sich in einer Zunahme ihres Epoxid-
anteils von 1 bis 2% auf 8 bis 10% bemerkbar [Biendl et al., 2012].

Wie stark sich die Zusammensetzung des Hopfendls wahrend der Lagerung
andert, wird insbesondere durch die Lagerbedingungen beeinflusst. Eine
Erhohung der Lagerstabilitat kann durch tiefe Lagertemperaturen und durch die
Verwendung einer luft- bzw. sauerstofffreien Verpackung erreicht werden [Narzif3
und Forster, 1972a]. Hopfenpellets werden daher in spezifizierter Verbundfolie
unter Inertgas (Kohlendioxid / Stickstoff oder Mischung) verpackt [Biend! et al.,
2012]. In inerter Atmosphére bleibt das Hopfenaroma auch sensorisch intakt,
solange Temperaturgrenzen von etwa 10 i 15°C nicht Gberschritten werden. Unter
diesen Bedingungen andert sich die Zusammensetzung der Aromastoffe nur
moderat [Biendl et al., 2012]. Die Verarbeitung zu Hopfenextrakten wirkt sich
ebenfalls positiv auf die Lagerstabilitdt aus [Narzi3 und Forster, 1972b; Tressl et
al. 1987]. Reine CO,-Extrakte bestehen uberwiegend aus Weichharzen und
Hopfendl. Sie sind bei niedrigen Temperaturen von 0 bis 5 °C mehr als 10 Jahre
stabil. Ethanolextrakte sind bei O bis 5 °C etwa 5 Jahre haltbar. Fur die
Vermeidung von Qualitatseinbuf3en Uber 3 bis 5 Jahre wird bei der Lagerung von
Pellets eine Lagertemperatur von 0 bis 5 °C vorausgesetzt [Biendl et al., 2012].

Bei der Verarbeitung zu Hopfenpellets bleibt die Zusammensetzung der
Hopfendlkomponenten in qualitativer und quantitativer Hinsicht gegentber dem
Doldenhopfen praktisch unverandert [Narzif3 et al., 1985]. Bei der Verarbeitung ist
allerdings auf eine gleichmallige Pressung zu achten, so dass die Lupulindriisen
nicht gequetscht werden. Hopfen mit intakter Lupulin ist lagerstabiler, denn die

Lupulinmembran bietet einen begrenzten Sauerstoffschutz [Biendl et al., 2012].
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Die Verluste bei der Verarbeitung zu Hopfenextrakten sind vom
Extraktionsmittel abhangig [Biendl et al., 2012]. Ethanolextrakte weisen aufgrund
ihres komplexen Charakters wesentlich deutlichere Veranderungen wahrend der
Lagerung auf als Methylenchlorid- oder CO,-Extrakte [Forster et al., 1987]. Bei der
Ethanolextraktion werden leichtfliichtige Hopfenaromastoffe, insbesondere
Myrcen, durch den Destillationsvorgang teilweise entfernt. [Biendl et al., 2012]. Die
Kohlendioxidextraktion zeichnet sich dadurch aus, dass die Hopfenaromastoffe
nahezu vollstandig gewonnen werden [Biendl et al., 2012]. Es treten nur geringe
Verluste, vor allem von Myrcen, auf [Tressl et al., 1983; Freundorfer et al., 1991].
Der Anbauort, d.h. der Boden und das Klima tben ebenfalls einen Einfluss auf
die Hopfen6lmenge und die -zusammensetzung aus [Joh. Barth & Sohn GmbH,
2012]. So wurden exemplarisch Hopfensorten, die in mehreren Anbaugebieten
verbreitet sind, miteinander verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass neben der
Gesamtblmenge auch die Konzentrationen der einzelnen Hopfendlkomponenten
jede nach Anbaugebiet unterschiedlich ist [Joh. Barth & Sohn GmbH, 2012]. Ein
weiterer Einflussfaktor auf die Hopfenélmenge und dessen Zusammensetzung ist
der Jahrgang bzw. das Erntejahr des Hopfens. In den Untersuchungen von
Hermann et al. (2008) wird deutlich, dass der Gesamtétlgehalt einer Hopfensorte in
den aufeinander folgenden Erntejahren sehr stark variieren kann. Die Linalool-

gehalte zeigten, abhéngig vom Erntejahr, Unterschiede bis zu 33%.

2.2 Bier

Bier ist ein Getrank, welches Alkohol, Extrakt und CO, enthalt und durch Gérung
mit ober- oder untergariger Hefe aus Malz oder Malzersatzstoffen, Hopfen oder
Hopfenprodukten und Brauwasser hergestellt wird [Geiger und Back, 2001]. In
Deutschland gilt das sogenannte Reinheitsgebot. Darin ist festgelegt, dass zur
Bereitung von untergarigem Bier nur Hopfen, Malz, Wasser und Hefe verwendet
werden durfen. Fur obergariges Bier gelten dieselben Vorschriften, jedoch sind
hierbei auch die Verwendung von anderem Malz und die Verwendung von
technisch reinem Rohr-, Riben-, Invert- oder Starkezucker zulassig. Zudem wurde
die Verwendung von Hopfenextrakten erlaubt [BierStG, 1993]. In Deutschland
regelt die Bierverordnung von 2008 unter anderem den Schutz der Bezeichnung
Bier und die Kenntlichmachung der Biergattungen. Ge m2 C d e m Aébets-

urteilih des Eur op?2i s c lgikalerdibgsr dass iBiers, ldie fn sanderen
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2 Theoretische Grundlagen

Mitgliedslandern der EU rechtmafiig hergestellt oder verkehrsfahig waren, auch
auf dem deutschen Markt diese Verkehrsfahigkeit erlangen i unabh&ngig davon,
ob sie entsprechend den strengen Vorschriften des Reinheitsgebotes hergestellt
werden oder nicht [EUGH, 1987].

Bier enthalt viele verschiedene Komponenten. Einige von ihnen stammen von den
Rohmaterialen und durchlaufen unverandert den Herstellungsprozess. Andere
wiederum werden erst wahrend des Brauprozesses gebildet [Buiatti, 2009]. Die

Hauptkomponenten des Bieres werden in der Tabelle 13 zusammengefasst:

Tabelle 13: Hauptkomponenten des Bieres [Buiatti, 2009]

Substanzen Konzentration Anzahl der Ursprung
Verbindungen
Wasser 9071 94 % 1 e
Ethanol 31 5%viv 1 Hefe, Malz
Kohlenhydrate 17 6% wlv 00 Malz
Kohlendioxid 3,51 454/ 1 Hefe, Malz
Anorganische Salze 5007 4.000 mg/l 25 Wasser, Malz
gesamt Stickstoffgehalt 30071 1.000 mg/l #00 Hefe, Malz
Organische Sauren 5071 250 mg/l 200 Hefe, Malz
hohere Alkohole 1007 300 mg/l 80 Hefe, Malz
Aldehyde 3071 40 mg/l B0 Hefe, Hopfen
Ester 2571 40 mgll 50 Hefe, Malz, Hopfen
Schwefelverbindungen 17 10 mg/l f0 Hefe, Malz, Hopfen
Hopfenderivate 207 60 mgll >100 Hopfen
Vitamin B Verbindungen 5,07 10 mg/l 13 Hefe, Malz

2.2.1 Einteilung der Biere in Bierarten und Biersorten

Bei den einzelnen Bierarten unterscheidet man obergérige Biere und untergarige
Biere (Tabelle 14). Zu den typischen deutschen obergarigen Bieren zahlen die
Weizenbiere, die mindestens zu 50% aus Weizenmalz hergestellt sein missen.
Sie werden naturtrib mit Hefetrub als helles, mittelfarbiges oder auch als dunkles
Hefeweizen angeboten. Weizenbiere sind wegen des hohen Vergdrungsgrades
sehr spritzig und manchmal leicht sauerlich, aber nur schwach gehopft [Taschan
und Uhlig, 2010]. Die Berliner Weil3e ist ein leicht moussierendes, schwach
sauerliches Bier, das nur in Berlin hergestellt werden darf. Gebraut wird es mit

obergéariger Hefe und Milchséurebakterien [Hampson, 2009].
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Kdlsch ist ein helles, obergériges Bier, das nur im Stadtgebiet von Kain
hergestellt wird [Hampson, 2009]. Bitterbiere, wie Kélsch und Dusseldorfer Altbier
sind stark gehopfte Vollbiere [Belitz et al., 2008]. Ale, ist ein obergariges Bier, das
vorwiegend in GroRRbritannien, Irland und USA gebraut wird. Helle, stark gehopfte
Biere sind das Pale Ale und das milder gehopfte, dunklere Mild Ale. Zusatze von
Ingwerwurzelauszigen liefern Ingwerbiere, wie das Ginger Ale [Belitz et al., 2008].
In den USA werden Ublicherweise alle obergarigen Biere als Ale bezeichnet.
Amerikanisches Ale haben intensive Aromen von Hopfen und karamell- bzw.

keksartigem Malz [Hampson, 2009].

Tabelle 14: Einteilung deutscher und auslandischer Biersorten [a: Schwedt, 2005; b: Belitz et al.,
2008; c: Kenning, 2005; d: Hampson, 2009]

Bierarten Deutsche Biersorten Auslandische Biersorten
[a, b] [a, b, c, d] [a, b, c, d]
obergarige 1 Hefeweizenbier 1 Belgisches Abteibier (Double, Triple)
Biere (Hell, Dunkel) 1 Niederlandisches Abteibier (Trippel)
9 Berliner Weisse 1 Amber Bier
9 Leipziger Gose 1 Ale: Pale Ale, Mild Ale, Ginger Ale,
1 Altbiere India Pale Ale, Light Ale, Brown Ale,
9 Steinbier Heather Ale, Irish Red Ale, Strong Ale,
1 Malzbiere Amber Ale, Old Ale, Scotch Ale, Sour
1 Nahrbiere Ale, Bitter, Best Bitter, Barley Wine
1 Haferbier 9 Stout: Irisches Dry Stout, Oatmeal
1 AK°l schi Stout, Milk, Stout, Tropisches Stout,
Imperial Stout
1 Porter
9 Lambic: Frucht-Lambic, Gueuze-
Lambic, Kriek-Lambic
M1 Faro
9 Biéere de Garde
1 Weizenbier
1 Belgisches Saison
untergarige 9 Pilsner / Pils 9 Lager: Strong Lager, Premium Lager,
Biere 1 Export (Hell, Dunkel) Dunkles Lager, ungefiltertes Lager,
1 Lager Wiener Lager
I Minchner Helles 1 Rauchbier
1 Festbier (Oktoberfest) | 1 Pilsner
1 Bockbier, Doppelbock | 1 Bockbier, Doppelbock
1 Maérzenbier 1 Zwicklbier
1 Starkbier
1 Rauchbier
I Schwarzbier
9 Kellerbier
9 Leichtbiere
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Englische Biertypen haben Stammwirzegehalte bis zu 11 i 13%. Ein tief dunkel
gefarbtes, stark eingebrautes und alkoholreiches Bier (bis zu 25% Stammwirze,

Uber 6,5% Vol. Alkohol) ist Stout, in leichteren Sorten auch als Porter bezeichnet.

Obergarige Biere belgischer Herkunft von langer Lagerzeit sind Lambic und Faro.
[Belitz et al., 2008]. Lambic ist eine Bierspezialitat, die durch Spontangarung
entsteht, d. h. es wird keine Hefe zugegeben. Die Garung geschieht allein durch
Hefepilze in der Umgebungsluft [Hampson, 2009]. Die Abteibiere aus Belgien und
den Niederlanden gehotren ebenfalls zu den obergéarigen Bieren. Diese gibt es als
Double, mit zweiter Garung und als Triple, mit viel Malz gebraut und dreifach
vergoren [Hampson, 2009]. Untergarige Biere zeigen eine wesentlich hohere
Lagerfahigkeit und werden als helle, mittelfarbige oder dunkle Biere hergestellt.
Pilsener Biere als Prototyp der hellen, untergérigen Vollbiere sind ausge-
sprochene Hopfenbiere mit 11,8 1 12,7% Stammwirze [Belitz et al., 2008]. Sie
sollen mindestens 25 Bittereinheiten (BE) aufweisen. Norddeutsche Pilsbiere sind
mit bis zu 35 BE oft besonders herb und bitter [Taschan und Uhlig, 2010].
Minchner Biere sind dunkle, schwach gehopfte Biere, die unter Zusatz von 0,5 i
2% Farbmalz, oft auch von wenig Karamelmalz hergestellt werden. Sie
schmecken suBlich und ausgesprochen malzaromatisch und enthalten 11 7 14%

Stammwdrze [Belitz et al., 2008].

Exportbiere sind aus Gerstenmalz hergestellte, untergarige Vollbiere mit einem
Stammwiurzegehalt von mindestens 12,0%. Sie sind meist geringer gehopft als
Pilsbiere und haben einen Bitterstoffgehalt von 15 i 20 BE [Taschan und Uhlig,
2010]. Lager ist ein aus Gerstenmalz gebrautes, untergériges Bier mit einem
Stammwirzegehalt von mindestens 11,0% [Taschan und Uhlig, 2010]. Dunkel ist
ein aus Gerstenmalz (davon Uberwiegender Anteil Dunkelmalz) hergestelltes,
untergariges Bier mit einem Stammwiurzegehalt von mindestens 11,0% und einer
Farbtiefe von 35 und mehr EBC-Farbeinheiten [Taschan und Uhlig, 2010].
Marzenbiere sind meist mittelfarbig (bernsteinfarben) und schmecken betont
malzaromatisch bis leicht karamelig. Sie haben einen Stammwirzegehalt von
mindestens 13,0% [Taschan und Uhlig, 2010].
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Alkoholfreie Biere weisen einen maximalen Alkoholgehalt von 0,5 Vol-% auf. Zur
Herstellung alkoholfreier Biere wird der Alkoholgehalt eines normalen Bieres
(unter- oder obergarig, hell oder dunkel) beispielsweise durch Umkehrosmose
oder Vakuumdestillation bei ca 40°C weitgehend entfernt. Beide Verfahren kdnnen
auch kombiniert werden [Belitz et al., 2008]. Es besteht aber auch die Mdglichkeit
die Garung abzubrechen. Das s ogen &Komakt® e AK& hrt en i
starke Hemmung der Alkoholprodukton von Hefe bei 0°C aus. Durch die langsame
Alkoholbildung kann die Géarung bei einem Alkoholgehalt von 0,5 Vol-% relativ gut
unterbrochen werden. In anderen Verfahren verbleibt die Hefe ohnehin nur kurz in

der Wirze [Baltes und Matissek, 2011].

2.2.2 Einteilung der Biere in Biergattungen

Die Einteilung in Biergattungen wird nach dem Stammwirze-, Extrakt- und

Alkoholgehalt vorgenommen.

Tabelle 15: Einteilung der Biergattungen [Schwedt, 2005]

Bezeichnung Stammwdrze Extrakt Alkohol % vol
Einfachbiere 371 6% 17 4% 1,31 25%
Schankbiere 77 8% 271 4% 2571 3,5%
Vollbiere 117 16 % 4571 6% 351 45%
Starkbiere > 16 % 67 10% 4571 6,5%
Obergarige Biere 77 8%

Untergéarige Biere 11,87 12,7 %

Unter Extrakt versteht man den Anteil an gelésten Stoffen im Bier ausgenommen
des Alkohols. Der Extrakt besteht zu etwa 80% aus Kohlenhydraten, im Wesent-
lichen Dextrinen. Aus ihm und dem Alkoholgehalt lasst sich aufgrund der
Garungsgleichung, wonach zwei Gewichtsteile Zucker einen Gewichtsteil Alkohol
liefern, der urspringliche Extraktgehalt der Wirze errechnen, der bei der
Bierherstellung zur Vergadrung gekommen ist. Man bezeichnet diesen urspriing-
lichen Extraktgehalt, der gleichzeitig ein MalR fur das verarbeitete Malz ist, als

Stammwirze [Belitz et al., 2008].
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2.2.3 Charakteristische Aromastoffe im Bier

Bier ist ein extrem komplexes Produkt. Sein Aroma ist das Ergebnis eines
komplizierten Prozesses aus enzymatisch und nicht-enzymatisch katalysierten
Reaktionen sowie Substanzen, die unveréndert aus Darrprodukten und Hopfen in
das Bier gelangen. Die Mehrzahl der Bieraromastoffe entsteht bei der
alkoholischen Géarung mit Hefen [Salzer und Siewek, 2000]. Die Aromastoff-
komposition im Bier kann als ein dynamisches System verstanden werden, was
sich fortlaufend andert. Die Konzentration der verschiedenen Aromastoffe in Bier
variiert Uber eine breite Spanne in dem Bereich von g/l bis ng/l [Verhagen, 2010].

2.2.3.1 Aromawert 1 Flavour Unit (FU)

Fast alle Aromastoffe in Bier haben unterschiedliche Schwellenwerte. Die
Schlusselfrage ist, welche der Komponenten im Bier sensorisch wahrgenommen
werden koénnen. Es hat sich als guinstig erwiesen, die Menge einer Verbindung im
Bier hinsichtlich ihrer Aromakonditionen als Flavour Unit (FU) auszudricken.
Dabei wird die vorhandene Konzentration des Aromastoffes durch den Schwel-

lenwert des Stoffes dividiert [Meilgaard, 1975a].

Fl avou(rB)Un+t

Der Wert fur FU ist dimensionslos. Daher missen die Einheiten fir die
Konzentration und den Schwellenwert gleich sein. Fir die Interpretation der
Flavour Units legte Meilgaard (1982) nachfolgende Regel fest.

Tabelle 16: Einteilung der Flavour Units [* Meilgaard, 1982]

FU: >2,0 Komponente sehr aromaaktiv [*]
FU: 1,071 2,0 Komponente aromaaktiv [*]
FU: 0,57 1,0 Komponente kann aromaaktiv sein [*]

(abhéangig von der Empfindlichkeit des Einzelnen oder von der
Beeinflussung durch andere ahnliche Aromakomponenten)

FU: 0,27 0,5 Komponente eventuell aromaaktiv [*]
(meist nicht von Bedeutung)

FU: <0,2 Komponente hat keine Auswirkung auf das Aroma [*]
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2.2.3.2 Hopfenaromastoffe im Bier

Wissenschaftliche Studien befassten sich mit der systematischen Untersuchung
und Entschlisselung des Hopfenaromas in Bier [Fritsch et al., 2004]. Fritsch
(2001) konnte beweisen, dass ausschlie3lich Linalool im Bier eine typische
Hopfennote hervorruft und somit als Schlisselaromastoff fur ein blumiges,
fruchtiges Hopfenaroma betrachtet werden kann. Biere, mit einem Linaloolgehalt
von mehr als 20 pg/l zeigen laut Kaltner (2000), abhangig von der Gesamtmatrix
des Bieres, ein sensorisch deutlich wahrnehmbares Hopfenaroma. Der
Schwellenwert fir Linalool wird in der Literatur unterschiedlich mit 5 pg/l [Harrison
und Collins, 1968] bis 80 ug/l [Meilgaard, 1975b] angegeben. Fritsch und
Schieberle (2005), verifizierten mit Hilfe der Aroma-Extrakt-Verdiinnungsanalyse
(R)-Linalool als eine der geruchsaktiven Komponenten in Pilsner-Bier. Kaltner et
al., (2001) konnte nachweisen, dass wahrend des Wirzekochprozesses Linalool-
verluste bis zu 95%, aufgrund von Ausdampfvorgangen, auftreten. Linalool,
welches in Hopfen hauptséchlich (zu tGber 90%) in Form des geruchsaktiveren
(R)-Enatiomers vorkommt [Kaltner, 2000], lagert sich wahrend des Kochprozesses
in das wesentlich geruchsschwachere (S)-Enantiomer um [Fritsch und Schieberle,
2003].

Wahrend der Garung kommt es zu keiner weiteren Reduzierung des
Linaloolgehaltes. Zum Teil kann wahrend der Garung sogar eine Zunahme des
Linaloolgehaltes festgestellt werden, welche vermutlich durch eine Hefeaktivitat
bewirkte enzymatische Freisetzung von glykosidisch gebundenem Linalool verur-
sacht wird [Kaltner et al., 2001; Kollmannsberger et al., 2006]. In der Praxis
werden die Biere in der Regel einer Kurzzeiterhitzung unterzogen, was zum einen
die mikrobiologische Bierqualitat sicherstellt und zum anderen eine Inaktivierung

von Enzymen mit sich bringt [Back, 2008b].
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Tabelle 17: Hopfenaromastoffe im Bier [a: Hughes und Baxter, 2001; b: Hardwick, 1995;
c:. Schieberle, 1995: * in Wasser, ** in alkoholfr. Bier; d: Harrison und Collins, 1968;
e: Kaltner, 2000; f: Takoi et al., 2010; g: Maarse, 1991; h: NIST MS Search 2.0]

Komponente CAS- Konzentrationsbereich Schwellenwert im
Nummer im Bier [ug/l] Bier [ug/l]
[a, b] [h] [a, b] [a, c,d, e f g]
Linalool [a] 126-91-06 [R-(-)] 17 470 [a] 5[d], 20 [e], 27, 80 [a]
Linalooloxid [a] 5989-33-3 n.n.i 49 [a] k.A.
Citronellol [a] 106-22-9 17 90 [a] 51f]
Geraniol [a] 106-24-1 17 90 [a] 36 [a]
Geranylacetat [a] 16409-44-2 < 35]a] k.A.
U-Terpineol [a] 7785-53-7[R-(+)] 17 75]q] 300 [g], 2000 [a]
Humulenepoxid | [a] 19888-33-6 n.n.7 125 [a] 10 [a]
Humulenepoxid Il [a] 19888-34-7 1,97 270 [a] 450 [a]
U-Eudesmol [a] 473-16-5 17 100 [a] k.A.
U-Cadinol [a] 481-34-5 n.n.7 200 [a] k.A.
Humulenol [a] 19888-01-8 17 1150 [a] 500, 2500 [a]
Humulol [a] 24405-58-1 n.n. 7 220 [a] k.A.
Myrcen [b] 123-35-3 <1,0[b] k.A.
Caryophyllenepoxid [b] 1139-30-6 107 20 [b] k.A.
b-Damascenon [b] 23726-93-4 <20 [b] 0,004*, 10**[c]
Ethyl-4-decenoat [b] 76649-16-6 107 200 [b] k.A.
Ethyl-2-nonenoat [b] 38112-59-3 107 300 [b] k.A.
Methyldecanoat [b] 110-42-9 107 300 [b] K.A.

Neben Linalool findet man in Hopfen auch den Vorlaufer des sehr geruchsaktiven
b-Damascenons in glykosidisch gebundener Form [Kollmannsberger et al., 2006;
Biendl et al., 2012]. Das stark aromaa k t i -D@masbenon kann von Hopfen-
glycosiden freigesetzt werden, wobei Hopfen nicht die einzige Quelle fur dieses
Keton zu sein scheint. Im Vergleich zum frischen Bier wird bei dem 8 Wochen
gel agertem Bier e b e n f -Bdmhssenor-GeanaltsAfeswdstelle g d e s
[Kollmannsberger et al., 2006]. Im Gegensatz zu den Monoterpen-Alkoholen, wie
Linalool, spricht man den Sesquiterpen-Alkoholen keine entscheidende Bedeutung
mehr fir das Bieraroma zu [Biendl et al., 2012]. Zusammenfassend kann man
sagen, die Intensitat des Hopfenaromas im Bier ist abhangig vom Zeitpunkt und

der Menge der Hopfengabe sowie von der Hopfensorte [Back, 2008a].

2.2.3.3 Aromastoffe im Bier i Alkohole

Neben Ethanol enthalt Bier auch eine Reihe von anderen Alkoholen, allerdings in
viel niedrigeren Konzentrationen und haufig unterhalb ihres Schwellenwertes. Die
Bildung dieser sogenannten hoheren Alkohole, auch Fuselalkohole genannt, ist

abhangig vom verwendeten Hefestamm [Verhagen, 2010].
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Tabelle 18:  Ubersicht der Alkohole im Bier. [a: Tan und Siebert, 2004; b: Meilgaard, 1975b;
c: Yonezawa und Fushiki, 2002; d: Hughes und Baxter, 2001; e: Hardwick, 1995;
f: Tressl et al., 1978a; g: NIST MS Search 2.0]
Komponenten CAS- Schwel- Typische FU Aromabeschreibung
Nummer lenwert Konzentration im Bier
im Bier im Bier
[ma/l] [ma/l]
[a] [d] [a, b] [c.d.ef] [b]
Methanol 67-56-1 10000 0,571 3,0[d] 0,0003 alkoholisch, lI6semittelhaltig
Ethanol 64-17-5 14000 200007 80000 1,471 57 alkoholisch, stark
[d]
1-Propanol 71-23-8 800 3,07 16 [d] 0,004171 0,02 alkoholisch
2-Propanol 67-63-0 1500 27 6[d] 0,004 alkoholisch
1-Butanol 71-36-3 450 0,37 3[e] 0,007 alkoholisch
2,3-Butandiol 513-85-9 4500 507 150 [e] 0,017 0,03 Gummi, siBlich, Diacetyl
2-Butanol 78-92-2 16 kKA. e alkoholisch
2-Methyl-1-propanol 78-83-1 200 4,07 57 [c] 0,027 0,29 alkoholisch
(Isobutanol)
2-Methyl-2-propanol 75-65-0 1600 kKA. - alkoholisch
(tert-Butanol)
1-Penten-3-ol 616-25-1 0,35 kKA. e stechend, alkoholisch
2-Furanmethanol 98-00-0 > 3000 1,2 [f] 0,0004 Zuckerrohr, holzig
(Furfurylalkohol)
1-Pentanol 71-41-0 80 2,07 10 [e] 0,0257 alkoholisch, medizinisch
(n-Amylalkohol) 0,125
2-Pentanol 6032-29-7 45 kA - alkoholisch, fruchtig,
(sec-Amylalkohol) Himbeer, nussig, Ether
3-Pentanol 584-02-1 50 kKA. e alkoholisch, medizinisch,
Ether, nussig, fruchtig
2-Methyl-1-butanol 137-32-6 65 7,01 34 [c] 0,117 0,52 alkoholisch, Banane,
(aktiver Amylalkohol) medizinisch, I6semittelhaltig
3-Methyl-1-butanol 123-51-3 70 2571 123 [c] 0,367 1,76 alkoholisch, Banane, sufl.,
(Isoamylalkohol) aromatisch
cis-3-Hexen-1-ol 928-96-1 13 0,025 [e] 0,002 gr. Blatter, Banane, suf3l.
trans-2-Hexen-1-ol 928-95-0 15 0,02 [e] 0,001 bitter, gr. Blatter
1-Hexanol 111-27-3 4,0 0,057 0,33 [€e] 0,017 0,08 Kokos, gr. Blatter
2-Hexanol 626-93-7 4,0 kKA. e Kokos
Benzylalkohol 100-51-6 900 kKA. e Mandeln, bitter
1-Hepten-3-ol 4938-52-7 0,15 kKA. e gr. Bléatter
1-Heptanol 111-70-6 1,0 kA - Kokos, unangenehm,
ketonisches Losungsmittel
2-Heptanol 543-49-7 0,25 0,015 [e] 0,06 Kokos
2-Phenylethanol 60-12-8 125 5,07 102 [c] 0,047 0,82 Rosen, suf3l., parfimiert
4-Hydroxy-benzenethanol 501-94-0 200 3,07 40[d] 0,01571 0,2 bitter, chemisch
(Tyrosol)
1,2,3-Propantriol 56-81-5 - 12007 2000 [d] - suBlich, viskos
(Glycerol)
1-Octen-3-ol 3391-86-4 0,2 0,017 0,02 [e] 0,057 0,1 gr. Bléatter, suRl., parfumiert
1-Octanol 111-87-5 0,9 0,005 [e] 0,0056 Kokos, Walnuss, 6lig
2-Octanol 123-96-6 0,04 0,03 [e] 0,75 Kokos, Walnuss, 6lig, ranzig
1-Nonanol 143-08-8 0,08 kKA. e Kokos, Walnuss, 6lig
2-Nonanol 628-99-9 0,075 001[f] = - Kokos
Nerol 106-25-2 0,5 kKA. - Limette, blumig
1-Decanol 112-30-1 0,18 kKA. Kokos, Walnuss, 6lig, ranzig
2-Decanol 1120-06-5 0,015 0,005 [d] 0,33 Kokos, anisartig
1-Undecanol 112-42-5 0,5 kKA. - Fettsdure, Kokos
2-Undecanol 1653-30-1 0,07 kKA. parfumiert, siR3l., Kokos
1-Dodecanol 112-53-8 0,4 kKA. - Fettséure, Kokos, Banane
2-Methoxy-4-vinylphenol  7786-61-0 0,30 0,057 0,55 [€] 0,177 1,8 phenolisch, bitter

(4-Vinylguajacol)

Die methylverzweigten aliphatischen Alkohole resultieren aus dem Stoffwechsel
Die Alkohole
2-Methylpropanol, 2-Methylbutanol und 3-Methylbutanol sind neben Ethanol die

der Aminosaduren Leucin, Isoleucin, Valin und Threonin.
konzentrationsstarksten Alkohole in Bier [Tressl, 1976]. Ferner kann 2-Phenyl-

ethanol in normalen Konzentrationen positiv zum charakteristischen Bieraroma
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beitragen [Meilgaard, 1982]. Hohere Alkohole sind die direkten Vorlaufer der im
Bier vorkommenden Ester. Sie beeinflussen das Bieraroma positiv [Verhagen,
2010]. Fritsch und Schieberle (2005), verifizierten mit Hilfe der Aroma-Extrakt-
Verdinnungsanalyse die Alkohole 2- und 3-Methylbutanol, 2-Phenylethanol,
4-Vinyl-2-Methoxyphenol als besonders geruchsaktive alkoholische Komponenten

in Pilsner-Bier.

2.2.3.4 Aromastoffe im Bier 1 Ester

Flichtige Ester stellen eine wichtige Gruppe der aromatischen Verbindungen im
Bier dar. Sie sind fur das fruchtige Aroma im Bier verantwortlich [Verstrepen et al.,
2003; Verhagen, 2010]. Hohe Estergehalte konnen aber in einem unerwinschten
[6sungsmittelartigen Aroma resultieren [Herrmann, 2005]. Ester werden durch die
Hefe gebildet und ihre Konzentration ist unter anderem von der Dichte der Wiirze
und der Menge des vorhandenen Sauerstoffes abhangig [Verhagen, 2010].

Tabelle 19a: Ubersicht der Ester im Bier [a: Tan und Siebert, 2004; b: Meilgaard, 1975b;
¢: Hughes und Baxter, 2001; d: Hardwick, 1995; e: Tressl et al., 1978a; f: NIST MS

Search 2.0]
Komponenten CAS Schwellen- Typische FU Aromabeschreibung
wert im Konzentration im Bier
Bier im Bier
[mg/l] [mg/l]
[a b] [f] [a, b] [c. d €] [0]
Ameisensauremethylester 107-31-3 5000 0,371 0,8 [d] < 0,0002 atherisch, mild, blumig,
(Methylformiat) angenehm
Essigsauremethylester 79-20-9 550 0,61 12[d] 0,001 7 leicht I6semittelartig,
(Methylacetat) 0,02 fruchtig, angenehm
Ameisensaureethylester 109-94-4 150 0,471 2,2[d] 0,003 leicht estrig, fruchtig,
(Ethylformiat) 0,015 I6semittelartig
Essigsaureethylester 141-78-6 30 1017 60 [c] 0,337 2 |6semittelartig,
(Ethylacetat) nach Ethylacetat
Brenztraubensaureethylester 617-35-6 85 kKA. e grasig, Olfarbe,
(Ethylpyruvat) Futtermittel
Milchsaureethylester 97-64-3 250 0,017 1,3[d] 0,005 kinstliche Erdbeere,
(Ethyllactat) Himbeere, parfiimiert
Essigsaurepropylester 109-60-4 30 kA e |I6semittelartig, suf3lich,
(n-Propylacetat) parfimiert
Ameisensaureisobutylester 542-55-2 30 0,75 [d] 0,025 fruchtig, I6semittelartig
(Isobutylformiat)
Buttersaureethylester 105-54-4 0,4 0,127 0,24 [d] 0,37 0,6 Papaya, Butter, siiRlich,
(Ethylbutyrat) Apfel
Isobuttersaureethylester 97-62-1 5,0 kA, e Apfel, stiBlich
(Ethylisobutyrat)
Essigsaure-sec-butylester 105-46-4 12 0,02 [d] 0,002 Farbverdinner,
(sec-Butylacetat) Kunststoffkleber
Essigsaureisobutylester 110-19-0 1,6 0,017 0,2 [d] 0,006 7 Banane, sif3, fruchtig
(Isobutylacetat) 0,125
Essigséaure-n-butylester 123-86-4 7,5 2 [d] 0,27 |6semittelartig, Banane,
(n-Butylacetat) Aceton
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Tabelle 19b: Ubersicht der Ester im Bier - Fortsetzung [a: Tan und Siebert, 2004; b: Meilgaard,
1975b; c: Hughes und Baxter, 2001; d: Hardwick, 1995; e: Tressl et al.,, 1978a;
f: NIST MS Search 2.0]

Komponenten CAS Schwellen- Typische FU Aromabeschreibung

wert im Bier  Konzentration im Bier

[mg/] im Bier
[mg/]
[a, b] [f] [a, b] [c.d e] [b]
Essigsaure-tert-butylester 540-88-5 24 kKA. e Farbverdiinner,
(tert-Butylacetat) medizinisch, Menthol
Ameisenséaureisopentylester 110-45-2 5,0 kKA. e Pflaume, l6semittelartig
(Isoamylformiat)
4-Oxopentansaureethylester 539-88-8 300 kKA. e k.A.
(Ethyllevulinat)
3-Methyl-Butansaureethylester 108-64-5 1,3 < 0,04 [d] <0,03 Obst, Apfel, stRlich,
(Ethylisovaleriat) valerisch
Pentansaureethylester 539-82-2 0,9 kA, - Papaya, fruchtig, Apfel,
(Ethylvaleriat) suflich
Essigséaure-3- 123-92-2 1,6 0,57 5,0[c] 0,471 4,2 Banane, Ester
methylbutylester
(Isoamylacetat)
Hexans&aureethylester 123-66-0 0,23 0,17 0,5]c] 0,481 2,38 Apfel, Ester, Anis
(Ethylhexanoat, -caproat)
Propionséaureisopentylester 105-68-0 0,7 < 0,015 [d] <0,02 k.A.
(Isoamylpropionat)
Essigséaurehexylester 142-92-7 3,5 <0,08[d], 0,12 <0,02, suf3lich, aromatisch,
(n-Hexylacetat) [e] 0,03 parfimiert
Heptansaureethylester 106-30-9 0,4 kKA. e fruchtig, wohlriechend,
(Ethylheptanoat) fetthaltig
Butanséurepentylester 540-18-1 0,6 1,07 4,0 [d] 1,677 6,7 Apfelwein, Apfel,
(n-Amylbutyrat) SuRwaren, Papaya
Essigséureheptylester 112-06-1 1,4 0,013 [d], <0,02 Birne, fruchtig,
(Heptylacetat) 0,025 [e] aromatisch, sullich
Essigsaure-2-Phenylethylester 103-45-7 3,8 0,057 2,0 [c], 0,017 0,53 Rosen, Honig, Apfel,
(2-Phenylethylacetat) 1,6 [€] sufdlich
Octanséaureethylester 106-32-1 0,9 0,17 1,5][c] 0,117 1,67 Apfel, stiBlich, fruchtig
(Ethyloctanoat)
Essigséaureoctylester 112-14-1 0,5 < 0,015 [d], < 0,06 Kokosnuss, Gemiise,
(n-Octylacetat) 0,03 [e] Ol, aromatisch
Decansauremethylester 110-42-9 1,0 kKA. e Kokosnuss,
(Methylcaprinat) Fettsauren, fruchtig
Nonansaureethylester 123-29-5 1,2 kKA. fruchtig, Fettsauren,
(Ethylnonanoat) parfumiert, sii8lich
Hexansaureisopentylester 2198-61-0 0,9 kKA. Fettsauren, fruchtig,
(Isoamylhexanoat) Losemittel
Decansaureethylester 110-38-3 15 < 0,19 [e] <0,13 Fettsauren, fruchtig,
(Ethyldecanoat) Apfel, Lésungsmittel
Buttersaureoctylester 110-39-4 1,2 kKA. - Fettsauren, Kokos,
(Octylbutyrat) tropische Friichte
Undecansaureethylester 627-90-7 1,0 kKA. Fettsauren, Birnen,
(Ethylundecanoat) grasig
Dodecansaureethylester 106-33-2 3,5 < 0,03 [e] < 0,008 seifig, esterig
(Ethyllaurat)
Nonansaureisopentylester 7779-70-6 2 kKA. - fruchtig (Pfirsich),
(Isoamylnonanoat) Kokos, suf3
Hexanséaureoctylester 4887-30-3 5 kKA. - k.A.
(Octylhexanoat)
Palmitinsaureethylester, 628-97-7 15 kKA. Fettsauren, fruchtig,
Hexadecanséaureethylester suflich, ranzig
(Ethylpalmitat)
Linolséureethylester 544-35-4 4 <5[d] <1,25 Fettsauren, Gemusedl,
(Ethyllinoleat) ranzig
Olsaureethylester 111-62-6 3,5 kKA. e Fettsduren, Gemusedl,
(Ethyloleate) ranzig
Nicotinsédureethylester [b] 614-18-6 6,0 [b] 1,07 1,5[c], 0,177 0,25 medizinisch, Tinktur [b]
(Ethylnicotinate) 1,4 [€e]
Ethylacetat, Isoamylacetat, Hexans&ureethylester und Octansaureethylester

werden als besonders aromaaktive Ester bezeichnet [Meilgaard, 1982]. Dies wird

durch ihre Flavour Units deutlich, die weit Gber 1 bzw. 2 liegen kénnen. In der
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Studie von Fritsch und Schieberle (2005) wurde in der Gruppe der neutral-
basischen flichtigen Komponenten mit einem besonders hohen Aroma-
Verdinnungs-Faktor Octansaureethylester identifiziert. Ferner wurden die Ester
Ethylisobutyrat, Butansaureethylester und Hexanséaureethylester als geruchsaktive

Komponenten in Pilsner-Bier nachgewiesen [Fritsch und Schieberle, 2005].

2.2.3.5 Aromastoffe im Bier i Organische Sauren

Bier hat ublicherweise einen pH-Wert von ca. 4,3 [Weidenbdorner, 2000]. Dieser
pH-Wert wird unter anderem durch die organischen Sauren im Bier verursacht,
welche von der Hefe gebildet werden. lhre Konzentration im fertigen Bier ist

abhéangig von den Fermentationsbedingungen [Verhagen, 2010].

Tabelle 20: Ubersicht der organischer Sauren im Bier [a: Hughes und Baxter, 2001; b: Yone-
zawa und Fushiki, 2002; c: Meilgaard, 1975b; d: Hardwick, 1995; e: NIST MS Search]

Komponenten CAS Schwellen- Typische FU Aromabeschreibung

wert im Bier  Konzentration im Bier

[mg/l] im Bier
[ma/l]

[a, b, ] [e] [a, b, ] [a, b, d] [a, b, c]
Kohlenséure [b] 124-38-9 1000 [b] 3000 i 5500 [b] 3,0i 55 Karbonatisierung [b]
Ameisenséure 64-18-6 k.A. 207 35[d] = - k.A.
Essigséure [a] 64-19-7 175 [a] 307 200 [a] 0,177 1,14 Séaure, Essig [a]
Propanséure [a] 79-09-4 150 [a] 1,07 50(a] 0,03 Séure, Essig [a]
Butanséaure [a] 107-92-6 2,2 [a] 0,57 1,5[a] 0,237 0,68 Butter, Kase, Schweil}
(Buttersaure) [a]
2-Methylpropanséure [a] 79-31-2 30 [a] 0,17 2,0[a] 0,07 suB, bitter, sauer [a]
(Isobuttersaure)
Pentansaure [a] 109-52-4 8,0 [a] 0,037 0,1 [a] 0,01 Schweil, Kérpergeruch
(Valeriansaure) [a]
2-Methylbutanséaure [a] 116-53-0 2,0 [a] 0,17 0,5([a] 0,057 0,25 Kése, alter Hopfen,
(aktive Valerianséure) Schweil3 [a]
3-Methylbutanséaure [a] 503-74-2 1,5[a] 0,17 2,0[a] 0,077 1,3 k.A.
(Isovalerianséure)
Hexanséure [b] 142-62-1 8,0 [b] 1,07 6,0 [b] 0,17 0,8 Ziege, Fettsaure,
(Capronsaure) Gemisedl, Schweil3 [b]
Octansaure [a] 124-07-2 15[a] 2,07 12[a] 0,137 0,8 Caprylic, Ziege [a]
(n-Caprylsaure)
Decansaure [b] 334-48-5 10 [b] 0,17 4,0 [b] 0,017 0,4 talgig, caprylic [b]
(n-Caprinsaure)
2-Hydroxypropansaure 50-21-5 400 [a] 207 80 [a] 0,057 0,2 Saure [a]
(a]
(Milchsé&ure)
2-Oxo-propansaure [a] 127-17-3 300 [a] 157 150 [a] 0,057 0,5 Saure, Salz, Futtermittel
(Brenztraubenséure) [a]
Butandisaure [a] 110-15-6 - 167 140[a] = ----- k.A.
(Bernsteinséure)
Oxalessigsaure [c] 328-42-7 500 [c] 1,07 5,0 [d] 0,01 Saure, salzig, oxidiert [c]
Fumarsaure [c] 110-17-8 400 [c] 8,01 12[d] 0,027 0,03 Saure [c]
Phenylessigséure [c] 103-82-2 2,5[c] 0,93 [d] 0,37 Honig, sif [c]
Mandelséaure [c] 611-72-3 > 200 [c] kKA. e atzend, beiRend [c]
Dodecansaure [c] 143-07-7 6,1[c] 0,057 0,7 [d] 0,017 0,11 Seifenlauge, wachsartig
(Laurinsaure) [c]
Vanillinsaure [c] 121-34-6 80 [c] 1,07 10[d] 0,017 0,13 Vanille, suf3, &tzend [c]
Gallusséaure [c] 149-91-7 360 [c] 1,07 5,0[d] 0,003 atzend, beilend [c]
Kaffeesaure [c] 331-39-5 690 [c] 1,07 10[d] 0,01 bitter [c]
para-Cumarséure [c] 7400-08-0 520 [c] 0,17 0,2 [d] 0,0004 atzend, phenolisch [c]
Ferulasaure [c] 537-98-4 660 [c] 1,17 6,0 [d] 0,01 atzend, beiend [c]
DL-Weinsaure [c] 133-37-9 600 [c] 1[d] 0,002 Séure, salzig [c]
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Einige der Sauren haben in ihrer undissoziierten Form eine Auswirkung auf die
sensorischen Eigenschaften des Bieres [Verhagen, 2010]. Meilgaard (1982)
benennt die Isovaleriansaure, die Hexanséaure, die Octansaure und moglicher-

weise die Phenylessigsaure als die wichtigsten Sauren fir das Bieraroma.

Mittelkettige Fettsduren, wie die Octansaure, entstehen bei der Garung. Sie
werden bei zu langer Reifung oder Uberlagerung des Bieres aus den Hefezellen
exkretiert und sind besonders in alkoholfreien Bieren wahrzunehmen [Back,
2008a]. Bei den Weizenbieren der hefigen Note zdhlen unter anderem mittel-
kettige und kurzkettige Fettsduren zu den Hauptaromakomponenten [Back,
2008a). In den Untersuchungen von Fritsch und Schieberle (2005) wird die
Isovaleriansaure als eine der geruchsaktivsten sauren Komponenten in Pilsner-

Bier identifiziert.

2.2.3.6 Aromastoffe im Bier i Aldehyde und Ketone

Bier enthalt viele aromaaktive Aldehyde, die wahrend der verschiedenen
Prozessschritte gebildet werden. Sie entstehen durch Oxidation der korrespon-
dierenden Alkohole oder leiten sich von den Fettsduren und Lipiden des Malzes
ab [Verhagen, 2010]. Der dominierende Aldehyd im Bier ist Acetaldehyd. In einer
Konzentration oberhalb seines Schwellenwertes kann Acetaldehyd dem Bier ein

typi sches Aroma nach Agre¢nem Apfelid v

Aufgrund ihrer sehr geringen Geruchs- und Geschmacksschwellenwerte tragen
insbesondere die Carbonyle zum Fehlaroma bei der Bieralterung bei [Meilgaard et
al., 1970]. Ihre Aromaschwellenwerte sinken mit steigender Zahl der Kohlen-
wasserstoffatome und Doppelbindungen im Molekil schnell. Die meisten
aliphatischen Aldehyde zeigen im Gegensatz zu den entsprechenden Alkoholen
und Ketonen einem um 2 bis 3 Zehnerpotenzen niedrigeren Schwellenwert [Tressl|
et al., 1974; Meilgaard und Moya, 1970; Meilgaard et al., 1970; Engan, 1975]. Als
besonders geruchsaktive fliichtige Verbindungen wurden bei der Untersuchung
von Pilsner Bi er -Damascendre unt #-Hydiroxy-2,%Dimethyl-
3(2H)-furanon (Furaneol) identifiziert [Fritsch und Schieberle, 2005].
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2 Theoretische Grundlagen

Tabelle 21:  Ubersicht der Aldehyde im Bier [a: Tan und Siebert, 2004; b: Meilgaard, 1975b;
c¢: Hughes und Baxter, 2001; d: Hardwick, 1995; e: NIST MS Search 2.0]
Komponenten CAS Schwellen- Typische FU Aromabeschreibung
wert im Bier Konzentration im Bier
[mall] im Bier
[mg/l]
[a] [e] [a b] [c. d] [o]
Methanal (Formaldehyd) 50-00-0 400 < 0,009 [d] < atzend, fruchtig,
0,000023 spater brennend
Ethandial (Glyoxal) 107-22-2 7000 0,271 1[d] 0,00014 brennend, &tzend
Ethanal (Acetaldehyd) 75-07-0 25,0 27 20][c] 0,087 0,8 Apfelschale, gr. Blatter
2-Propenal (Akrolein) 107-02-8 15,0 0,002 [d] 0,00013 suf3er Honig, Sherry
Furfural 98-01-1 150 0,017 1,0 [c] 0,007 Papier, Schale
Propanal 123-38-6 30,0 0,017 0,3 [c] 0,01 griines Gras, fruchtig
(Propionaldehyd)
2,3-Dihydroxypropanl 367-47-5 125 < 0,02 [d] <0,00016 Walnuss, Sherry
(Glycerinaldehyd)
2-Butenal 4170-30-3 8,0 0,0037 0,02 [c] 0,003 Apfel, gr. Blatter,
(Crotonal) Mandeln
5-Hydroxymethylfurfural 67-47-0 1000 0,17 20(c] 0,02 Aldehyd, fad, Gemuse®6l
5-Methylfurfural 620-02-0 20,0 <0,01[c] < 0,0005 Mandeln, brennend
Benzaldehyd 100-52-7 2,0 < 0,05 [d] < 0,025 Mandeln, Kirschkern
Butanal 123-72-8 1,0 0,037 0,2 [c] 0,037 0,2  Melone, gr. Blatter, Lack
(Butyraldehyd)
3-Methylthiopropanal 3268-49-3 0,25 kA e Kartoffelbrei, warm
(Methional)
3-Hydroxybutanal 107-89-1 8,0 kKA. e Lack, Banane
(Aldol)
2-Methylpropanal 78-84-2 1,0 0,027 0,5[c] 0,027 0,5 Banane, Melone, Lack,
(Isobutanal) gr. Blatter, bitter
trans-2, cis-4-Hexadienal k.A. 0,8 0,042 [d] <0,05 Zimt, stBlich, gr. Blatter
Phenylacetaldehyd 122-78-1 1,6 kKA. e Hyazinthe, Flieder
3-Phenyl-2-propenal 104-55-2 6,0 kA e Zimt
(Zimtaldehyd)
n-Pentanal 110-62-3 0,5 0,017 0,3[c] 0,027 0,6 Gras, Banane, Aldehyde
2-Methylbutanal 96-17-3 1,25 0,017 0,3 [c] 0,008 i gr. Gras, fruchtig, sauer /
0,24 medizinisch
3-Methylbutanal 590-86-3 0,6 kA e unreife Banane, Apfel,
(Isopentanal) Sherry, Kase
trans-2-Hexenal 6728-26-3 0,6 0,0057 0,01 [c] 0,02 bitter, atzend, gr. Blétter
Hexanal 66-25-1 0,35 0,003 171 0,07 [c] 0,009 71 bitter, weinartig, Aldehyd
(Capronaldehyde) 0,2
2-Ethylbutanal 97-96-1 6,0 kKA. e fruchtig, Lack, Aldehyd
cis-4-Heptenal 6728-31-0 0,0004 KA. e Aldehyd, bitter
p-Isopropylbenzaldehyd 122-03-2 0,4 kKA. e Kreuzkiimmel,
(Cuminaldehyd) Mandeln, Zimt, Lack
n-Heptanal 111-71-7 0,08 0,002 [c] < 0,025 Aldehyd, weinartig
2-Ethyl-2-hexenal 645-62-5 0,2 0,2 [d] <10 Aldehyd, bitter
trans-2, cis-6-Nonadienal 557-48-2 0,00005 < 0,001 [d] <20 Gurke, griine Blatter
trans-2, trans-4-Nonadienal k.A. 0,0005 KA. e Olig, ranzig, Aldehyd
n-Octanal 124-13-0 0,04 0,0017 0,02 0,0257 0,5 Aldehyd, weinartig
[c]
2-Ethylhexanal 123-05-7 1,0 kKA. - Orange, Gras,
Aldehyd, atzend
trans-2-Nonenal 18829-56-6 0,00011 0,00001 7 0,097 18,2 papierartig (Karton),
0,002 [c]
trans-2, trans-4-Decadienal 25152-84-5 0,0003 kKA. e olig, Aldehyd, frittiert
3,7-Dimethyl-2,6-octadienal 5392-40-5 0,15 kKA. e Zitrone, bitter
(Citral)
n-Nonanal 124-19-6 0,02 0,00171 0,011 0,057 0,55 atzend, bitter, Aldehyd
[c]
trans-2-Decenal 3913-81-3 0,001 kKA. e bitter, ranzig, fad
3,7-Dimethyl-6-octenal 106-23-0 4,0 kA, - Orangenschale, bitter,
(Zitronellal) brennend
n-Decanal 112-31-2 0,006 0,07 0,003 [c] 0,5 bitter, Orangenschale
7-Hydroxy-3,7-dimethyl- 107-75-5 15 kKA. e atzend, blumig,
octanal (Hydroxy-Zitronellal) Aldehyd
10-Undecenal 112-45-8 0,0035 kKA. - Aldehyd, bitter,
Orangenschale
n-Undecanal 112-44-7 0,0035 kA, bitter, Orange,
Aldehyd, weinartig
n-Dodecanal 112-54-9 0,004 < 0,003 [d] <0,75 Fettsauren, Aldehyd
(Laurylaldehyd)
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Tabelle 22:  Ubersicht der Ketone im Bier [a: Tan und Siebert, 2004; b: Meilgaard, 1975b;
c: Hughes und Baxter, 2001; d: Hardwick, 1995; e: Tressl et al., 1978a; f: NIST MS
Search 2.0]
Komponenten CAS Schwel- Typische FU Aromabeschreibung
lenwert Konzentration im Bier
im Bier im Bier
[mg/l] [mg/]
[a b] [f] [a, b] [c. d e] [b]
2-Propanone 67-64-1 200 0,017 0,02 [d] 0,0001 Aceton, fruchtig
(Aceton)
2-Butanon 78-93-3 80 0,017 0,06 [d] 0,0008 Aceton, Lack
3-Hydroxy-2-butanon 513-86-0 50 17 10([c] 0,027 0,2 fruchtig, muffig, holzig
(Acetain)
2,3-Butandion 431-03-8 0,15 0,017 0,4 [c] 0,077 2,7 Diacetyl, Karamell
(Diacetyl)
2-Pentanon 107-87-9 30 0,02 [e] 0,0007 Jasmin, Geranie
3-Hydroxy-3-methyl-2-butanon 115-22-0 400 kKA. e suBlich, Keton, bitter,
(3-Methylacetoin) Karamel, unangenehm
3-Methyl-2-butanon 563-80-4 60 <0,05]c] < 0,0008 Keton, suBlich, Minze
3-Pentanon 96-22-0 30 kKA. e Ethylether, Keton,
suBl.
1-Penten-3-on 1629-58-9 0,03 kKA. e tranige Butter
(Ethylvinylketon)
2,3-Pentandion 600-14-6 0,9 0,017 0,15 [c] 0,017 0,17 Diacetyl, fruchtig
Cyclopentanon 120-92-3 200 [ Mandel, sufl,
Ethylether
2-Hexanon 591-78-6 4 kKA. e Keton, Roquefort-
Kase
3,3-Dimethyl-2-butanon 75-97-8 25 e e Lack, Ethylether
4-Methyl-2-pentanon 108-10-1 5 <0,013[c] < 0,0026 Lack, Keton, Melone
(Isopropylaceton)
2,3-Hexandion 3848-24-6 15 <0,01[d] < 0,0007 Erdbeere, Diacetyl
(Acetylbutyryl)
Cyclohexanon 108-94-1 40 KA. e Mandel, Keton, bitter
4-Methyl-3-penten-2-on 141-79-7 4 kKA. e suB, Pfirsich,
(Mesityloxid) Erdbeere
Methyl-2-furylketon 1192-62-7 80 kKA. e Karamel, Mandel
(2-Acetylfuran)
2,4-Dimethyl-3-pentanon 565-80-0 8 kKA. e Ethylether, Lack,
(Isopropylketon) sufdlich
2-Heptanon 110-43-0 2 0,047 0,11 [c] 0,027 0,06 Lack, Keton, Walnuss
3-Heptanon 106-35-4 3 kKA. e Keton, Lack, suf3lich
4-Heptanon 123-19-3 4 KA. e Keton, Lack, Minze
5-Methyl-2-hexanon 110-12-3 7 kKA. e Keton, siiRlich
4-Methylcyclohexanon 589-92-4 25 KA. e Minze, Kokosnuss
2-Octanon 111-13-7 0,25 0,01 [c] <0,04 Lack, Keton, Walnuss,
Octylalkohol
3-Octanon 106-68-3 0,5 KA. e Keton, Lack, wiirzig
6-Methyl-3-heptanon 624-42-0 1,2 kKA. e Keton, Lack
1-Octen-3-on 4312-99-6 0,000025 - e Pilz, metallisch, bitter
(Vinylamylketon)
o-Aminoacetophenon k.A. 0,005 kKA. e Traubenkern, suB,
beil3end
Acetophenon 98-86-2 3 kKA. e Mandel, Marzipan
2,6-Dimethyl-4-heptanon 108-83-8 8 kKA. e Keton, Banane
(Isobutylketon)
2-Nonanon 821-55-6 0,2 0,03 [c] <0,15 Keton, Lack
2-Decanon 693-54-9 025 = eeeee e Keton, blumig, siiBlich
3-Decanon 1534-27-6 0,3 KA. e Keton, siRlich, Lack
D-(+)-Carvon 2244-16-8 0,4 KA. e Kimmel, Minze
2-Phenyl-2-butanon 2550-26-7 2,5 kKA. - Banane, Mango,
(Benzylaceton) suBlich
trans-4-Phenyl-3-buten-2-on 122-57-6 1 kKA. e Keton, Kuchen,
(Benzalaceton) Gummi-Aerosol, Lack
2-Undecanon 112-12-9 0,4 0,001 [e] 0,0025 Keton, Lack, bitter,
grune Pflanze
2-Dodecanon 6175-49-1 0,25 kKA. e Keton, Lack, griine
Pflanze, Geranie
U-lonon 6901-97-9 0,0026 < 0,003 [d] <1,15 Kinstliche Himbeere,
Zedernholz
b-lonon 14901-07- 0,0013 < 0,003 [d] <23 Kunstliche Himbeere,
6 Erdbeere
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2.2.3.7 Aromastoffe im Bier i Vinylaromaten

Die Vinylaromaten entstehen im Verlauf des Brauprozesses und spielen
insbesondere bei der Herstellung von Weizenbier eine Rolle. Styrol (4-Vinyl-
benzol) gehort neben den natirlichen Aromastoffen 4-Vinylguajakol und 4-Vinyl-
phenol zu den charakteristischen Inhaltsstoffen in Weizenbier [Kramer, 1982;
Hecht, 1983; Hermann, 2005].

o
OCH; CO, OCH;
\ o \_j \
—_—
enzymatische
HO Decarboxylierung AT HO
Ferulasaure 4-Vinylguajakol
(o]
\ CO,
OH \_/ \
—
enzymatische
HO Decarboxylierung AT HO
p-Cumarsaure 4-Vinylphenol
o
\ CO,
OH \_/ \
—_—
enzymatische
Decarboxylierung AT
Zimtsaure Styrol

Abbildung 10: Bildung von 4-Vinyl-Aromaten [Schwarz und Methner, 2011a]

Die beiden wichtigsten Aromastoffe in Weizenbier sind 4-Vinylguajakol und
4-Vinylphenol. Sie werden durch thermische und biochemische Decarboxylierung
aus Ferulasaure und p-Cumarsaure gebildet [Wackerbauer et al., 1978]. Um
Aufschluss lber eine biochemische Decarboxylierung zu erhalten, fuhrte er
Garversuche mit dem Zusatz von p-Cumarsaure, Ferulasdure und Sinapinsaure
durch. Ferner untersuchte er verschiedene Hefestamme auf ihre Fahigkeit hin, aus
Ferulasaure 4-Vinylguajakol zu bilden. Es zeigte sich, dass dies nur bei zwei der
obergarigen Hefekulturstamme mdglich war. Ein Stamm zur Herstellung von
Berliner Weil3bier sowie ein Stamm zur Herstellung vom bayerischen Weizenbier.
Unter den untergarigen Kulturhefen konnte kein Stamm Ferulasaure
decarboxylieren und 4-Vinylguajakol bilden [Wackerbauer, 1978]. Wéahrend Styrol
zu Beginn der Fermentation gebildet wird, werden die dbrigen 4-Vinyl-Derivate
nicht in groReren Mengen erzeugt bis die Zimtsaure vollstandig umgewandelt ist.

Styrol erreicht ihren Hohepunkt nach 24 Stunden, wahrend die Konzentrationen
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von 4-Vinylguajakol und 4-Vinylphenol wéahrend des gesamten Fermentations-
prozesses zunehmen. Die Zimtsédure hat eine hohere Enzymaffinitat hat als die

Ferulasaure und die p-Cumarsaure [Schwarz, 2011b].

2.2.3.8 Aromastoffe im Bier i Schwefelhaltige Komponenten

Im Bier sind mehrere flichtige Schwefelkomponenten vorhanden, welche sehr
aromaintensiv sein kénnen. Mit der hochsten Konzentration von bis zu 20 mg/I
kommt Schwefeldioxid vor [Hughes und Baxter, 2001]. SO, wird wahrend der
Fermentation gebildet. Wenn schwefelhaltige Komponenten tber ihrem Schwel-
lenwertlevel liegen, werden sie als sehr negativ flr die Aromaqualitat des Bieres
angesehen [Verhagen, 2010]. Als besonders aromaaktive Komponenten kénnen
Schwefelwasserstoff, Methanthiol, Ethanthiol, Dimethylsulfid, Dimethyltrisulfid und
3-Methyl-2-buten-1-thiol eingestuft werden. Nachfolgende Tabelle 23 zeigt die
Schwefelverbindungen in Bier. Wie daraus hervorgeht, sind bei den Schwefel-

verbindungen Flavor Units von deutlich Gber zwei mdglich.

Tabelle 23: Ubersicht der Schwefelverbindungen im Bier [a: Hughes und Baxter, 2001;
b: Yonezawa und Fushiki, 2002; c: NIST MS Search 2.0]

Komponenten CAS Schwellen- Typische FU Aromabeschreibung
wert im Bier Konzentr. im Bier
[ma/l] im Bier
[ho/]
[a, b] [cl [a b] [al [a, b]
Schwefelwasserstoff 7783-06-4 5 17 20 0271 4 sulfidisch, faule Eier
(H2S)
Schwefeldioxid (SO,) 7446-09-5 > 25000 200 - 20000 0,008 0,8 sulfidisch, angebranntes
gesamt Zindholz
Schwefelkohlenstoff (CS,) 75-15-0 > 50 0,017 0,3 0,006 K.A.
Methanthiol 74-93-1 2,0 0,27 15 0,11 7,5 Faulnis, Gully
(Methylmercaptan)
Ethylensulfid 420-12-2 > 50 0,31 2 004 e
Ethanthiol 75-08-1 1,7 20 11,8 Faulnis
(Ethylmercaptan)
1-Propanthiol 107-03-9 0,15 0,17 0,2 0,77 1,3 Faulnis, Gummi
(n-Propylmercaptan)
1-Butanthiol 109-79-5 0,8 [b] 11[b] 1,25 Faulnis [b]
(n-Butylmercaptan) [b]
Dimethylsulfid (DMS) 75-18-3 30 107 100 0,337 3,3 Zuckermais, Dosentomaten
Diethylsulfid 352-93-2 1,2 0171 0,081 0,8 gekochtes Gemise
Dimethyldisulfid 624-92-0 7,5 0,171 3 0,017 0,4 verfaultes Gemiise
Diethyldisulfid 110-81-6 0,4 0,01 0,025 Knoblauch,
verbrannter Gummi
Dimethyltrisulfid 3658-80-8 0,1 0,017 0,8 0,17 8 verfaultes Gemise,
Zwiebel
Methylthioacetat 1534-08-3 50 51 20 0,171 0,4 Kohl
Ethylthioacetat 625-60-5 10 2 0,2 Kohl
Methionol 505-10-2 2000 507 1300 0,025171 0,65 rohe Kartoffeln
3-Methylthiopropanal 3268-49-3 250 207 50 0,081 0,2 Kartoffelbrei
(Methional)
3-Methyl-2-buten-1-thiol 5287-45-6 0,01 0,0017 0,1 0,171 10 Stinktier
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Insbesondere Schwefelwasserstoff sollte aufgrund seines unangenehmen
Geruchs nach faulen Eiern vermieden werden. Hydrogensulfid kann durch den
Abbau von schwefelhaltigen Aminosauren gebildet werden. Aufgrund seiner
hohen Fluchtigkeit wird H,S, zusammen mit CO,, wahrend des Fermentations-
prozesses groldtenteils ausgetrieben. Dimethylsulfid (DMS) ist eine weitere
wichtige Schwefelverbindung, welche fur die schwefelige Note des Bieres
verantwortlich ist. In niedrigen Konzentrationen ist es eine erwinschte Kom-
ponente. Oberhalb seines Schwellenwertes wird es aber als Off-Flavor
angesehen. Wahrend des Malzens wird DMS gebildet, aus dem Abbau des
Vorlaufers S-Methylmethionin (SMM), welches wéhrend des Malzdarrens gebildet
wird. Ein Grolteil des DMS verdampft im Brauprozess wahrend der Wirze-
kochung [Verhagen, 2010].

2.2.4 Veranderungen der Bieraromastoffe bei Bieralterung

Nach der Abfillung unterliegt das Bier einem nattrlichen Alterungsprozess. Es
handelt sich hierbei um einen dynamischen Prozess, der durch Bildung und Abbau
von Bierinhaltsstoffen zu einer fortwéhrenden Veranderung des Aromaprofils flhrt
[Back, 2008a]. Im Gegensatz zu vielen Weinen wird die Bieralterung fir die
Aromagualitat im Allgemeinen als negativ betrachtet. Sie ist unter anderem ab-

hangig von der Biersorte und den Lagerbedingungen [Vanderhaegen et al., 2006].

In Dunklen Bieren und Bieren mit hohem Alkoholgehalt stellen die Maillard-
reaktionen die Hauptalterungsprozesse dar. In stark gehopften Bieren nehmen die
Abbauprodukte der Hopfen-Bittersduren wahrend der Lagerung stark zu
[Vanderhaegen et al., 2007]. Die Ausbildung der Alterungsaromen wird vor allem
auf Oxidationsreaktionen zuruckgefihrt. Ihre Bildung kann durch einen geringen
Sauerstoffgehalt und einen hohen Gehalt an reduzierend wirkenden Substanzen
verzogert werden [Lustig, 1994]. Viele der Alterungscarbonyle stammen vor allem
aus Maillardreaktionen, speziell aus dem Streckerabbau von Aminosauren. Die
Streckeraldehyde dienen als Indikatorsubstanzen, da ihre Konzentrationen mit

zunehmender Alterung des Bieres signifikant ansteigen [Lustig, 1994].
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Fur die Entstehung der beteiligten Substanzen koénnen mehrere Reaktions-
mechanismen verantwortlich gemacht werden [Saison et al., 2008].

Tabelle 24: Alterungsreaktionen im Bier [Saison et al., 2008]

Alterungsreaktion Indikatorkomponenten

Maillardreaktion C  Furfural, 5-Methlfurfural, Acetylfuran,

Bildung von Furanether C  2-Furfurylethylether

Streckerabbau C  Phenylacetaldehyd, Methional,
3-Methylbutanal, 2-Methylbutanal,
2-Methylpropanal, Benzaldehyd

Abbau von Hopfenbittersduren C  Methylisobutylketon, Ethyl-3-
methylbutyrat, Ethyl-2-methylbutyrat

Freisetzung von Aldehyden durch C (E)-2-Nonenal, (E,E)-2,4-

Lipidoxidation, Decadienal, (E)-2-Hexenal,

Freisetzung von Addukten und (E)-2-Heptenal, Propanal, Butanal,

Adolkondensation Pentanal, Hexanal, Octanal,
Nonanal, Decanal

Ethylesterbildung C  Nicotinsaureethylester,
Phenylessigsaureethylester

Dimethyltrisulfidbildung C  Dimethyltrisulfid

Lactonbildung C  o-Nonalacton

Terpenoidoxidation und Glykosidhydrolyse C  b-Damascenon

(@]

Abbau von Essigsaureestern Isoamylacetat, Phenylethylacetat

Weitere alterungsrelevante Substanzen entstehen beim Abbau langkettiger
Fettsauren. Der Lipidabbau kann enzymatisch, aut- oder photooxidativ erfolgen
und fdhrt beispielsweise zu Alterungskomponenten wie Hexanal und
(E)-2-Nonenal [Lustig, 1994].

In Alterungsstudien mit obergarigen Bier wurde nach 6 Monaten ein sehr starker
Anstieg von Furfural, 2-Furanmethanol und insbesondere von 2-Furfurylethylether
festgestellt [Vanderhaegen et al., 2003]. Um die Aromastabilitdt zu verbessern
werden von Vanderhaegen et al. (2007), abhangig von der Bierart praktische
Verbesserungsstrategien vorgeschlagen. So kann durch eine Verringerung der
thermischen Belastung der Wirze wahrend des Brauprozesses eine Reduzierung
der reaktiven Maillard-Zwischenprodukten erreicht werden. Eine Hydrolyse der

Ester kann durch die Pasteurization des frischen Bieres vermieden werden.
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Dies ist insbesondere fur obergarige Biere von Bedeutung, welche haufig hohe
Konzentrationen an, durch Hefe produzierten, angenehm fruchtigen Estern ent-
halten [Vanderhaegen et al., 2007].

Ein Hauptaugenmerk der Alterungsforschung von Bier liegt unter anderem auf der
Untersuchung der Komponente (E)-2-Nonenal, mit seinem Aroma nach Pappe
bzw. Karton [Vanderhaegen et al., 2006]. Zudem leisten die Komponenten
Methional, 3-Methylbutanal, 2-Furfurylethylether, b-Damascenon und Acetaldehyd
einen Schlisselbeitrag zum Alterungsaroma. Dies wurde anhand von Alterungs-
studien mit belgischen Lagerbier belegt [Saison et al., 2009]. In einer weiteren
Studie wurde die Stabilitat von aromaaktiven Estern in Ale und Lagerbier wahrend
einer Lagerung von 3 Monaten untersucht. Dabei wurde generell beobachtet, dass
bei einer Lagertemperatur von 4°C im Vergleich zu einer Lagerung bei Raum-
temperatur die Konzentration der fliichtigen Ester stabiler war. Zudem wurde eine

Reduktion einzelner Ester von Uber 30% festgestellt [Hiralal et al., 2013].

Carbonyle konnen auch durch Lichteinfluss und in Anwesenheit von Photo-
sensibilisatoren, wie z.B. Riboflavin, gebildet werden. Das bekannteste Reaktions-
produkt ist das 3-Methyl-2-buten-1-thiol, welches fur den Lichtgeschmack im Bier
verantwortlich ist. Es hat im Bier einen sehr geringen Geruchsschwellenwert. Die
Angaben zum Schwellenwert von 3-Methyl-2-buten-1-thiol sind in der Literatur
unterschiedlich und reichen von 7 ng/l bis 30 ng/l [Burns et al., 2001; Komarek,
2001; Hill et al., 2001].
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2.3 Analysenmethoden zur Bestimmung der Aroma-
stoffe in Hopfen und Bier

Zahlreiche verschiedene analytische Methoden wurden fir die Untersuchung der

Aromastoffzusammensetzung von Lebensmitteln entwickelt. Fur die quantitative

Bestimmung von Aromastoffen in Hopfen und Bier kommen die in der nach-

folgenden Tabelle 25 aufgefuhrten Verfahren in Betracht. Diese lassen sich in der

Praxis in unterschiedlichen Kombinationen anwenden.

Tabelle 25: Verfahren zur Bestimmung der Aromastoffen in Hopfen und Bier

Arbeitsschritte | Abk. Verfahren
Proben- SD Wasserdampfdestillation (Steam Distillation) [a]
vorbereitung / | SFE Supercritical Fluid Extraction (mit CO,) [b]
MAE Microwave Assisted Extraction |[c]
Extraktion MA-HD Microwave Assisted Extraction and Hydrodistillation [d]
LLE Fliussig-Flissig-Extraktion (Liquid Liquid Extraction) [e]
HS Headspace (statisch, dynamisch, Purge and Trap)
HS-Trap | Headspace i Trap
SPE Festphasenextrakton (Solid Phase Extraction
SPME Festphasenmikroextraktion (Solid Phase Micro Extraction)
SBSE Stir Bar Sorptive Extraction
SDE Simultaneous Distillation Extraction
DSX Direct Solvent Extraction
SAFE Hochvakuumdestillation (Solvent Assisted Flavor
Evaporation)
Auftrennung DTD Direct Thermal Desorption
der GC Gaschromatography
Aromastoffe/ GC-GC Multidimensionale Gaschromatography
MS Massenspektometer
Detektion TOFMS | Time of Flight Massenspektrometer
APCIMS | Atmospheric Pressure Chemical lonisation MS
FID Flammenionisationsdetektor (Flame lonisation Detection)
FTIR Fourier Transformed Infrared Spectroscopy
O Olfactometry
GC-FID [f]
GC-MS; GC-GC-MS; GC-GC-TOF-MS [g]
GC-APCI-MS; GC-FTIR-MS [h]
Kopplungs- HS-GC-MS; HS-Trap-GC-MS [i]

maoglichkeiten

SDE-GC-MS; SDE-GC-FID [j]

DTD-GC-MS; DTD-GC-FID [K]

SBSE-GC-MS [I]

HS-SPME-GC-MS; HS-SPME-GC-FID; SPME-GC-MS  [m]
HS-SPME-GC-O/-MS  [m]

GC-O [n]

42



2 Theoretische Grundlagen

[a]:  [Rubiolo et al., 2010; Anitescu et al., 1997]

[b]:  [Rubiolo et al., 2010; Anitescu et al., 1997]

[c]: [Rubiolo et al., 2010]

[d]:  [Rubiolo et al., 2010]

[e]: [Weietal., 2001]

[f]: [Eri et al., 2000; Charry-Parra et al., 2011]

[0: [Roberts et al.,, 2004; Eyres et al., 2007; Tressl und Friese, 1978,
Hubschmann, 2009; Inui et al., 2013]

[h]:  [Ashraf et al., 2010]

[i]: [Snow und Bullock, 2010; Tian, 2010a; Tian, 2010b]

[i]: [Anitescu et al., 1997]

[K]:  [Erietal., 2000]

[1]: [Kishimoto et al., 2005; Horak et al., 2007; Horék et al., 2010]

[m]:  [Pinho et al., 2006; Dong et al.; 2013; Silva et al., 2008; Jiao et al., 2011;
Charry-Parra et al., 2011; Liu et al., 2005; Field et al., 1996; Horak et al.,
2010; Van Opstaele et al., 2012]

[n]: [Lermusieau et al., 2001; Eyres et al., 2007]

Von den verschiedenen Extraktionsmethoden hat jede seine speziellen Vorteile
und Nachteile. Die Methode der Wahl héngt stark von der Art und Komplexitat der
Matrix sowie von den beabsichtigten analytischen Untersuchungen ab [Werkhoff
et al., 2002]. Zahlreiche Studien belegen, dass die Zusammensetzung der Aroma-
extrakte sehr stark von der angewendeten Trenntechnik abhangig ist. Eine
geeignete Technik fur die Extraktion von flichtigen Verbindungen aus Lebens-
mitteln sollte folgende Anforderungen erfiillen: a.) Extraktion der Schlusselaroma-
komponenten, b.) keine Zerstérung oder Modifizierung der Struktur relevanter
Aromakomponenten, c.) keine Bildung neuer Aromakomponenten oder Artefakte
und d.) Abtrennung nichtflichtiger Komponenten, welche die gaschromato-

graphische Trennung stéren [Engel et al., 1999].

2.3.1 Wasserdampfdestillation

2.3.1.1 Prinzip der Wasserdampfdestillation

Generell versteht man unter Destillation ein Verfahren zur Trennung von
Mischphasen durch die thermischen Arbeitsgdnge Verdampfen und Kondensieren.
Die Wasserdampfdestillation ist eine Tragerdampfdestillation, mit Wasserdampf
als Trager [Bock, 1974; Krell, 1975]. Das Wasser benetzt dabei das Pflanzen-
material. Das atherische Ol diffundiert aus den Olzellen heraus. Es entsteht eine

Ol-Wassermischung, die wieder verdampft wird. Entscheidend fiir viele

43



2 Theoretische Grundlagen

hitzeempfindliche Bestandteile des atherischen Oles ist nun die Tatsache, dass
sich die partiellen Dampfdriicke der Ol-Wassermischung addieren und dadurch
eine Verdampfung bereits knapp unter 100°C erreicht wird [Rinder und Bomme,
1998]. Das Sieden beginnt, wenn die Summe der Partialdampfdricke der
Komponenten gréRRer als der Atmospharendruck der Umgebung ist. Daher
destilliert bei der Wasserdampfdestillation der Dampf des atherischen Ols
zusammen mit dem Wasserdampf bei einer Temperatur nahe am Siedepunkt des
Wassers [Attokaran, 2011]. Die einzelnen Olkomponenten wiirden erst bei
Temperaturen weit tber 100°C verdampfen mit negativen Folgen fir das Aroma.
Die Mischung verdampft und kondensiert wieder an einem Kuhler. Das Kondensat
wird aufgefangen. Das leichtere atherische Ol trennt sich von dem schwereren
Wasser. Es schwimmt in einer diinneren oder dickeren, meist gelblichen Schicht
auf dem Wasser und kann abgetrennt werden [Rinder und Bomme, 1998]. Dieser
Trennvorgang hangt sehr von der destillierten Pflanzenmenge und dem Olgehalt
der Pflanzenart ab. Das &therische Ol sollte mdglichst kiihl, unter Lichtabschluss

und luftdicht verschlossen aufbewahrt werden [Rinder und Bomme, 1998].

2.3.1.2 Applikation der Wasserdampfdestillation

Die Wasserdampfdestillation ist die am haufigsten verwendete Methode zur
Gewinnung von &therischem Ol aus Pflanzen. Sie wird ohne Anwendung von
Vakuum durchgefuhrt [Attokaran, 2011]. Ferner findet sie Anwendung in der
Probenvorbereitung zur Analyse von flichtigen Verbindungen in Getranken und
Lebensmitteln mit einem hohen Wassergehalt. Dabei ist es erforderlich die gro3en
Mengen an wassrigem Destillat einer weiteren Extraktion mit org. Losungsmittel zu
unterziehen, um die flichtigen Verbindungen vom Wasser abzutrennen. Ein
Aufkonzentrieren des Extraktes ist dann erforderlich. Die Wasserdampfdestillation

ist wenig geeignet fur Fette und Ole [ElImore, 2010].

2.3.1.3 Beurteilung der Wasserdampfdestillation

Der Hauptvorteil der Wasserdampfdestillation liegt darin, dass der Destillations-
schritt die flichtigen Bestandteile von den Nichtflichtigen trennt. Die Wasser-
dampfdestillation funktioniert am besten fur Verbindungen, die leicht flichtig und in
Wasser nicht l6slich sind [Parliment, 1997]. So liefert diese Methode gute

Ergebnisse bei 6lreichen Planzenteilen und i ausscheidungen, deren &therische
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Ole sich in Wasser wenig losen. Sie ist nicht gut geeignet bei Pflanzen mit
geringem Olgehalt und hoher Wasserloslichkeit des Oles oder einzelner
Inhaltsstoffe [Bock, 1974; Krell, 1975]. Die Wasserdampfdestillation sichert eine
relativ verlustarme Gewinnung an atherischen Olen. Im Gegensatz zur Vakuum-
destillation ist bei der Destillation unter atmosphéarischen Bedingungen der
apparative Aufwand geringer und die Bedienung einfach [Pfannkuche, 2000]. Die
gewonnenen Extrakte enthalten keine hochsiedenden oder nicht-fliichtigen Sub-
stanzen. Daher besteht keine Kontaminationsgefahr der GC-Liner und Séaulen [Da
Costa und Eri, 2005]. Nachteile der Wasserdampfdestillation ergeben sich durch
die Destillationstemperatur von ca. 100°C, wodurch eine eventuelle Veranderung
in der Zusammensetzung des atherischen Oles eintritt [Pfannkuche, 2000]. Die
verwendeten hohen Temperaturen kdnnen in der Probe zur Bildung von Arte-
fakten fuhren [Sides et al., 2000]. Weiter treten Probleme bei Stoffen mit hoher
Wasserloslichkeit auf. Wenn diese zudem betrachtlich schwerer als Wasser
flichtig sind, lassen sie sich nicht auf die Gbliche Weise mit Wasserdampf destil-
lieren [Pfannkuche, 2000]. Die Wasserdampfdestillation ist nicht gut geeignet fir
frische Materialien, wie Obst und Gemdise, die zuvor nicht thermisch bearbeitet
wurden. Nachteilig ist auch die relativ lange Extraktionszeit. Sie betragt in Ab-

hangigkeit von der Martrix etwa 2 i 4 Stunden [Da Costa und Eri, 2005].

2.3.2 Hochvakuumdestillation 1T SAFE

SAFE (Solvent Assisted Flavor Evaporation) ist eine verbesserte und spezialisierte
Variante der Hochvakuumdestillation [Engel et al., 1999]. Die SAFE-Technik
ermdglicht eine schnelle Abtrennung flichtiger Komponenten von Lebensmittel-
Suspensionen, Matrizes mit einem hohen Fettgehalt und wasserhaltigen Lebens-
mitteln [Engel et al., 1999].

2.3.2.1 Prinzip der Hochvakuumdestillation

Die SAFE-Technik beinhaltet eine kompakte Destillationseinheit in Verbindung mit

einer Hochvakuumpumpe [Engel et al., 1999]. Als Destillationsparameter wird

beispielsweise eine Thermostatisiertemperatur von 55°C und ein Hochvakuum-

druck von 10™ bis 10 Pa gewahlt. Der zu destillierende Extrakt wird langsam und

kontinuierlich in den temperierten Rundkolben eingeleitet. Dabei verdampfen die

flichtigen Bestandteile explosionsartig. Sie werden in einen mit flissigem
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Stickstoff gekuhlten Rundkolben Gberfuhrt und frieren dort aus, wahrend die nicht-
flichtigen Verbindungen im Ausgangskolben zurtickbleiben [Teutsch, 2004].
Durch die moderaten Extraktionstemperaturen werden labile Molekile von
Duftstoffen nicht zersetzt und wahrend der Destillation keine Artefakte gebildet
[Werkhoff et al., 2002].

2.3.2.2 Applikation der Hochvakuumdestillation

Die Hochvakuumdestillation (SAFE) wird in groRem Umfang in der chemischen
Erforschung der Aromastoffe eingesetzt, wie zum Beispiel der in Analyse fliichtiger
Schlisselkomponenten in Milch [Bendall, 2001; Havemose et al. 2007], StiRrahm-
butter [Lozano et al., 2007], Kaffeebohnen [Scheidig et al., 2007], Erdnissen
[Didzbalis et al.,, 2004; Schirack et al., 2006; Chetschik et al., 2010], Kase
[Whetstine et al., 2005] und der Charakterisierung von Schliisselaromastoffen in
Pils-Bier [Fritsch und Schieberle, 2005], Honig [Ruisinger und Schieberle, 2012]
und Champignons [Grosshauser und Schieberle, 2013]. Dartber hinaus gibt es
eine Vielzahl weiterer, in der Literatur beschriebenen, Anwendungsbeispiele fur
die Erforschung von Aromastoffen in diversen Lebensmitteln.

2.3.2.3 Beurteilung der Hochvakuumdestillation

Der grundsatzliche Vorteil der Vakuumdestillation gegentiber der Destillation bei
Normaldruck ist die Erniedrigung des Siedepunktes. Durch die Siedepunkts-
erniedrigung kénnen die Substanzen unter der Zersetzungstemperatur getrennt
werden, was insbesondere bei temperaturempfindlichen Stoffen vorteilhaft ist
[Pfannkuche, 2000]. Die SAFE-Technik erméglicht somit eine schonende und
direkte Abtrennung von Aromastoffen aus komplexen Lebensmittelmatrizes [Engel
et al., 1999]. Sie fuhrt zu héheren Ausbeuten an starker polaren Aromastoffen und
an Aromastoffen aus fetthaltigen Matrizes. Generell ist die Ausbeute an fliichtigen
Komponenten im Vergleich zu friiher angewendeten Hochvakuumtechniken héher
[Sides et al., 2000]. Die direkte Destillation von wassrigen Proben, wie z. B. Milch,
Bier, Orangensaft, Fruchtfleisch ist mdglich. Durch die SAFE-Extraktion werden
authentische Aromaextrakte gewonnen, mit organoleptischen Eigenschaften
moglichst nahe dem natirlichen Produkt. Polare und instabile flichtige Ver-
bindungen in komplexen Matrizes (auch im Spurenbereich) kénnen zuverlassig
quantifiziert werden [Sides et al., 2000]. Nachteilig an der SAFE Technik sind der

46



2 Theoretische Grundlagen

komplexe Aufbau und die zeitaufwendige Reinigung. Um eine Verunreinigung der
Saule und Liner zu vermeiden ist dies auch sehr wichtig. Aul3erdem kann ein

hoher Fettgehalt das Aromaprofil verzerren [Da Costa und Eri, 2005].

2.3.3 Direkte Thermodesorption 1 DTD

Die Direkte Thermodesorption bietet eine schnelle Technik flr die qualitative
Analyse fester Proben. Sie erfordert keine oder nur geringe Probenvorbereitung
[Werkhoff et al., 2002].

2.3.3.1 Prinzip der Direkten Thermodesorption

Das Verfahren der ADirekten Thermodesor ptioni ber
Extraktion von fliichtigen Verbindungen aus nichtfliichtigen Matrices. Die Analyten

werden dabei direkt auf die Chromatographiesaule tbertragen, ohne Verdiinnung

und Kontamination. Die Thermodesorption erfolgt durch Erhitzen der Probe im

Injektorliner, Thermodesorberréhrchen oder Pyrolysator auf 150 i 400°C im
Tragergasstrom und nachfolgender GC- bzw. GC-/MS-Analyse der desorbierten
Verbindungen [Grimm et al., 1997; Poole, 2012].

2.3.3.2 Applikation der Direkten Thermodesorption

Die Methode der Direkten Thermodesorption kann fir nachfolgend aufgefuhrte

Analysen angewendet werden: [Grimm et al., 1997; Engewald und Efer, 2009].

Tabelle 26: Applikation der Direkten Thermodesorption

Direkte Thermodesorption i Anwendung

- Simulation der thermischen Belastung von Materialien und Werkstoffen: z.B.
die Emission von geruchsintensiven oder toxischen Verbindungen beim
Erwarmen polymerer Materialien (Automobilindustrie)

- Bestimmung von PAHs, PCBs, Organohalogenverbindungen in Boden- ,
Sediment- und Gesteinsproben

- Analyse von Aromastoffen in Lebensmitteln (z.B. Kase, Kaffee, Rindfleisch,
Erdnissen, Kiefernadeln, Gewirze u.a.)

- Analyse fliichtiger Verbindungen
(z.B. Staub, Filter, Medikamenten, Harze, Folien, Teppiche, (Sperr)holz)

- Bestimmung von aliphatischen und aromatischen Kohlenwasserstoffen in
Boden und Gesteinsproben
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Im Rahmen der Erforschung von Aromastoffen in Lebensmitteln wurde die DTD-
GC Methode z.B. fir die Analyse von Vanilleschoten [Zhang und Mdiller, 2012],
Hopfen [Eri et al., 2000] und Sesam [Cadwallader und Heo, 2001] angewandt.

2.3.3.3 Beurteilung der Direkten Thermodesorption

Di e ADirekt e Thermodesor ptioni i st ei ne S
Analyse fester Proben. Die Vorteile liegen in der einfachen, l6sungsmittelfreien,

schnellen und automatisierbaren Kombination von Extraktion und Probenaufgabe

[Grimm et al., 1997; Engewald und Efer, 2009; Werkhoff et al., 2002].

Tabelle 27: Beurteilung der Direkten Thermodesorption

Direkte Thermodesorption i Beurteilung

- Vorteile: Integrierte Analyt-Matrix-Trennung

- Keine bzw. einfache Probenvorbereitung: nur Zerkleinern, Homogenisieren,
Einflllen, Einwiegen / geringe Probemenge: 0,171 1 g

- Hohe Empfindlichkeit: Direkter Transfer der Analyten auf die GC-Saule

- Weniger Fehlerquellen und Vorteile besonders bei schwierig zu hand-
habenden Proben und bei hohersiedenden thermisch stabilen Analyten
(unpolare Substanzen mit einem Siedepunkt bis 600°C sind erfassbar)

- Lebensmittelproben mit einem moderaten Feuchtigkeitsgehalt kdnnen noch
analysiert werden (zuséatzliche Arbeitsschritte sind erforderlich)

- Quantitative Analyse ist, in Abhéngigkeit von den spezifischen Analyten und
der Matrix, mdglich

- Nachteilig ist, dass die Probe bei jeder Messung vollstandig verbraucht wird
T Wiederholungsmessungen sind nicht mdglich

- Flassige Proben kdnnen nicht analysiert werden

2.3.4 Headspace Analyse i HS

Die Headspace Probenahme ist eine spezifische Methode der Probenvorbereitung
und eine Aufreinigungstechnik welche parallel zur Gaschromatographie ge-
wachsen ist. Die Technik wird auf dem Gebiet der Aroma- und Duftstoffe seit Ende
der 1950er Jahre angewandt. Die erste Beschreibung dieser Sampling-Methode
erfolgte 1939 durch Harger. Er wandte diese Methode zur schnellen Bestimmung
von Alkohol in Wasser und Kérperflussigkeiten an. Im Jahr 1958 wurde erstmals in
einer Studie die HS-Technik mit der GC Analyse kombiniert [Bicchi et al., 2012].
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2.3.4.1 Prinzip der Headspace-Analyse

Die Headspace-Dosierung ist eine Probenahmetechnik fur die GC-Analyse von
leichtfliichtigen Verbindungen in flissigen oder festen Proben, d.h. in einer nicht
oder wenig fluchtigen bzw. heterogen zusammengesetzten Matrix [Kolb, 2006].
Dazu wird eine flussige oder feste Probe in einem dicht verschlossenen HS-
Probengefald einige Zeit bei hdherer, konstanter Temperatur thermostatisiert. Die
Thermostatisierung erfolgt, bis sich ein Gleichgewicht der fliichtigen Probenanteile
zwischen Matrix und Gasvolumen Uber der Probe (Dampf Kopfraum) eingestellt
hat. Der Verteilungskoeffizient wird u.a. durch die Temperatur und die Zugabe von
Salzen beeinflusst. Nach Einstellung des Phasengleichgewichts wird dem Kopf-
raum ein Gasvolumen entnommen und auf die GC-Saule Uberfuhrt [Kolb, 2006]
Die Probenaufgabe erfolgt mit Hilfe eines pneumatischen Dosiersystems entweder
nach dem Prinzip der Gleichdruckdosierung oder der Konstantdruckdosierung.
Dazu wird ein aliquotes Volumen aus der Gasphase (Kopf- oder Dampfraum)
entnommen und in die GC-Séaule uberfihrt. Die erhaltene Peakflache A; ist der
Analytmenge in der Gasphase proportional [Kolb, 2006].

2.3.4.2 Applikation der Headspace-Analyse

Nachfolgend sind einige typische Applikationen fur die Headspace-Analyse
zusammengestellt.

Tabelle 28: Einsatzmdglichkeiten der Headspace-Analyse [Kolb, 2003]

Headspace-Analyse i Anwendung

- Restldsemittel in Lebensmitteln, Pharmaka, Verpackungsmaterialien
- Monomere in Polymeren

- Wasserbestimmung als Alternative zur Karl-Fischer-Titration

- Aromaanalyse von Lebensmitteln und Getrénken

- Flichtige Schadstoffe (LHKW und BETX) in Luft, Wasser und Boden
- Arbeitsplatziberwachung (MAK-Werte)

- Fungizide in Lebensmitteln

- Forensische Bestimmungen von Carboxyhamoglobin

- Blutalkoholanalyse

- Bestimmung von physikochemischen Daten: Dampfdriicke, Verteilungs-
koeffizienten, Aktivitatskoeffizienten, Mischungsenergien, Reaktionskinetik
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2.3.4.3 Beurteilung der Headspace-Analyse

Im Allgemeinen bietet die Headspace-Analyse viele Vorteile fur den Anwender.
Die Probenvorbereitung gestaltet sich einfach, schnell und ohne Risiko
undefinierte Mengen der Zielkomponenten zu verlieren. Die HS-Analyse
ermdglicht eine l6sungsmittelfreie Extraktion flichtiger Komponenten aus fllissigen
und festen Proben. Es werden nur die flichtigen Komponenten extrahiert, ohne
Matrixbestandteile wie z.B. Salze. Die Proben sind variabel bis 210°C thermo-
statisierbar, was den Einsatzbereich auf mittelflichtige Stoffe erweitert hat [Helms
und Felix, 2004]. Fur die HS-Analyse ist nur eine geringe Probenmenge erfor-
derlich. Es werden keine Artefakte gebildet und bei richtiger Anwendung keine
Verunreinigungen eingefihrt. Nachteilig ist, dass die relative Konzentration der
Komponenten im Kopfraum nicht die Konzentration in der Probe wiederspiegelt,
aufgrund der unterschiedlichen Flichtigkeit der Aromakomponenten. Das Aroma-

profil ist zudem abhéngig von der Temperatur der Probe [Da Costa und Eri, 2005].

2.3.5 Festphasenmikroextraktion i SPME

2.3.5.1 Prinzip der Festphasenmikroextraktion

Die Festphasenmikroextraktion (SPME) ist eine losungsmittelfreie Extraktion fur
Verbindungen aus gasformigen, flissigen und festen Proben. In der SPME-
Technik wird eine Kieselglas-Faser (1 7 2 cm Lange) verwendet, die aul3en mit
einem Polymerfilm beschichtet ist, um die flichtigen Komponenten aus der Probe
anzureichern. Dafur steht eine Auswahl an polaren, unpolaren und gemischten

Fasern zur Verfiigung [Da Costa und Eri, 2005].

Im ersten Schritt erfolgt die Adsorption der Analyten aus der wassrigen Phase
oder Gasphase an der beschichteten Adsorbens-Faser geeigneter Polaritat. Im
Unterschied zur Festphasenextraktion werden die Analyten nicht vollstdndig aus
der Probe extrahiert. Es stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht zwischen den in
der Probe bzw. im Gasraum uber der Probe befindlichen und an der stationéren
Polymerphase adsorbierten Analytmolektilen ein. Fur eine Analyse wird die
SPME-Faser entweder direkt der Probe (ADirect
Uber der Probe (Headspace) ausgesetzt. Es findet eine der Konzentration der
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Analyten proportionale Beladung statt, die wiederum temperatur- und zeitabhéngig
ist [Meisch et al., 2003].

2.3.5.2 Applikation der Festphasenmikroextraktion

Die Anwendungsmadglichkeiten der SPME sind sehr vielféltig. Folgende Einsatz-

maoglichkeiten werden beschrieben:

Tabelle 29: Einsatzmdglichkeiten der SPME-Analyse [Pawliszyn, 1999]

SPME-Analyse i Anwendung

- Umweltanalytik
z.B. Luftproben, Riuckstandsanalytik von Wasserproben, Abwasserproben

- Toxikologische Analysen
z.B. Nachweis von Umweltschadstoffen, Industrieschadstoffen

- Medizinische Analysen
z.B. Nachweis von Drogen, Medikamenten in biologischen Matrizes

- Lebensmittelanalytik
z.B. Bestimmung flichtiger Aromastoffe und Kontaminanten

2.3.5.3 Beurteilung der Festphasenmikroextraktion

Die Vorteile der Festphasenmikroextraktion liegen neben der Einfachheit der
Methodik, in dem lésungmittelfreien Arbeiten und in der Zeiteffizienz. Die SPME
benotigt nur wenige Arbeitsschritte und einen geringen Zeitbedarf pro Analyse. Fur
die Analyse werden geringe Probenvolumina benttigt. Die Matrixeinflisse sind
geringer als bei anderen Extraktionsverfahren und das Verfahren ist
automatisierbar [Meisch et al., 2003]. Die Festphasenmikroextraktion ist eine gute
Technik fir den schnellen Probenvergleich oder die Identifizierung von
Fehlgeriichen in einer Probe. Nachteilig ist, dass das Aromaprofil der
angereicherten flichtigen Verbindungen abhéngig ist vom Typ, der Dicke und
Lange der verwendeten Faser sowie von der Adsorbtionszeit und der Temperatur
[Da Costa und Eri, 2005].
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2.3.6 Stir Bar Sortive Extraction i SBSE

2.3.6.1 Prinzip der Stir Bar Sorptive Extraction

Das Verfahren der AStir Bar Sorptive

mit Sorbens beschichteten Magnetriihrstabchens (Twister), welches die wassrige
Probe durchmischt und gleichzeitig die hydrophoben Inhaltsstoffe extrahiert. Diese
reichern sich an der Sorbensschicht aus Polydimethylsiloxan (PDMS) an. Fir den
Anreicherungsschritt verbleibt der Twister fur einen Zeitraum von 30 bis 240
Minuten in der Probenlésung. Die Desorption der organischen Komponenten vom
Twister kann entweder durch ein organisches Losungsmittel oder mit Hilfe eines

Thermodesorbers in Verbindung mit einem GC erfolgen [Dean, 2009].

2.3.6.2 Applikation der Stir Bar Sorptive Extraction

Die Technik der SBSE eignet sich fir die Extraktion und Analyse von organischen

Bestandteilen in wéassrigen Matrices [Hoffman und Bremer, 2000].

Tabelle 30: Einsatzmdglichkeiten der Stir Bar Sortive Extraction [Hoffman und Bremer, 2000]

SBSE-Analyse - Anwendung

- Qualitatskontrolle von Lebensmitteln und Geschmacksstoffen
- Spurenanalyse von Umwelt-, Lebensmittel- und biomedizinischen Proben

In der Lebensmittelanalytik kommt die SBSE beispielsweise bei der Analyse von
flichtigen Verbindungen in Wein [Weldegergis und Crouch, 2008], bei der Analyse
von Terpenen in Bier [Kishimoto et al., 2005] und bei der Bestimmung von

Ostrogenen in Schweine- und Hiihnerfleisch [Hu et al., 2012] zum Einsatz.

2.3.6.3 Beurteilung der Stir Bar Sorptive Extraction

Vorteile: Im Vergleich zur SPME kommen bei der Stir Bar Sorptive Extraction
gréRere Volumina an Extraktionsmittel (50 i 200 pl) zum Einsatz. Diese hoheren
Volumen fuhren zu einem gunstigeren Phasenverhaltnis und einer gréfRReren
Extraktionsausbeute. Die Analyten werden im PDMS Material starker ange-
reichert, was zu einer 200 i 2000 x besseren Empfindlichkeit fihrt. Eine Split-
Injektion ist moglich [Engewald und Efer, 2009]. Generell erleichtert dieses

Verfahren die Spurenanalyse von wassrigen Proben und ist einfach zu hand-
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haben, robutst, prazise und empfindlich Nachteil: Die SBSE bendtigt mit bis zu
240 Minaten eine relativ lange Extraktionszeit [Hoffmann et al., 2000].

2.4 Headspace-Trap-Analyse i HS-Trap

2.4.1 Funktionsprinzip der Headspace Trap Technik

Die Headspace-Technik wird in der Headspace-Trap-Technik durch einen
optionalen Anreicherungsschritt erganzt. Das Prinzip des Headspace-Trap-Dosier-
verfahrens ist in den nachfolgenden Abbildungen 11 i 13 dargestellt. Nach der
Thermostatisierung der Probe erfolgt der Druckaufbau im Probenvial. Dann wird
durch Entspannung des Uberdrucks aus dem Vial der Trap beladen. Dabei
werden die Komponenten im Dampfraum Gber der Probe auf einem Adsorbens i
der Trap 7 bei einer vorgewahlten Temperatur angereichert. Durch mehrmalige
Wiederholung des Anreicherungsschrittes kann eine deutliche Empflindlichkeits-
steigerung erreicht werden. Wird eine weitere Anreicherung durchgefihrt, erfolgt
ein erneuter Druckaufbau und eine wiederholte Beladung der Trap [Helms und
Felix 2004; Trinkl, 2007]. Die mogliche Anzahl der optionalen Anreicherungs-

schritte ist vom Geréatehersteller abhangig.

Ventil Detektor
QO .
1 _.-.-.-
Dichtung Trap G
40°C
Vial
druckbe-
aufschlagt
85°C
Ofen
Headspace Probengeber Gaschromatograph

Abbildung 11: Beladung der Trap durch Entspannung des Uberdruckes aus dem Probenvial
[Trinkl, 2007]
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Die Analyse storendes Wasser wird durch einen optionalen Trockenschritt
abgetrennt. Das Trocknen der Trap erfolgt mit Tragergas (Abbildung 12).

Headspace Probengeber Gaschromatograph

Abbildung 12: Trocknen der Trap mit Tragergas - DryPurge [Trinkl, 2007]

Die aufkonzentrierten Komponenten werden thermisch von der Trap desorbiert
und in den GC injektiert.

Headspace Probengeber Gas Chromatograph

Abbildung 13: Thermodesorption der Analyten von der Trap und Injektion in den GC [Trinkl, 2007]
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Durch mehrfachen Druckaufbau und Beladung der Trap kann praktisch eine
vollstandige Extraktion der Komponenten aus dem Dampfraum durchgefihrt
werden [Helms und Felix, 2004].

Die ersten Anwendungen der Headspace-Trap-Technik umfassten die Analyse
von Luftschadstoffen [Griffith et al., 2004] und die Bestimmung von umwelt-
relevanten flichtigen organischen Komponenten [Grecsek, 2005]. Eine weitere
Anwendung der Headspace-Trap-Technik entwickelte Barani et al. (2006) mit der
Bestimmung von halogenierten und aromatischen flichtigen organischen Ver-
bindungen in Grundwasser, Mineralwasser und Trinkwasser in einem Konzen-
trationsbereich von 1 7 10000 ng/l. Von Schulz et al. (2007a) wurde die Bestim-
mung fliichtiger Begleitstoffe in alkoholischen Getranken mittels HS-Trap-Technik
durchgefuihrt. Des Weiteren fiihrte Schulz et al. (2007b) die Bestimmung von
Aromastoffen aus alkoholischen Getranken in gespikten Blutproben mit Hilfe der
HS-Trap-GC-MS Analyse durch. Ferner wurde mit Hilfe der Headspace-Trap GC-
IMS Analyse Schwefellost in verschiedenen natirlichen Wassern und in
Bodenproben in nachgewiesen [Rgen et al., 2010a, 2010b]. Nikfardjam und Maier
(2011) entwickelten eine HS-Trap-GC-MS Methode zur Analyse von Aroma-

stoffen in Apfelsaft. Analysiert wurden 26 Aromastoffe in 85 Apfelsaftproben.

2.4.2 Eigenschaften und Vorteile der Headspace Trap Analyse

Die HS-Trap Analyse erweitert den Anwendungsbereich der statischen HS-
Analyse mit zuséatzlichen Vorteilen. Die Auswahl des Trap-Adsorbensmaterials
erlaubt eine optimale Anreicherung bestimmter Substanzen oder Substanz-
klassen. Mit Trap-Anreicherung kdénnen signifikant groRere Extraktionsausbeuten
erzielt werden. Die optionalen Anreicherungsschritte bewirken eine Absenkung der
Bestimmungsgrenzen, so dass Analyten die in sehr geringen Konzentrationen
vorkommen auch noch nachgewiesen werden kénnen [Schulz et al., 2007a]. Ein
groRer Vorteil dieser Methode gegeniber der SPME besteht darin, dass das
Headspace-System mit und ohne Trap-Anreicherung benutzt werden kann, was
zu einem grol3en linearen Arbeitsbereich fuhrt [Schulz et al.,, 2007a]. Die
Bestimmung von flichtigen organischen Komponenten mittels Headspace Trap

Analyse zeichnet sich durch eine gute Wiederholprazision und im Gegensatz zur
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klassischen HS-Technik durch eine Verbesserung der Nachweisgrenzen aus
[Barani et al., 2006; Marotta und Tipler, 2011].

2.5 GC-/ MS Kopplung

Die Kombination Gaschromatograph mit Massenspektrometer geht bis ins Jahr
1957 zurick und wurde zuerst mit einfachfokussierenden Magnetsektorfeld-
Geraten durchgefihrt. Die GC-/MS Kopplung wird mittlerweile routinemalig
sowohl fur Stoffidentifizierungen als auch fir die quantitative Analyse eingesetzt.
Die Massenspektrometrie passt wegen ihrer hohen Empfindlichkeit und der
schnellen Registriergeschwindigkeit besonders gut zu den schnellen Ablaufen der
Gaschromatographie [Kolb, 2003].

2.5.1 Funktionsweise eines GC-/MS-Systems

Das Eluat wird von der GC-Séaule Uber eine beheizte Transferleitung direkt in die
lonenquelle geleitet. Die lonisierung erfolgt meist durch Elektronenstol3 bei 70 eV.
Dabei treten in der lonisierungskammer im Hochvakuum aus einem Glihdraht
Elektronen (Primarelektronen ey) aus, die im Spannungsfeld (meist 70 eV) der
lonenquelle beschleunigt werden. Durch Kollision mit den Stoffmolekilen wird ein
Elektron herausgeschlagen und es entsteht ein Radikalkation (M"*, auch kurz als
Molekulion bezeichnet. Dieses angeschlagene Molekulion zerfallt meist in mehrere

neutrale und ionisierte Bruchstlicke [Kolb, 2003].

lon
Repeller

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Abbildung 15: lonisierungskammer [Trinkl,
lonisierung [Trinkl, 2010] 2010]
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Maoglich ist auch eine chemische lonisierung. Dazu wird ein Reaktandgas (Methan,
Isobutan, Ammoniak etc.) in die Reaktionskammer im Uberschuss eingefiihrt und
ebenfalls durch Elektronenstossionisierung kontinuierlich ionisiert. Der Gluhdraht
ist auBerhalb der Reaktionskammer angeordnet und die Elektronen werden mit
100 i 200 eV beschleunigt [Kolb, 2003]. Die Trennung der lonen erfolgt nach
ihrem Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z) in der Gasphase. Als Trennsystem
kommen meist Quadrupol (Massenfilter) oder lon Trap (lonenfalle) zum Einsatz
[Budzikiewicz und Schéfer, 2005].

Electron

Multiplier
Electron Reflector

A

W

Filament

(1 Quadrupole Mass Fiter

Entrance Lens

Lens 2
Lens 1

lonizer

GC Column

Abbildung 16: Schematischer Aufbau des Quadrupols [Trinkl, 2010]

Durch die hochfrequenten elektrischen Felder gelangen nur lonen mit bestimmtem
m/z-Verhdaltnis auf stabile Bahnen zum Detektor. Die Aufnahme der Massen-
spektren erfolgt mit dem Detektor. Durch Anderung der elektrischen Felder wer-
den nacheinander fur alle gebildeten lonen mit unterschiedlichem m/z-Verhaltnis
stabile Bahnen erhalten. Moégliche Betriebsarten sind der Scan-Modus oder der
Selected lon Monitoring (SIM) i Modus [Budzikiewicz und Schafer, 2005].

2.5.2 Massenspektrometer als Detektor

2.5.2.1 Massenscan und Totalionenstrom-Chromatogramm

Die Fragmentionen werden in einem vorgegebenen Massenbereich registriert
(Massenscan), d. h. aufgetrennt und ergeben das Massenspektrum, das meist in

Form eines Strichspektrums aufgezeichnet wird, indem die Intensitaten gegen die
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Massenzahl aufgetragen wird. Dabei wird der gewéhlte Massenbereich mit einer
Integrationszeit von ca. 50 i 200 ps pro Messpunkt abgetastet. Durch die Addition
der Intensitaten erhdlt man das sogenannte Totalionenstrom-Chromatogramm
(TIC), das alle Verbindungen registriert die ionisiert werden. Die gespeicherten
Massenspektren stehen zur Interpretation oder zum Vergleich mit Spektren-
bibliotheken zur Verfugung. Vollstandige Massenspektren im Massenscan-Modus
werden daher hauptsachlich fir die Identifizierung, auch unbekannter Stoffe,
eingesetzt [Kolb, 2003].

2.5.2.2 Selektive lonenregistrierung

Anstelle der Registrierung eines vollstandigen Massenspektrums, bei dem ein
grol3er, aber oft weitgehend leerer Massenbereich durchlaufen wird, werden nur
einzelne, fur den Stoff signifikante, lonen ausgewéhlt, d.h. das Massenspek-
trometer springt von Masse zu Masse. Diese Vorgehensweise erlaubt eine langere
Messzeit pro lon und ergibt dadurch eine Verbesserung der Nachweisgrenze um
den Faktor 10 7 100. Im Chromatogramm werden nur die Verbindungen registriert,
deren Massenspektren die eingestellten m/z-Werte aufweisen. Die Hauptan-
wendung der SIM-Technik ist daher der empfindliche Nachweis und die

guantitative Messung ausgewahlter Stoffe in der Probe [Kolb, 2003].

2.5.3 Anwendungsmaoglichkeiten der GC-MS Kopplung

Eine mittlerweile haufige Anwendungsform ist die multidimensionale Gas-
chromatographie i n K o miofiFd d tgihd n  Mmaists dSere ¢ AT
(GCxGC-TOFMS). Die Flugzeitmassenspektrometer zeichnen sich durch einen

theoretisch unbegrenzten Massenbereich aus [Budzikiewicz und Schéfer, 2005].

Sie erweist sich als effizient fur die Trennung komplexer Stoffgemische. Als
Anwendungsbeispiele fir TOFMS kénnen die Analysen flichtiger Aromastoffe in

Hopfen, Wirze und Bier aufgefiihrt werden [Van Opstaele et al., 2012; Eyres et

al., 2007; Inui et al., 2013; Baert et al., 2012; De Schutter et al., 2008].
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Die nachfolgenden Instrumente wurden fur die Probenvorbereitung und fur die

Analyse der Aromastoffe in Hopfen und Bier verwendet:

Tabelle 31: Ubersicht der verwendeten Gerate

Gerat Herstellerfirma
Waage Fa. Satorius AG
Analysenwaage Fa. Denver Instrument
Ultraschallbad, temperierbar Fa. Bandelin

(Sonorex digitec)

Mixer (Speedy pro, Typ 720) Fa. Krups
Gefrierschrank Fa. Liebherr
Destillationsapparatur Fa. Merck und Fa. Buchi
Magnetrtihrer (MR 2002) Fa. Heidolph
Heizmantel Fa. Heraeus-Wittmann
Split-/Splitless-Injektor Fa. Thermo

Headspace Sampler Fa. Perkin EImar

(PE Turbo Matrix HS-40 Trap sampler)

Saule: DB 5ms (60m x 0,25mm x 0,25 pm) Fa. Thermo

Gaschromatograph Fa. Thermo
(Thermo Trace GC Ultra)

Massenspektrometer (DSQ II) Fa. Thermo
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3.2 Hopfen und Hopfenprodukte

Fur die Versuche wurden 38 verschiedene Sorten kommerzieller Hopfenproben
verwendet. Die Hopfenproben entstammen alle dem Erntejahr 2008 und wurden
von zwei deutschen hopfenverarbeitenden Firmen zur Verfugung gestellt. Die

siebzig Proben, davon 36 Hopfenpellets und 34 Doldenhopfen, wurden bis zur

Analyse luftdicht, dunkel und bei -24°C tiefgekuhlt gelagert.

3.2.1 Analysierte Aromahopfensorten

Nachfolgend aufgefuihrte Aromahopfensorten wurden fir die Analysen verwendet:

Tabelle 32: Ubersicht der analysierten Aromahopfensorten [Aberl und Coelhan, 2012]

Sorte Abk. Herkunft
Proben
Aurora SI-AU Slowenien 1
Bobek SI-BO Slowenien 2
Golding SI-GO Slowenien 1
Hallertauer Mittelfriher HHA Hallertau / Deutschland 2
THA Tettnang / Deutschland 1
Hallertauer Tradition FR-HT Frankreich 1
THT Tettnang / Deutschland 1
EHT Elbe-Saale / Deutschland 1
HHT Hallertau / Deutschland 3
Lublin PL-LU Polen 2
Opal HOL Hallertau / Deutschland 1
Perle HPE Hallertau / Deutschland 7
TPE Tettnang / Deutschland 1
EPE Elbe-Saale / Deutschland 2
Saazer CZ-SA Tschechien 2
SK-SA Slowakei 1
Saphir HSR Hallertau / Deutschland 2
Smaragd HSC Hallertau / Deutschland 1
Spalter SSP Spalt / Deutschland 1
FR-ST Frankreich 1
Spalter Select HSE Hallertau / Deutschland 2
SSE Spalt / Deutschland 3
Tettnanger TTE Tettnang / Deutschland 5
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3.2.2 Analysierte Bitterhopfensorten
Nachfolgend aufgefuhrte Bitterhopfensorten wurden fur die Analysen verwendet:

Tabelle 33: Ubersicht der analysierten Bitterhopfensorten [Aberl und Coelhan, 2012]

Sorte Abk. Herkunft N
Proben
Columbus US-CO United States of America 1
Hallertauer Magnum HHM Hallertau / Deutschland 8
EHM Elbe-Saale / Deutschland 2
Hallertauer Merkur HMR Hallertau / Deutschland 2
EMR Elbe-Saale / Deutschland 1
Hallertauer Herkules HHS Hallertau / Deutschland 2
EHS Elbe-Saale / Deutschland 1
Hallertauer Taurus HTU Hallertau / Deutschland 1
ETU Elbe-Saale / Deutschland 1
Marco Polo CMP China 1
Northern Brewer HNB Hallertau / Deutschland 1
ENB Elbe-Saale / Deutschland 1
Nugget HNU Hallertau / Deutschland 1
ENU Elbe-Saale / Deutschland 1
Target ETA Elbe-Saale / Deutschland 1
Zeus USs-ZSs United States of America 1

3.3 Bierproben

Im Rahmen der Bieranalyse mittels HS-Trap-GC-MS wurden insgesamt 161
verschiedene Proben untergériger und obergériger Biere hinsichtlich ihrer Aroma-
stoffzusammensetzung untersucht. Bei den Proben handelte es sich um 108
unterschiedliche Biere, die in nachfolgenden Tabellen 34 7 37 aufgelistet werden.
Die Biere sind groR3tenteils Analysenproben des Forschungszentrums Weihen-
stephan fir Brau- und Lebensmittelqualitdt. Ein Teil der Bierproben wurde im
Getrankemarkt erworben. Die Analysen wurden jeweils in einer Doppelbestim-

mung ausgefuhrt und die Ergebnisse gemittelt.
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3.3.1 Analysierte Pilsener Biere

Bei

den Pilsener Bieren wurden 47 verschiedene Proben hinsichtlich ihrer

Aromastoffzusammensetzung unt er sucht . Bei den Bi eren

AHol steni,

folgende Chargen miteinander verglichen.

Tabelle 34 : Ubersichtd er anal ysi erten

Dazu wurden jeweils drei aufeinander

unterg2rigen Biere

Nr. Sorte / Bezeichnung Anzahl verschiedene
Chargen
1. Alpirsbacher Klosterbréau, Pils 1
2. Auerhahn Pils 1
3. Bayerisch Zunftherrn Pils 1
4. Beck’s Pils 3
5. Bergadler Premium Pils 1
6. Bitburger Premium Pils 3
7. Ecco Pils (Schlossbrauerei Au-Hallertau) 1
8. Flensburger Pilsener 1
9. Friedenfelser Pils 1
10. Goldstadt Pils (Brauhaus Pforzheim) 1
11. Graf Ignaz Premium Pilsner 1
12. Grieskirchner Pils 1
13. Hasserdder Premium Pils 1
14. Heidelberger Premium Pils 1
15. Holsten Pilsener Premium 3
16. Jever Pilsener 3
17. Kirner Pils 1
18. Kdnig Pilsner 1
19. Krombacher Pils 1
20. Kulmbacher Edelherb Pils 1
21. Lauterbacher Pils 1
22. Memminger Premium Pils 1
23. Ottinger Pils 1
24. Paulaner Premium Pils 1
25. Pilsner Urquell 3
26. Radeberger Premium Pils 3
27. Sternburg Pilsener 1
28. Sternquell Pils 1
29. Tannen Zapfle Pils (Brauerei Rothaus) 1
30. Tegernseer Pils (Herzogliches Brauhaus) 1
31. Veltins Pilsner 1
32. Warsteiner Premium Verum 3
33. Weihenstephan Pilsner 1
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3.3.2 Analysierte Helle Biere

In der nachfolgenden Tabelle 35 sind alle untersuchten Hellen-Biere aufgelistet.
Insgesamt wurden 51 Helle-Biere analysiert, davon stammen 35 von ver-
schiedenen Brauereien. Zum Chargenvergleich wurden von den Hellen-Bieren
AAugustiner Lager Hel | A, AHacker Pschorri
ATyskied unsct e pian heOr i gmindesleris drpi eawfeiriahder

folgende Chargen hinsichtlich ihrer Aromastoffzusammensetzung untersucht.

Tabelle35:} bersi cht der analysierten unter géxparetni Bi ere d

Nr. Sorte / Bezeichnung Anzahl verschiedene
Chargen
1. Aktien Landbier, Hell 1
2. Aktien Zwick, Kellerbier 1
3. Altenminster Brauerbier 1
4. Augustiner Edelstoff 1
5. Augustiner Lager Hell 3
6. Budvar, Budweiser 1
7. Falkenfelser Premium Hell 1
8. Forst Kronen Spezial 2
9. Friedenfelser Urtyp Hell 1
10. Grafensteiner Hell 1
11. Hacker Pschorr, Hell 3
12. Haller LOwenbrau, Meistergold Spezial 1
13. Herrnbrau, Helles Vollbier 1
14. Herzogliches Brauhaus, Tegernseer Hell 1
15. Hey Lands 1
16. Hofbrauhaus Freising, Urhell 1
17. Irseer Klosterbrau, Kloster Urtrunk 1
18. Kaltenberg, Hell 1
19. Kapplerbrau Altomunster, Export Hell 1
20. Klosterbrauerei Andechs, Hell 1
21. Kdnig Ludwig, Hell 1
22. Lowenbréu Urtyp 1
23. Memminger Gold, Export 1
24, Ottinger 3
25. Paulaner, 3
26. Riegeler, Landbier 1
27. Rother Brau, 1
28. Schinner Urstoff 1
29. Schitzengarten, Lager Hell 1
30. Sonnenbrau, Lager Hell 1
31. Spaten, 3
32. Tyskie, Premium Lager 3
33. Ustersbacher, Urhell 1
34. Weihenstephan Original 4
35. Wildbrdu Meistersud Spezialbier 1
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3.3.3 Analysierte Hefeweizenbiere

Insgesamt wurden 47 Proben von Hefeweizenbieren mittels HS-Trap-GC-MS-

Analyse untersucht. Davon stammen 29 Proben von verschiedenen Brauereien.

Fir die Weizenbiere der Sorten AEr dii ndJe wei ssefi, AErdinger
AFranziskaner Weissbier, Hel |l A, AFranziskart
Wei ssefi, AHuber Weisses Originalf, AXKapuzin

b i ewmurden zum Chargenvergleich jeweils mindestens drei aufeinander folgende

Produktionschargen untersucht.

Tabelle 36 : l bersicht der analysierten oberg2rigen Biere
Nr. Sorte / Bezeichnung Anzahl verschiedene
Chargen
1. Aldersbacher Kloster Weissbier 1
2. Edelweiss Weissbhier 1
3. Erdinger Urweisse 3
4. Erdinger Weissbier 3
5. Franziskaner Weissbier, Hell 4
6. Franziskaner Weissbier, Dunkel 3
7. Furstenberg Weizen 1
8. Hacker Pschorr, Sternweisse 1
9. Holledauer, Weisses 1
10. Hopf, Helle Weisse 3
11. Hopf, Dunkle Weisse 1
12. Hopfenkdnig, Hefe Weizen 1
13. Huber Weisses Fresh, (Hofbrauhaus Freising) 1
14. Huber Weisses Original (Hofbrauhaus Freising) 4
15. Kapuziner Weissbier 3
16. Kirner Weizen 1
17. Klosterbrauerei Andechs, Weissbier 1
18. Lowenbrau Hefe-Weissbier 1
19. Maisel Hefe-Weissbier 1
20. Mdullerbrau Weisse 1
21. Ottinger, Dunkles Hefeweizen 1
22. Paulaner Weissbier 3
23. Riedenburger Brauhaus, Hefeweisshier Dunkel 1
24. Rother Brau Oko Urweizen 1
25. Rotochsen Brauerei, Hefe Weizen 1
26. Schinner, Edel Weisse 1
27. Schlossbrauerei Griinbach, Weissbier 1
28. Unertl Weissbier 1
29. Weihenstephan, Hefe-Weissbier 1
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3.3.4 Analysierte Dunkle Biere

Bei den Dunklen Bieren und Marzenbieren wurden insgesamt 16 verschiedene

Proben hinsichtlich ihrer Aromastoffzusammensetzung untersucht. Davon

stammen 11 Proben aus verschiedenen Brauereien. Fiir die Biere AK° ni g Ludwi g
Dunkel i und AWel t en b wurdegeweilskeincChargenverglei€hu n k e | i
durchgefuhrt.

Tabelle 37: Ubersicht analysierterunterg 2 r i ger Bi ere der Sorte ADunkel i wur

Nr. Sorte / Bezeichnung Anzahl verschiedene
Chargen

Augustiner Brau, Dunkel

Aktien Landbier, Dunkel
Brauerei Maisach, Export Dunkel
Egger, Méarzen

Friedenfelser, Edel Marzen
Klosterbrauerei Andechs, Dunkel
Konig Ludwig, Dunkel

Paulaner, Dunkel

Paulaner Salvator, Marzen
Riegeler Neun Linden, Méarzen
Weltenburger Kloster, Dunkel

POOoO~NOUOA~AWDE
WRPRPRRARRRRERRR

B

3.4 Chemikalien und Gase

3.4.1 Chemikalien und Losemittel

Soweit erhéltlich wurden alle Reagenzien und Lésungsmitteli m Rei nhei t sgr ad
Anal ysein vDeerfolgendah Substanzen (Tabelle 38) fur die Hopfen- und

Bieranalyse wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

bezogen. Alle Standards wurden aus den angegebenen Reinsubstanzen herge-

stellt. Die Standards wurden tiefgekuhlt bei -24°C aufbewabhrt.

Die LOosemittel Tetrahydrofuran (THF) und Ethanol wurden von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) bezogen. Myrcen wurde in einem Gemisch aus
Tetrahydrofuran und Ethanol im Verhdltnis 2:1 (Vol.) gelost. Alle anderen

Substanzen wurden in Ethanol gelost.
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Tabelle 38: Reinsubstanzen fur die Hopfen- und Bieranalyse

U-Pinen (98%)

b-Pinen (99%)

Myrcen ( 95%)

Limonen (97%)

b1 Caryophyllen ( 98,5%)

Ui Humulen ( 96%)

R-(-)-Linalool (97%)

Isobutylisobutyrat ( 97%)

Hexansaurmethylester (99%)

Heptansauremethylester ( 99%)

Octansauremethylester ( 99%)

Nonansauremethylester ( 97%)

Decansauremethylester (99%)

22Nonanon (O 99 %)

2-Decanon (O 98 %)

2-Undecanon ( 98%)

2-Dodecanon ( 97%)

2-Tridecanon ( 97%)

Damascenon ( 90%)

Caryophyllenoxid ( 99%)

2-Methyl-propanol-1 ( 99,5%)

3-Methyl-butanol-1 ( 99%)

1-Hexanol ( 99%)

1-Heptanol (  98%)

1-Octanol (  99%)

2-Phenylethanol ( 99%)

Furfurylalkohol (98%)

Essigsaure-Isopentylester ( 97%)

Essigsaure-Hexylester ( 98%)

Essigsaure-Heptylester ( 98%)

Essigsaure-Octylester ( 98%)

Essigsaure-Furfurylester ( 98%)

Essigsaure-2-Phenyl-Ethylester ( 98%)

Buttersaure-Ethylester ( 98%)

Hexansaure-Ethylester ( 98%)

Heptansaure-Ethylester (  96%)

Octansaure-Ethylester ( 98%)

Nonansaure-Ethylester (97%)

Decanséaure-Ethylester ( 98%)

Dodecanséaure-Ethylester ( 98%)

Nicotinsaure-Ethylester (99%)

Phenylessigsaure-Ethylester ( 98%)

Hexansaure (99%)

Octansaure ( 98%)

4-Vi nyl guaj akol

(O 984Vinylbenzol

(O 99 %)

>-Nonal acton (O 98%)

3.4.2 Interne Standards fur die Bieranalyse

Bei der

Bieranalyse wurde Linalool-D3 als

interner Standards fir die

Quantifizierung von Linalool verwendet. Fiur alle weiteren Komponenten diente
Heptansaduremethylester als interner Standard. Linalool-D3 p.a. wurde von der Fa.
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland) und Heptansauremethylester (9 %)

von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) geliefert.
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Der interne Standard entspricht dem der offiziellen brautechnischen
Analysenmethode der MEBAK zur Bestimmung der wasserdampffliichtigen
Aromastoffe in Bier (2.23.6). Hierbei wird ebenfalls Heptansauremethylester als
interner Standard verwendet [Jacob, 2012]. Die Verbindung eignet sich als
interner Standard, da sie im Bier nicht in nennenswerten Konzentrationen
vorkommt und es aufgrund seiner Retentionszeit zu keiner Uberlagerung mit

anderen Zielanalyten kommt.

3.4.3 Interne Standards fur die Hopfenanalyse

Linalool-D3 wurde ebenfalls als interner Standards fur die Quantifizierung von
Linalool verwendet. Fir alle weiteren Komponenten diente n-Nonan als interner
Standard. Linalool-D3 p.a. wurde von der Fa. Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Deutschland) und n-Nonan p.a. von der Fa. Merck (Darmstadt, Deutschland)

bezogen.

Die Auswahl des internen Standards orientierte sich an der offiziellen
brautechnischen Analysenmethode der MEBAK zur Analyse der Hopfendl-
komponenten (1.4) mittels Kapillargaschromatographie [Pfenninger, 1996]. Die
hierbei verwendeten internen Standards wurden im Rahmen der Methoden-
entwicklung getestet. Als interner Standard erwies sich die Verbindung n-Nonan
als geeignet. Sie ist Ublicherweise im Hopfen nicht vorhanden, so dass ein
zufélliges Aufstocken unwahrscheinlich ist. Andererseits kann aufgrund des
Siedepunktes das Signal von n-Nonan nicht mit den Analysensignalen der

anderen Hopfenaromastoffe interferieren.

Generell ist anzumerken, dass moglicherweise eine weitere Verbesserung der
Quantifizierungsergebnisse durch die Anwendung von isotopenmarkierten
internen Standards erreichbar gewesen ware. Wegen ihrer nahezu gleichen
physikalisch-chemischen Eigenschaften erweisen sich die isotopenmarkierten
bzw. deuterierten Substanzen grundsatzlich als optimale interne Standards fur die
entsprechenden Zielanalyten. Aufgrund mangelnder Verfligbarkeit konnte ein
deuterierter Standard nur fur den Schlisselaromastoff Linalool angewendet

werden.
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3.4.4 Reinstwasser

Reinstwasser wurde aus deionisiertem Wasser mit Hilfe einer TKA Wasser-
aufbereitungsanlage hergestellt und in allen Fallen verwendet, wo Wasser
hochster Reinheit erforderlich war (TKA water preparation system GmbH,
Niederelbert, Deutschland).

3.4.5 Reinstgas

Als Chromatographiegas wurde Helium der Reinheit 5.0 verwendet (Firma Linde
AG, Deutschland).

3.5 Methodenentwicklung und i validierung

3.5.1 Entwicklung der HS-Trap-Methode

Als HS Sampler wurde ein Turbo Matrix HS-40 Trap von der Firma PerkinElmer
eingesetzt. Fur den HS-Trap Probengeber wurden die fur die Matrix Hopfenextrakt
und Bier optimalen Methodenparameter experimentell ermittelt. Die programmier-
baren Bereiche der HS-Trap-Parameter sind in der Tabelle 39 aufgefihrt.

Tabelle 39: HS-Trap Sampling Parameter [Grenzwerte: PerkinElmer, 2008]

HS-Trap-Parameter Erlauterung Range
Temperaturen

Ofentemperatur Temperatur fur die Gleichgewichtseinstellung im Vial 3571 210°C
Nadel-Temperatur Temperatur der Edelstahl-Nadel 357 210°C
Transferline-Temperatur Temperatur der Ubertragungsleitung 3571 210°C
Trap-Low-Temperatur Adsorptions-Temperatur 407 100 °C
Trap-High-Temperatur Desorption-Temperatur 28071 400 °C
Dricke

Saulendruck Tragergasdruck des HS-Systems max. 600 kPa
Vial-Druck Finaler Zieldruck des Probenflaschchens max. 600 kPa
Desorptionsdruck Druck auf die Trap, wahrend der Desorption max. 600 kPa
Zeiten

Thermostatisierzeit

Zeit fur die Gleichgewichtseinstellung im Vial

mind. 12 min

Druckaufbauzeit Zeit fur die Druckstabilisierung im Vial nach der ersten mind. 1 min
Druckbeaufschlagung

Dosierzeit Abklingzeit mind. 0,04 min

Desorptionszeit Zeit der Analytablésung von der Trap

GC Zyklus GC Analysezeit fir eine Sequenz mind. 5 min

Trap-hold-Zeit Haltezeit fur die maximale Trap-Temperatur mind. 5 min

Dry-purge-Zeit Trocknungszeit 0,17 99 min

Sonstige Parameter

Trapzyklen Anzahl der Extraktionen 1-4

Split Injektion ohne Split oder mit Split 10 ml/min ja/nein

Dry Purge Trocknung der Trap mit TrAgergas ja/nein

Trap Material

Standard: Tenax GA oder Air Toxics i Material: Quartz
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Durch die HS-Trap-Methode wurden die Temperaturen, Dricke und Zeiten des
Probengebers gesteuert. Ferner wurden die Anzahl der Trapzyklen und der Split-
Modus festgelegt. Generelle Empfehlungen des Herstellers wurden bei der
Entwicklung der HS-Trap-Methode beriicksichtigt.

Bei der Auswahl der Ofen-Thermostatisier-Temperatur wurde insbesondere auf
die thermische Stabilitait der Probe achtgegeben. Die Temperatur wurde so
gewahlt, dass in mdglichst kurzer Zeit die Gleichgewichtseinstellung der Probe
erreicht wird. Um Kondensation zu vermeiden wurde bei der Methodenentwicklung
darauf geachtet, dass die Nadel-Temperatur um mindestens 51 10°C hoher als
die Thermostatisier-Temperatur der Probe eingestellt ist. Die Nadel-Temperatur
wurde so gewahlt, dass das Septum nicht beschadigt wird. Die Trap-Low-
Temperatur ist die Adsorptions-Temperatur bei der die Beladung der Trap mit den
Analyten stattfindet. Aus Grinden der Produktschonung wurde eine relativ
niedrige Adsorptions-Temperatur von 40°C gewahlt. Die Trap-High-Temperatur
ist die Desorptions-Temperatur bei der die Komponenten auf der Trap verdampfen
und der nachfolgenden Einspritzung auf die Saule zugefiuhrt werden. Um eine
moglichst schnelle und vollstandige Desorption zu erreichen, sollte die
Desorptionstemperatur mindestens einige Grade Uber dem Siedepunkt der
hdchstsiedenden Komponente liegen. Die maximale Temperaturbelastbarkeit des
Trap-Materials von 400°C darf dabei nicht Uberschritten werden [PerkinElmer,
2008]. Als Trap-Material wurde AAi r t o x i ¢ fDieses Setat sichdwesammen

aus graphitisiertem Kohlenstoff und Kohlenstoffmolekularsieb [PerkinElmer, 2008].

Der Saulendruck ist abhangig von der Beschaffenheit der Saule, dem
Temperaturprogramm des GC Ofens und den generellen Anforderungen an die
Analyse. Der Vialdruck wurde so gewahlt, dass ein maximales Dampfvolumen
aus dem Kopfraum auf die Trap Ubertragen wird mit einer minimalen Anzahl an
Trapzyklen. Ein zu hoher Druck wirde das System ziemlich extremen
Bedingungen aussetzten, welche zu Gaslecks fuhren konnten. Der Desorbtions-
druck ist der Druck, der auf die Trap wahrend der Desorption der Analyten
einwirkt [PerkinElmer, 2008].
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Die Thermostatisier-Zeit sollte die kurzeste Zeit sein, welche die Probe fur die
Gleichgewichtseinstellung bendtigt. Eine zu lange Thermostatisierung soll
vermieden werden, da manche Substanzen empfindlich auf eine ausgedehnte
Temperatureinwirkung reagieren. Es wurde festgestellt, dass verlangerte
Thermostatisier-Zeiten sich nicht positiv auf die Ausbeute auswirken. Nach der
Gleichgewichtseinstellung wird das Vial mit Tragergas druckbeaufschlagt. Die
Druckaufbauzeit ist die Zeit, bis im Vial ein Druck erreicht ist, der dem Kopfdruck
der Probe entspricht. Nach Beendigung der Druckbeaufschlagung wird die
Tragergaszufuhr unterbrochen. Die Dosierzeit, ist die Zeit in der die Beladung der
Trap stattfindet. Nach der Adsorption erfolgt die Desorption der angereicherten
Analyten. Die Desorbtionszeit ist die Zeit, wahrend die Analyten von der Trap in
die Transferline freigesetzt werden. Sie ist abhangig von der Desorptions-
temperatur. Die Desorption der Analyten erfolgte erwartungsgemaf sehr schnell.
In Hinblick auf die nachfolgende Analyse wurde bei der Festlegung der
Desorptionszeit dennoch darauf geachtet, dass eine grindliche Reinigung der
Trap gewabhrleistet ist. Die GC-Zyklus-Zeit ist die minimale Zeit zwischen einer
Probeninjektion und der Zeit, bis der GC bereit ist fur die nachste Injektion
[PerkinElmer, 2008].

Die Trap-Halte-Zeit bezeichnet die Zeit solange die Trap auf maximaler
Temperatur gehalten wird. Um die Analyten von der Trap zu l6sen muss die
maximale Temperatur fur eine ausreichende Zeit gehalten werden. Die
empfohlene Trap-Halte-Zeit ist 5 Minuten. Dry Purge bedeutet, dass das Uber-
flissige Wasser auf der Trap mit Hilfe von Helium getrocknet wird. Die bendétigte
Dry-Purge-Zeit hangt von der Thermostatisiertemperatur, dem Probentyp und der
HS-Trap-Zykluszeit ab. Die Anzahl der Trap-Zyklen kann zwischen 1 und 4
eingestellt werden. Die Anzahl gibt an wie haufig der Zyklus der Druckbe-
aufschlagung und Trap Beladung pro Vial durchgeftihrt wird [PerkinElmer, 2008].
Die Versuche haben gezeigt, dass es bei dieser Methode empfehlenswert ist den
Split wahrend des gesamten Desorptionsvorgangs geschlossen zu halten.
Dadurch kann die gesamte Menge an Analyten, die auf der Trap adsorbiert wurde,
auf die Kapillarsaule gelangen. Dies fuhrt zu einer héheren Empfindlichkeit. Die

ermittelten HS-Trap Parameter werden im Ergebnisteil Kapitel 4.1.2 dargestellt.
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3.5.2 Entwicklung der GC-Methode

Die Analysen wurden mit einem Thermo Trace Ultra Gaschromatograph, welcher

an ein Quadrupol-Massenspektrometer gekoppelt war, durchgefuhrt.

3.5.2.1 Auswahl der GC-Trennséaule

Fur die gaschromatographische Analyse (leicht)flichtiger organischer Ver-
bindungen konnen verschiedene GC-Kapilarsaulen verwendet werden. Fur die
Trennung der Aromastoffe in Hopfen und Bier wurde eine relativ unpolare DB-5MS
Kapillarsaule (60 m Lange x 0,25 mm Durchmesser; Filmdicke 0,25 pm) verwen-
det. Die Saule ist gut geeignet fur die Trennung komplexer Gemische, wie sie in
den untersuchten Probenmatrizen Bier und Hopfendl bzw. i extrakt vorkommen.
Sie eignet sich fur einen hohen Temperaturbereich von -60°C 1 325/350°C und
setzt sich zusammen aus 5% Phenyl- und 95% Dimethyl-Arylensiloxan. Fur die
chromatographische Trennung ware auch eine polare HP-InnoWax Saule denkbar
gewesen, deren Applikation sich auf Alkohole, freie organische Sé&uren,
Lésungsmittel, essentielle Ole sowie Aromen und Duftstoffe bezieht. GemaR den
Herstellerangaben besitzt die Saule, mit einer Polyethylenglykol-Zusammen-
setzung, eine breite chemische Kompatibilitat und eine hohe Innertheit. Sie ist
aber weniger gut geeignet fir den MS-Einsatz. Aufgrund der hohen Innertheit und
dem geringeren Saulenbluten wurde fur diese Hopfen- und Bieranalysen aber die
DB-5MS Saule ausgewahlt.

3.5.2.2 Vorgehensweise bei der GC-Methodenentwicklung

Als Tragergas wurde Helium verwendet, mit einem konstanten Tragergasfluss von
1,0 ml/ min und didmamkAS¥wlne nlkSoGranfepline-
Temperatur wurde auf 250°C eingestellt.

Da es sich bei den Aromastoffen in Hopfen und Bier jeweils um ein komplexes
Gemisch an Substanzen mit einem groRen Siedebereich (YK, > 100°C) handelt,
ist es nicht mdglich eine einzige optimale Saulentemperatur zu finden. Eine
isotherme GC ist damit nicht zur Trennung aller Komponenten geeignet. Die
Siedepunkte der untersuchten Hopfendlkomponenten liegen in einem Bereich von
147°C (Isobutylisobutyrat) bis 280°C (Caryophyllenoxid). Bei den untersuchten
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Bieraromastoffen weil3t 2-Methyl-propanol-1 mit 108°C den niedrigsten und
Dodecansaure-Ethylester mit 272°C den hochsten Siedepunkt auf [Siedepunkte:
www.merck-chemicals.com und www.eusdb.de]. Nachfolgende Tabelle 40 zeigt
die angewendete Vorgehensweise bei der Entwicklung der GC-Methode fur die

Analyse der Aromastoffe in Hopfen und Bier.

Tabelle 40: Vorgehensweise bei der GC-Methodenentwicklung

Schritt Ablauf der GC-Methodenentwicklung

1 D 1 Tragergasgeschwindigkeit / Tragergasfluss festlegen

5 1 Injektoreinstellungen festlegen
2 D - Injektor-Temperatur
- Injektor-Volumen
- Injektion mit Split (Splitverhaltnis) oder
- Injektion Splitless (Spuldauer)

5 1 Art der Ofentemperatur festlegen
3 D - Isotherm
- Temperaturprogramm

. T Entwicklung des Temperaturprogramms
4 D - Einfaches, lineares Temperaturprogramm erstellen
- Anfangstemperatur und Haltezeit anpassen
- Aufheizrate anpassen
- Endtemperatur und Zeit ermitteln

Um eine optimale Auftrennung tber den gesamten Bereich zu erreichen, empfiehlt
sich hier eine temperaturprogrammierte Arbeitsweise. Mit dem Temperatur-
programm wird die Saulentemperatur wahrend der Trennung stetig erhdht.
Dadurch kann fur jede Komponente einer homologen Reihe die optimale
Trenntemperatur gewdahrleistet werden. Die Trennung der einzelnen Substanzen

erfolgt nach ihren Dampfdruckunterschieden [Kolb, 2003].

Die gunstigen Bedingungen wurden experimentell in Testlaufen ermittelt. Zunachst
erfolgten die Aufstellung eines vorlaufigen Temperaturprogramms und die
Identifizierung der Zielanalyten, mit Hilfe von Referenzsubstanzen. Nachdem die
Retentionsreihenfolge der einzelnen Komponenten bekannt war, konnte das
Temperaturprogramm weiter angepasst werden. Die Proben wurden dann mit

nachfolgendem GC-Temperaturprogramm analysiert.
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Tabelle 41: Temperaturprogramm zur Aromastoffanalyse in Hopfen und Bier

Parameter Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3
Temperatur 45 °C 200 °C 300 °C
Haltezeit 2,0 min 0,0 min 3,0 min
Aufheizrate 5 °C/min 40 °C/min

Die Dosierung der Probe erfolgt bei einer niedrigen S&aulentemperatur von
To = 45°C. Dies bewirkt eine gute Auflésung der niedrigsiedenden Komponenten
und eine Abtrennung vom Lésungsmittelpeak. Eine isotherme Vorlaufzeit von 2,0
min hat sich als gunstig erwiesen. Anschlie3end erfolgt eine lineare Erh6hung der
Saulentemperatur wahrend der chromatographischen Analyse. Es wurde mit
einem zweistufigen Temperaturprogramm gearbeitet. Bei einer Saulenlange von
60 m hat sich in der ersten Stufe eine Aufheizrate von 5°C/min als optimal
erwiesen. In der Stufe 2 wurde eine Aufheizrate von 40°C/min gewahlt. Um eine
akzeptable Elution und Auflosung der hochsiedenden Komponenten zu erreichen
wurde die Endtemperatur bei 300°C festgelegt. Die isotherme Nachlaufzeit betragt

3 min.

3.5.2.3 GC-Parameter fur die Hopfendlanalyse

Fur die Hopfenolanalyse gelten dieselben GC-/MS-Bedingungen wie in Kapitel
3.5.2 und 3.5.3 beschrieben. Das Injektionsvolumen betragt 1 pl, als Aliquot der
Hopfendllésung. Die Injektion erfolgt splitlos mit einer Spuldauer von 0,5 min und
einer Injektor-Temperatur von 220°C. Der Tragergasfluss wird konstant auf

1 ml/min gehalten.

3.5.3 Entwicklung der MS-Methode i Selected lon Monitoring

Als GC-Detektor wurde ein DSQ Il Quadrupol Massenspektrometer (Fa. Thermo

Scientific) verwendet. Fir die Detektion der Hopfen- und Bierproben wurde das

Massenspektrometer i m ASel ected 1l on Monitor iDegHii

Vorgehensweise zur SIM-Methodenentwicklung ist in der nachfolgenden Tabelle

dargestellt.

73



3 Material und Methoden

Tabelle 42: Vorgehensweise bei der Entwicklung der SIM-Methoden zur Aromastoffanalysen von
Hopfen und Bier

Schritt  Ablauf zur SIM-Methodenentwicklung

1 Analysenlauf im Full Scan Modus (bei hoherer Analytkonzentration)
Gewahlter Massenbereich: 40 - 300

C Ermittlung der nachweisbaren Substanzen (tber die Xcalibur-
Datenbank und durch den Vergleich mit Reinsubtanzen)
C Ermittlung der Retentionszeitfenster
C Massenspektren zur Auswahl der charakteristischen lonen:
1 2-3 Massen pro Komponente (z.B. 1 Quantifier, 1-2 Qualifier)
2 Auswahl der charakteristischen lonen 1 siehe Tabelle 50 und 51

C Auswahl molekulspezifischer lonen mit hoher Intensitat
1 z.B. Fragmentionen mit hoher Massenzahl

C Keine Fragmentionen von Stérsubstanzen
1 z.B. Weichmacher von Septum

3 Festlegung der SIM-Bedingungen 1 siehe Tabelle 43 und 44
C Festlegung der Retentionszeitfenster
C Festlegung der Messzeit pro lon (dwell time)
1 Empfindlichkeit (Detektorspannung)

4 Uberprifung der Methode
C Analysenlauf mit Realprobe und Blindprobe bei den ausgewéhlten
SIM-Parametern

Mit der selektiven lonenregistrierung kénnen die Nachweisgrenzen verbessert und
insgesamt eine hohere Genauigkeit der quantitativen Bestimmung erreicht
werden. Fir jeden einzelnen Aromastoff wurden dazu signifikante lonen ausge-
wahlt. Dadurch wird eine langere Messzeit pro lon erméglicht. Fir die Analyse der
Aromastoffe in Hopfen und Bier wurden jeweils spezifische SIM-Methoden

entwickelt.

Die Temperatur der lonenquelle wurde auf 230°C eingestellt. Als lonisierungs-
methode wurde die ElektronenstofRionisierung mit 70 eV angewendet. Die
Analyten wurden in Zeitfenstern detektiert und aufgrund ihrer Retentionszeit und
ihrer Fragment-lonen durch den Vergleich mit ihren entsprechenden Standard-
komponenten identifiziert. Die Retentionszeitfenster und die ausgewahlten
spezifischen Massen fur die Analyse der Aromastoffe in Hopfen mittels HS-Trap-
GC-MS sind in der nachfolgenden Tabellen 43 und 44 dargestellt.
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Tabelle 43: Retentionszeitfenster fur die HS-Trap-GC-MS Methode zur Hopfenanalyse
Segment  Start Detektor- SIM-lonen Dwell-Time
(min) Spannung (m/z) pro lon
(msec)
1 7.00 2,00 x 10E5 84, 85, 99, 128 50,0
2 11.60 0,10 x 10E5 99, 128 50,0
3 12.70 2,00 x 10E5 71,99, 101, 105, 107, 121, 136, 144 50,0
4 15.22 0,10 x 10E5 93,107, 121, 136 50,0
5 16.10 2,00 x 10E5 107, 113, 115, 121, 136, 144 50,0
6 18.15 3,00 x 10E5 87, 101, 127 50,0
7 19.05 3,00 x 10E5 85, 121, 124, 127, 136, 139, 142 50,0
8 20.00 3,00 x 10E5 87, 98, 127, 156, 158 50,0
9 22.95 3,00 x 10E5 98, 129, 142, 172 50,0
10 24.95 1,20 x 10E5 110, 143, 155, 170, 186 50,0
11 26.90 3,00 x 10E5 121, 126, 169, 175, 184, 190 50,0
12 29.70 0,70 x 10E5 133, 147, 161, 204 50,0
13 31.35 1,80 x 10E5 140, 183, 189, 198 50,0
14 33.15 3,00 x 10E5 177, 187, 205, 220 50,0

Fir die Analyse der Aromastoffe in Bier mittels HS-Trap-GC-MS wurden folgende

Retentionszeitfenster und spezifischen Massen festgelegt.

Tabelle 44: Retentionszeitfenster fur die HS-Trap-GC-MS Methode zur Bieranalyse
Seg-  Start Detektor- SIM-lonen Dwell-Time
ment  (min) Spannung (m/z) pro lon
(msec)

1 7.00 3,00 x 10E4 55, 70, 74, 88 50,0
2 10.25 2,00 x 10E5 88,101, 116 50,0
3 11.45 2,00 x 10E5 69, 81, 84, 97, 98, 102 50,0
4 12.40 3,00 x 10E4 70, 87, 130 50,0
5 13.10 2,00 x 10E5 102, 103, 104 50,0
6 14.10 2,50 x 10E5 70, 98, 116 50,0
7 15.30 1,10 x 10E5 81, 87, 98, 99, 116, 140 50,0
8 16.20 3,00 x 10E4 84, 97,99, 101, 111, 112, 113, 115, 130, 144 50,0
9 19.20 2,00 x 10E5 98, 101, 113, 116, 121, 124, 129, 131, 136, 139 50,0
10 20.30 2,00 x 10E4 87, 88, 91, 92, 101, 103, 122, 127, 144, 172 50,0
11 23.05 1,00 x 10E5 84,91, 105, 106, 112, 116, 119, 123, 151, 164 50,0
12 24,65 1,30 x 10E5 104, 105, 164 50,0
13 25.50 2,50 x 10E5 88, 101, 107, 135, 141, 150, 157 50,0
14 28.00 1,00 x 10E5 85, 88, 99, 101, 155, 156, 200 50,0
15 29.75 1,50 x 10E5 121, 133, 147, 161, 204 50,0
16 32.50 2,00 x 10E5 88, 101, 157, 228 50,0
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Die Daten wurden jeweils mit der Xcalibur Software (Thermo Scientific)
ausgewertet. Alle Proben wurden als Doppelbestimmung analysiert und die

Ergebnisse gemittelt.

3.5.4 Vorgehensweise und Umfang der Methodenvalidierung

Um fir die entwickelten HS-Trap-GC-MS-Methoden stabile und wiederholbare
Analysenergebnisse zu gewahrleisten, wurden die Methoden in folgendem Um-

fang Uberpruft.

3.5.4.1 Uberprifung der Robustheit

Es wurde gepriift, ob die Analyse durch Verunreinigung oder andere Storeinflisse

beeinflusst wird. Folgende Tests wurden dazu durchgefuhrt:

- Septum Test: getestet wurden 2 verschiedene Typen von Septa aus dem
Material PTFE/Butyl-Gummi und PTFE-Silikon-Gummi

- Saure-/Base-Test: Variation des pH-Wertes eines Referenz-Bieres zwischen
pH = 2 (mit Oxalséure) und pH = 10 (mit NaOH)

- Blindproben mit H,O: getestet wurde, ob die Analyten der vorausgehenden
Probe vollstandig von der Trap desorbiert wurden

- Zusatz von Trocknungsmittel: Test mit je 1g Natriumsulfat, Kieselgel 60,
Aluminiumoxid 90 aktiv neutral und Aluminiumoxid fir Trocknungszwecke

- Zusatz von NacCl: 0,5¢, 1,0g, 2,09, 3,09

Beurteilt wurden die Chromatogramme hinsichtlich ihrer Qualitat (Peaktrennung

und Peakgrof3e) und der auftretenden Nebenprodukte.

3.5.4.2 Uberprifung der Prazision der Messergebnisse i Wiederholbarkeit

Die Prazision ist das Mal3 fur die Streuung der Analysenergebnisse [Kromidas,
2011]. Um die Préazision zu ermitteln, wurde geprift in welchem Maf eine Uberein-
stimmung der Ergebnisse bei gleicher Probe und wiederholter Probenaufbereitung
vorhanden ist. Zur Beurteilung der Ergebnisse wurden jeweils der Mittelwert, die

Standardabweichung und der Variationskoeffizient ermittelt.

- 10-fach Bestimmung einer Hopfenextrakt-Pr o b e der Sorte AHa
Ma g n ui nefgebnis siehe Kapitel 4.4.1 (Tabelle 53)

- 10-fach Bestimmung einer Bier-Pr obe der Sorte AWeiihenst efy
Ergebnis siehe Kapitel 4.4.2 (Tabelle 54)
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Generell ist die noch zu akzeptierende Methodenprézision abhangig von der
Komplexitat der Methode, der Matrix und der Konzentration [Kromidas, 2011].

3.5.4.3 Uberprifung der Richtigkeit der Analysenergebnisse

Richtigkeit ist das MaR der Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten Wert und
einem als richtig angesehenen Wert [Kromidas, 2011]. Es wurde gepruft ob die
ermittelten Werte der HS-Trap Methoden mit den Referenzwerten (uberein-
stimmen. Hierzu wurde eine Gegenuberstellung der Analysenergebnisse von der
HS-Trap- und Hopfendl-Analyse (EBC-Methode) vorgenommen. Die Ergebnisse
sind im Kapitel 4.5.2 aufgefuhrt.

3.5.4.4 Uberprifung der Selektivitat der Methode

Unter Selektivitat versteht man die Fahigkeit einer Methode, verschiedene, neben-
einander zu bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Stérung zu erfassen
und sie somit eindeutig zu identifizieren [Kromidas, 2011]. Die Selektivitat der
Methode wird belegt, durch Uberprifung der Messergebnisse nach Aufstockung.
Es wurde eine 3-Punkt-Aufstockung bei der HS-Trap Analyse eines Referenz-

bieres durchgefihrt. Die Ergebnisse werden im Kapitel 4.4.3 beschrieben.

3.5.4.5 Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Analysenergebnisse

Es wurde geprift in wie weit die Ergebnisse bei geanderten Bedingungen tberein-
stimmen. Um die Reproduzierbarkeit der Analysenergebnisse zu belegen wurden
Analysen beispielsweise an unterschiedlichen Tagen und nach neuer Kalibrierung

(z.B. nach Filament-Wechsel) durchgefuhrt.

3.5.4.6 Uberpriifng der Linearitat der Analysenmethode

Unter Linearitdt versteht man die Fahigkeit einer Methode innerhalb eines
gegebenen Konzentrationsbereichs Ergebnisse zu liefern, die der Konzentration
des Analyten direkt proportional sind [Kromidas, 2011]. Fur alle Analyten wurde
eine 5-Punkt-Standardkalibrierung durchgefihrt und die Kalibrierfunktion mittels
Regressionsanalyse ermittelt. Die Ergebnisse finden sich im Kapitel 4.2.1 und
4.2.2.
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3.5.4.7 Uberprifung der Stabilitat der Probelésungen

Die Stabilitat der Probelésungen wurde fir nach 24 Stunden und nach 48 Stunden
Uberpruft und gewéhrleistet. Die Kontrollproben wurden bis zur Analyse gekuhlt
bzw. tiefgekuhlt aufbewahrt.

3.5.4.8 Uberprifung der Wiederfindung

Die Wiederfindung oder Wiederfindungsrate ist das Verhaltnis des unter Wieder-
holbedingungen gemessenen Mittelwertes zum richtigen Wert des Analyten in der
Probe [Kromidas, 2011]. Die Wiederfindungsfaktoren wurden ermittelt und bei der
Berechnung der Kalibrierergebnisse und der Analysenergebnisse bertcksichtigt.

3.6 Kalibrierung

3.6.1 Kalibrierung der HS-Trap-GC-MS-Methode zur Hopfen-
analyse

Um eine quantitative Auswertung zu ermoéglichen wurde eine Kalibrierung mittels
internen Standards durchgefiihrt. Insgesamt wurde fir 20 flichtige Hopfen-
komponenten eine 5-Punkt-Standardkalibrierkurve generiert. Eine 3-fach-Bestim-

mung wurde fir jedes Kalibrierniveau durchgefuhrt.

Zur Ermittlung der Kalibriergeraden wurden Standardkalibrierldsungen angesetzt.
Zunachst wurde jeweils fur das hochste Kalibrierniveau einer jeden Substanz eine
wassrige Losung aus deren Stammldsung hergestellt, gemald der korres-
pondierenden Kalibrierkonzentration. Die weiteren Kalibrierldsungen wurden durch
Verdinnung gewonnen. Fir die Kalibrierlosung des vierten Niveaus wurde ein Teil
der Kalibrierldsung des funften Niveaus 1:1 mit Reinstwasser verdunnt. Fur die
nachfolgenden Kalibrierniveaus eins bis drei gilt eine analoge Vorgehensweise.
Fur alle Kalibrierniveaus wird der Ethanolgehalt auf den gleichen Level eingestellt.
Die Ethanolkonzentration in der Kalibrierldosung und in der Probenlésung betragt
jeweils 20 mg pro 5 ml. Fur die Analyse wurden je 5 ml der Kalibrierlésung in ein
20 ml Headspace Vial pipettiert und mit 6 pl der internen Standardldsung aus
n-Nonan und (-)-Linalool-D3 versetzt. Die Vials wurden umgehend mit einem

PTFE-Silikon-Septum versiegelt. Zun&chst wird fur die einzelnen Analyten aller
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Kalibrier-proben die relative Peakhthe bzw. relative Peakflache errechnet, mittels
Division der Peakhdhe bzw. Peakflache durch die Peakhdhe bzw. Peakflache des
internen Standards. FiUr die Erstellung der Kalibrierkurven werden dann die
relativen Peakflachen oder die relativen Peak-hdéhen Uber der zugegebenen
Konzentration aufgetragen. Die Evaluierung erfolgt durch lineare Regressions-
analyse. Die Kalibrierung und Auswertung erfolgt mit Hilfe der Software Xcalibur.
In der nachfolgenden Tabelle werden die einzelnen Konzentrationen [ug/g] der

Kalibrierniveaus und der Wiederfindung angegeben.

Tabelle 45: Kalibrierung der HS-Trap-GC-MS-Methode zur Hopfenanalyse

Kalibrierniveau [ug/g] Wiederfindung [1g/g]
Niv. 1 Niv. 2 Niv. 3 Niv. 4 Niv. 5 Wi, Wi,

Monoterpene
a-Pinen 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0 75 30,0
b-Pinen 4,0 8,0 16,0 32,0 64,0 12,0 48,0
Myrcen 1.000 2.000 4.000 8.000 16.000 3.000 12.000
Limonen 5,0 10,0 20,0 40,0 80,0 15,0 60,0

Sesquiterpene
b-Caryophyllen 120 240 480 960 1.920 360 1.440
a-Humulen 400 800 1.600 3.200 6.400 1.200 4.800

Terpenalkohol
Linalool 12,0 24,0 48,0 96,0 192 36,0 144

Ester
Isobutylisobutyrat 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
Hexans&auremethylester 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 3,0 12,0
Heptansauremethylester 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
Octansauremethylester 4,0 8,0 16,0 32,0 64,0 12,0 48,0
Nonansauremethylester 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
Decansauremethylester 2,5 50 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
Ketone
2-Nonanon 15 3,0 6,0 12,0 24,0 4,5 18,0
2-Decanon 2,0 4,0 8,0 16,0 32,0 6,0 24,0
2-Undecanon 10,0 20,0 40,0 80,0 160 30,0 120
2-Dodecanon 4,0 8,0 16,0 32,0 64,0 12,0 48,0
2-Tridecanon 15,0 30,0 60,0 120 240 45,0 180
Damascenon 1,25 2,5 50 10,0 20,0 3,75 15,0
Epoxid

Caryophyllenoxid 40,0 80,0 160 320 640 120 480

3.6.2 Kalibrierung der Hopfendl-Methode (EBC)

Fur die Hopfenotlanalyse wurde die Kalibrierung im Prinzip gleich durchgefiihrt. Im
Gegensatz zur Headspace-Trap-Analyse wurden keine wassrigen sondern ethan-
olische Kalibrierlosungen verwendet. Myrcen wurde in einem Gemisch aus THF

und Ethanol im Verhaltnis 2:1 (Vol) gelost.
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3.6.3 Kalibrierung der HS-Trap-GC-MS Methode zur Bieranalyse

Fur 30 flichtige Aromakomponenten im Bier wurde jeweils eine 4-Punkt
Standardkalibrierkurve generiert. Fur jedes Kalibrierniveau wurde eine 3-fach-
Bestimmung durchgefiuhrt. In der nachfolgenden Tabelle 46 werden jeweils fur die
Kalibrierniveaus und Wiederfindungen die Konzentrationen [ug/g] angegeben.

Tabelle 46: Kalibrierung der HS-Trap-GC-MS-Methode zur Bieranalyse

Kalibrierniveau [pg/l] Wiederfindung [ug/l]
Niv. 1 Niv. 2 Niv. 3 Niv. 4 Wi, Wi,
Alkohole
2-Methyl-propanol-1 10.000 20.000 40.000 80.000 15.000 60.000
2-Methyl-butanol-1 20.000 40.000 80.000 160.000 30.000 120.000
3-Methyl-butanol-1
1-Hexanol 30,0 60,0 120 240 45,0 180
1-Heptanol 5,0 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
1-Octanol 3,0 6,0 12,0 24,0 45 18,0
2-Phenylethanol 5.500 11.000 22.000 44.000 8.250 33.000
Furfurylalkohol 375 750 1500 3.000 562,5 2.250
Ester
Essigséaure-Isopentylester 800 1.600 3.200 6.400 1.200 4.800
Essigsaure-Hexylester 2,0 4,0 8,0 16,0 3,0 12,0
Essigsaure-Heptylester 0,5 1,0 2,0 4,0 0,75 3,0
Essigsaure-Octylester 0,75 15 3,0 6,0 1,13 4,5
Essigsaure-Furfurylester 6,5 13,0 26,0 52,0 9,75 39,0
Essigsaure-2-Phenyl-Ethylester 200 400 800 1.600 300 1.200
Butterséure-Ethylester 25,0 50,0 100 200 37,5 150
Hexanséaure-Ethylester 30,0 60,0 120 240 45,0 180
Heptansaure-Ethylester 1,0 2,0 4,0 8,0 15 6,0
Octansaure-Ethylester 60,0 120 240 480 90,0 360
Nonansaure-Ethylester 0,5 1,0 2,0 4,0 0,75 3,0
Decansaure-Ethylester 15,0 30,0 60,0 120 22,5 90,0
Dodecansaure-Ethylester 1,25 2,5 50 10,0 1,88 7,5
Nicotinsaure-Ethylester 12,0 24,0 48,0 96,0 18,0 72,0
Phenylessigsaure-Ethylester 0,5 1,0 2,0 4,0 0,75 3,0
Org. Sauren
Hexansaure 750 1.500 3.000 6.000 1.125 4.500
Octansaure 1.000 2.000 4.000 8.000 1.500 6.000
Terpene
Linalool 5,0 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
U-Humulen 0,5 1,0 2,0 4,0 0,75 3,0
b-Caryophyllen 0,25 0,5 1,0 2,0 0,38 15
Vinylaromaten
4-Vinylbenzol (Styrol) 50 10,0 20,0 40,0 7,5 30,0
4-Vinylguajakol 300 600 1.200 2.400 450 1.800
Lacton
2-Nonalacton 10,0 20,0 40,0 80,0 15,0 60,0

Die grundsatzliche Vorgehensweise bei der Herstellung der Kalibrierloésungen ist
analog der Kalibrierung fur die HS-Trap-GC-MS Hopfenanalyse. Zunachst wurde
wieder fur das hdchste Kalibrierniveau einer jeden Substanz eine wassrige Lésung
aus deren ethanolischer Stammlésung hergestellt. Die Kalibrierlésungen der

nachfolgenden Niveaus wurden jeweils durch eine 1:1 Verdinnung mit Reinst-
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wasser erzeugt. Fur alle Kalibrierniveaus wird der Ethanolgehalt auf das gleiche
Level eingestellt. Fur die Analyse wurden je 5,0 ml der Kalibrierldsung in ein 20 ml
Headspace Vial pipettiert und mit 10 pl der internen Standardlésung aus
Heptansauremethylester und (-)-Linalool-D3 versetzt. Die Vials wurden umgehend
mit einem PTFE-Silikon-Septum versiegelt. Die Generierung der Kalibrierkurven
erfolgt analog der HS-Trap-GC-MS Methode zur Hopfenanalyse mit Hilfe der
Software Xcalibur. (Kalibrierergebnisse siehe Kapitel 4.2)

3.7 Analytische Methoden bzw. Probenvorbereitung zur
Aromastoffanalyse von Hopfen und Bier

3.7.1 Hopfenextraktion fur die HS-Trap-GC-MS Analyse

Fur diese Analyse werden die Hopfenaromastoffe mittels Ultraschallextraktion
gewonnen. Die Aromastoffzusammensetzung des Hopfenextraktes wird an-

schlieRend mittels HS-Trap-GC-MS Analyse bestimmt.

Abbildung 17: Schematische Darstellung zur Probenvorbereitung der HS-Trap-GC-MS Hopfen-
analyse

Die Hopfenpellets beziehungsweise der Doldenhopfen werden zunachst in einem
Zerkleinerer oder Mixer vermahlen. Von dem gemahlenen Hopfen werden 2,0 g in

ein 50 ml Zentrifugengefal? oder in eine Schott Duran Flasche eingewogen und
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nach Zugabe von 18,0 g Ethanol mit einem Teflon beschichteten Schraubdeckel
verschlossen. Die Extraktion wird in einem temperierbaren Ultraschallbad bei 55°C
fur 45 Minuten durchgefiihrt. Danach werden die Proben fur 30 Minuten in einem
Eisbad heruntergekihlt. Der Hopfenrickstand setzt sich ab und der tberstehende
ethanolische Hopfenextrakt kann abpipettiert werden. Gegebenenfalls kann durch
vorhergehendes Zentrifugieren der Probe die Abtrennung des Hopfenextraktes
erleichtert werden. Die Zentrifuge sollte hierfur gekihlt sein. In ein Headspace Vial
(20 ml) werden 5,0 ml Reinstwasser vorgelegt und dann 20 mg des Hopfen-
extraktes hinzugegeben. Der Probeldsung werden noch 6 pl interne Standard-
[0sung zugesetzt. Die Proben-Vials werden umgehend mit einem PTFE-
Siliconseptum verschlossen und gebdérdelt. Die Proben werden mit Hilfe der HS-
Trap-GC-MS Methode noch am selben Tag analysiert. Fur jede Probe wurde eine

Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde sowohl die Probenmenge als auch
die Parameter Extraktionstemperatur und 7 zeit variiert. Die oben aufgeflihrten
Werte erwiesen sich dabei als ideal. Versuche wurden mit einer Probenmenge von
17 5 g Hopfen durchgefiihrt. Die optimale Extraktionstemperatur wurde in dem
Bereich von 40°C 1 70°C und die optimale Extraktionszeit in dem Bereich von 30 i
60 min ermittelt. Das Augenmerk lag darauf eine moglich hohe Ausbeute zu
erreichen und die Probe einer mdglichst geringen thermischen Belastung auszu-
setzen. Bei der HS-Trap Analyse wurden Headspace-Vials mit 20ml verwendet.
Fur ein optimales Verteilungsgleichgewicht zwischen Probe und Dampfraum sollte
das Probenvolumen 2 i 3ml nicht unterschreiten und 10ml nicht Gberschreiten. In
dieser Arbeit wurde mit einem Probenvolumen von 5ml gearbeitet. Um repro-
duzierbare Ergebnisse zu gewdahrleisten wurde dieses Probenvolumen sowohl bei

der Kalibrierung als auch bei den Probenanalysen konstant gehalten.

3.7.2 Gewinnung von Hopfendl durch Wasserdampfdestillation
fur die GC-/MS-Analyse (EBC-Methode)

Mit Hilfe der Wasserdampfdestillation wurde der Gehalt an atherischem Ol in
Hopfen und in den Hopfenpellets bestimmt. Die Aromastoffzusammensetzung des
Hopfendls wurde anschlieiend mittels GC-/MS-Analyse ermittelt. Diese Analyse
basiert auf der EBC- und ASBC-Methode [EBC, 2006; ASBC, 1992].
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In einen 2,0 | Rundkolben wurden 25,0 g gemahlener Hopfen oder Hopfenpellets
eingewogen und 1250 ml Reinstwasser hinzugegeben. Die Destillation wurde
etwa 3 bis 4 Stunden fortgesetzt, solange bis die gewonnene Menge Hopfendl
konstant blieb. Das Volumen des Hopfen°ls i m aAnRelderi ver i
Skala abgelesen. Fur die Umrechnung des Hopfendlvolumens in Gewicht wurde
eine mittlere Dichte von 0,8215 g/ml angewendet. Dieser Wert ist der Mittelwert
einer experimentellen Dichtebestimmung von sieben verschiedenen Hopfendlen.
Von jedem Hopfendl wurde jeweils ein Aliquot in einem Gemisch aus Ethanol und
THF (2:1) gel6st, so dass die Probelésung eine Konzentration von 700 ng/pul
aufwies. Den Probelésungen wurde ebenfalls der interne Standard n-Nonan und
Linalool-D3 zugesetzt. Die Hopfenproben wurden mittels GC-/MS analysiert. Fur

jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefuhrt.

3.7.3 Re-Destillationsversuch von Hopfendl

Mit Hilfe der Doppeldestillation des Hopfendls wird untersucht, welche Auswirkung
die Destillation auf die einzelnen Analyten hat. Der Versuch zeigt, welche
Hopfenaromastoffe durch die thermische Belastung der Destillation in welchem
Umfang abgebaut werden. Dazu wird ein Grol3teil des gewonnenen Hopfenols
dem Hopfenruckstand aus der ersten Destillation wieder zugesetzt und noch
einmal unter den gleichen Bedingungen destilliert. Beide gewonnenen Hopfendle
werden dann mittels GC-/MS analysiert. Fur jede Hopfenélkomponente wird
jeweils die relative Flache der 1. Destillation und die relative Flache der
2. Destillation ermittelt und dann miteinander verglichen. Das Experiment wurde

jeweils in Doppelbestimmung fur drei verschiedene Hopfensorten ausgefuhrt.

3.7.4 Probenvorbereitung fur die HS-Trap-GC-MS Analyse von
Bier

Die Zusammensetzung flichtiger Aromastoffe in Bier kann mittels HS-Trap-GC-

MS Analyse direkt aus der Bierprobe ermittelt werden. Eine aufwendige Proben-

vorbereitung ist nicht erforderlich. In ein Headspace Vial (20 ml) werden 2,0 g

NaCl eingewogen und dann 5,0 ml der gekihlten Bierprobe hinzugegeben. Die

Bierproben werden bei ca. 4°C gekuhlt und erst unmittelbar vor Zugabe geoffnet.

In jede HS-Probe werden noch 10 pl interne Standardlésung zugegeben. Die
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Proben-Vials werden umgehend mit einem PTFE-Siliconseptum verschlossen und
gebdrdelt. Die Proben werden mit der HS-Trap-GC-MS Methode noch am selben
Tag analysiert. Fur jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Im
Rahmen der Methodenentwicklung wurden unterschiedliche Mengen an NacCl

getestet.

38 AForciertei Alterung der Biere

Das Verfahren der forcierten Bieralterung wurde angewendet um langere
Transport- und Lagerungsbedingungen zu simulieren. Dazu wurden die Biere, in
der verschlossenen Flasche, bei Raumtemperatur 24 h mit 70 Bewegungen/ min
horizontal mit Hilfe eines Schittlers geschuttelt. Im Anschluss daran wurden die
Bierproben vier Tage bei 40 °C gelagert. Dies entspricht einer naturlichen Alterung
von drei bis vier Monaten bei 20 °C [Eichhorn, 1991]. Von einigen Sorten wurden

die Analysen der frischen und forciert gealterten Biere gegentibergestellt.

3.9 Statistische Methoden fur die Auswertung der Mes-
sergebnisse

3.9.1 Arithmetisches Mittel bzw. Mittelwert

Fur die statistische Auswertung einer Datenreihe mit dem Umfang n wurde der
Mittelwert @berechnet. Den Mittelwert @erhalt man, indem alle Werte @ aufsum-

miert und diese Summe durch die Anzahl 1 dividiert wird [Fahrmeir et al., 2010].

B ©
%] 3

3.9.2 Standardabweichung

Fur die Beurteilung der Streuung einer Verteilung wird die Standardabweichung s
bzw. ihr Quadrat, die Varianz s® berechnet. Die Standardabweichung s misst die

Streuung der Daten um ihren Mittelwert @ [Fahrmeir et al., 2010].
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3.9.3 Variationskoeffizient

Durch den Variationskoeffizienten lasst sich ein maRRstabsunabhéngiges Streu-
ungsmald bilden, welches zum Vergleich unterschiedlicher Streuungen geeignet
ist. Der Variationskoeffizient (rel. Standardabweichung) wird zur Bewertung der
Genauigkeit und Aussagekraft einer Analyse herangezogen. Fur die Berechnung
des Variationskoeffizienten werden Merkmale mit nichtnegativen Auspragungen

und einem arithmetischem Mittel von @> 0 vorausgesetzt [Fahrmeir et al., 2010].

6 EP -0pTm

3.9.4 t-Test zum Vergleich zweier Mittelwerte

Mit Hilfe des t-Tests wird geprift, ob der Unterschied zweier Mittelwerte @und &
aus zwei voneinander unabhangigen MefRserien mit n; bzw. n, Messungen alleine
auf Zufallsfehler zurtickzufuhren ist. Den berechneten t-Wert vergleicht man mit
einem Tabellenwert, welcher die Integralgrenzen der t-Verteilung t (P, f) T mit der
Wahrscheinlichkeit P und den Freiheitsgraden f, angibt. Zwischen den beiden
Mittelwerten @ und @ besteht ein signifikanter Unterschied, wenn t > t (P, f). Die
Differenz zwischen den beiden Mittelwerten gilt als nicht beweiskréftig, falls t <t
(P, f) ausfallt [Dorffel, 1984].

f=ni1+n2z2

N 1
OQ,QAA

3.9.5 Korrelationsanalyse

Das statistische Verfahren der Korrelationsanalyse dient der Untersuchung von

Zusammenhéangen zwischen verschiedenen Variablen anhand einer Stichprobe.
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Tabelle 47: Interpretation des Korrelationskoeffizienten [Fahrmeir et al., 2010]

R m 1 Kein linearer Zusammenhang i keine Korrelation.
R=0 1 R-Werte um Null weisen auf eine grof3e Streuung der Daten hin.
R>0 1 Positive Korrelation
1 Gleichgerichteter (linearer) Zusammenhang.
1 Die Datenpunkte sind aufsteigend angeordnet. Die Werte einer
Variablen steigen mit steigenden Werten der anderen Variablen.
R<O 1 Negative Korrelation
1 Gegengerichteter (linearer) Zusammenhang.
1 Die Datenpunkte sind absteigend angeordnet. Die Werte einer
Variablen steigen mit sinkenden Werten der anderen Variablen.
R 05 T Schwache Korrelation
05 R 0,8 T Mittlere Korrelation
R 0,8 1 Starke Korrelation
T Nahert sich R -1 oder 1 an, wird die lineare Abhéngigkeit immer
wahrscheinlicher.
R=1 1  Gleichgerichteter linearer Zusammenhang.
1 Alle Punkte liegen auf einer Geraden mit positiver Steigung.
1 Zunehmende x-Werte fuhren zu linear wachsenden y-Werten.
R=-1 1 Gegengerichteter linearer Zusammenhang.
1 Alle Punkte liegen auf einer Geraden mit negativer Steigung.
T Zunehmende x-Werte flhren zu linear fallenden y-Werten.

Mit Hilfe von Streudiagrammen wird die Anordnung der Variablen veranschaulicht.
Eine Mal3 fur die Starke des linearen Zusammenhangs zweier statistischer
Variablen ist der empirische Korrelationskoeffizient R, der auch als Bravais-
Person-Korrelationskoeffizient bezeichnet wird [Fahrmeir et al., 2010]. Der Wert
des Korrelationskoeffizienten R kann, wie in Tabelle 47 dargestellt, interpretiert
werden. Er kann nur Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Je nadher die Mess-
werte an einer Gerade liegen, desto naher liegt R bei 1 bzw. -1 [Fahrmeir et al.,
2010].

B @z@UzU
B ©z8 B UzU
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In der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe der Streudiagramme graphisch
dargestellt, wie die Hopfentlmenge mit den einzelnen Hopfendlkomponenten
korreliert ist. Dazu wurden die Hopfenélmenge (pg/g) und die Konzentration

einzelnen Hopfendlkomponenten (ug/g) jeweils gegeneinander aufgetragen. Der
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Korrelationskoeffizient wurde fir jedes Streudiagramm ermittelt. Anstelle von R
kann auch das sogenannte Bestimmtheitsmafd bzw. der Determinationskoeffizient
R? angegeben werden. Das BestimmtheitsmaR R? beschreibt die GroRe der
Korrelation in Prozent und stellt eine Mal3zahl fir die Gute der Anpassung dar
[Fahrmeir et al., 2010].

3.9.6 Regressionsanalyse

Fur die Generierung der Kalibrierkurven wird das Verfahren der Regressions-
analyse angewandt. Die Regressionsanalyse wird mit Hilfe der Software Xcalibur
durchgefihrt. Durch die Regressionsanalyse wird die Abhangigkeit zwischen zwei
Merkmalen eines Objektes einer Regressionsgleichung angepasst [Hudec und
Neumann, 2002]. Fur die meisten, der im Rahmen dieser Arbeit generierten
Kalibrierkurven gilt ein linearer funktionaler Zusammenhang, d.h. dass alle
Datenpunkte anndhernd durch eine Gerade beschrieben werden konnen. Die
einzelnen Datenpunkte missen zwar nicht genau auf der Geraden liegen, die
Streuung der Punkte um die Gerade sollte aber zufallig sein [Hudec und
Neumann, 2002].
9 Mm A

9 A A8 A

Als optimale Gerade gilt die Regressionsgerade. Fur diese Gerade gilt, dass die
Summe der quadrierten Abstande aller Punkte zur Geraden moglichst gering sein
soll. Es gibt genau eine Gerade, die dieses Kriterium erfillt. Eine weitere
Eigenschaft ist, dass die Summe der Abstédnde aller Punkte von der
Regressionsgeraden Null ist. Die Regressionsgerade wird deshalb auch als
fehlerausgleichende Gerade bezeichnet. Die Regressionsgerade lauft stets durch
ihren Schwerpunkt [Hudec und Neumann, 2002]. Fur jeden einzelnen Datenpunkt
(yi) existiert auch eine zugehorige Schatzung des Datenpunktes auf der
Regressionsgeraden (w). Es streuen auch diese Schatzungen um den Mittelwert
des Merkmals Y, d.h. die Regressionsgerade verlauft durch «a Der Abstand eines
Datenpunktes von seiner Schéatzung auf der Regressionsgeraden wird auch als
ARe s i d u) berdichnete[Hudec und Neumann, 2002].
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Die Gute einer Regression berechnet sich aus dem Verhéltnis der Streuung der
Schatzungen zur Streuung der Datenpunkte selbst. Als Mal3 fur die Streuung wird

jeweils die Varianz berechnet [Hudec und Neumann, 2002].
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Die Gute der Regression kann maximal 1 sein. Dies ist der Fall, wenn die
Streuung der Schatzungen gleich der Streuung der Datenpunkte ist. Die
Datenpunkte liegen dann genau auf einer Geraden. Dann stimmen Datenpunkte
und Schéatzungen genau uberein und die Streuungen sind ebenfalls gleich grof3.
Je weiter die Datenpunkte von der Geraden entfernt sind, desto grof3er wird die
Streuung der Datenpunkte im Verhdaltnis zur Streuung der Schatzungen sein
[Hudec und Neumann, 2002].

3.10 Nachweis- und Besimmunsgrenze

Als Nachweisgrenze (NWG) wird gemald DIN 32645 die kleinste nachweisbare
Menge definiert. Die Bestimmungsgrenze (BSG) ist gemafi DIN 32645 die kleinste
guantifizierbare Menge. Das ist die Menge, die mit einer vorgegebenen Richtigkeit
und Prazision quantitativ erfasst werden kann. Die Bestimmungsgrenze sollte

hochstens 50 % der unteren Spezifikationsgrenze betragen [Kromidas, 2011].

NWG = Mind + 3,3 SBlind

BSG = 1,9INWG
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4 Ergebnisse und Diskussion

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 HS-Trap-GC-MS Methodenentwicklung

4.1.1 Vorgehensweise bei der HS-Trap-GC-MS Methodenent-
wicklung

Fur die quantitative Analyse flichtiger Verbindungen in den komplexen Matrices
Hopfen und Bier wurde fir die Entwicklung der HS-Trap-Methode nachfolgend
aufgefiuihrte strukturelle Vorgehensweise herangezogen. Die zu analysierenden
Medien zeichneten sich vor allem dadurch aus, dass relativ viele Komponenten
mit sehr unterschiedlichen Konzentrationsbereichen und Siedepunkten erfasst
werden sollten. Die analytische Zielsetzung eine schnelle und zuverlassige
Methode mit moderater Analysezeit und der Fahigkeit zur Serienanalyse zu
entwickeln konnte erfolgreich umgesetzt werden. Die Methode ist gut kalibrierbar.

Tabelle 48: Ablaufschema zur HS-Trap-GC-MS Methodenentwicklung

1. Analyse der Probenmatrix Hopfen und Bier: Ergebnisse
1  Welche und wie viele Komponenten sollen analysiert werden? Tab. 50 u. 51

Welche Siedepunkte? Sind alle Komponenten verdampfbar?
Welche funktionellen Gruppen liegen vor? Tab. 60
Konzentrationsbereiche der Komponenten?
Sind die Analyten thermisch labil?

Polaritat und Selektivitat der stationaren Phase Kap. 3.5.2.1
Temperaturbereich der Saule

1

1

1

1

2. Auswahlkriterien der GC-Trennséaule:

1

1

1  Saulenlange, Filmdicke, Innendurchmesser
E

2 ntwicklung der GC-Methode: Kap. 3.5.2.2
I  Tragergasparameter (Geschwindigkeit, Fluss) Tab. 40
1 Injektoreinstellungen (Temperatur, Volumen, Split)
§  Ofentemperatur bzw. Temperaturprogramm Tab. 41
4. Entwicklung der HS-Methode: (sampling parameter)
1 Temperaturen (Ofen, Nadel, Transferline, Adsorbtion, Desorption) Tab. 49
1  Dricke (Séaule, Vial, Desorption)
1  Zeiten (Thermostatisierung, Druckaufbau, Dosierung, Desorption)
1  Trap-Zyklen, Split usw.
5. Entwicklung der MS-Methode: (SIM parameter)
1  Charakteristischen lonen der einzelnen Komponenten festlegen Tab. 50 u. 51
1 Retentionszeitfenster, Detektorspannung Tab. 42
1  Dwell-Time pro lon Tab. 43 u. 44
6. Optimierung der Probenvorbereitung:
i  Probenmenge Kap. 3.7.1
i  Extraktionsparameter (Zeit, Temperatur) Kap. 3.7.2
1 HS-Probe (Konzentration, Volumen, Zusétze) Kap. 3.7.4
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.2 Ergebnisse der HS-Trap-GC-MS Methodenentwicklung

Die HS-Trap-Methode wurde anfangs in Modelllésungen etabliert und dann auf die
Matrix Hopfen und Bier Ubertragen. Mit Hilfe von Standardiésungen wurden
zunachst die Retentionszeiten der einzelnen Komponenten in Hopfen und Bier
bestimmt und ihre ungefahre Konzentration abgeschéatzt. Die Auswahl der
guantifizierten Analyten in den Hopfenproben orientierte sich an der MEBAK-

Methode zur Bestimmung von Hopfendlkomponenten.

Die HS-Trap Parameter wurden stufenweise ermittelt. In zahlreichen Testlaufen
wurde nacheinander jeweils immer ein Parameter variiert. Nachfolgende Tabelle
49 zeigt fur jeden Sampling-Parameter die getesteten Werte auf. Die markierten
Werte lieferten die besten Ergebnisse und bilden somit die endgultige Methode.
Fur die Beurteilung und Auswahl der geeigneten Werte wurde jeweils die relative
Flache bzw. relative Hohe der einzelnen Komponenten berechnet und miteinander
verglichen. Ferner wurden die Chromatogramme hinsichtlich ihrer Qualitat, der

Peakauflosung und der Nachweisgrenze der einzelnen Substanzen beurteilt.

Tabelle 49: Ubersicht zur Methodenentwicklung der HS-Trap Parameter [Aberl und Coelhan, 2012]

HS-Trap Parameter Testwert 1 Testwert 2  Testwert 3 Testwert 4
Temperaturen
Oventemperatur 60°C 80°C 85°C 90°C
Nadeltemperatur 80°C 90°C 120°C
Transferline-Temperatur 110°C 130°C 140°C
Trap-low-Temperatur 40°C 50°C 60°C
Trap-high-Temperatur 300°C 320°C 330°C 340°C
Dricke
Séaulendruck 150 kPa 160 kPa 170 kPa
Vial-Druck 150 kPa 175 kPa 200 kPa 240 kPa
Desorptionsdruck 70 kPa 100 kPa 150 kPa 250 kPa
Zeiten
Thermostatisierzeit 30 min 40 min 45 min 50 min
Druckaufbauzeit 1 min 2 min 3 min
Dosierzeit (Abklingzeit) 0,6 min 1,7 min 2 min 2,3 min
Desorptionszeit 0,1 min 0,2 min 0,6 min 1,0 min
GC Zyklus 45 min 52 min 60 min 73 min
Haltezeit (Trap) 5 min 8 min 10 min
Dry-purge-Zeit 4 min 6 min 8 min 10 min
Sonstige Parameter
Trapzyklen 1 2 3 4
Split ja nein
Dry Purge ja nein

Nachfolgende Chromatogramme wurden beispielsweise im Rahmen der HS-Trap-

Methodenentwicklung generiert. Sie zeigen jeweils die Testlaufe mit 2 und 4 Trap-
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zyklen und Desorptionszeiten von 0,1 min, 0,2 min und 0,6 min. Aus den

Chromatogrammen st ersichtlich, dass 4 Trap-Zyklen fur diese Proben uber-

dimensioniert sind. Bei 3 Trap-Zyklen zeigt sich ein &hnliches Bild.
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Abbildung 18a: Testlauf mit 2 Trapyzklen
und 0,1 min Desorptionszeit
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Abbildung 18c: Testlauf mit 2 Trapyzklen
und 0,2 min Desorptionszeit
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Abbildung 18e: Testlauf mit 2 Trapyzklen
und 0,6 min Desorptionszeit
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Abbildung 18b: Testlauf mit 4 Trapyzklen
und 0,1 min Desorptionszeit
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Abbildung 18d: Testlauf mit 4 Trapyzklen
und 0,2 min Desorptionszeit
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Abbildung 18f: Testlauf mit 4 Trapyzklen und
0,6 min Desorptionszeit



4 Ergebnisse und Diskussion

4.2 Ergebnisse der HS-Trap-GC-MS Kalibrierung

4.2.1 Kalibrierung der HS-Trap-Methode zur Hopfenanalyse

In der nachfolgenden Tabelle werden die Kalibrierparameter fiur die HS-Trap-GC-
MS Methode zur Analyse der Hopfenaromastoffe angegeben.

Tabelle 50: Parameter der HS-Trap-GC-MS Kalibrierung fir die Analyse von Hopfenaroma-stoffen
(Quantifizierungs-lonen fett; Qualifizierungs-lonen kursiv) [Aberl und Coelhan, 2012]

Analyten tr (mMin) Qualifizierungs- und Kalibrier- RSD Kalibrier- R
Quantifizierungs-lonen Bereich (%) kurve
(m/z) (ug/g Hopfen)
Monoterpene
a-Pinen 13.70 105, 107, 121, 136 2,571 40 6,3 linear 0,9974
b-Pinen 15.13 105, 107, 121, 136 4071 64 53 linear 0,9978
Myrcen 15.63 93, 107, 121, 136 10007 16000 5,6 linear 0,9944
Limonen 17.16 107, 115, 121, 136 5,071 80 5,4 linear 0,9965
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 30.06 133, 147, 161, 204 1201 1920 2,7 linear 0,9980
a-Humulen 31.22 133, 147, 161, 204 4007 6400 3,0 linear 0,9975
Terpenalkohol
Linalool 19.49 121, 136 12,07 192 3,7 linear 0,9980
Ester
Isobutylisobutyrat 12.83 71,101, 144 2,51 40 3,3 linear 0,9993
Hexansaurmethylester 13.25 99, 101, 105 1,07 16 2,1 linear 0,9953
Heptansauremethylester 16.74 113, 115, 144 2,51 40 7,6 linear 0,9948
Octansauremethylester 20.17 87, 127, 158 4,071 64 4,8 linear 0,9949
Nonanséuremethylester 23.42 98, 129, 142, 172 2,571 40 3,5 linear 0,9975
Decanséuremethylester 26.45 143, 155, 170, 186 2,57 40 3.9 (log(x))?2 0,9989
Ketone
2-Nonanon 19.17 85, 127, 142 157 24 2,4 linear 0,9983
2-Decanon 22.51 98, 127, 156 2,071 32 2,4 linear 0,9969
2-Undecanon 25.70 110, 155, 170 10,07 160 2,6 linear 0,9968
2-Dodecanon 28.70 126, 169, 184 4,071 64 51 log(x) 0,9948
2-Tridecanon 31.46 140, 183, 198 15,01 240 5,2 (log(x))?2 0,9989
Damascenon 28.50 121, 175, 190 1,251 20 4,7 linear 0,9960
Epoxid
Caryophyllenoxid 34.50 177, 187, 205, 220 40,07 640 5,6 (log(x))*2 0,9991
Interner Standard
n-Nonan 12.30 99, 128 1500
Linalool-D3 19.43 124, 139 150

Fur alle Substanzen werden die Retentionszeit tg, die Qualifizierungs- und
Quantifizierungs-lonen (m/z) und der Kalibrierbereich (ug/g) angegeben. Ferner
wird die Art der Kalibrierkurve sowie deren BestimmtheitsmaR R? und die Relative
Standard Deviation RSD (%) aufgeflhrt.

In den nachfolgenden Abbildungen werden beispielhaft die Kalibriergeraden fur

die Bestimmung von L i n a | o o-Humulem éh Hapfen dargestellt. Die weiteren

Kalibriergeraden befinden sich im Anhang.
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a-Linalool
Y =0,101401*X R"2=0,9980 W: Equal
20
15-
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5
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H9/g
Abbildung 19: Kalibriergerade fiir Linalool (HS-Trap-GC-MS Methode Hopfenanalyse)
a-Humulen
Y =0,0137982*X R"2=0,9975 W: Equal
80—
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Abbildung 20: Kalibriergerade fiir -Humulen (HS-Trap-GC-MS Methode Hopfenanalyse)

4.2.2 Kalibrierung der HS-Trap Methode zur Bieranalyse

In der nachfolgenden Tabelle 51 werden fur alle quantifizierten Bieraromastoffe
die Retentionszeit tg, die Qualifizierungs- und Quantifizierungs-lonen (m/z) und der
Kalibrierbereich (ug/g) angegeben. Ferner wird die Art der Kalibrierkurve sowie

deren BestimmtheitsmaR R? und die Relative Standard Deviation RSC (%)

aufgefuhrt.

93
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Tabelle 51: Parameter der HS-Trap-GC-MS Kalibrierung fur die Analyse von Bieraromastoffen
(Quantifizierungs-lonen fett; Qualifizierungs-lonen kursiv)

Analyten tr Qualifizierungs- und Kalibrier- RSD  Kalibrier- R?2
(min) Quantifizierungs-lonen Bereich (%) kurve
(miz) (gl
Alkohole
2-Methyl-propanol-1 7.76 55, 74 100007 80000 5,0 linear 0,9963
2-Methyl-butanol-1 9.60 70, 88 200007 160000 4,5 linear 0,9937
3-Methyl-butanol-1
1-Hexanol 11.76 69, 84, 102 30,07 240 31 linear 0,9968
1-Heptanol 14.96 70, 98, 116 5,07 40,0 3,7 linear 0,9961
1-Octanol 18.62 84, 97, 112, 130 3,071 24,0 51 linear 0,9957
2-Phenylethanol 20.59 91, 92, 103, 122 55007 44000 4,0 linear 0,9985
Furfurylalkohol 12.32 81, 97, 98 3751 3000 3,1 linear 0,9953
Ester
Essigséaure-Isopentylester 12.51 70, 87, 130 800171 6.400 55 linear 0,9986
Essigsaure-Hexylester 16.60 84,101, 111, 115 2,07 16,0 7,2 linear 0,9966
Essigsaure-Heptylester 19.82 98, 101, 116, 129 0,57 4,0 6,4 linear 0,9926
Essigséure-Octylester 23.15 84, 112,116 0,757 6,0 5,6 linear 0,9983
Essigsaure-Furfurylester 15.89 81, 98, 99, 140 6,571 52,0 6,5 linear 0,9948
Essigsaure-2-Phenyl-Ethylester 24.88 104, 105, 164 2007 1.600 2,9 linear 0,9991
Buttersaure-Ethylester 10.37 88, 101, 116 257 200 4,7 linear 0,9988
Hexansé&ure-Ethylester 16.25 99, 101, 115, 144 30,07 240 5,8 linear 0,9925
Heptansaure-Ethylester 19.36 101, 113, 131 1,07 8,0 57 linear 0,9959
Octansaure-Ethylester 22.62 88, 101, 127, 172 60,07 480 3,6 (log(x))?2  0,9990
Nonanséaure-Ethylester 25.61 88, 101, 141, 157 0,571 4,0 3,3 (log(x))?2  0,9993
Decanséaure-Ethylester 28.56 88, 101, 155, 200 15,07 120 35 linear 0,9950
Dodecanséaure-Ethylester 33.71 88, 101, 157, 228 1,251 10 5,2 (log(x))?2  0,9990
Nicotinsaure-Ethylester 23.79 106, 123, 151 12,07 96,0 3,9 (log(x))?2  0,9991
Phenylessigséure-Ethylester 24.47 91, 105, 119, 164 0,57 4,0 2,8 linear 0,9960
Organische Sauren
Hexansé&ure 16.04 87,99, 116 750 - 6000 2,7 linear 0,9991
Octanséaure 22.15 87,101, 144 1000 - 8000 4,4 linear 0,9986
Terpene
Linalool 19.56 121, 136 5,07 40,0 3,2 linear 0,9977
h-Humulen 30.98 121, 147, 161, 204 0,57 4,0 4,3 linear 0,9922
i -Caryophyllen 29.98 133, 147, 161, 204 0,257 2,0 7,1 linear 0,9855
Vinylaromaten
4-Vinylbenzol (Styrol) 13.15 102, 103, 104 5,07 40,0 4,1 linear 0,9985
4-Vinylguajakol 26.75 107, 135, 150 300171 2400 2,3 linear 0,9951
Lacton
9-Nonalacton 28.34 85, 99, 156 10,07 80,0 2,7 linear 0,9995
Interner Standard
Heptansauremethylester 17.07 101, 113, 115 500 - -
Linalool-D3 19.56 124, 139 60,0 ---- ----
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In den Abbildungen 21 7 22 werden die Kalibriergeraden fir die Bestimmung von
Essigsaure-lsopentylester und 2-Methyl-propanol in Bier dargestellt. Die weiteren

Kalibriergeraden fur die Analyse der Aromastoffe in Bier befinden sich im Anhang.

Essigsaure-3-Methylbutylester
Y =0,000276146*X R"2=0,9986 W: Equal
1,5
1,0
0,5-
0,0|||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
g/l

Abbildung 21: Kalibriergerade fir Essigsaure-Isopentylester (HS-Trap-GC-MS Methode zur Bier-
analyse)

2-Methyl-1-Propanol
Y =8.31525e-007*X R"2 =0.9963 W: Equal

0.07
0.06]
0.057
0.04
0.033
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0.00 T b e
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Abbildung 22: Kalibriergerade fur 2-Methyl-propanol (HS-Trap-GC-MS Methode zur Bieranalyse)
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4.3 Auswertung der HS-Trap-GC-MS Analysen

4.3.1 Hopfenproben i Chromatographische Auswertung der HS-

Trap-GC-MS Analysen

Durch die HS-Trap-GC-MS Analyse und die konventionelle Hopfendlanalyse

(EBC) wurden in den Hopfenproben 65 flichtige Komponenten identifiziert

(Abbildung 23). Zur Peak-Identifizierung wurden Referenzverbindungen und die

Retentionsindices nach Kovats herangezogen (Tabelle 52). Der Retentionsindex

ist charakteristisch fir eine Probensubstanz und héngt von der Temperatur und

der stationdren Phase ab [Hiubschmann, 2009]. Die ldentifizierung der Substanzen
wurde ferner durch die NIST MS Search 2.0 Datenbank unterstitzt.

Kohlenwasserstoffe

Hopfendol

Sauerstoffhaltige
Komponenten

Monoterpene
Limonen U-Pinen b-Pinen Sabinen
b-Ocimen Phellandren

Myrcen

Sesquiterpen
b-Caryophyllen Aromadendren U-Humulen b-Farnesen
U-Muurolen o-Muur ol-8el i n-8aiinen
o-Cadinen U-Cadinen b-Cadinen Germacren B
UBisabolen U-Cubeben b-Cubeben U-Copaen
Calamenen U-Amorphen U-Farnesen Germacren D
Calaren U-Ylangen Germacren A

Terpenalkohole
Linalool Geraniol Terpineol

Ester
2-Methylbutylpropanoat Isobutylisobutyrat
2-Methylbutylisobutyrat  Isoamylisobutyrat

Methylhexanoat Methylheptanoat
Methyl-6-methylheptanoat Methyloctanoat
Methyl-4-octenoat Methyl-4-nonenoat
Methylnonanoat Methyldec-4-enoat

Methyl-4,8-decadienoat Methyldecanoat
Methylgeranat  Methylundecanoat

Methyldodecenoat Methyldodecanoat

Ketone
2-Decanon 2-Undecanon
2-Tridecanon Damascenon

2-Nonanon
2-Dodecanon

Organische Sauren
Buttersdure Isovaleriansdure Hexansaure

Octansaure

Epoxide
Caryophyllenoxid  Humulenepoxid

Abbildung 23: Ubersicht der analysierte Komponenten in Hopfen mittels HS-Trap-GC-MS

Methode
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Zwanzig der Verbindungen wurden mittels analytspezifischer Kalibrierkurven
guantitativ ausgewertet. Diese sind in der Abbildung 23 rot markiert. Farnesen
wurde nicht quantifiziert, da fiur diese Substanz kein Standard zur Verflgung
stand. Ein Beispielchromatogramm der HS-Trap-GC-MS Methode ist fur die
Hopfensorte Adallertauer Magnumfi nachfolgend dargestellt. Die Peaks der

analysierten Komponenten sind in dem Chromatogramm gekennzeichnet.
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Abbildung 24: HS-Trap-GC-MS Analyse einer Hopfenprobe der Sortei Ha | | . Waeayl ona m i
Coelhan, 2012]
1 IS: n-Nonan 11 Octansauremethylester
2 Isobutylisobutyrat 12 2-Decanon
3 Hexansauremethylester 13 Nonansauremethylester
4 U-Pinen 14 2-Undecanon
5 b-Pinen 15 Decansauremethylester
6 Myrcen 16 Damascenon
7 Heptansauremethylester 17 2-Dodecanon
8 Limonen 18 b-Caryophyllen
9 2-Nonanon 19 U-Humulen
10 Linalool 20 Caryophyllenoxid
10a IS: Linalool-D3

Die einzelnen Substanzen wurden im SIM-Modus mit Hilfe ihrer spezifischen
Massen quantitativ ausgewertet. In den nachfolgenden Abbildungen 25a 1 25f
werden beispielhaft einzelne SIM-Chromatrogramme der oben genannten HS-
Trap-GC-MSAnal yse der Hopfenprobdargestella!l | ert auer
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Tabelle 52: Detektierbare Verbindungen in Hopfen mittel HS-Trap-GC-MS Analyse

RT (min) Rl (DB 5) M (g/mol) Verbindung

9.37 789 88 Buttersaure
11.32 843 102 Isovalerianséure
12.83 879 144 Isobutuylisobutyrat
13.25 920 130 Methylhexanoat
13.70 936 136 U-Pinen
14.59 968 136 Sabinen
15.13 978 136 b-Pinen
15.23 983 144 2-Methylbutylpropanoat
15.63 993 136 Myrcen
15.82 998 116 Hexansaure
16.59 1002 158 Isoamylisobutyrat
16.74 1008 144 Methylheptanoat
16.92 1014 158 2-Methylbutylisobutyrat
17.16 1026 136 Limonen
17.45 1033 136 b-Phellandren
17.67 1041 136 b-Ocimen
18.86 1068 158 Methyl-6-Methylheptanoat
19.17 1090 142 2-Nonanon
19.49 1102 154 Linalool
20.17 1114 158 Methyloctanoat
20.30 1120 154 U-Terpineol
22.13 1177 144 Octansaure
22.28 1183 156 Methyl-4-octenoat
22.47 1192 170 Methyl-4-nonenoat
22.51 1193 156 2-Decanon
23.42 1208 172 Methylnonanoat
24.84 1236 154 Geraniol
25.55 1286 184 Methyldec-4-enoat
25.65 1291 182 Methyl-4,8-decadienoat
25.70 1294 170 2-Undecanon
26.45 1306 186 Methyldecanoat
26.80 1322 182 Methylgeranat
27.20 1345 204 U-Cubeben
27.55 1367 204 U-Ylangen
27.73 1373 172 Decansaure
27.90 1376 204 U-Copaen
28.50 1391 190 Damascenon
28.70 1396 184 2-Dodecanon
29.06 1410 200 Methylundecanoat
29.96 1432 204 Calaren
30.06 1438 204 b-Caryophyllen
30.28 1454 204 b-Farnesen
30.76 1459 204 b-Cubeben
30.78 1460 204 Aromadendren
31.22 1467 204 U-Humulen
31.28 1469 212 Methyldodecenoat
31.34 1471 204 Germacren D
31.46 1475 198 2-Tridecanon
31.49 1477 204 U-Amorphen
31.53 1479 204 U-Muurolen
31.69 1482 204 U-Selinen
31.75 1483 204 9-Muurolen
31.85 1488 204 b-Selinen
31.92 1491 204 U-Farnesen
32.05 1500 202 Calamenen
32.17 1509 214 Methyldodecanoat
32.33 1511 204 9-Cadinen
32.65 1518 204 U-Bisabolen
33.21 1533 204 b-Cadinen
33.70 1555 204 Germacren B
34.27 1579 220 Humulenepoxide
34.50 1609 220 Caryophyllenoxid
36.81 1836 204 Germacren A
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Abbildung 25a: SIM-Chromatogramm flr_
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Abbildung 25c: SIM-Chromatogramm fur
Octansauremethylester in Hopfen mit m/z =
158 (HS-Trap-GC-MS)
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Abbildung 25e: SIM-Chromatogramm fir

Isobutylisobutyrat in Hopfen mit m/z = 71,
101 (HS-Trap-GC-MS)
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Abbildung 25b: SIM-Chromatogramm fur
Linalool in Hopfen mit m/z =121, 136
(HS-Trap-GC-MS)
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Abbildung 25d: SIM-Chromatogramm ftr
Limonen in Hopfen mit m/z = 107, 136
(HS-Trap-GC-MS)
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Abbildung 25f: SIM-Chromatogramm fir
2-Undecanon in Hopfen mit m/z = 170
(HS-Trap-GC-MS)
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4.3.2 Bierproben i

Chromatographische Auswertung der HS-

Trap-GC-MS Analysen

Bei der HS-Trap-GC-MS

Analyse der Bierproben konnten 97 verschiedene Ver-

bindungen erkannt werden. Mit analytspezifischen Kalibrierkurven wurden insge-

samt 30 Komponenten

guantitativ ausgewertet. Darunter sind: 7 Alkohole,

15 Ester, 2 Organische Sauren, 3 Terpene, 2 Vinylaromaten und 1 Lacton. Nach-
folgende Abbildung 26 zeigt ein typisches Chromatogramm einer Bierprobe.
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Abbildung 26: HS-Trap-GC-MS AnalysederBi er pr obe AAKi rner Pils

RTs Verbindung RTs Verbindung

7.76 2-Methyl-propanol-1 19.56 Linalool

9.60 2-Methyl-butanol-1; 3-Methyl-butanol-1 19.82 Essigsaure-Heptylester
10.37 Buttersaure-Ethylester 20.59 2-Phenylethanol
11.76 1-Hexanol 22.15 Octanséaure
12.32 Furfurylalkohol 22.62 Octansaureethylester
12.51 Essigsaure-Isopentylester 23.15 Essigsaure-Octylester
13.15 Styrol 23.79 Nicotinsaureethylester
14.96 1-Heptanol 24.47 Phenylessigsaureethylester
15.89 Essigsaure-Furfurylester 24.88 2-Phenylethylacetat
16.04 Hexansaure 25.61 Nonansaureethylester
16.25 Hexansaureethylester 26.75 4-Vinylguajakol
16.60 Essigsaure-Hexylester 28.34 Gamma-Nonalacton
17.07 IS: Heptansauremethylester 28.56 Decansaureethylester
18.62 1-Octanol 29.98 b-Caryophyllen
19.36 Heptansaureethylester 30.98 U-Humulen
19.56 IS: Linalool-D3 33.71 Dodecanséaureethylester
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die einzelnen Substanzen wurden im SIM-Modus mit Hilfe ihrer spezifischen
Massen quantitativ ausgewertet. Nachfolgend werden beispielhaft einzelne SIM-
Chromatrogramme der oben genannten HS-Trap-GC-MS Analyse der Bierprobe
AHol | edauedarg8¥eelit. s s e s i

30000000 - Isoamylacetat 700000 -
25000000 - 600000 1 Linalool
?%‘ ‘% 500000
2 20000000 - a
2 2
£ £ 400000
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3 'S 300000 -
‘@ 10000000 - o
200000 4
5000000
100000
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0
10 12 14 16 18 20 22 24 0 12 14 16 18 20 22 24 2 28 %0
time (min) time (min)
Abbildung 27a: SIM-Chromatogramm fir Abbildung 27b: SIM-Chromatogramm fiir
Essigséaure-Isopentylester (Isoamylacetat) in Linalool in Bier mit m/z = 121, 136
Bier mit m/z = 70, 130 (HS-Trap-GC-MS) (HS-Trap-GC-MS)
2-Phenylethanol 50000000
40000000
40000000
2 30000000 - 2
2 2 30000000
2 2
£ £
£ 20000000 g
e 2 20000000 -
2 2
10000000 M © Styrol
L 10000000 - J{
0+ ! 0 M
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Abbildung 27c: SIM-Chromatogramm fur
Phenylethanol in Bier mit m/z = 91, 92, 122
(HS-Trap-GC-MS)

Abbildung 27d: SIM-Chromatogramm fiir
Styrol in Bier mit m/z = 103, 104
(HS-Trap-GC-MS)
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Abbildung 27e: SIM-Chromatogramm fiir Abbildung 27f: SIM-Chromatogramm fiir
Hexansaureethylester in Bier mit m/z = 115, Octansaureethylester in Bier mit m/z =
144 (HS-Trap-GC-MS) 127, 172 (HS-Trap-GC-MS)
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Abbildung 27g: SIM-Chromatogramm flr Ethyl-
acetat in Bier mit m/z = 73, 88 (HS-Trap-GC-
MS)

Die Ester Ethylacetat und Isoamylacetat sind insbesondere flr fruchtig-estrige
Weizenbiertypen typisch. Sie konnen einen leicht losungsmittelartigen bis
bananigen Geschmack hervorrufen [Back, 2008a]. Das charakteristische Ethyl-
acetat mit einem Siedepunkt von 77,1°C und einer Retentionszeit von 5,58 min
kann mit der HS-Trap-GC-MS Methode eindeutig bestimmt werden. Fir die
durchgefiihrten Bieranalysen wurde Ethylacetat nicht detekiert. Um Analysenzeit
einzusparen wurde mit der Detektion erst ab einer Retentionszeit von 7,00 min

begonnen.

4.4 Validierung der HS-Trap-GC-MS Methode

4.4.1 Prazision der Messergebnisse i Hopfenanalyse

Um die Prazision der HS-Trap-Daten zu beweisen wurde fir alle analysierten
Komponenten der Variationskoeffizient berechnet. Zu diesem Zweck wurde eine
10-fach-Best i mmung des Hopfens der Sorte

Wie nachfolgende Tabelle 53 zeigt, bestatigt sich eine gute Wiederholbarkeit der
Analysenergebnisse. Die errechneten Werte fir die Variationskoeffizienten liegen

bei allen Komponenten zwischen 1,3 % und 5,1 %.

Angenommen dass bei der EBC Hopfenél-Methode, die Wiederfindung fir die

Summe der analysierten Komponenten bei 100% liegt, variieren die Werte aus der
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4 Ergebnisse und Diskussion

HS-Trap Methode zwischen 83,4% und 119,4%. Der durchschnittliche Wert fir
diese relative Wiederfindung liegt dann bei 97,0%.

Tabelle 53: Préazision der HS-Trap Daten am Beispiel der Hopfenanalyse von AHal | ert auer

Magnumh

Mittelwert Standard- Variationskoeffizient
abweichung
® (H9/9) s (Hg/9) VK (%)
Monoterpene
U-Pinen 32,4 0,73 2,2
b-Pinen 45,1 0,60 1,3
Myrcen 9525,8 323,0 3,4
Limonen 40,9 0,84 2,1
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 561,2 17,2 3,1
U-Humulen 2462,6 92,5 3,8
Terpenalkohol
Linalool 32,8 0,85 2,6
Ester
Isobutylisobutyrat 9,5 0,27 2,8
Hexansauremethylester 0,8 0,04 4,8
Heptansauremethylester 31,0 1,07 3,5
Octansauremethylester 22,0 0,78 3,5
Nonansauremethylester 16,7 0,63 3,8
Decansauremethylester 8,9 0,39 4.4
Ketone
2-Nonanon 6,5 0,33 51
2-Decanon 10,9 0,53 4,9
2-Undecanon 44,7 0,79 1,8
2-Dodecanon 25,0 0,67 2,7
2-Tridecanon 136,5 3,40 2,5
Damascenon 9,3 0,36 3,9
Epoxide
Caryophyllenoxid 436,2 21,4 4,9

4.4.2 Prazision der Messergebnisse i Bieranalyse

Bei der Bieranalyse wurde ebenfalls geprift, inwieweit eine Ubereinstimmung der
Messergebnisse bei gleicher Probe und wiederholter Probenaufbereitung vorhan-

den ist. Hierzu wurde eine 10-fach-Be st i mmung der Biersorte

Ori gi nal A-TrapitGCiVME& Method¢ Surchgefihrt.

In der Tabelle 54 sind der Mittelwert, die Standardabweichung sowie der
Variationskoeffizient ermittelt worden, welche generell eine gute Wiederholbarkeit
der Analysenergebnisse zum Ausdruck bringen. Lediglich bei einzelnen Minor-

komponenten, die in geringen Konzentrationen (< 1,0 pg/l) vorliegen, zeigt sich
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4 Ergebnisse und Diskussion

eine etwas geringere Prézision der Messergebnisse. Dies wird durch den hoheren

Variationskoeffizienten (VK

5,5%) deutlich.

Tabelle 54: Reproduzierbarkeit der HS-Trap Dat en am Bei spi el des Bi eres
Originalh
Mittelwert Standard- Variations-
abweichung koeffizient
X (pg/l) S (pg/l) VK (%)
Alkohole
2-Methyl-propanol-1 8.494 281 3,3
3-Methyl-butanol-1 41.344 1.684 4,1
1-Hexanol 61,9 2,8 4,5
1-Heptanol 7,2 0,32 4,4
1-Octanol 8,1 0,40 4,9
2-Phenylethanol 21.991 814 3,7
Furfurylalkohol 700 18,1 2,6
Ester
Essigsaure-lsopentylester 1.788 76,4 4,3
Essigsaure-Hexylester 6,1 0,33 53
Essigsaure-Heptylester 0,8 0,05 55
Essigsaure-Octylester 1,3 0,07 572
Essigsaure-Furfurylester 11,6 0,5 4,7
Essigsaure-2-Phenyl-Ethylester 571 16,5 29
Buttersaure-Ethylester 46,3 1,7 3,7
Hexansaure-Ethylester 83,8 2,5 3,0
Heptansaure-Ethylester 1,89 0,10 5,2
Octansaure-Ethylester 167 5,7 3,4
Nonansaure-Ethylester 0,1 0,01 7,5
Decanséaure-Ethylester 22,4 0,8 3,6
Dodecanséaure-Ethylester 2,8 0,16 5,8
Nicotinsaure-Ethylester 25,7 1,1 4.4
Phenylessigsaure-Ethylester 0,9 0,05 55
Organische Sauren
Hexansaure 2.086 76,8 3,7
Octansaure 4.753 209 44
Terpene
Linalool 13,5 0,42 3,1
U-Humulen 0,8 0,05 6,3
b-Caryophyllen 0,3 0,02 7,4
Vinylaromaten
4-Vinylbenzol (Styrol) 0,1 0,01 9,7
4-Vinylguajakol 281 11,9 4,2
Lacton
2-Nonalacton 19,9 0,8 4,1

4.4.3 Uberpriufung der Messergebnisse durch Aufstockung

Das Verfahren der Aufstockung wurde angewandt, um die Richtigkeit der

gewonnenen Messergebnisse zu Uberprifen.

Dafir

wurde eine 3-Punkt-

Aufstockung fur alle analysierten Komponenten durchgefuhrt. Als Basis fir die

Aufstockung diente ein

Referenzbi

er

Abbildung 28 ist ein Aufstockungsdiagramm dargestellt.
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Abbildung 28:  Aufstockungsdiagramm fur 2-Methyl-1-butanol und 3-Methyl-1-butanol in

AWei henst ephaferadzbieryi nal f

Aus dem Schnittpunkt der Aufstockungsgerade mit der y-Achse des Diagramms

ergibt sich die eigentlich vorhandene Konzentration der untersuchten Kompo-

nente. In der nachfolgenden Tabelle 55 werden jeweils die analysierte Konzen-

tration und die Konzentration aus dem Aufstockungsdiagramm gegenubergestellt.

Ferner sind die Konzentrationen der drei Aufstockungsniveaus angegeben.

Generell kann eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse aus der Aufstockung

und aus der direkten Anal yse des

Referenz

festgestellt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die gewonnenen

Ergebnisse der HS-Trap-GC-MS Analyse annahernd dem wahren Wert im Bier

entsprechen.
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Tabelle 55: Aufstockung zur Uberpriifung der Richtigkeit der Analysenergebnisse am Beispiel des
Refer enzbi eres AWei henstephan Originaldhf

Analysierte  Konzentration

Konzen- Aufstockungs-  Aufstock- Aufstock- Aufstock-
tration diagramm ung 1 ung 2 ung 3
Hg/l po/l Hg/l po/l po/l

Alkohole
2-Methyl-propanol-1 12.031 12.221 6.400 12.800 25.600
2-Methyl-butanol-1 53.158 53.680 12.000 24.000 48.000
3-Methyl-butanol-1
1-Hexanol 71,2 69,5 40,0 80,0 160,0
1-Heptanol 8,6 8,4 4,0 8,0 16,0
1-Octanol 59 6,0 3,0 6,0 12,0
2-Phenylethanol 15.838 15.589 6.000 12.000 24.000
Furfurylalkohol 746 752 250 500 1000
Ester
Essigsaure-lsopentylester 2.173 2.153 600 1.200 2.400
Essigsaure-Hexylester 3,2 3,0 1,6 3,2 6,4
Essigsaure-Heptylester 1,0 0,9 1,2 2,4 4,8
Essigsaure-Octylester 1,0 11 0,6 1,2 2,4
Essigsaure-Furfurylester 14,2 13,9 8,0 16,0 32,0
Essigsaure-2-Phenyl-Ethylester 548 531 320 640 1.280
Buttersaure-Ethylester 48,6 49,1 24,0 48,0 96,0
Hexansaure-Ethylester 81,6 80,3 40,0 80,0 160,0
Heptansaure-Ethylester 1,7 1,7 0,8 1,6 3,2
Octanséaure-Ethylester 129 119 60,0 120,0 240,0
Nonansaure-Ethylester 0,2 0,1 0,2 0,4 0,8
Decansaure-Ethylester 22,1 21,6 20,0 40,0 80,0
Dodecansaure-Ethylester 2,0 1,9 4,0 8,0 16,0
Nicotinsaure-Ethylester 23,2 24,4 16,0 32,0 64,0
Phenylessigsdure-Ethylester 0,7 0,6 0,8 1,6 3,2
Organische Sauren
Hexansaure 1.832 1.794 800 1.600 3.200
Octanséure 3.839 3.825 800 1.600 3.200
Terpene
Linalool 51 54 2,0 4,0 8,0
U-Humulen 0,6 0,5 0,4 0,8 1,6
b-Caryophyllen 0,2 0,2 0,4 0,8 1,6
Vinylaromaten
4-Vinylbenzol (Styrol) 0,2 0,1 0,6 1,2 2,4
4-Vinylguajakol 339 344 300 600 1200
Lacton
9-Nonalacton 23,2 22,7 24,0 48,0 96,0
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4.4.4 Empfindlichkeit bzw. Messgenauigkeit der HS-Trap-GC-MS
Analysenmethode

Fur die Aromastoffe, welche in niedrigen Konzentrationen in Hopfen vorkommen,
wurden folgende quantifizi er bar e Besti mmungsgr e-Rirea
(BSG: 1, 4 OgPRirgn (BSGb 1,8 ug/g); Isobutylisobutrat (BSG: 0,8 pg/g);
Hexansauremethylester (BSG: 0,4 pg/g); Decansauremethylester (BSG: 1,0 pg/g);
2-Nonanon (BSG: 0,5 pg/g); 2-Decanon (BSG: 0,8 pg/g) und Damascenon (BSG:
1,2 ug/g). Die mittels der HS-Trap-Technik gewonnenen Analysenergebnisse fur
die Hopfenaromastoffe lagen jeweils tber den angegeben Bestimmungsgrenzen.
Die zur Analyse verwendete Menge von 20 mg Hopfenextrakt ist ausreichend um
auch die Bestandteile mit niedrigen Konzentrationen nachzuweisen. Es ist zu
bericksichtigen, dass 20 mg des Hopfenextraktes, welche vor der HS-Trap-
Messung mit 5 ml Reinstwasser verdunnt wurden, einer Hopfenmenge von 2 mg
pro 5 ml entsprechen. Dies spricht fur die hohe Empfindlichkeit dieser Methode.
Die Empfindlichkeit der HS-Trap-Methode kdnnte gegebenenfalls durch die
Zugabe von NaCl in das HS-Vial und durch eine Erhéhung der Hopfenextrakt-
menge noch weiter erhoht werden. Dies hatte zur Folge, dass andere bisher nicht
detektierbare Komponenten, die in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegen,
unter Umstanden auch nachgewiesen werden konnen. Eine Erhéhung der Anzahl

der Trap-Zyklen auf 3 oder 4 bringt erwiesenermal3en keinen positiven Effekt.

Fur die Bieraromastoffe, welche in sehr niedrigen Konzentrationen in den
analysierten Bieren vorkommen, wurden folgende Bestimmungsgrenzen ermittelt:
Essigsaureheptylester (BSG: 0,3 ug/l), Essigsaureoctylester (BSG: 0,4 pg/l),
Phenylessigsaureethylester (BSG: 0,2 pg/l), Nonansdureethylester (BSG: 0,1
ug/l), b-Caryophyllen (BSG: 0,1 pg/l), U-Humulen (0,2 pg/l) und Styrol (BSG: 0,1
pg/l). Bei einem Probenvolumen von 5,0 ml Bier wurden jeweils 2,0 g NaCl
zugesetzt um die Empfindlichkeit weiter zu erhéhen und die Substanzen mit
niedrigen Konzentrationen von weniger als 0,5 pg/l zuverlassig analysieren zu
kénnen. Eine Erhéhung der Anzahl der Trap-Zyklen auf 3 oder 4 brachte
nachweisbar nicht den gewiinschten Effekt. Die Qualitat des Chromatogramms

verschlechterte sich dadurch.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.5 Vergleich der Analysenergebnisse von HS-Trap-
und Hopfendlanalyse

4.5.1 Dichtebestimmung von Hopfendl

Da bei der Destillation des Hopfens die gewonnene Hopfendlmenge in ml
abgemessen wird und das Ergebnis aber in pg/g anzugeben ist, wird eine
Umrechnung Uber die Dichte erforderlich. Zu diesem Zweck wurde die Dichte fur
sieben verschiedene Hopfensorten mittels Pyknometer, bei 20°C, bestimmt. Aus
den 17 verschiedenen Werten ergibt sich ein Mittelwert flr die Dichte des
Hopfendls von 0,8215 g/ml. Alle gewonnenen Hopfendlmengen (ml) wurden mit
diesem Wert in die Einheit pg/g umgerechnet.

Tabelle 56: Dichtebestimmung von Hopfendl verschiedener Sorten, mittels Pyknometer (bei 20°C)

Hopfensorte Dichte 1 Dichte 2 Dichte 3
g/ml g/ml g/ml
A 0,8231 0,8232
B 0,8525 0,8524
C 0,8159 0,8164 0,8172
D 0,8239 0,8243
E 0,8027 0,8022
F 0,8132 0,8144 0,8148
G 0,8236 0,8226 0,8224
Mittelwert 0,8215

Wie aus der Tabelle 56 ersichtlich ist, gibt es grof3e Unterschiede bei den Dichten
der verschiedenen Hopfentle. Die Werte fur die Dichte bewegen sich bei den
gemessenen Hopfendlen zwischen 0,8022 g/ml und 0,8525 g/ml. Die Dichte ist
abhéangig von der Zusammensetzung des Hopfens und wird maf3geblich durch die
Anteile der konzentrationsstarken Komponenten bestimmt. Die Tabelle 57 zeigt fur
drei verschiedenen Hopfensor t e n ASl oveni a Bobekhf,
AHal l ertau Hal | e r tiehudéer Konkkatgtionsamferschieides von
My r c e-@ar Yo p h yHurhueem yund Chryophyllenoxid jeweils auf die Dichte
des Hopfendls auswirken. Die anderen Hopfendlkomponenten werden aufgrund

ihrer niedrigeren Konzentrationen weniger stark ins Gewicht fallen. Die Sorte

AHal l ertau Hallertauer Magnumi hat bei

Einzel komponenten eine h°here Dichte
Diese beiden wiederum haben aufgrund &hnlicher Konzentrationen der Haupt-

komponenten auch eine &hnliche Dichte aufzuweisen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 57: Vergleich der Dichte von Hopfendlen verschiedener Sorten, bezugnehmend auf die
Konzentrationen ihrer Hauptkomponenten im Hopfen

SL-BO (2) SL-AU (1) HHM (3)
Dichte Hopfenél  Dichte Hopfendl Dichte Hopfendl
0,8203 g/ml 0,8211 g/ml 0,8452 g/ml
Aroma- Molare Masse Konzentration Konzentration Konzentration
komponenten g/mol ug/g Hopfen ug/g Hopfen pg/g Hopfen
Myrcen 136 5119 4158 9265
b-Caryophyllen 204 489 513 1115
U-Humulen 204 1513 1635 3769
Caryophyllenoxid 220 127 89,4 213

Durch die individuelle Zusammensetzung hat jedes Hopfendl eine andere Dichte.
Um einen absolut korrekten Umrechnungswert von ml/g auf pg/g zu erhalten,
musste jeweils mit der sortenspezifischen Dichte gerechnet werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte nicht fur jede Hopfensorte eine Dichtebestimmung
durchgefiihrt werden, da in den meisten Fallen die dafur erforderliche Hopfen-
O0lmenge nicht vorhanden war. Sortenunabhangig wurden mit dem aus Tabelle 56
ermittelten Mittelwert von 0,8215 g/ml die Ergebnisse umgerechnet. Aus den
zugrunde liegenden Werten ergibt sich eine Standardabweichung s = 0,0131 g/m|
und ein Variationskoeffizient von 1,59%. Der sich aus dieser Vorgehensweise
ergebende Fehler liegt somit in einem akzeptablen Rahmen. In der Literatur gibt
es bisher keine umfassenden Angaben zu den unterschiedlichen Dichten der

verschiedenen Hopfendle.

4.5.2 Gegenuberstellung der Analysenergebnisse

In den nachfolgenden Tabellen 58 und 59 werden fur eine Auswahl an
verschiedenen Aroma- und Bitterhopfen die Analysenergebnisse der HS-Trap-
und der destillativen Hopfendlmethode (EBC) miteinander verglichen. Aufgefihrt
sind die Konzentrationen an Hopfenaromastoffen (ug/g luftgetrockneten Hopfen)
sowie die korrespondierende Menge an Hopfendl. Der Ergebnisvergleich von den

weiteren Hopfenproben findet sich im Anhang.
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Tabelle 58:  Vergleich der Konzentrationen aus der HS-Tap- und der Hopfendélanalyse (EBC)
(ug/g luftgetrockneten Hopfen) fiir ausgewahlte Bitterhopfen i die Konzentrationen
(= Abweichung) werden als Mittelwert einer Doppelbestimmung angegeben [Aberl
und Coelhan, 2012]

HHS (1) HHM (1) HMR (1) ENU (1)
Ol: 13365 pg/g Ol: 17408 ug/g Ol: 20378 pg/g Ol: 17820 pg/g
HS-Trap Hopfenol HS-Trap Hopfenol HS-Trap Hopfendl HS-Trap Hopfenol
Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse
Monoterpene
a-Pinen 17,0+0,2 12,6+0,3 20,2+0,2 15,7+0,2 18,0+0,2 14,3+0,1 14,5+0,1 10,2+0,1
b-Pinen 27,6%0,2 17,7+0,1 31,4+0,2 24,6+0,3 37,0+0,3 31,8+0,4 29,1+0,2 22,8+0,1
Myrcen 7269464 6429+88 9644+71  10494+75 7802+69 8431+62 8648+82 8596+75
Limonen 31,7+0,3 28,2+0,2 42,6+0,5 37,3+0,1 35,2+0,3 34,1+0,4 38,2+0,3 29,6+0,4
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 570+9 760+18 966+11 1518+16 972+10 2311431 1253+12 1428+21
a-Humulen 2098+£13 2714+21 3562+24 4465+29 3258+21 4339+31 2881+19 3103+22
Terpenalkohol
Linalool 30,9+0,3 25,9+0,1 40,3+0,5 38,6+0,5 124+0,8 103+0,8 87,6+0,5 72,5+0,7
Ester
Isobutylisobutyrat 63,5+0,5 56,1+0,3 7,3+0,1 5,3+0,0 27,8+0,2 33,5+0,2 55,2+0,4 61,7+0,5
Hexansauremethylester 1,7¢0,1 0,9+0,0 2,9+0,1 2,2+0,1 9,2+0,1 7,0£0,0 19,5+0,1 15,4+0,2

Heptanséuremethylester 34,2+0,3 30,8+0,2 27,4+0,3 24,5+0,2 35,7+0,4 32,4+0,3 56,4+0,4 49,1+0,5
Octansauremethylester 41,8+0,5 37,3%0,2 33,3+0,4 28,9+0,3 30,4+0,2 23,0£0,2 70,9+0,7 64,5+0,8
Nonans&auremethylester 40,8+0,4 30,3+0,6 32,4+0,4 26,5+0,5 19,8+0,2 12,8+0,1 40,8+0,3 35,2+0,1

Decansauremethylester 9,6+0,2 10,9+0,1 21,6%0,3 25,3+0,2 19,3+0,1 21,5+0,1 29,0+0,2 30,6+0,4
Ketone
2-Nonanon 23,4+0,2 20,7+0,2 10,2+0,1 9,3+0,1 6,1+0,1 5,7+0,2 0,7+0,0 0,8+0,0
2-Decanon 29,5+0,1 27,8+0,1 13,0+0,1 10,8+0,1 13,7+0,2 11,5+0,1 2,4+0,1 2,2+0,0
2-Undecanon 64,60,2 58,2+0,1 48,9+0,4 50,4+0,1 84,8+0,6 76,9+0,4 49,6+0,3 48,3+0,2
2-Dodecanon 25,4+0,1 26,5+0,3 34,1+0,1 35,2+0,2 35,5+0,4 42,6+0,1 30,3+0,2 33,4+0,3
2-Tridecanon 66,3+0,7 73,9+0,5 138+1,4 146+1,3 157+1,6 180+1,9 165+1,7 187+2,2
Damascenon 6,9+0,1 7,1+0,1 9,8+0,1 10,8+0,2 14,4+0,2 15,3+0,2 6,4+0,1 7,8+0,1
Epoxid
Caryophyllenoxid 194+2,5 47,6%0,5 359+4,2 96,7+1,1 529+4,4 120£1,5 211+2,4 59,8+0,7

Tabelle 59:  Vergleich der Konzentrationen aus der HS-Tap- und der Hopfendlanalyse (EBC)
(ug/g luftgetrockneten Hopfen) fir ausgewdahlte Aromahopfen i die Konzen-
trationen (x Abweichung) werden als Mittelwert einer Doppelbestimmung angegeben
[Aberl und Coelhan, 2012]

HSE (1) HPE (1) HHA (1) HSR (1)
Ol: 9735 pg/g Ol: 12210 pg/g Ol: 9240 pg/g Ol: 7755 pglg

HS-Trap Hopfendl HS-Trap Hopfendol HS-Trap Hopfenol HS-Trap Hopfendl
Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse

Monoterpene
a-Pinen 10,1+0,1 6,3+0,2 10,2+0,2 7,3+0,1 7,3+0,1 4,5+0,1 8,1+0,2 5,2+0,1
b-Pinen 19,4+0,2 14,5+0,3 28,3+0,3 20,2+0,2 15,4+0,2 11,0+0,1 14,3+0,2 11,7+0,2
Myrcen 4947+34 474343 5081+39 4123+33 3935+29 3215+23 3083+32 2783+29
Limonen 24,5+0,3 17,7+0,2 23,3+0,2 18,8+0,2 16,6+0,1 10,9+0,0 18,8+0,1 15,3+0,2

Sesquiterpene
b-Caryophyllen 342+8 521+10 1339+13 1674+15 483+9 886+12 204+5 520+11
a-Humulen 783+11 985+12 446439 4512+31 1855+17 2537+24 853+15 1208+16

Terpenalkohol
Linalool 77,7+1,2 74,2+0,5 23,3+0,4 22,1+0,2 54,8+0,7 41,6+0,3 57,6+0,5 42,7+0,3

Ester
Isobutylisobutyrat 3,5+0,1 2,4+0,1 21,8+0,3 27,9+0,3 9,3+0,1 7,8+0,1 8,5+0,2 7,1+0,1
Hexanséuremethylester 1,6+0,0 1,3+0,0 3,4+0,0 2,8+0,0 2,1+0,0 1,8+0,0 3,1+0,1 2,5+0,0
Heptansauremethylester 13,4+0,3 12,5+0,2 13,5+0,2 10,5+0,3 7,3+0,1 7,2+0,1 12,9+0,1 10,5+0,1
Octansauremethylester 6,5+0,0 6,1+0,1 15,1+0,2 13,5+0,1 9,7+0,2 6,1+0,1 22,8+0,2 15,7+0,5
Nonansauremethylester 7,8+0,1 6,6+0,0 15,6+0,1 13,1+0,1 7,8+0,1 5,9+0,0 22,2+0,2 16,0£0,3
Decansauremethylester 2,3+0,1 1,7+0,0 3,4+0,0 3,7+0,1 3,2+0,1 3,0+0,1 10,740,1 12,4+0,1
Ketone
2-Nonanon 11,3+0,1 10,3+0,1 10,0+0,0 9,2+0,0 8,8+0,1 7,1+0,1 21,6+0,4 18,5+0,3
2-Decanon 14,3+0,2 13,5+0,1 15,8+0,1 13,2+0,1 14,4+0,1 12,7+0,0 29,6+0,3 26,1+0,1
2-Undecanon 50,9+0,5 49,7+0,5 49,2+0,2 48,1+0,3 51,3+0,4 49,1+0,3 111+0,7 91,0+0,4
2-Dodecanon 18,7+0,1 21,6+0,1 24,9+0,1 27,5+0,2 17,5+0,1 15,4+0,1 35,8+0,1 36,6+0,2
2-Tridecanon 86,7+0,7 105+0,8 91,4+0,8 99,6+0,9 54,8+0,5 57,3+0,6 123+1,2 132+2,0
Damascenon 4,1+0,1 4,9+0,1 9,0+0,2 9,6+0,1 5,8+0,0 6,3+0,1 4,0£0,1 4,3+0,1
Epoxid

Caryophyllenoxid 103+1,1 93,4+0,9 238+4,5 84,0+0,8 294+4.8 174+2,0 246%3,2 182+1,6
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.5.3 Interpretation der Analysenergebnisse anhand der Korrela-
tionskoeffizienten und Siedepunkte

Fur die Mehrheit der Komponenten wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen
den Ergebnissen der HS-Trap-Methode und der Hopfendlanalysen-Methode
gefunden, wie in nachfolgender Tabelle 60 durch die Korrelationskoeffizienten R

aufgezeigt wird.

Fur Linalool korrelieren die HS-Trap-Ergebnisse und Hopfendl-Ergebnisse mit
R = 0,9886. In dem Fall des Monoterpens Myrcen, welches ein Hauptbestandteil
des Hopfenoéls ist [Sharpe und Laws, 1981], ergibt sich beispielsweise ein

Korrelations-koeffizient von R = 0,9843.

Tabelle 60: Korrelationskoeffizienten (R) fur die Korrelation der Ergebnisse aus HS-Trap- und
Hopfendlanalysen-Methode [Aberl und Coelhan, 2012]

Siedepunkt * R
(743 mmHgQ)
Monoterpene
U-Pinen 155-156°C 0,9828
b-Pinen 164-165°C 0,9799
Myrcen 167°C 0,9843
Limonen 177-178°C 0,9803
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 262-264°C ** 0,9075
U-Humulen 276°C 0,9577
Terpenalkohol
Linalool 198-200°C 0,9886
Ester
Isobutylisobutyrat 147-149°C 0,9833
Hexansauremethylester 151°C 0,9879
Heptansauremethylester 173°C 0,9858
Octansauremethylester 193°C 0,9885
Nonansauremethylester 213-214°C 0,9818
Decansauremethylester 224°C ** 0,9748
Ketone
2-Nonanon 192°C ** 0,9897
2-Decanon 209-212°C 0,9876
2-Undecanon 228°C 0,9648
2-Dodecanon 247°C ** 0,9698
2-Tridecanon 263°C 0,9597
Damascenon 274-275°C 0,9657
Epoxid
Caryophyllenoxid 280°C 0,6036

* www.merck-chemicals.com; ** www.eusdb.de

Eine Ausnahme stellt das Epoxid Caryophyllenoxid dar, bei dem die Ergebnisse
aus HS-Trap- und Hopfendl-Analyse nur mit R = 0,6036 korrelieren. Im Allge-

meinen kann man ableiten, dass die Korrelation der Analysenergebnisse vom
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4 Ergebnisse und Diskussion

Siedepunkt beziehungsweise vom Partialdruck der einzelnen Substanzen
abhangt. Generell wurde festgestellt, dass Substanzen mit einem Siedepunkt
< 215°C eine bessere Korrelation zwischen den HS-Trap- und den Hopfendl-
Daten aufweisen. Des Weiteren kann man erkennen, dass in den meisten Féallen
die Substanzen mit einem relativ niedrigen Siedepunkt mit der HS-Trap-Methode
hohere Konzentrationen erzielen als mit der EBC Hopfendl-Methode (Tabelle 58
und 59). Dies gilt fir alle Monoterpene, den Terpenalkohol Linalool, die Ester
Isobutylisobutyrat, Hexansauremethylester, Heptansauremethylester, Octanséaure-
methylester, Nonansauremethylester und die Ketone 2-Nonanon, 2-Decanon

sowie 2-Undecanon.

Fur Linalool, die Schlusselkomponente fiir Hopfenaroma in Bier [Fritsch, 2001],
sind die Ergebnisse der HS-Trap-Methode beispielsweise im Durchschnitt um den
Faktor 1,2 hoher als bei der Hopfendl-Methode. Linalool hat mit 198 i 200°C einen
vergleichsweise niedrigen Siedepunkt, was die Einstellung des Verteilungs-
gleichgewichts zwischen der HS-Probe und der Gasphase beglnstigt. Durch den
Anreicherungsschritt im Trap-Verfahren kann vermutlich eine nahezu vollstandige
Extraktion dieser Komponente aus dem Dampfraum uber der Probe erreicht

werden.

Im Gegensatz dazu, werden fur Substanzen mit einem Siedepunkt hoher als
224°C bei der Hopfenodl-Methode héhere Analysenergebnisse erzielt. Dies ist
zutreffend fur alle Sesquiterpene sowie fur Decansauremethylester und fir die

Ketone 2-Dodecanon, 2-Tridecanon und Damascenon (Abbildung 29).
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4 N )

Siedepunkt < 215AC Siedepunkt > 224AC

U-Pinen Isobutylisobytyrat
b-Pinen Hexansauremethylester
Limonen Heptansauremethylester
Myrcen Octansauremethylester
Nonansauremethylester

b- Caryophyllen
U-Humulen

Decansauremethylester
Linalool

2-Dodecanon
2-Tridecanon
Damascenon

2-Nonanon
2-Decanon
2-Undecanon

Analysenergebnis
HS-Trap < Hopfendl

Analysenergebnis
HS-Trap > Hopenol

N AN /

Abbildung 29: Einfluss des Siedepunktes auf das Ergebnis von HS-Trap- und Hopfendl-Analyse

Ferner ist festzustellen, dass vor a | | e m -Harmuéenkdbzentrationen aus der
Hopfendlanalyse im Durchschnitt um 30% hoher sind, als die Ergebnisse welche
mit der HS-Trap-Methode erzielt wurden. Die Abweichungen der Ergebnisse
dieser hoher siedenden Komponenten kénnten verringert werden, wenn fur diese
Substanzen auch isotopenmarkierte interne Standards zur Verfigung stunden.
Wie bereits erwahnt, verhalt sich das Epoxid Caryophyllenoxid, welches einen
hohen Siedepunkt von 280°C hat, entgegengesetzt zu den ubrigen Ergebnissen.
In diesem Fall, sind die Ergebnisse der HS-Trap-Analyse um durchschnittlich
2,9-mal hoher als die Ergebnisse mit der Hopfendél-Methode. Aufgrund der
geringen Flichtigkeit dieser Komponente waéren eigentlich mit der Hopfendl-
Methode hohere Analysenergebnisse zu erwarten gewesen. Zunachst wurde
angenommen, dass wahrend der Herstellung des ethanolischen Hopfenextraktes
oder direkt wahrend der Analyse eine Oxidation von Caryophyllen zu
Caryophyllenoxid stattfindet. Die HS-Trap-Analyse wird bei einer hohen
Desorptionstemperatur von 340°C durchgefuhrt um eine vollstdndige Desorption
der an dem Trap-Material adsorbierten Komponenten sicherzustellen. Das HS-
Trap-Modul befindet sich jedoch in einem inerten Zustand, so dass in dem
Adsorbent-Trap die Gegenwart von Sauerstoff ausgeschlossen werden kann. Ein
Temperaturtest mit einer Caryophyllen- und Caryophyllenoxidlésung zeigte, dass
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4 Ergebnisse und Diskussion

weder bei der Hopfenextraktherstellung im temperierten Ultraschallbad noch
wahrend der Analyse selbst eine Oxidation zu Caryophyllenoxid stattgefunden hat

(Tabelle 61). Die Veranderung der relativen Flachen liegt hierbei jeweils unter 5%.

Tabelle 61: Temperaturversuch fur Caryophyllen und Caryophyllenoxid im GC-Ofen (100°C)

Zeit Relative Flache
(Temperierung)
Caryophyllen Probe 1 Oh 0,151
Caryophyllen Probe 2 Oh 0,155
Caryophyllenoxid Probe 1 Oh 0,223
Caryophyllenoxid Probe 2 Oh 0,225
Caryophyllen Probe 1 4h 0,148
Caryophyllen Probe 2 4h 0,153
Caryophyllenoxid Probe 1 4h 0,218
Caryophyllenoxid Probe 2 4h 0,232

4.6 Auswirkungen der Wasserdampfdestillation auf die
Zusammensetzung des Hopfendls

4.6.1 Resultate aus dem Re-Destillationsversuch von Hopfendl

Um die Auswirkungen der Wasserdampfdestillation auf die Zusammensetzung des
Hopfendls zu untersuchen, wurden drei verschiedene Hopfenproben der Sorten
ASl ovenia Bobekif un d eifeid Rd-Destilationsueesuch Witerg n u mi
zogen. Dieser wurde jeweils in Doppelbestimmung ausgefihrt. Dabei wurde
ermittelt inwieweit die Konzentration einzelner Hopfendlkomponenten bei der
Destillation abnimmt. Um die Veranderung der Konzentrationen zu berechnen
wurden jeweils die relativen Flachen aus der Analyse des einmal-destillierten und
des re-destillierten Hopfendls miteinander verglichen (Tabelle 62). Bei der Sorte
ASl ovenia Bobekhf estllatohecinebHopfoimeérge vorl Q,440Dml
gewonnen. Ein Grof3teil davon wurde fir die 2. Destillation eingesetzt. Der Rest
wurde analysiert. Aus der Re-Destillation wurde eine Hopfenélmenge von 0,340 ml
erhalten. Um die Analysenergebnisse der 2. Destillation mit denen aus der
1. Destillation vergleichen zukdénnen wurden die Ergebnisse auf eine Hopfen-
O0lmenge von 0,440 ml umgerecht, so als wére bei der Re-Destillation das gesamte
Hopfendl aus der 1. Destillation eingesetzt worden. Die Ergebnisse belegen, dass
die Widerfindung des Epoxides Caryophyllenoxid durch die Wasserdampf-
destillation stark beeintrachtigt wird.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 62: Re-Dest il |l ati onversuch mit der Hopfensorte

der Peakflache: - Abnahme / + Zunahme)

Relative Relative Relative Verdnderung
Peakflache Peakflache Peakflache der relative
1. Destillation 2. Destillation 2. Destillation Peakflache
bzgl. 0,440 ml bzgl. 0,340 ml korrigiert (%)
Hopfenélmenge Hopfendlmenge bzgl. 0,440 ml
Hopfendlmenge
Monoterpene
U-Pinen 0,2047 0,1027 0,1329 35,1
b-Pinen 0,0387 0,0272 0,0352 9,1
Myrcen 4,9346 3,0802 3,9861 19,2
Limonen 0.8534 0,5908 0,7645 10,4
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 0,8713 0,7322 0,9476 8,8
U-Humulen 2,4018 2,1504 2,7116 12,9
Terpenalkohol
Linalool 1,0494 0,7616 0,9856 6,1
Ester
Isobutylisobutyrat 0,2898 0,1489 0,1927 33,5
Heptansauremethylester 0,5587 0,3853 0,4986 10,8
Octansauremethylester 1,4505 1,0450 1,3524 6,8
Nonansauremethylester 0,2736 0,1996 0,2583 5,6
Decansauremethylester 0,1292 0,0964 0,1248 3,4
Ketone
2-Nonanon 0,1003 0,0712 0,0921 8,2
2-Decanon 0,1546 0,1146 0,1483 4,1
2-Undecanon 2,1475 1,6053 2,0775 3,3
2-Dodecanon 0,0345 0,0281 0,0364 5,5
2-Tridecanon 0,0122 0,0989 0,0128 4,9
Damascenon 0,8545 0,6910 0,8942 4,6
Epoxide
Caryophyllenoxid 0,3057 0,1956 0,2531 17,2

Nachfolgende Chromatogramme zeigen die Veranderung der Hopfenélzusam-
mensetzung duch die Wasserdampfdestillation am Beispiel der Hopfendlprobe
SL-BO nach der ersten und der zweiten Destillation. Analysiert wurde jeweils eine
Hopfendllosung mit einer Konzentration von 800 ng/pl. Anhand der Chromato-
gramme ist nach der Re-Destillation eine deutliche Verringerung des Myrcen-
Peaks und des Caryophyllenoxid-Peaks zu erkennen. Dagegen kann bei dem
UHumulen-Pe ak und b@aryoptdleemPedk eine Zunahme festgestellt
werden. Durchschnittich nimmt die zugegebene Hopfendlmenge nach der

2. Destillation insgesammt um ca. 61 7 % ab.
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Abbildung 30: Hopfenprobe SL-BO nach der 1. Destillation (c = 800 ng/ul)
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Abbildung 31: Hopfenprobe SL-BO nach der Re-Destillation (c = 800 ng/ul)
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.6.2 Interpretation der Re-Destillations-Ergebnisse

Der Versuch bestétigt, dass sich Caryophyllenoxid wahrend der Wasserdampf-
destillation z.T. zersetzt und sich dessen Gehalt dadurch verringert. Aus diesem
Grund werden fur Caryophyllenoxid mit der HS-Trap-Methode hohere Konzen-
trationen gemessen. Analoge Vorgange sind auch bei anderen Epoxiden anzu-
nehmen. Bei dem Re-Destillationstest wurde ebenfalls festgestellt, dass ins-
besondere die Konzentrationen der hoch flichtigen Monoterpene und Ester

reduziert werden, in einigen Fallen sogar sehr stark (siehe Tabelle 62). Die

gr°Cten Verluste traten bei den rRnemti v

Isobutylisobutyrat und Myrcen auf. Das erklart auch die héheren HS-Trap-
Ergebnisse fir diese Substanzen. Die Ergebnisse zeigen, dass im Vergleich zur
konventionellen Destillationsmethode die HS-Trap-Methode insbesondere fir
leichter flichtige Komponenten, wie Monoterpene und Ester, sowie fir Epoxide
vorteilhaft ist.

Lam et al. (1986b) entwickelte fur Hopfendl eine schnelle Festphasenldésungs-

mittelextraktion. Die Zusammensetzung des Hopfendls aus der ARapi d

Extract i omtfier ik &m)Hopfendl aus der Wasserdampfdestillation
verglichen (Tabelle 63). Dabei ist festzustellen, dass die Mengen an Aroma-
komponenten aus dem RSE-Extrakt zum Teil deutlich héher sind als die des
Hopfendls, welche mittels Wasserdampfdestillation (SD) gewonnen wurden. Bei
der Wasserdampfdestillation kdénnen nur Verbindungen mit ausreichender
Flichtigkeit aus der Hopfenmischung verdampft und gesammelt werden. Sowohl
Hydrophilie als auch eine thermische Zersetzung kodnnen die chemische
Zusammensetzung des gewonnenen Hopfendls wesentlich beeinflussen. In der
RSE-Methode héngt die Isolierung der Hopfeninhaltsstoffe vor allem von den
Verteilungskoeffizienten der Komponenten zwischen dem Elutionslésungsmittel
und der Hopfenmatix ab. Die Extraktion bei Raumtemperatur verhindert auch den
thermischen Abbau [Lam et al., 1986Db].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 63:  Vergleich der Konzentrationen (ug/g luftgetrockneten Hopfen) von /Rapid Solvent
ExtractionftMethode (RSE) und Wasserdampfdestillation (SD) fur verschiedene
Hopfensorten [Lam et al., 1986b]

Cascade Galena Styrian Willamette
[H9/g] [Hg/g] [H9/g] [H9/g]

Hopfendl- RSE SD RSE SD RSE SD RSE SD
komponenten Analyse  Analyse | Analyse Analyse | Analyse Analyse | Analyse Analyse
Myrcen 3911 3882 2739 2283 1598 916 2427 2406
Linalool 37,9 40,7 29,7 21,8 39,7 13,7 62,2 46,9
b-Caryophyllen 462 321 902 391 759 329 661 411
Farnesen 800 455 9,8 5,7 632 240 691 352
U-Humulen 1142 870 1775 843 2308 1067 1787 1232
U-Terpineol 40,6 30,7 76,8 41,6 79,9 40,8 54,5 16,7
Citral 91,0 65,2 127 56,0 55,2 27,2 48,4 32,9
Geranylisobutyrat 179 120 198 97,4 53,3 23,3 39,2 23,3
Geraniol 9,1 9,2 10,0 4,4 6,5 7,8 8,1 2,5
Caryophyllenoxid 29,0 51 54,1 4,5 17,8 11,4 9,1 1,4
Humulenepoxid | 11,7 2,6 15,1 1,3 10,0 4,3 4,1 0,9
Humulenepoxid Il 116 24,6 156,1 11,7 82,2 49,9 37,5 5,6
Humulenepoxid Il| 3,6 4,1 5,5 3,3 13,1 8,8 7,3 5,1

Die Analysenergebnisse von Lam et al., (1986b) zeigen auf, dass, abhangig von
der Hopfensorte, mit der RSE-Methode gegeniber der Wasserdampfdestillation
zum Beispiel fur Caryophyllenoxid um bis zu 12,0 mal hdéhere Werte erzielt
werden. Ahnlich stellen sich die Ergebnisse fiir Humulenepoxid | und Humulen-
epoxid Il dar.

Eri et al., (2000), ermittelte fir Caryophyllenoxid mit der Wasserdampfdestillation
ebenfalls niedrigere Werte i m Ver gl ei ch zu s é&Denseor pA Diorneschit
(DTD) Methode. Abhangig von der Hopfensorte waren die Ergebnisse aus der
DTD-Methode um den Faktor 3,9 bis 6,7 hoher. Es wurden drei verschiedene
Hopfensorten untersucht. Oxidationsprozesse wéahrend der Analyse wurden dabei
nicht betrachtet. Es wurde angenommen, dass mit der DTD-Methode eine bessere
Extraktionsausbeute erreicht werden kann und deshalb eine bessere Widerfindung
von sauerstoffhaltigen Komponenten ermdéglicht wird [Eri, 2000]. Eine Zersetzung
der Epoxide wahrend der Wasserdampfdestillation wurde weder diskutiert noch

durch die Ergebnisse bewiesen.

Rettberg et al. (2012) untersuchte anhand einer Modelldsung aus Linalool,
Geraniol und Nerol die Veranderung der Zusammensetzung bei der Wasser-
dampfdestillation in Abhangigkeit von der Zeit (Abbildung 33). Die Terpenalkohole
Nerol, Geraniol, Linalool und U-Terpineol sind Strukturisomere, welche ineinander

umgewandelt werden kdnnen (Abbildung 32). Die Reaktionswege sind in Form der
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bl auen Pfeil e dar geTerpiredl bdsitzen lieweailsadinochidalesu n d
Zentrum [Rettberg et al., 2012].

HO
N ] .
-
| |

Geraniol Linalool
\
OH
OH
Nerol a-Terpineol

Abbildung 32: Darstellung der Umwandlungswege der strukturisomeren Terpenalkohole Nerol,

Geraniol, Linalool und U-Terpineol [Rettberg et al. 2012]

Die Monoterpenalkohole des Hopfendls unterliegen wahrend der Wasserdampf-

destillation Isomerisations- und Oxidationsreaktionen. Damit werden die Kompo-

nenten Linalool, Nerol und Geraniol verschiedenen strukturellen Verdnderungen

ausgesetzt [Rettberg et al. 2012].
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Abbildung 33: Veradnderung der Zusammensetzung der flichtigen Bestandteile einer

aquimolaren Mischung aus Linalool, Geraniol und Nerol in Wasser (pH 5,5) bei
der Wasserdampfdestillation in Abh&ngigkeit von der Zeit [Rettberg et al. 2012]
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4 Ergebnisse und Diskussion

Nerol und Geraniol werden vorwiegend isomerisiert. Thre Umwandlung fuhrt zu
einem Anstieg von Linalool und U-Terpineol. Linalool wird in Linalooloxid und
Hydroxyl-Linaloolderivate umgewandelt. Die Diagramme zeigen die Umwandlung
von Linalool, Geraniol und Nerol. Ihre Konzentration nimmt ab, wahrend die Men-
ge an oxidierten Produkten mit der Kochzeit zunimmt. Die chemische Umwand-
lung der Zielanalyten wéhrend der Wasserdampfdestillation wird als nachteilig

gewertet. Sie beeintrachtigt eine genaue Hopfentlanalyse [Rettberg et al. 2012].

Im Allgemeinen ist die Wasserdampfdestillation eine der am haufigsten ver-
wendeten Methoden der Probenaufbereitung. Quantitative Studien haben jedoch
gezeigt, dass zum Beispiel bei der Wasserdampfdestillation von Erdbeeren nur
33% der Aromabestandteile wiedergefunden wurden [Takeoka und Full, 1997]. Bei
der Extraktion von AP ar me s a nmiittelk SDE&echnik und SAFE-Technik
ergaben sich im Vergleich sowohl Unterschiede in der qualitativen als auch in der
guantitativen Zusammensetzung. In der SDE-Probe wurden viele hitzeinduzierte
Veranderungen des Aromaprofils identifiziert. Des Weiteren konnte festgestellt
werden, dass die SAFE-Proben das authentischere und representative Aroma des
Ausgangsproduktes zeigten [Werkhoff et al., 2002]. Die SDE-Methode liefert gute
Wiederfindungen fir viele wasserdampfdestillierbare flichtige Verbindnungen. Je-
doch haben polare und stark wasserlésliche Komponenten eine schlechte Wieder-
findung. Hitzeinduzierte Artefaktbildung und Zersetzung von labilen Komponenten
sind weitere Nachteile dieser Technik [Werkhoff et al., 2002]. Wenn die Wasser-
dampfdestillation im Hochvakuum durchgefthrt wird, tritt weniger Probenabbau
auf bzw. die Bildung von Artefakten wird vermieden [EImore, 2010]. Im Gegensatz
zur SDE-Methode hat die Substanzklasse der Ester bei der SAFE-Technik eine
gute Ausbeute in der Wiederfindung. Wahrscheinlich tritt wahrend der Destillation
bei erhéhter Temperatur eine Hydrolyse der Ester auf [Werkhoff et al., 2002].

Generell wird festgestellt, dass es keine universellen Extraktionsverfahren in der
Aromastoffanalyse von Lebensmitteln gibt und die verwendeten Extraktions-
methoden immer eine Auswirkung auf das Aromaprofil haben. Im Gegensatz zur
klassischen Wasserdampfdestillation verwendet die SAFE-Technik moderate
Extraktionstemperaturen, so dass keine Aromastoffmolekiille abgebaut oder Arte-
fakte produziert werden [Werkhoff et al., 2002].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die SAFE-Technik ist eine hocheffiziente Extraktionsmethode von Aromakom-

ponenten aus festen oder wassrigen Lebensmittelproben [Werkhoff et al., 2002].

4.7 Sortendifferenzierung von Hopfen

4.7.1 Hopfenodlgehalt verschiedener Sorten

Bei den Hopfenproben héangt der Gehalt an atherischen Hopfendl sehr stark von

der Sorte ab. In den analysierten Proben variieren die Werte von 3878 ug/g bis

23760 pg/g. Eine grobe Klassifizierung der Hopfensorten beziglich des Hopfendl-

und des Linaloolgehalts (ug/g) ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 64: Einteilung der Hopfensorten nach Hopfendl- und Linaloolgehalt, ermittelt durch
Hopfendlanalyse (EBC) i AH: Aromahopfen, BH: Bitterhopfen
Hopfendol Linalool
Gesamtbereich: Gehalt Gesamtbereich: Gehalt
38781 23760 pg/g 9,6 161 pg/g
a.) 3800 - 7500 pglg a.) 9,6 - 47,5 pg/g
Ho pfensorten b.) 7500 - 11500 pg/g b.) 47,5 - 85,3 pg/g
c.) 11500 - 15500 ug/g c.) 85,3- 123 uglg
d.) 15500 - 24000 pg/g d.) 123 - 161 uglg
a|b c|d|[ug/g] a|b c |d|[ug/g]
Aurora AH 8498 62,6
Bobek AH 11880171 14190 1507 161
Golding AH 12128 71,7
Hallertauer Mittelfriher AH 561071 9240 26,671 41,6
Hallertauer Tradition AH 18,61 65,5
Lublin AH 5280 26,2
Opal AH 8910 59,3
Perle AH 759071 15510 9,61 23,4
Saazer AH 10,97 22,1
Saphir AH 775571 9240 42,77 46,0
Spalter AH 67657 14850 36,271 62,1
Spalter Select AH 80037 9735 58,471 77,5
Tettnanger AH 17971 27,3
Hallertauer Magnum BH 1155071 23760 22,071 449
Merkur BH 2037871 22523 91,97 103
Herkules BH 133651 14850 25,917 28,5
Hallertauer Taurus BH 16995 95,9
Marco Polo BH 31,4
Northern Brewer BH 8745 13,2
Nugget BH 168301 17820 72,571 86,3
Target BH 14355 68,6
Zeus BH 12705 34,3
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Die Tabelle 64 zeigt, dass hohe Hopfendlgehalte nicht zwingend einen hohen
Linaloolgehalt im Hopfen bedingen. Im Gegensatz zu Aromahopfen enthalten
Bitterhopfen normalerweise hoéhere Konzentrationen an atherischem Ol. Laut
friheren Studien ist die Zusammensetzung des Hopfendls genetisch bestimmt und
kann zur Differenzierung der Hopfensorten herangezogen werden [Green, 1997;
Kammhuber und Hagl, 2001; Peacock, 1992]. Aus dieser Studie werden sortenbe-

zogen die Prozentanteile wichtiger Hopfenélkomponenten nachfolgend aufgefihrt.

Tabelle 65: Hopfensorten mit den Anteil der wichtigsten Hopfenélkomponenten in % i AH:
Aromahopfen, BH: Bitterhopfen

Anteil der Hopfenélkomponenten
Hopfensorten Myrcen U-Humulen Linalool | b-Caryophyllen | b-Caryophyl-
[%6] [%6] [%] [%] lenoxid [%]

Aurora AH 48,9 19,2 0,7 6,0 11
Bobek AH 43,171 47,2 | 10,37 12,7 1,17 1,3 | 36741 1,17 1,2
Golding AH | 37,7 15,5 0,6 6.8 2,0
Hall. Mittelfruher | AH 30,871 34,7 | 27,57 39,1 047106 |9671 12,1 0971 2,4
Hall. Tradition AH 23,91 39,0 | 19,671 40,0 057115 | 5971 12,8 0,61 4,2
Lublin AH | 511 20,1 0,5 6,0 1,9
Opal AH | 53,7 19,0 0,7 75 0,8
Perle AH | 27,07 40,0 | 26,61 42,9 0,17V 0,3 | 8571 14,3 057 2,3
Saazer AH | 39,87 48,2 | 15,371 16,8 0,3 48171 55 0871 1,1
Saphir AH | 3597 49,8 | 15,671 17,5 05706 |6,77i94 1,471 2,3
Spalter AH 42,771 46,4 | 11,871 13,9 047105 49751 107 2,8
Spalter Select AH 42,371 488 | 7,61 11,7 0,77 1,0 29759 0,37 1,0
Tettnanger AH 39,471 51,4 | 1467 20,4 047106 |457 6,9 167 25
Hall. Magnum BH 47,271 65,6 | 17,471 32,3 0,271 0,3 | 5571 8,7 0,571 1,2
Merkur BH 41,47 48,3 | 21,371 25,2 047105 | 677 11,3 0,37 0,6
Herkules BH | 48,17 58,8 | 18,17 20,3 0,2 57763 0,37 04
Hall. Taurus BH 62,4 12,5 0,6 4,0 0,3
Northern Brewer BH 55,6 29,7 0,2 10,7 0,6
Nugget BH 48,271 56,9 | 17,471 22,1 047105 |80i 11,4 0,371 0,5
Target BH 50,6 14,3 0,5 6,3 0,6
Zeus BH 40,5 20,0 0,3 7,6 0,7

Nur vereinzelt konnen Hopfensorten aufgrund ihres Hopfenélgehaltes eindeutig
voneinander unterschieden werden. In den meisten Fallen kann fur den Hopfen-
Olgehalt einer Sorte ein Konzentrationsbereich angegeben werden, der sich dann
mit dem Konzentrationsbereich anderer Sorten Uberschneidet, so dass eine

eindeutige Sortenidentifizierung nur aufgrund des Hopfenélgehaltes nicht zuver-
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4 Ergebnisse und Diskussion

lassig moglich ist. Man sollte sich auch der Tatsache bewusst sein, dass der
Gehalt an atherischen Ol sowie dessen Zusammensetzung in Abhangigkeit von
den Klima- und Bodenbedingungen variiert [Joh. Barth & Sohn GmbH, 2012]. In
Hinblick auf die Sortendifferenzierung sollten die Daten in Tabelle 64 auch mit
Vorsicht betrachtet werden, da insgesamt eine begrenzte Anzahl an Proben und
fur jede Sorte unterschiedlich viele Proben analysiert wurden.

4.7.2 Darstellung von Hopfen6élaromadiagrammen

Wie bereits in Tabelle 64 ersichtlich haben einige Hopfensorten einen ahnlichen
Hopfendlgehalt. Von den untersuchten Proben liegen beispielsweise die Hopfen-
sorten Adallertauer Traditionfi Aettnangerfi ASaazerfi A.ublinfiund Marco Polof
mit ihrem Hopfendlgehalt in demselben Konzentrationsbereich. Eine eindeutige
Identifizierung der Hopfensorte aufgrund des Hopfenoélgehaltes alleine ist daher
nicht mdglich. Nachfolgend wurden Korrelationsdiagramme, die sogenannten
Hopfendlaromadiagramme erstellt. Sie zeigen den linearen Zusammenhang
zwischen dem Hopfendlgehalt (ug/g) und der Konzentration einzelner Hopfen-
aromastoffe (ug/g) auf, ohne Bericksichtigung des Wassergehaltes. Aus den
Diagrammen ist ersichtlich, dass fur die einzelnen Hopfensorten charakteristische
Konzentrationsbereiche definiert werden konnen. Voraussetzung dafir ist, dass
fur jede einzelne Sorte mehrere verschiedene Hopfenproben analysiert wurden.
Um aussagekraftige Konzentrationsbereiche zu erhalten, sollten idealerweise
mindestens flunf verschiedene Proben einer Sorte analysiert worden sein. In dieser
Studie ist dies nicht fir alle Hopfensorten gegeben. Die abgeleiteten Konzen-

trationscluster kdnnen daher fir diese Sorten nur als Anhaltpunkt dienen.

Fur die Erstellung der Hopfendlaromadiagramme wird bei jedem Datenpunkt als
y-Wert der Hopfendlgehalt (ug/g) und als x-Wert die jeweilige Aromastoffkonzen-
tration (ug/g) aufgetragen. Die Datenpunkte einer Hopfensorte konzentrieren sich
meist auf einen eingrenzbaren Bereich. So kénnen bestimmte Flachen fur die
sortenspezifischen Konzentrationsbereiche festgelegt werden. In dieser zwei-
dimensionalen Darstellung wird deutlich, dass es meist fiur jede Hopfensorte
definierte Konzentrationsflachen gibt. Die weiteren Hopfendlaromadiagramme
finden sich im Anhang. Unterschiedliche Hopfensorten kénnen somit auch bei

gleichen Hopfenolgehalt unterschieden werden. In den Hopfendlaromadiagram-
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4 Ergebnisse und Diskussion

men werden die Bitterhopfen mit einem roten Symbol und die Aromahopfen mit
einem blauen Symbol dargestellt. Die verschiedenen Sorten unterscheiden sich
jeweils in ihrer charakteristischen Musterung. Der besseren Ubersicht wegen, sind
in den Abbildungen die definierten Konzentrationscluster nur beispielhaft far

einzelne Sorten eingezeichnet.

Durch die Darstellung im Hopfenélaromadiagramm wird auch noch einmal
deutlich, dass die Hopfenolgehalte fur Bitterhopfen in der Regel tber 11000 ug/g
liegen. Mit einem wesentlich niedrigeren Hopfenodlgehalt stellen die beiden
Bitterhopfensorten AChina Marco Polofiund ANorthern Brewerfieine Ausnahme dar.
Von jeder Sorte wurde allerdings nur eine Probe analysiert. Die Bitterhopfensorte
AChina Marco Polofiweist einen Olgehalt von 6600 pg/g und die Sorte Albe-Saale
Northern Brewerfieinen Olgehalt von 8745 pg/g auf. Hochste Hopfenolgehalte hat
die Bitterhopfensorte Merkurfi Alle drei gewonnenen Hopfenole liegen hier tiber
20000 pg pro g Hopfen. Die meisten Aromahopfen liegen mit ihrem Olgehalt
unterhalt von 11000 pg/g. Einzelne Hopfensorten weisen aber auch hier einen
hoheren Olgehalt auf, wie zum Beispiel Bobekf mit 11880 pg/g und 14190 pg/g
Hopfendl, sowie die Sorte AGoldingfimit 12128 pg/g Hopfendl. Fir Aromahopfen
wurden die héchsten Hopfendlwerte fiir drei Proben der Sorte Rerlefimit 12210 i
15510 pg/g und fir die Sorte Aranzdsischer Strisselspaltfimit 14850 ug/g ermittelt.
Die niedrigsten Olgehalte unter 5000 pg/g wurden bei den Aromahopfensorten
Adallertauer Traditionfi /Saazerfi  uAMiettnangerfianalysiert.

4.7.2.1 Hopfentlaromadiagramme der Monoterpene

Generel |l gi | t, d a sPsi naHrinen, Myen ard dimgnenneme
sehr gute Korrelation mit dem Hopfendl aufweisen. Bei allen analysierten
Monoterpenen ist der Korrelationskoeffizient groRer als 0,90. Die Konzentration
der Monoterpene steht somit in linearer Abhéngigkeit von der Hopfendl-
konzentration. Die Datenpunkte sind weitestgehend linear entlang der Regres-
sionsgeraden angeordnet. Durch die geringe Streuung der Datenpunkte liegen die
Konzentrationscluster der einzelnen Sorten zum Teil sehr eng zusammen bzw.
Uberlappen. Bei den Monoterpenen gibt es eine Uberlappung der Konzen-
trationscluster fir die Sorten ASpalter Selectfi und ASaphirfi Bei Myrcen und

b-Pinen Uberschneiden sich auch die Konzentrationscluster der Sorten Adaller-
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tauer Magnumfi und Auggetfi Eine eindeutige Sortendifferenzierung wére somit

auf Basis der Monoterpene-Konzentrationscluster alleine nicht moglich.

47211 Myrcen

Myrcen korreliert mit Hopfendl mit R = 0,9422. Die Myrcen-Konzentration von allen
untersuchten Hopfendlproben liegt in einem Bereich von 1023 i 15142 ug/g. Die
Aromahopfen liegen dabei im unteren Konzentrationsbereich von ca. 1000 i 7000
pg/g. Der Groliteil der Bitterhopfen (76,2%) hat eine Myrcen-Konzentration
zwischen 6000 1 12000 pg/g. Zu den Bitterhopfen, die weniger Myrcen enthalten
gehoéren AChina Marco Polofi (1332 pg/g), Albe-Saale Northern Brewerfi (4865
ug/g) und AJS Zeusfi(5145 pg/g).

Nachfolgende Abbildung 34 zeigt in dem Hopfendlaromadiagramm den linearen
Zusammenhang zwischen der Hopfendlmenge (ug/g) und der Myrcen-Konzen-

tration (ug/g) auf.
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Abbildung 34: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von Hopfendél
und Myrcen

Mit Hilfe der Aromaextraktverdiinnungsanalyse konnte Myrcen in getrockneten

Dol denhopfen der Sorte ASpalter SelectH

Verbindungen in Hopfen nachgewiesen werden [Steinhaus und Schieberle, 2000].
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47212 Limonen

Limonen und Hopfendl korrelieren mit R = 0,9039. Die graphische Darstellung
dieser Korrelation befindet sich im Anhang. Insgesamt lassen sich fiur alle
analysierten Hopfenotle Limonen-Konzentrationen in einem Bereich von 4,471 47,1
Mg/g nachweisen. Niedrige Konzentrationen im Bereich von 4,4 i 20,0 pg/g
weisen dabei die Aromahopfensorten (95%) auf. Der Aromahopfen MAobekii stellt
mit Limonen-Konzentrationen von 31,2 ug/g und 36,5 pg/g eine Ausnahme dar.
Die meisten Bitterhopfen (81%) haben einen Limonengehalt zwischen 24,0 i 42,0
Hg/g. Unterhalb diesen Bereichs liegen nur die Bitterhopfensorten AChina Marco

Polofimit 13,9 pg/g und Albe-Saale Northern Brewerfimit 15,7 pg/g Limonen.

47213 U-Pinen

Mit R = 0,9204 korrelieren U-Pinen und Hopfenol. Die graphische Darstellung

dieser Korrelation befindet sich im Anhang. D iPmen-onzentration liegt fiir alle

analysierten Hopfendlproben in einem Bereich von 2,1 7 21,0 pg/g. Die meisten

Aromahopfen (9 4, 7 %) | i e g ePimensonzentiatton umter 10J0 pg/g. Der

Aromahopfen Mobekfliegt mit 11,9 pg/lgund 1 2 , 6  @Pinéngobethalb dieses

Wertes. Die MehrheitderBi t t er hopf en ( 8 1P#gngehadt bwischene i nen (
10,0i 17,0 pg/g. Unterhalb von diesem Bereich liegen die Sorten AChina Marco

Polofiund Albe-Saale Northern Breweriimi t j ewe i I|-Rinerv , 2 Og/ g U

47214 b-Pinen

Mit einem Korrelationskoeffizienten von R = 0,9405 korrelieren b-Pinen und
Hopfendl miteinander. Im Anhang wird die graphische Darstellung dazu abge-
bildet. Fur alle analysierten Hopfenéle | i e g t -Pirkm-Konzdntration in einem
Bereich von 5,2 1 36,4 ug/g. Die meisten Aromahopfen (92,1%) liegen mit ihrer
b-Pinen-Konzentration unter 17,0 pg/g. Die Sorte ASlowenie Bobekfi und zwei
Proben der /Sorte Perlefiliegen mit ca. 20 pg/g Uber diesen Wert. Die meisten
Bitterhopfen ( 805 ;Pihébd)GehhlagbBenalsel?,pg/g. Urfierhalb
von diesem Wert liegen die Bitterhopfensorten AChina Marco Polofi(10,6 pg/g) und

/lbe-Saale Northern Brewerfi(12,4 pg/g).
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4.7.2.2 Hopfendlaromadiagramme der Sesquiterpene

Di e Ses g u i-H uenmupl eenne-Catyophyllén zeigen annahernd die gleiche
Korrelati on mi t-Caryophylfere bettéht.der Rgrelatiomskoeffizient
R = 0, 76 5 3Humuted befragtiR = 0,7689. In den Korrelationsdiagrammen
findet man daher auch eine ahnliche Anordnung der Datenpunkte fir die einzelnen
Hopfensorten. Aufgrund der groBeren Streuung der Datenpunkte um die
Regressionsgerade ergibt sich eine zum Teil recht eindeutige Clusterbildung der
verschiedenen Sorten. Im Gegensatz zu den Monoterpenen kdnnen hier die

Sorten Spalter Selectfiund ASaphirfibesser abgegrenzt werden.

4.7.2.2.1 U-Humulen

Die nachfolgende Abbildung 35 zeigt, dass die U-Humulen-Konzentration von allen

analysierten Hopfendlen in einem Bereich zwischen 664 pg/g i 5672 pg/g liegt.
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Abbildung 35: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von Hopfen-
° |  u-Huinuléh

Bei 95,2% der analysierten Bitternopfen liegtderWe r t ¢ ber 2HorBuen. Og/ g

Eine Ausnahme stellt die Sorte AMarco Polofi dar, mit einem sehr niedrigen

UHumul engehalt von nur 1042 Og/g. Bei
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wurden mit 5672 OgHumulentKorzentnafionem simitait. Did

mei sten Aromahopf ensor t e nHunfulerdehdlt%pn uhterben e
2000 Og/ g. Ei-HueulendgeRah weisenmlie Sbrten Aerlefi(ca. 3000 i

4500 pg/g) und Sorte Adallertauer Mittelfriiherfi(2537 ug/g und 2710 pg/g) auf.

4.7.2.2.2 b-Caryophyllen

Bei allen untersuchten Hopfendlp r o b e n |l i egen ddargophyNenr t e f ¢
zwischen 219 ug/g i 2311 pg/g. Die Abbildung des entsprechenden Hopfendl-
aromadiagramms befindet sich im Anhang. Die meisten Bitterhopfen (85,7%)

we i s e n -CGaiyapleyllerbKonzentration von mehr als 800 pg/g auf. Niedrigere
Konzentration findet man bei den Bitterhopfensorten Aallertauer Herkulesfi (760

ug/g), Adallertauer Taurusii (672 pg/g) und AMarco-Polofi (629 pg/g). Die hdchsten
Konzentrationen (> 1400 pg/g) werden bei den Sorten AVerkurii und ANuggetii

gemessen. Bei den Aromahopfen hat nur die Sorte ARerlefie i n «aryophyllen-
Konzentration grof3er als 900 pg/g. Alle anderen Aromahopfen haben einen

ni edr i {aryoghyllengehalt.

4.7.2.3 Hopfendlaromadiagramm des Terpenalkohols Linalool

Linalool zeigt keine nennenswerte Korrelation mit dem Hopfendl. Der Korrelations-
koeffizient R betragt 0,3839. Die Daten zeigen eine starke Streuung um die
Regressionsgerade. Dadurch bilden die einzelnen Sorten relativ eindeutige

Konzentrationscluster.

Insgesamt wurden Linalool-Konzentration von 9,6 7 161 pg/g nachgewiesen. Der
Grol3teil (76,3%) aller analysierter Hopfendle weil3t einen Linaloolgehalt zwischen
20 und 80 ug/g auf. Linalool-Konzentrationen unter 20 pug/g wurden bei einzelnen
Proben der Sorten Adallertauer Traditionii APerlefj ASaazerii und Arettnangerfi
ermittelt. Bei den Bitterhopfen lag nur bei der Sorte ANorthern Brewerfidie Linalool-
Konzentration unter 20 pg/g. Die mit Abstand hochsten Linaloolwerte wurden bei
dem Aromahopfen Mobeki mit 150 pg/g und 161 pg/g festgestellt. Fur die
Bitterhopfen der Sorte Adallertauer Taurusfi (96 pg/g) und der Sorte AVerkurfi
(9271 103 pg/g) wurden ebenfalls sehr hohe Linalool-Konzentrationen analysiert.
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Abbildung 36: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von Hopfendl
und Linalool

Linalool gehort aufgrund der relativ niedrigen Konzentration nicht zu den
mengenmaligen Hauptkomponenten des Hopfens, dafiur aber zu den aroma-
aktivsten Verbindungen. Mit Hilfe der Aromaextraktverdiinnungsanalyse konnte
Linalool in getrockneten Doldenhopfen der Sorte Spalter Select als eine der
geruchsaktivsten fliichtigen Verbindungen in Hopfen nachgewiesen werden [Stein-
haus und Schieberle, 2000].

4.7.2.4 Hopfendlaromadiagramme der Ester

47.2.4.1 Isobutylisobutyrat

Fur Isobutylisobutyrat und Hopfendl liegt der Korrelationskoeffizient bei
R = 0,4599. Die graphische Darstellung dieser Korrelation befindet sich im
Anhang. Insgesamt wurden Konzentrationen in einem Bereich von 0,11 80,6 pg/g
nachgewiesen. Die meisten der analysierten Bitter- und Aromahopfen (84,7%)
haben eine Isobutylisobutyrat-Konzentration von 0,1 i 28 ug/g. Hohere Werte
findet man bis auf zwei einzelne Proben der Sorte Aerlefibei den Bitterhopfen
AMerkurfi (33,5 pg/g, 43,0 ug/g); ANuggetii (31,8 pg/g, 61,7 uglg), Adallertauer
Herkulesfi(56,5 pg/g, 58,4 ug/g) und Albe-Saale Targetfi(59,5 pg/g).
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4.7.2.4.2 Hexansauremethylester

Hexansauremethylester und Hopfendl korrelieren mit R = 0,3687. Aufgrund der
geringen Korrelation ist die Streuung der Daten sehr grof3. Die analysierten
Hopfendlproben weisen Konzentrationen von Hexansduremethylester in einem
Bereich von 0,4 7 16,3 ug/g auf. Die meisten der analysierten Bitter- und Aroma-
hopfen (86,4 %) haben eine Konzentration von 0,4 i 4,0 ug/g. Nur die Bitter-
hopfensorten Merkurfiund ANuggetfi sowie einzelne Aromahopfenproben weisen
h6here Werte auf.
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Abbildung 37: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von
Hopfendl und Hexansauremethylester

4.7.2.4.3 Heptansauremethylester

Fur Heptansauremethylester liegt der Korrelationskoeffizient mit Hopfendl bei
R = 0,6522. Die graphische Darstellung dieser Korrelation befindet sich im
Anhang. Insgesamt wurden Konzentrationen in dem Bereich von 1,4 7 49,1 ug/g
nachge-wiesen. Bei den Aromahopfen liegt der Grof3teil der Proben (81,6%) in
einem Konzentrationsbereich von 1,4 17 22 ug/g. Zwei Drittel der Bitterhopfen
(66,7%) haben eine Heptansauremethylester-Konzentration zwischen 12,0 i 32,0

ug/g. AuRerhalb dieses Bereichs liegen die Bitterhopfen AChina Marco Polofi
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(4,3 pg/g); Merkurfi (32,4 pgl/g, 40,4 pglg, 41,3 pg/g) und Auggetfi (44,9 ug/g,

4.7.2.4.4 Octansauremethylester

Octansauremethylester und Hopfendl korrelieren mit R = 0,7506. Der gesamte
Konzentrationsbereich reicht von 1,9 1 75,7 ug/g. Die Mehrzahl der Aromahopfen
(89,5%) hat einen Octansauremethylestergehalt von 1,9 7 22,0 ug/g. Darlber
iegen nur die Aromahopfen AOpalnd (27,8 O0g/g),
(39,8 pg/g, 42,2 ug/g). Die Werte der Bitterhopfen sind dagegen uber den
gesamten Konzentrationsbereich verteilt. Die héchsten Konzentrationen an Octan-
sauremethylester weisen die Sor t en AMer kur i und ANuggetf :

Werte findet ma n bei den Sorten AUS Zeusih
(5,5 ug/g).
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Abbildung 38: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von
Hopfenol und Octansduremethylester

4.7.2.4.5 Nonansauremethylester

Nonansauremethylester und Hopfendl korrelieren mit R = 0,6922. Insgesamt

wurden Konzentration in dem Bereich von 1,0 i 41,1 pg/g nachgewiesen. Die

Anordnung der Datenpunkte im Korrelationsdiagramm &ahnelt der Korrelation von
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Octansauremethylester mit Hopfendél. Die graphische Darstellung dazu befindet
sich im Anhang. Die Mehrzahl der Aromahopfen (89,5%) liegt auch hier im unteren
Konzentrationsbereich von 1,0 7 18,0 pg/g. Dartber liegen nur die Aromahopfen
AOpalfi (24,9 pg/g), Aaphirfi (31,8 pg/g) und Mobekd (22,7 pg/g, 28,3 pg/g). Die
Werte der Bitterhopfen sind Uber den gesamten Konzentrationsbereich verteilt. Die
hochsten Konzentrationen an Nonansauremethylester weisen die Sorten Merkurfi
und ANuggetii auf. Die niedrigsten Werte findet man bei den Sorten AJS Zeusii
(5,9 pg/g) und AChina Marco Polofi(4,2 pg/g).

4.7.2.4.6 Decansauremethylester

Der Korrelationskoeffizient von Decansduremethylester und Hopfendl betragt
R = 0,7914. Fir alle Hopfendlanalysen wurden Konzentrationen in einem Bereich
von 1,2 i 45,2 pg/g festgestellt. Bei der Anordnung der Daten im Korrelations-
diagramm ergibt sich ein ahnliches Bild wie bei Nonansauremethylester und
Octansauremethylester. Die graphische Darstellung dieser Korrelation befindet
sich im Anhang. Die Mehrzahl der Aromahopfen (84,2%) liegt auch hier im unteren
Konzentrationsbereich von 1,2 7 7,0 pg/g. Daruber liegen die Werte der Aroma-
hopfen Apalfi(15,3 pg/g), ASaphirii(12,4 pg/g, 20,0 pg/g), Mobekii(13,1 pg/g, 21,4
ng/g) und Arettnangerfi (10,5 pg/g). Die Ergebnisse der Bitterhopfen erstrecken
sich Uber den gesamten Konzentrationsbereich, wobei ein Grof3teil (76,2%)
Konzentrationen zwischen 15,0 1 35,0 pg/g aufweist. Niedrigere Werte findet man
bei den Sorten AJS Zeusfi (4,5 pg/g), Aallertauer Herkulesfi (10,9 pg/g), Albe-
Saale Northern Brewerfi(4,3 pg/g) und AChina Marco Polofi(7,7 pg/g).

4.7.2.5 Hopfendlaromadiagramme der Ketone

Die Ketone 2-Nonanon und 2-Decanon zeigen Uberhaupt keine Korrelation mit
Hopfendl. Fur 2-Nonanon betragt der Korrelationskoeffizient R = 0,0428 und fir
2-Decanon betragt R = 0,0598. In den Korrelationsdiagrammen beider Komponen-
ten zeigt sich eine &hnliche Anordnung der Datenpunkte. Die Daten weisen
insgesamt eine groRe Streuung auf. Die Konzentrationscluster der einzelnen
Hopfensorten konnen dadurch gut voneinander abgegrenzt werden. Es ist
festzustellen, dass bei den Ketonen mit steigender Anzahl der C-Atome die
Korrelation mit Hopfendl zunimmt. Ein sprunghafter Anstieg tritt ab C12 bzw. C13,

bei den Komponenten 2-Dodecanon, Tridecanon und Damascenon auf.
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47.25.1 2-Nonanon

Fur 2-Nonanon wurden Konzentrationen in einem Bereich von 0,2 7 21,5 ug/g
nachgewiesen. Ein Groliteil (78,0%) der analysierten Hopfendle weil3t einen
2-Nonanongehalt von 2,0 bis 11,0 pg/g auf. Dies gilt fir Aroma- und Bitterhopfen
gleichermal3en.
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Abbildung 39: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von
Hopfendl und 2-Nonanon

Werte unter 2,0 ug/g wurden insbesondere fur die Bitterhopfensorten Auggetfi
AJS Zeusfi(0,2 pg/g) und AChina Marco Polofi(0,4 pg/g) analysiert. In dem Bereich
ab 11,0 pg/g liegen die Bitterhopfensorten Adallertauer Taurusii (11,7 pg/g) und
Adallertauer Herkulesfi(14,5 pg/g und 20,7 pg/g). Bei den Aromahopfen haben die
Sorten Mobekf ASaphirfi und Adurorafi (21,5 pg/g) héhere 2-Nonanon-Konzen-
trationen.

47.25.2 2-Decanon

Fur 2-Decanon wurden &hnliche Konzentrationsbereiche von 0,7 i 27,8 pg/g
ermittelt. Die graphische Darstellung dieser Korrelation befindet sich im Anhang. In
einem Bereich von 6,0 bis 15,0 pg/l liegt ein Grol3teil (78,0%) der analysierten
Aroma- und Bitterhopfen. Wie auch bei 2-Nonanon finden sich im unteren
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Konzentrationsbereich die Bitterhopfensorten Auggetfi AJS Zeusfi und AChina
Marco Polofi sowie einzelne Proben der Aromahopfensorte Adallertauer Taurusfi
Bei den Aromahopfen Mobekf Aaphirfiund Alurorafi und der Bitterhopfensorte
Aallertauer Herkulesii wurden 2-Decanon-Konzentrationen hoher als 15,0 pg/g

nachgewiesen.

47253 2-Undecanon

Fiur 2-Undecanon liegt der Korrelationskoeffizient mit Hopfendl bei R = 0,3954. Im
Anhang befindet sich die zugehorige graphische Darstellung. Insgesamt wurden
Konzentration in dem Bereich von 17,2 - 112 pg/g ermittelt. Ein Grof3teil (86,4%)
aller analysierter Hopfen weif3t einen 2-Undecanongehalt zwischen 20,0 und 60,0
pMg/g auf. Aroma- und Bitterhopfen liegen gleichermal3en in diesem Bereich.
Bitterhopfen mit Werten grof3er als 60 pg/g findet man bei einer Probe der Sorte
MMerkurfi (76,9 pg/g) und bei einer Probe der der Sorte Albe-Saale Targetfi(74,4
ug/g). Ebenfalls hthere Werte wurden bei den Aromahopfen der Sorten AAurorafi
(69,9 pg/g), Aaphirfi (91,0 pg/g, 97,2 pg/g) und Aobeki (105 pg/g, 112 pgl/g)

nachgewiesen.

47254 2-Dodecanon

2-Dodecanon und Hopfendl korrelieren mit R = 0,8015. Die 2-Dodecanon-
Konzentration liegt fir alle analysierten Hopfen in einem Bereich von 6,8 T 47,6
pg/g. Mit Ausnahme der Sorten Bobekfi und Aaphirfi liegen die Aromahopfen
Uberwiegend im unteren Konzentrationsbereich bis 30,0 pg/g. Die meisten
Bitterhopfensorten (81,0%) haben eine 2-Dodecanon-Konzentration grofl3er als 24
Hg/g. Unterhalb dieses Bereichs liegen die Bitterhopfensorten AChina Marco Polofi
(12,6 ug/g), Albe-Saale Northern Brewerfi(17,5 pg/g), AJS Zeusfi(20,4 pg/g) und
Adallertauer Taurusfi(22,3 pg/g).
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Abbildung 40: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von Hopfen-
0l und 2-Dodecanon

47255 Tridecanon

Tridecanon und Hopfendl korrelieren mit R = 0,6880. Die graphische Darstellung
dieser Korrelation befindet sich im Anhang. Die Tridecanon-Konzentration liegt fur
alle analysierten Hopfen in einem Bereich von 27,17 196 pg/g. Mit Ausnahme der
Sorte Bobekii  h a élle Aromahopfen (94,7%) eine Tridecanon-Konzentration
von 27,17 150 pg/g. Ein Uberwiegender Teil der Bitterhopfen (66,7%) haben einen
Tridecanongehalt von mehr als 140 pg/g. Unterhalb dieses Bereichs liegen die
Bitterhopfensorten AChina Marco Polofi (66,5 ug/g); Albe-Saale Northern Brewerii
(76,4 pg/g); AJS Zeusii(103,1 pg/g), Adallertauer Herkulesfi(73,9 pg/g, 101,2 pg/g)
und Adallertauer Taurusii(22,3 pg/g).

47.25.6 Damascenon

Der Korrelationskoeffizient von Damascenon und Hopfendl kann mit R = 0,8342
angegeben werden. Die Damascenon-Konzentration liegt fur alle analysierten
Hopfen in einem Bereich von 1,6 i 15,7 pg/g. Mit Ausnahme der Sorte Aerlefi

liegen die Aromahopfen Gberwiegend in einem Konzentrationsbereich bis 7,5 pg/g.
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Bei der Sorte Aranzosischer Strisselspaltfi wurde die hdchste Damascenon-
Konzentration von 15,7 pg/g gemessen. Die meisten Bitterhopfensorten (71,4%)
haben eine Damascenon-Konzentration groBer als 7,5 pg/g. Unterhalb dieses
Bereichs liegen die Bitterhopfensorten AChina Marco Polofi(6,9 ug/g), Albe-Saale
Northern Brewerfi (5,3 pg/g), Adallertauer Herkulesii (6,2 pg/g, 7,1 pg/g) und
Adallertauer Taurusfi(5,3 ug/g).
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Abbildung 41: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von Hopfen-
0l und Damascenon

4.7.2.6 Hopfendlaromadiagramm des Epoxides Caryophyllenoxid

Caryophyllenoxid zeigt keine Korrelation mit dem Hopfendél. Der Korrelations-
koeffizient R betragt 0,1130. Die Daten zeigen eine starke Streuung um die
Regressionsgerade. Die einzelnen Sorten bilden daher relativ gut abgrenzbare
Konzentrationscluster. Insgesamt wurden Caryophyllenoxid-Konzentration in
einem Bereich von 22,7 17 412 ug/g gefunden. Ein Groldteil (83,1%) aller
analysierter Hopfen weil3t einen Caryophyllenoxidgehalt zwischen 40 und 180
pg/g auf. Dies gilt fur Aroma- und Bitterhopfen gleichermal3en. Héhere Werte
wurden beispielsweise fiir die Aromahopfen ASlowenische Goldingfi(245 pg/g) und

AranzosischerSt r i ssel spaltfi (412 Og/g) analysiert
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Abbildung 42: Hopfendlaromadiagramm zur graphischen Darstellung der Korrelation von Hopfen-
6l und Caryophyllenoxid

4.7.3 Charakterisierung der Hopfensorten hinsichtlich ihrer
Aromastoffkomposition

4.7.3.1 Generierung sortenspezifischer Hopfenaromaprofile

Ausgehend von den einzelnen Hopfendlaromadiagrammen kdnnen fur jede
Hopfensorte spezifische Hopfenaromaprofile entwickelt werden. Diese kénnen als
sortencharakteristischer A Flin digsent Piagriamnt
werden sortenspezifisch die im Rahmen der Analysen gewonnenen Konzen-
trationsbereiche fur Hopfendl und fur alle einzelnen Hopfenaromastoffe darge-
stellt. Anzumerken ist, dass fur diese Studie nur Hopfenproben eines Jahrgangs
analysiert wurden. Als Datenbasis sollten idealerweise mindestens finf Proben je
Hopfensorte analysiert werden. Dieser Probenumfang stand in der Studie
allerdings nicht fir jede Sorte zur Verfugung. Die Analysenergebnisse werden in
einer Datenbank verwaltet. Die Abbildung des Hopfenaromaprofils stellt zum einen
den gesamten Konzentrationsbereich (ug/g) aller untersuchten Hopfenproben
(grau hinterlegt) und zum anderen den sortenspezifischen Konzentrationsbereich

(ug/g) (rot schraffiert) dar.
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Konz.-Bereich: Konz.-Bereich: Spalter Select
Hopfen Gesamt Spalter Select Hopfenaromaprofil Vergleichprobe
[Lg/g] [ug/g] [ug/g]

Hopfendl bzw.
Hopfenaromastoffe

Hopfendl 3.878 - 23.760 8.003 - 9.735 9.323
3.878 8.849 13.819 18.790 23.760
U-Pinen 2,1-21,0 53-6,5 6,3
Crrrrt L e o e e e e e e e e e
2,1 6,9 116 16,4 210
i -Pinen 52-36,4 10,5 - 16,5 m 11,6
52 13,0 20,8 28,6 36,4
Myrcen 1.023 - 15.142 3.382-4.743 _ 4.553
1023 4.553 8.083 1613 15142
Limonen 4,4 -47,1 13,6 - 17,7 n 17,7
44 151 258 365 471
b-caryophyl l en219_2311 274-532 HIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIllllllII 274
219 742 1265 1788 2.31|
U-Humul en 664 - 5.672 682 - 1052 1.052!
L 0 e e e e e e e
664 1916 3.168 4.420 5672
Linalool 9,6 - 161 58,4-775 67,5
1 e e L1 e e e e e e e e e e
9,6 475 853 13 161
Isobutylisobutyrat 0,1-80,6 2,4-11,4 _ 9,7
0,1 20,3 40,4 60,6 80,6
Hexansauremethylester 0,4-16,3 0,7 - 3,6 H 2,2
04 4.4 8,4 24 16,3
Heptansauremethylester 1,4-49,1 4,3-21,2 m 6,9
14 B3 253 372 49,1}
Octansauremethylester 1,9-757 2,2-14,2 m 2,2
LI B B B B A R A S B B B R B R B B R R
19 204 38,8 57,3 757
Nonanséauremethylester 1,0-41,1 31-94 4,7
S s R
10 11 211 311 411
Decanséauremethylester 1,2 -45,2 1,6-6,3 _ 1,6
|5 5550 e e e e e e e e e e e
12 22 232 342 452
2-Nonanon 02-215 6,3-10,3 m 8,0
0,2 56 10,9 16,2 215
2-Decanon 0,7-27,8 8,6 -135 m 10,7
0,7 6,8 43 211 278
2-Undecanon 17,2-112 44,2 - 51,6 “ 51,6
172 40,9 64,6 88,3 12
2-Dodecanon 6,8-47,6 18,6-21,8 - 20,2
TTTTrTrTrTrrred rrrrirrrrrrrrTr T Tl
6,8 17,0 27,2 374 476
2-Tridecanon 27,1 - 196 94,2 - 126 m 101
rrrrrrrrrrrrrrrT
27,1 69,3 154 196
6 51 8,7 122 157
5=2 Caryophyllenoxid 22,7 -412 29,5-93,4 73,6
22,7 0 21 3u 412

Abbildung 43: Hopfenaromaprofil des Aromahopfens ASpal t er (5 @malysertet Hopfen-
proben, Jahrgang 2009)

4.7.3.2 Bedeutung der Hopfenaromaprofile zur Sortendifferenzierung und 1
identifizierung
Uber die Datenbank wird das Analysenergebnis der untersuchten Hopfenprobe mit
den verschiedenen sortenspezifischen Hopfenaromaprofilen verglichen. Der
Abgleich erfolgt zum einen fir die Hopfendélkonzentration und zum anderen fur alle
einzelnen Aromastoffkonzentrationen. Die Vergleichsprobe wird in dem Hopfen-
aromaprofil-Diagramm als blauer Punkt dargestellt. Der Vergleich erfolgt als Und-
Abfrage, so dass neben der Hopfenélmenge als charakteristisches Merkmal auch
die Ubereinstimmung der einzelnen Aromastoffkonzentrationen gepriift wird. Die
analysierte Probe kann dann idealerweise eindeutig als eine bestimmte Hopfen-
sorte identifiziert werden, wenn die Analysenwerte jeweils in den definierten
Konzentrationsbereichen dieser Sorte liegen. Je héher die Ubereinstimmungsrate
umso grolRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Sorte richtig identifiziert wird.
Diese Darstellung zeigt zum einen, wie sich die einzelnen Hopfensorten

hinsichtlich ihrer Aromastoffkomposition im gesamten Konzentrationsspektrum
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aller analysierten Hopfen einordnen lassen. Zum anderen wird sortenspezifisch
die Schwankungsbreite von den Analysenergebnissen der einzelnen Hopfendl-
komponenten sichtbar. Die Abweichung bzw. Ubereinstimmung einer unbe-

kannten Hopfenprobe wird im Hopfenaromaprofil dargestellt.

Wenn fur alle Hopfensorten eine ausreichende Datenbasis vorhanden ist, dann
kann das Hopfenaromaprofil gut zur Sortendifferenzierung bzw. -identifizierung
herangezogen werden. Dabei wird Uberprift, mit welchem sortenspezifischen
Hopfenaromaprofil die Analysenergebnisse der untersuchten Hopfenprobe Uber-
einstimmen. Diese Art der Darstellung macht deutlich, dass zwei Hopfensorten wie
ASpalé¢leectdi und ASaphirf, deren Hopf
gleichen Bereich liegt, dennoch aufgrund ihrer unterschiedlichen Aromastoff-
komposition eindeutig voneinander unterschieden werden kénnen. Fuir diese
beiden Sorten, liegen die Unterschiede vorwiegend in den Sesquiterpen-,
Terpenalkohol-, Ester-, Keton- und Epoxidkonzentrationen (Tabelle 66). Die

Monoterpenkonzentrationen sind nahezu Ubereinstimmend.

Tabelle 66: Gegen¢gberstellung der Aromahopfensort-en

lich ihrer Aromastoffkonzentrationen (= Konz.-Bereich etwa gleich groR, D Konz.-
Bereich niedriger, ¢ Konz.-Bereich hoher)

Komponente Spalter Select Ver- Saphir Ver-
Konz.-Bereich gleich Konz.-Bereich gleich
[ug/g] [uo/g]
Hopfenol 8003171 9735 = 775571 9240 =
Terpene:
U-Pi n e-Ripen, kimonen 5371 17,7 = 527 16,4 =
Myrcen 3382171 4743 = 278371 4602 =
b-Caryophyllen 2747 532 D 5207 871 ¢
U-Humulen 68271 1052 D 12081 1617 ¢
Linalool 58,41 77,5 ¢ 42,7 46,0 D
Ester 0,77 21,2 D 2571 39,3 ¢
Ketone 3,61 126 D 437 147 ¢
Epoxide: Caryophyllenoxid 29,57 934 D 127 - 182 ¢

Mit Hilfe des Hopfenaromaprofils wird die Auspragung einzelner Aromakom-
ponenten anschaulich dargestellt. Diese Abfrage und Darstellung eignet sich

sowohl zur ldentifizierung als auch zur Charakterisierung einzelner Hopfensorten.
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4.8 Korrelationsanalyse der Hopfenergebnisse

4.8.1 Korrelation der Hopfenaromastoffe

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Korrelation zwischen den
verschiedenen Hopfenaromastoffen untersucht. Die Auswertung der Daten zeigt,
dass inshesondere Komponenten derselben chemischen Substanzgruppe mitein-
ander korrelieren. Innerhalb der untersuchten Monoterpene liegt zum Beispiel der
Korrelationskoeffizient durchgangig tuber 0,90. Fur die Monoterpene liegen die
Korrelationskoeffizienten aus den Daten der Hopfendlanalyse geringfligig hoher
als die der HS-Trap-Analyse (siehe Tabelle 67 und 68). In den nachfolgenden

Tabellen sind nur die Korrelationen aufgefiihrt mit R > 0,80.

Tabelle 67: Korrelation der einzelnen Hopfenaromastoffe (EBC-Hopfendlanalyse)

Korrelations-  Bestimmt-
koeffizienten  heitsmald

R R’ R? (%)
Monoterpene
U-Pinen € Db-Pinen 0,9053 0,8196 81,96
U-Pinen € Myrcen 0,9275 0,8603 86,03
U-Pinen € Limonen 0,9538 0,9097 90,97
b-Pinen € Myrcen 0,9067 0,8221 82,21
b-Pinen € Limonen 0,8953 0,8016 80,16
Myrcen € Limonen | 0,9121 | 0,8319 83,19
Sesquiterpene
U-Humulen € Db-Caryophyllen [ 10,9029 ] 0,8152 81,52
Ester
Heptansauremethylester Octansauremethylester 0,8455 0,7149 71,49
Heptansauremethylester Nonansauremethylester 0,8571 0,7346 73,46
Octansauremethylester Nonansauremethylester (0.9388 ) 0,8813 88,13
Octansauremethylester Decansauremethylester 0,8355 0,6981 69,81
Nonansduremethylester Decansauremethylester 0,8536 0,7286 72,86
Ketone
2-Nonanon 2-Decanon 0,9347 0,8737 87,37
2-Dodecanon 2-Tridecanon 0,9046 0,8183 81,83

Debest e

Limonen mit R =

Korrel ati on i
0,9538 festgestellt.

nner hal b

Di

e

b-Caryophyllen korrelieren untereinander ebenfalls mit R > 0,90.
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Abbildung 44: Ubersicht der Biosynthesewege von Mono- und Sesquiterpenen [Breitmaier, 2005]

Wenn es eine Beziehung zwischen den Substanzen gibt, kann daraus
geschlossen werden, dass gemeinsame Zwischenstufen wahrend der Bio-
synthese durchlaufen werden oder diese ineinander umgewandelt werden. Alle
terpenoiden Hydrokarbone entstammen aus einem gemeinsamen biogenen
Ursprung [Kammhuber und Hagl, 2001]. Die Abbildung 44 zeigt den Biosynthese-
weg der Mono- und Sesquiterpene auf. Das jeweils Monoterpene bzw. Sesqui-

terpene untereinandere korrelieren, liegt an ihrer einheitlichen Struktur.

Tabelle 68: Korrelation der einzelnen Hopfenaromastoffe (HS-Trap-GC-MS Analyse)
Korrelations-  Bestimmt-
koeffizient heitsmald

R R’ R® (%)
Monoterpene
U-Pinen é b-Pinen 0,8975 0,8055 80,55
U-Pinen € Myrcen 0,8889 0,7901 79,01
U-Pinen € Limonen 0,9187 0,8440 84,40
b-Pinen € Myrcen 0,8868 0,7864 78,64
b-Pinen € Limonen 0,8888 0,7900 79,00
Myrcen € Limonen 0,8932 0,7978 79,78
Sesquiterpene
U-Humulen € b-Caryophyllen | 0,9460 | 0,8949 89,49
Ester
Heptansauremethylester €&  Octansauremethylester 0,8459 0,7155 71,55
Heptansauremethylester €  Nonansauremethylester 0,8537 0,7288 72,88
Octansauremethylester €  Nonansauremethylester 0,9192 0,8449 84,49
Octansauremethylester &  Decansauremethylester 0,8517 0,7254 72,54
Nonansauremethylester €&  Decansauremethylester 0,8522 0,7262 72,62
Ketone
2-Nonanon €@ 2-Decanon 0.9470 0,8968 89,68
2-Dodecanon € 2-Tridecanon 0,9168 0,8405 84,05
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4 Ergebnisse und Diskussion

Gute Korrelationen konnten grof3tenteils auch innerhalb der Gruppe der Methyl-
ester festgestellt werden. In dieser Gruppe korrelieren am besten Octanséure- und
Nonansauremethylester miteinander. Ferner korrelieren die Ketone 2-Nonanon
und 2-Decanon sowie 2-Dodecanon und 2-Tridecanon sehr gut miteinander, mit
R > 0,9. In dieser Arbeit konnte auch festgestellt werden, dass Linalool mit keiner
der anderen untersuchten Hopfendlkomponenten korreliert. In der Abbildung 46 ist
beispielhaft die Korrelation von Linalool und Myrcen grapfhisch dargestellt. Der
Korrelationskoeffizient R liegt hierfir bei 0,009. Es gibt somit keinerlei linearen
Zusammenhang zwischen den beiden Substanzen. Das Korrelationsdiagramm
von [3-Caryophyllen und Caryophyllenoxid belegt, dass es auch fir diese beiden
Hopfendlkomponenten keinen linearen Zusammenhang gibt (Abbildung 45). In
einer friheren Arbeit [Kammhuber und Hagl, 2001] wurden innerhalb der
Substanzklasse der Monoterpene und der Sesquiterpene auch Korrelationen von
0,81 bis 0,92 nachgewiesen. Fiur Linalool wurde ebenfalls keine Korrelation

zwischen anderen Hopfendlkomponenten ermittelt.
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Abbildung 45: Ko r r el at 4iCaryophylenrnd fCaryophyllenoxid - (HS-Trap-GC-MS Analyse
von Hopfen)
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Abbildung 46: Korrelation von Linalool und Myreen (HS-Trap-GC-MS-Analyse von Hopfen)
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.8.2 Korrelation der Hopfenaromastoffe und der Hopfenol-
menge

In der Tabelle 69 wird jeweils der Korrelationskoeffizient R aus der Korrelation
zwischen den einzelnen Hopfendlkomponenten mit der Hopfenélmenge darge-
stellt. In dem vorherigen Kapitel werden in den Hopfendlaromadiagrammen die
Regressionsgerade der Korrelation und die Anordnung der Datenpunkte abge-
bildet. Sie verdeutlichen den linearen Zusammenhang zwischen Hopfenélmenge
und der Menge an Hopfendlkomponenten. Die Tabelle zeigt, dass nur die Mono-

terpene eine gute Korrelation mit dem Hopfendl aufweisen (R > 0,9000).

Tabelle 69: Korrelation zwischen den Hopfenélkomponenten und der Hopfendlmenge

Korrelations- Bestimmt-
koeffizienten heitsm2a[3

R R R’ (%)
Monoterpene
U-Pinen é Hopfendl 0,9204 0,8471 84,71
b-Pinen e Hopfendl 0,9405 0,8845 88,45
Myrcen e Hopfendl 0,9422 0,8878 88,78
Limonen e Hopfendl 0,9039 0,8170 81,70
Sesquiterpene
U-Humulen é Hopfenol 0,7689 0,5912 59,12
b-Caryophyllen e Hopfenol 0,7653 0,5857 58,57
Terpenalkohol
Linalool Hopfendl 0,3839 0,1474 14,74
Ester
Isobutylisobutyrat é Hopfendol 0,4599 0,2115 21,15
Hexansauremethylester €& Hopfendol 0,3687 0,1359 13,59
Heptansauremethylester €& Hopfendl 0,6522 0,4254 42,54
Octansauremethylester é Hopfendol 0,7506 0,5634 56,34
Nonansauremethylester €& Hopfendl 0,6922 0,4791 47,91
Decansauremethylester & Hopfendl 0,7914 0,6263 62,63
Ketone
2-Nonanon e Hopfenol 0,0428 0,0018 0,18
2-Decanon e Hopfenol 0,0598 0,0036 0,36
2-Undecanon e Hopfenol 0,3954 0,1563 15,63
2-Dodecanon e Hopfenol 0,8015 0,6424 64,24
2-Tridecanon e Hopfendl 0,6880 0,4733 47,33
Damascenon é Hopfendl 0,8342 0,6959 69,59
Epoxid
Caryophyllenoxid é Hopfenol 0,1130 0,0128 1,28

4.8.3 Korrelation der Hopfenbitterstoffe und der Hopfenélmenge

Fur einundzwanzig verschiedene Hopfensorten wurde neben den Hopfenaroma-
st of f en a-Baurk- ud @4Sabg-Gehalt im Hopfen ermittelt. Die Korrelation

der Hopfenbitterstoffe und Hopfenélmenge ist in der folgenden Tabelle dargestelit.
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Tabelle 70: Korrelation zwischen den Hopfenbitterstoffen und der Hopfenéimenge
Korrelations- Bestimmt-
koeffizienten heitsmald

R R? R? (%)
Hopfenbitterstoffe
U-Sauren é Hopfendl 0,7527 0,5666 56,66
b-Sauren é Hopfendl 0,2187 0,0478 4,78

Anhand des Kaorrelationskoeffizienten R wird deutlich, dass die Menge an
U-Sauren im Hopfen starker mit der Hopfendlkonzentration korreliert ist, als die
Menge -8hurben. Zwi sS2huerne nd eunn-SHiiresh destehb keine
Korrelation. Der gemeinsame Korrelationskoeffizient betragt R = -0,1806.

4.8.4 Korrelation der Hopfenaromastoffe mit den U-S&uren und
b-Sauren

In der nachfolgenden Tabelle 71 ist die Korrelation der einzelnen Hopfendl-
komponenten mi t  ¢S&uren-Kbnzentration dargestellt.

Tabelle 71: Korrelationz wi schen den HopfenarSaumstoffen und

Korrelations- Bestimmt-
koeffizienten heitsmal}

R R® R’ (%)
Monoterpene
U-Pinen é U-Sauren 0,8690 0,7552 75,52
b-Pinen é U-Sauren 0,8361 0,6991 69,91
Myrcen é U-Séauren 0,7597 0,5771 57,71
Limonen é U-Séauren 0,8994 0,8089 80,89
Sesquiterpene
U-Humulen é U-Sauren 0,6073 0,3688 36,88
b-Caryophyllen é U-Sauren 0,5766 0,3325 33,25
Terpenalkohol
Linalool U-Sauren 0,2817 0,0794 7,94
Ester
Isobutylisobutyrat é U-Sauren 0,5648 0,3190 31,90
Hexansauremethylester é U-Sauren 0,3567 0,1272 12,72
Heptansauremethylester & U-Séauren 0,7887 0,6220 62,20
Octansauremethylester é U-Séauren 0,7488 0,5607 56,07
Nonansauremethylester é U-Séauren 0,6907 0,4771 47,71
Decansauremethylester é U-Sauren 0,6848 0,4690 46,90
Ketone
2-Nonanon é U-Séauren 0,0965 0,0093 0,93
2-Decanon é U-Séauren 0,0711 0,0051 0,51
2-Undecanon é U-Sauren 0,2825 0,0798 7,98
2-Dodecanon é U-Sauren 0,5788 0,3350 33,50
2-Tridecanon é U-Sauren 0,5103 0,2604 26,04
Damascenon é U-Sauren 0,4704 0,2213 22,13
Epoxid
Caryophyllenoxid é U-Sauren -0,4484 0,2011 20,11

145

den

Ce
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Aus der Tabel |l e i st -Saures am besténi noithden Mbreos s d i
terpenen korrelieren. Die b-S&uren zeigen keine Korrelation mit einzelnen Inhalts-

stoffen des Hopfendls.

4.8.5 Korrelation der Summe der Einzelkomponenten und der
Hopfendlmenge

In einem weiteren Test wurde der Gesamtgehalt an Hopfendl aus der Wasser-
dampfdestillation und die Summe der einzelnen Konzentrationen aus der HS-
Trap-Analyse miteinander verglichen. Obwohl einige Komponenten des Hopfen-
Ols, wie zum Beispiel cis-4-Decensauremethylester und Farnesen, aufgrund des
Fehlens eines Standards nicht quantifiziert werden konnten zeigte sich eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Methoden. In der nachfolgenden Tabelle
72 werden fir eine Auswahl an Hopfenproben jeweils die Summen der Einzel-
komponenten aus Hopfendlmethode und HS-Trap-Methode berechnet und der
gesamten Hopfendlmenge gegenubergestellt. Fur alle analysierten Hopfenproben
korreliert die Summe der Einzelkomponenten aus der HS-Trap-Analyse mit der
gesamten Hopfendlmenge mit R = 0,9682. Mit einer Ausdehnung der Anzahl der
analysierten Komponenten konnte die rechnerische Bestimmung des Hopfendl-
gehaltes mit der HS-Trap Methode unter Umstanden sehr viel genauer sein.

Tabelle 72: Vergleich der Hopfendlmenge mit der Summe der Einzelkomponenten aus der
Hopfendlanalyse und der HS-Trap-Analyse (Auswahl an Hopfenproben)

Hopfensorte Abk. Mittelwert Summe Summe
Hopfendl Einzelkomponenten Einzelkomponenten

(EBC) Hopfendlmethode HS-Trap-Methode

Ha/g (EBC) pglg H9/g

Tschechien Saazer CZ-SA 6518 4713 5189
Elbe-Saale Nugget ENU 17820 13876 13705
Elbe-Saale Perle EPE 13365 10109 10662
Elbe-Saale Target ETA 14355 10968 10122
Elbe-Saale Hall. Taurus ETU 16995 13950 12580
Hallertau Hall. Mittelfriiher HHA 6930 6282 6175
Hallertau Hall. Magnum HHM 23760 21343 20552
Hallertauer Herkules HHS 14850 12939 12402
Hallertau Opal HOL 8910 7613 7551
Hallertauer Perle HPE 12210 10765 11503
Hallertauer Spalter Select HSE 9735 6705 6540
Hallertau Saphir HSR 9240 7792 7191
Polnischer Lubliner PL-LU 5280 4350 4524
Slowenischer Aurora SI-AU 8498 6815 6368
Spalt Spalter Select SSE 9323 6289 6216
Spalt Spalter SSP 6765 4520 4649
Tettnang Hallertauer Tradition THT 6105 4418 5277
Tettnang Perle TPE 10395 8531 8417
Tettnang Tettnanger TTE 4950 3982 4168
US Zeus US Zeus 12705 9036 8859
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Zum Vergleich der beiden Analysenreihen wurde fur alle analysierten
Hopfenproben die Summe der Einzelkomponenten aus der HS-Trap-Analyse
jeweils der Summe der Einzelkomponenten aus der Hopfenélanalyse gegeniber-
gestellt. Die Ergebnisse korrelieren mit 0,9835. Die Mittelwerte beider Analysen-
serien weichen um 5,6% voneinander ab. Um die Mittelwerte der beiden
voneinander unabhangigen Messserien zu vergleichen wurde ferner ein t-Test
durchgefiihrt. Mit einem t-Wert von 0,53 istt <t (P = 0,95; f = 116). Somit ist
bewiesen, dass zwischen den beiden Mittelwerten kein signifikanter Unterschied
vorliegt. Der Unterschied der beiden Mittelwerte ist allein auf Zufallsfehler zuriick-
zufihren. Das Ergebnis des t-Testes belegt, dass bei keiner der beiden Mess-

reihen bzw. Analysenmethoden ein systematischer Fehler aufgetreten ist.

4.9 Lagerbedingungen des Hopfens bis zur Analyse

Frihere Studien haben gezeigt, dass im Hopfendl der Gehalt an Kohlen-
wasserstoffen von 88% auf 7% abnahm und bei den sauerstoffhaltigen
Komponenten von 12 auf 93% anstieg nach 3 Jahren Lagerung bei 0°C [Tressl,
1978]. Obwohl die verwendeten Hopfenproben bei einer Temperatur (-24°C)
gelagert und die Analyse ungefahr 9 Monate nach der Ernte ausgefuhrt wurde,
kénnte sich die Zusammensetzung der Hopfendlkomponenten verandert haben.
Dennoch, sind diese Umstande unbedeutend fir den Vergleich der HS-Trap-
Methode mit der EBC Methode.

4.10 Vergleich der Ergebnisse aus der HS-Trap-GC-MS
Analyse von Hopfen mit Literaturwerten

In der nachfolgenden Tabelle werden fiir einige Hopfensorten die Ergebnisse der
HS-Trap Aromastoffanalyse von Hopfen mit Literaturwerten einer Hopfendlanalyse
nach EBC-Methode 7.12 miteinander verglichen. Gegenubergestellt werden zum
einen die Analysenwerte fur Linalool und zum anderen die charakeristische
Kennzahld as Ver h-€E&t y o p h-Hdbiulenn @bwohl die Analysenergeb-
nisse nicht von den gleichen Hopfenproben stammen lassen sich die Werte gut

miteinander vergleichen und stimmen tendenziell Gberein.
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Tabelle 73:  Vergleich der Ergebnisse aus der HS-Trap-Analyse von Hopfen mit Literaturwerten
von Biendl et al., 2012.

Linalool (EBC 7.12) Linalool b-Caryophyllen / b-Caryophyllen /

Hopfensorten [mg/100g] [mg/100g] U-Humulen U-Humulen
[Biendl et al., 2012] HS-Trap [Biendl et al., 2012] HS-Trap

Spalt Spalter 4 4,8 0,28 0,21

Tettnanger 4 3,2 0,29 0,28

Hall. Mittelfriher 6 55 0,29 0,26

Perle 4 3,9 0,31 0,25

Hall. Tradition 7 7,3 0,28 0,29

Spalter Select 8 7,8 0,40 0,44

Tschechien Saazer 3 2,7 0,28 0,20

Northern Brewer 4 3,2 0,34 0,28

Nugget 10 9,4 0,47 0,38

Hallertauer Magnum | 8 54 0,28 0,29

Hallertauer Taurus 19 13,1 0,29 0,24

Hallertauer Merkur 13 12,4 0,29 0,30

China Marco Polo 7 4,7 0,63 0,30

Opal 11 8,5 0,34 0,29

Des Weiteren werden in der Tabelle 74 fir ausgewéhlte Hopfenproben die Ergeb-

nisse aus der Hopfendlanalyse mit dem Hopfendlspektrum der entsprechenden

Hopfensorten von Narzif3 et al. (1985) verglichen.

Tabelle 74:  Vergleich der Analysenergebnisse aus der Hopfendlanalyse mit Hopfendlanalysen
von Narzif3 et al., 1985
Hall. Mittelfuher Hall. Perle Tettnanger Spalt Spalter
HHA (ng/g) HPE (ug/g) TTE (ng/g) SSP (ug/g)
Hopfenol Hopfenol Hopfenol Hopfenol Hopfenol Hopfenol Hopfenol Hopfendl
Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse
(Narzif3) (Narzif3) (Narzif3) (Narzif3)
Monoterpene
a-Pinen 4 6 7 3 5 3 4 2
b-Pinen 11 13 13 13 13 16 10 9
Myrcen 2400 2642 2963 2241 2598 2377 2892 1235
Limonen 7 9 20 51 12 51 9,4 34
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 842 1464 1299 2168 295 1763 344 1098
a-Humulen 2710 5095 3456 6545 967 6058 939 2217
Terpenalkohol
Linalool 27 34 17 6 23 35 36 23
Ester
Isobutylisobutyrat 5 5 15 2 1 9 1 3
Heptansauremethylester 14 11 3 8 9 10 16 7
Octansauremethylester 14 15 4 3 5 6 11 4
Nonansauremethylester 8 3 3 6 4 15 11 3
Ketone
2-Tridecanon 67 38 134 36 75 77 84 55
Epoxid
Caryophyllenoxid 61 24 205 27 166 157 66 109

Beim Vergleich der Analysenergebnisse ist zu bertcksichtigen, dass die verwen-
deten Proben aus unterschiedlichen Jahrgdngen und Anbaugebieten stammen.
Die Aromastoffkomposition des Hopfens wird, wie bereits im Kapitel 2.1.8
beschrieben, durch die Witterungbedingungen, den Erntezeitpunkt und die Boden-
beschaffenheit stark beeinflusst. Zudem haben Trocknungs- und Lagerbe-

dingungen einen Einfluss auf das Hopfenaroma. Dennoch ist festzustellen, dass
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bei den verglichenen Hopfenproben vor allem die Werte der Monoterpene und
Ester sehr gut cberei nst i mmeQGaryophBleni undd e n Se

U-Humulen sowie bei Caryophyllenoxid hingegen gibt es groRere Differenzen.

4.11 Methodenvergleich zur Hopfenaromastoffanalyse

Aufgrund der Ergebnisse kann man schlussfolgern, dass die HS-Trap Methode im
Vergleich zur EBC-Methode &hnliche Ergebnisse liefert was die flichtigen
Komponenten anbelangt. Sie beeinflusst nicht die hitzeinstabilen Komponenten
wie die Epoxide. Komponenten, die in niedrigen Konzentrationen vorhanden sind,
werden mit der HS-Trap-GC-MS Methode ebenfalls detektiert. Die HS-Trap-GC-
MS Methode ist schnell und einfach anzuwenden, und zeichnet sich insbesondere
durch eine unkomplizierte Probenvorbereitung aus. Ferner kann die Menge an
atherischem Hopfendl mit einer hohen Sicherheit anhand der ermittelten
Konzentrationen der Hopfenbestandteile errechnet werden. Nachfolgend werden

die Methoden zur Analyse der Hopfenaromastoffe gegenubergestellt.

Tabelle 75: Methodenvergleich zur Analyse von Aromastoffen in Hopfen

HS-Trap Mebak EBC (7.10, 7.12)
(Band Ill, 1.4) ASBC (hops-13)
Prinzip 1 Ethanolischer Hopfen- | 1 Wasserdampfdestillation 1 Wasserdampfdestillation
extrakt . .
1 Extraktion mit CH.Cl; 1 Gewinnung von Hopfendl
T HS-Probe (Sml H20 + 1 ¢ o 1anchrom. Trennun %i 5116
20mg Hopfenextrakt) . g 1 10%ige Hopfendllésung
9 2 Fraktionen: GC-FID
T HS-Trap-GC-MS Kohlenwasserstofffrakion | |
Sauerstofffraktion
1 GC-FID
Material 1 2g Hopfen-/pellets + | § 5g Hopfen-/pellets, H,O 1 100g7i 120g
18g Ethanol + 4ml EtOH Hopfen-/pellets
1 20g NaCl + 1,5ml CH:Cl> 1 H.0
 150ml Pentan
1 100ml Diethylether
Zeit T 45min /55°C T 5min/ 30min/ 30min/ 15min | § 3h 7T 4h Extraktion
./ Kuihlen/ Schtteln/ ifugi
Probenvor- (UItrgscthlbad) (Dest./ Kiihlen/ Schiitteln/ Zentrifugieren)
bereitung ' 30min Kihlen 1 Zeit: Saulenchrom.
(Eisbad)
1 Zeit: 2 Eluate einengen
+ konzentrieren
Gesamtzeit | § ca. 1h 25min 1 ca.2h 20min 1 ca.4h 15min
Nachteile 1 Unvollstandige 1 Wasserdampfdestillations- | § Destillationsapparatur
Gleichgewichts- apparatur, Zentrifuge, erforderlich
einstellung fur hoher- Schttler erforderlich 50 ¢
siedende Substanzen R . T Gro ere_Hop enmenge
Hoher Losemittelverbrauch notwendig
1 Aufwendige, Probenvorbe- | 1 Lange Extraktionszeit
reitung, viele Arbeits- |
schritte (evtl. Verluste) T Komponentenverluste
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4.12 Ergebnisse der HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier

4.12.1 Additive Wechselwirkungen der Bieraromastoffe

Das wahrgenommene Bieraroma entsteht durch das Zusammenspiel mehrerer
hundert Aromastoffe [Hanke et al., 2012]. Viele der, im Rahmen dieser Studie,
analysierten Bieraromastoffe liegen in Konzentrationen unterhalb ihres Schwellen-
wertes vor. Dennoch kénnen diese Stoffe einen sensorischen Einfluss ausiben.
Es besteht die Moglichkeit, dass diese Komponenten mit Anderen eine additive
Wechselwirkung eingehen und somit das sensorisch wahrnehmbare Bieraroma
beeinflussen. Hanke et al. (2008) fuhrte die Tatsache, dass mit niedrigeren
Linalool-Konzentrationen im Bier hodhere Aromaintensititen wahrgenommen
wurden, auf die additiven Effekte der Hopfenaromastoffe mit den Gahrungsneben-
produkten, wie 2-Phenylethanol, 2- und 3-Butylacetat, zuriick. 2-Phenylethanol hat
ein rosenartiges, blumiges Aroma. Hier ist es mdglich, dass additive Wechsel-
wirkungen zwischen anderen blumigen Hopfenaromastoffen, wie Geraniol oder
Nerol auftreten [Hanke et al, 2008]. In einer weiteren Studie stelle Hanke et al.
(2012) den Einfluss steigender Linalool-, Ethylacetat- und Isoamylacetat-
Konzentrationen auf die Wahrnehmung von Isovaleriansaure, DMS und Diacetyl

im Bier fest.

4.12.2 GesamtlUbersicht der Ergebnisse der Bieraromastoffan-
alysen

Die folgenden Abbildungen 47 7 49 stellen sortenbezogen die gesamten
Analysenergebnisse in einer Ubersicht dar und ermdglichen einen besseren
Vergleich der Konzentrationen von Hellen-, Pils- und Weizenbieren. In den
Abbildungen werden fir die einzelnen Komponenten jeweils der gesamte
Konzentrationsbereich und der engere Konzentrationsbereich, in dem 80% der
analysierten Biere liegen, angegeben. Diese werden in der Graphik zum einen
grau (gesamt) und zum anderen rot schraffiert (80%) dargestellt. Ferner wurde fir
jede Komponente der Mittelwert aus allen Analysenergebnissen berechnet. Dieser
ist als Punkt in dem jeweiligen Balken dargestellt. Fir jede Aromakomponente

wird zudem der Schwellenwert in Bier [ug/l] angegeben.

150



4 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 47: Gesamtiubersicht der Analysenergebnisse aller Weizenbiere

Schwellen-
wert in Bier
[ngn]

200.000
70.000
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1.000
900
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1.600
3.500
1.400
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3.800
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8.000

Gegeniber Pils- und Hellen-Bieren weisen insbesondere die fir Weizenbier

charakteristischen Ester Essigsaure-lsopentylester (Isoamylacetat) und Essig-

saure-2-Phenyl-Ethylester (2-Phenylethylacetat) sowie die Vinylaromaten 4-Vinyl-

benzol und 4-Vinylguajakol deutlich héhere Konzentrationen auf. Die Konzen-

trationen von 3-Methyl-butanol-1 (Isoamylalkohol) liegt bei Weizenbieren eben-

falls im oberen Konzentrationsbereich. Weizenbiere weisen im Gegensatz zu Pils-

und Hellen-Bieren im Allgemeinen auch eine hoéhere Hexanolkonzentration auf.

Dagegegen ist die Linalool-Konzentration der Weizenbiere mit 3,6 1 19,3 pg/l im

Vergleich zu den Pils- und Hellen-Bieren eher im unteren Konzentrationsbereich.

151
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In der nachfolgenden Abbildung 48 werden die Konzentrationsbereiche aller

analysierten Hellen Biere dargestellt.

Alkohole

Terpene

aromaten

Aromakomponenten

2-Methyl-propanol-1

Konzentrations-
bereich aller
Hellen-Biere
[mg/]

4.681 - 57.968

Konzentrations-

bereich von 80%
der Hellen-Biere
[ma/]

4.681 - 18.697

Konzentrationsbereiche der
Hellen-Biere

3-Methyl-butanol-1

30.608 - 86.909

42.359 - 77.138

Mittel-
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[ng/]

Schwellen-
wert in Bier
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Abbildung 48: Gesamtubersicht der Analysenergebnisse aller Hellen-Biere

Im Vergleich zu den Weizenbieren, fallen bei den Hellen-Bieren die tendenziell

niedrigeren 2-Methyl-1-Propanol Konzentrationen auf. Isoamylalkohol kommt in

den analysierten Hellen-Bieren bis zu einer Konzentration von ca. 87.000 ug/l vor.

Die Werte fur Isoamylalkohol sind weitestgehend normalverteilt. Bei 86% der

Hellen-Biere liegt die Linalool-Konzentration hdher als der Schwellenwert von 5,0

pg/l. Die Linalool Konzentration der analysierten hellen Biere bewegt sich

insgesammt in einem Bereich von 3,57 33,7 ug/l. Die Isoamylacetat Konzentra-
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tionen liegen deutlich unter den Werten der Weizenbiere. Bei 84% der Hellen Bie-

re liegt die Konzentration aber dennoch tber dem Schwellenwert von 1.600 pg/l.

Konzentrations- Konzentrations-

bereich aller bereich von 80% A q q Mittelwert

Pils-Biere der Pils-Biere — [ng/1]

[ng/] [ug/]

2-Methyl-propanol-1 4,135 -118.348 5.534 - 36.362 200.000
% 15 0 6 5 e e

32688 61242 89.795 18348

3-Methyl-butanol-1 29.055 - 83.540  40.684 - 81.651 70.000

Median- Schwellen-
wert wert in Bier
[ug/] [ng/

Aromakomponenten
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Alkohole
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Abbildung 49: Gesamtubersicht der Analysenergebnisse aller Pils-Biere

In der Abbildung 49 werden die Konzentrationsbereiche aller analysierten Pils-
Biere dargestellt. Die 4-Vinylguajakol-Konzentrationen sind im Gegensatz zu den
Weizenbieren bei Hellen- und Pils-Bieren deutlich niedriger. Sie liegen zwischen
100 und 700 pg/l. Helle- und Pils-Biere weisen im Vergleich zu Weizenbieren nur
minimale Styrol-Konzentrationen von etwa 0,1 7 2,0 pg/l auf. Pils-Biere haben die

hochsten Linalool-Konzentrationen von bis zu 40,5 ug/I.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.12.3 Auswertung der einzelnen Aromastoffe im Bier

Fur jede der 30 analysierten Aromastoffe wurde jeweils die Konzentrations-
verteilung abgebildet. Die Ergebnisse der Bieranalysen wurden in den Diagram-
men so dargestellt, dass die Einzelergebnisse der Biere jeweils den definierten

Konzentrationsbereichen zugeordnet wurden.

Durch die farbliche Differenzierung kann man die Sorten: Helles, Pils, Weizenbier
und Dunkles unterscheiden. Die 161 Biere wurden immer in einer Doppel-
bestimmung analysiert. In den Diagrammen wurde jeweils der arithmetische Mittel-
wert der Analysen abgebildet. Diese Darstellungen beinhalten ausschliel3lich die
Ergebni sse der /ffEmgeébsissenderrii oB gealiereniiBi&e sind
hier nicht berlcksichtigt. Diese werden in separaten Abbildungen dargestellt. Fur
den Chargenvergleich wurden jeweils die Biere von drei aufeinanderfolgenden

Produktionschargen analysiert.

412.3.1 Konzentrationsverteilung ausgewahlter Alkohole im Bier

Im Rahmen dieser Studie wurden mittels HS-Trap Analyse die Konzentrationen
sieben verschiedener Alkohole ermittelt. Nach Ethanol weil3t 3-Methyl-1-butanol
gefolgt von 2-Methyl-1-propanol und 2-Phenylethanol die hdchsten Konzen-
trationen auf. Nachfolgend erfolgt die Auswertung von 3-Methyl-1-butanol. Die
Diagramme zur Konzentrationsverteilung aller weiteren analysierten Alkohole

befinden sich im Anhang.

4.12.3.1.1 3-Methyl-1-butanol (Isoamylalkohol)

Die Isoamylalkohol-Konzentrationen der analysierten Biere liegen in einem
Bereich von 30.596 1 134.630 pg/l. Von den 161 Bieren haben 63 Biere (38,2%)
eine hohere Konzentration als der Schwellenwert von 70.000 g/l [Meilgard, 1975].
Isoamylalkohol ist insbesondere fur die Weizenbiere ein kennzeichnender
Aromastoff [Hermann, 2005]. Von den 47 Weizenbieren liegen 32 (68,1%) Uber
dem sensorisch relevanten Schwellenwert in einem Konzentrationsbereich von
70.000 7 138.000 pug/l. Bei den Hellen- und Pils-Bieren liegt der grof3te Teil
unterhalb des Schwellenwertes. Von den 51 Hellen-Bieren haben 37 Proben
(72,5%) eine Konzentration von 30.000 i 70.000 pg/l. Bei den 51 Pils-Bieren
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weisen 35 Stick (68,6%) eine Konzentration von 30.000 i 70.000 pg/l auf. Bei den
dunklen Bieren gibt es Proben mit niedrigen, aber auch einzelne mit ganz hohen

Isoamylalkohol-Konzentrationen.

3-Methyl-1-butanol (Isoamylalkohol)

Beschreibung des Aromas: nach Alkohol, nach Banane, siiBlich, aromatisch *

Schwellenwert: 70.000 pg/l *

Hg /1
>126.000 - 138.000
>106.000 - 126.000

>98.000 - 106.000
>90.000 - 98.000
> 86.000 - 90.000
> 82.000 - 86.000
>78.000 - 82.000
>74.000 - 78.000

>70.000 - 74.000
> 66.000 - 70.000
>62.000 - 66.000
>58.000 - 62.000
>54.000 - 58.000
>50.000 - 54.000

>46.000 - 50.000
>42.000 - 46.000
>38.000 - 42.000

>34.000 - 38.000

>30.000 - 34.000 Anzahl Biere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

>30.000 -|> 34.000 - | > 38.000 -| > 42.000 - |> 46.000 -| > 50.000 -| > 54.000 - > 58.000 - | > 62.000 -| > 66.000 - > 70.000 -|> 74.000 -| > 78.000 -|> 82.000 - > 86.000 -|> 90.000 - |> 98.000 -|> 106.000 > 126.000
34.000 | 38.000 | 42.000 | 46.000 | 50.000 | 54.000 | 58.000 | 62.000 | 66.000 | 70.000 | 74.000 | 78.000 | 82.000 | 86.000 | 90.000 | 98.000 | 106.000 |- 126.000 - 138.000

m Helles 2 1 2 4 4 6 6 6 1 6 4 4 2 2 1

m Pils 5 1 2 4 7 5 1 3 3 4 2 4 4 2
WeiRbier 1 1 1 1 1 3 5 2 4 10 5 3 1 3 5 1
m Dunkel 1 1 2 2 1 3 1 2 1 1 1

Abbildung 50: Isoamylalkohol-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS
Analyse [* Meilgard, 1975] - (N giere gesamt = 161 davon Nyeies = 51; Npys = 47,
Nweizenbier = 475 Npunker= 16)
Die Tabelle 76 zeigt im Chargenvergleich die Konzentrationen fur Isoamylalkohol
verschiedener Dunkler-, Pils-, Heller- und Weizen-Biere auf. Fir den Chargen-
vergleich wurden jeweils drei aufeinander folgende Produktionschargen der
Afri schenf B ilmeChargeavergldicly zeigen rdie verschiedenen Biere
eine sehr unterschiedliche Konstanz der Isoamylalkohol-Ergebnisse. Relativ
gleichbleibende Isoamylalkohol-Konzentrationen (Variationskoeffizient < 5) weisen
3 Pils-Biere, 1 Helles und 3 Weizenbiere auf. Von den insgesamt 24 Biersorten
haben 8 weitere Biere eine Schwankung der Isoamylalkohol-Konzentration mit
einem Variationskoeffizienten von 5 < VK < 10. Bei den restlichen 9 Sorten,
insbesondere bei Hellen- und Weizenbieren, haben die Isoamylalkohol-Konzen-
trationen im Chargenvergleich wenig Konstanz. Die Konzentrationsunterschiede
der miteinander verglichenen Chargen schwanken sortenabhangig um bis zu 67%.

Bei diesen Bieren wird haufig der Schwellenwert von 70.000 g/l bei einer Charge
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unterschritten und bei der Folgecharge wieder Uuberschritten. Diese starken

Schwankungen konnen ggf. sensorisch wahrnehmbar sein.

Tabelle 76: Chargenvergleich von Isoamylalkohol bei verschiedenen Bieren

Sorte Marke Charge 1 Charge2 Charge3 MW S VK
[ug/1] [ug/1] [ng/1] [ng/1] o/l (%)

Dunkel DUN_1 66.944 75.707 66.547 69.733 4.228 6,1
DUN_2 49.059 74.602 58.166 60.609  10.570 174

Pils PIL_1 48.463 51.212 66.734 55.470 8.044 14,5
PIL_2 46.475 55.168 47.333 49.659 3.912 7,9

PIL_3 61.353 75.462 69.004 68.606 5.767 8,4

PIL_4 65.096 75.386 74.683 71.721 4.694 6,5

PIL_5 49.504 43.888 47.453 46.948 2.320 4,9

PIL_6 81.705 82.793 74.127 79.542 3.854 4,8

PIL_7 72.679 78.732 80.233 77.214 3.265 4,2

Helles HEL_1 61.978 56.517 60.995 59.830 2.377 4,0
HEL_2 57.843 67.753 56.711 60.769 4.960 8,2

HEL_3 74.688 50.089 72.022 65.600  11.022 16,8

HEL_4 76.503 54.812 78.845 70.053  10.819 154

HEL_5 61.683 85.974 58.444 68.700  12.286 17,9

HEL_6 70.624 86.909 59.047 72193  11.429 158

HEL_7 72.857 77.138 66.575 72.190 4.338 6,0

Weizen-  WEI_1 80.938 70.242 64.912 72.030 6.664 9,3
bier WEI_2 56.353 75.189 66.420 65.987 7.696 11,7
WEI_3 101.028 74.084 84.508 86.540  11.093 12,8

WEI_4 75.412 76.051 81.673 77.712 2.813 3,6

WEI_5 65.715 79.033 76.019 73.589 5.702 7,7

WEI_6 98.362 99.550 104.359 100.757 2.593 2,6

WEI_7 93.755 86.992 85.973 88.906 3.453 3,9

WEI_8 126.157 75.689 81.972 94.606  22.457 23,7

4.12.3.2 Konzentrationsverteilung ausgewahlter Ester in Bier

Im Rahmen dieser Studie wurden in den Bierproben insgesammt 15 verschiedene
Ester analysiert. Die Ergebnisse einiger wichtiger Ester werden nachfolgend
ausfihrlich erlautert und diskutiert. Die Abbildungen zur Konzentrationsverteilung

aller weiteren Ester befinden sich im Anhang.

4.12.3.2.1 Isoamylacetat

Die Isoamylacetat-Konzentration der analysierten Biere liegt zwischen 625 71
11.157 pg/l. Isoamylacetat ist ein Stoffwechselprodukt der Hefe [Back, 2008a] und
hat im Bier einen Schwellenwert von 1.600 g/l [Meilgard, 1975]. Der sensorische
Eindruck lasst sich als bananenartig, estrig beschreiben und ist insbesondere
charakteristisch fir Weizenbiere des estrigen Typs [Back, 2008a]. Die
sortenspezifische Verteilung ist der nachfolgenden Abbildung zu entnehmen.

156



4 Ergebnisse und Diskussion

Isoamylacetat (Essigsadure-lsopentylester)

by /1 Beschreibung des Aromas: nach Banane, esterig *

>9.200-11.200

>8.000-9.200 Schwellenwert: 1.600 pg/l *

I
> 6.800 - 8.000 ‘
> 6.400 - 6.800 l
>6.000 - 6.400 l
>5.600 - 6.000 l
>5.200- 5.600

>4.800- 5.200

>4.400 - 4.800
>4.000 - 4.400
>3.600 - 4.000
>3.200 - 3.600

>2.800-3.200
>2.400-2.800

>2.000-2.400
>1.600 - 2.000
>1.200- 1.600

> 800 - 1.200

400 - 800

Anzahl Biere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

400-| »800- |>1.200- »1.600-|>2.000-|>2.400-|>2.800-|>3.200-| »3.600- | >4.000- | »4.400- | >4.800- | »5.200- | >5.600-| »6.000- | >6.400- | »6.800- | >8.000- | »9.200-
800 1.200 1.600 2.000 2.400 2.800 3.200 3.600 4.000 4.400 4.800 5.200 5.600 6.000 6.400 6.800 8.000 9.200 11.200
u Helles 2 4 2 1 10 8 5 5 1 2 1
u Pils 3 4 7 5 12 1 3 3 1 1 1 2 1 1 1 1
WeiRbier 1 3 2 8 3 4 7 3 3 3 3 2 5
H Dunkel 2 1 3 7 1 1 1

Abbildung 51: Isoamylacetat-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS
Analyse [* Meilgard, 1975] - (N giere gesamt = 161 davon Npejes = 51; Npys = 47;
Nweizenbier = 47- Npunkel= 16)

Bei 91,5% der untersuchten Weizenbiere findet sich eine Isoamylacetat-
Konzentration im oberen Bereich von 3.600 7 11.200 pg/l. Bei den anderen
Biersorten liegt die Isoamylacetat-Konzentration vorwiegend unterhalb dieses
Bereichs. Die Hellen-Biere haben zu 86,3% eine Isoamylacetat-Konzentration von
800 1 3.600 pg/l. In einem ahnlichen Konzentrations-Bereich von 400 i 3.600 pg/l
finden sich 38 Pils-Biere (80,9%).

Hanke et al. (2012) konnte durch Additionsversuche zeigen, dass sich hohere
Isoamylacetatgehalte durch eine Anhebung des Schwellenwertes unterdriickend

auf das unerwiinschte DMS-Aroma auswirken.

Die nachfolgende Tabelle 77 zeigt im Chargenvergleich die Konzentrationen fur
Isoamylacetat verschiedener Dunkler-, Pils-, Heller- und Weizen-Biere auf. Fur
den Chargenvergleich wurden jeweils drei aufeinander folgende Produktions-
chargen der Afrischenh Blme Chargensergkeithy zeigenr die.
verschiedenen Biere sehr unterschiedliche Schwankungen in ihren Isoamylacetat-

Ergebnissen.
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Tabelle 77: Chargenvergleich von Isoamylacetat bei verschiedenen Bieren

Sorte Marke Chargel Charge2 Charge3 MW S VK
[ng/l] [ng/l [ng/] g/l [ug/l (%)

Dunkel DUN_1 2.329 2.687 2.576 2531 149 59
DUN_2 1.150 2.576 2.406 2.045 637 31,1

Pils PIL_1 1.455 1.066 2.004 1.508 385 255
PIL_2 1.430 1.150 777 1.119 267 23,9

PIL_3 1.234 1.254 1.142 1.210 48,8 4,0

PIL_4 1.812 2.135 2.274 2.074 194 9,3

PIL_5 1.398 1.169 1.749 1.439 239 16,6

PIL_6 2.353 3.521 2.326 2.733 557 20,4

PIL_7 2.051 2.244 2.272 2.189 97,1 44

Helles HEL_1 2.237 2.333 2.414 2.328 72,4 31
HEL_2 2.243 1.822 1.257 1.777 408 22,9

HEL_3 2.625 1.743 2.637 2.335 418 17,9

HEL_4 2.334 1.633 1.916 1.961 288 14,7

HEL_5 2.864 3.546 3.131 3.180 281 88

HEL_6 2.247 2.021 2.217 2.162 100 4,6

HEL_7 3.257 4.644 2.964 3.621 733 20,2

Weizen- WEI_1 4.165 4.130 3.833 4.043 149 3,7
bier WEI_2 3.494 4170 3.725 3.796 281 7,4
WEI_3 5.765 4.957 6.286 5.670 547 9,6

WEI_4 5.658 5.701 6.411 5.923 345 58

WEI_5 4.449 4931 5.404 4.928 390 7,9

WEI_6 4.386 5.252 5.363 5.000 437 8,7

WEI_7 7.311 9.934 7.923 8.389 1.120 134

WEI_8 5.454 4.361 5.321 5.046 487 9,7

Relativ konstante Werte weisen nahezu alle Weizenbiere auf. Von den acht
verschiedenen Weizenbieren haben sieben Sorten Isoamylacetat-Ergebnisse mit
einem Variationskoeffizienten < 10. Bei den Chargen einer dunklen Biersorte
hingegen unterscheiden sich die gemessenen Isoamylacetat-Konzentrationen um
bis zu 124%. Mehr als die Halfte der analysierten Pils- und Hellen-Biere haben
sehr starke Schwankungen der Isoamylacetat-Konzentration von Charge zu
Charge (14,0 < VK < 26,0). Die Konzentrationsunterschiede der miteinander
verglichenen Chargen schwanken sortenabhénigig bei Pils-Bieren um bis zu 88%
und bei Hellen-Bieren um bis zu 78%. In diesen Fallen wird zum Teil auch der
Schwellenwert von 1.600 pg/l zum einen unterschritten und dann wieder

Uberschritten.

4.12.3.2.2 2-Phenylethylacetat

Die 2-Phenylethylacetat-Konzentration der analysierten Biere liegt insgesamt
zwischen 103 1 3.806 pg/l. In Bier weist 2-Phenylethylacetat einen Schwellenwert
von 3.800 pg/l [Meilgard, 1975] auf. Von den Hellen-Bieren haben 49 Stick
(96,1%) eine Konzentration von 100 i 1.000 pg/l. Pils-Biere weisen vorwiegend
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Konzentrationen zwischen 200 i 900 ug/l auf (93,6%). Ahnlich verhalten sich die
Dunklen-Biere. Im Gegensatz dazu haben Weizenbiere etwas ho6here
2-Phenylethylacetat-Konzentrationen. Diese liegen fur 44 Stick (93,6%) bei 500 i
3.000 pgll.

2-Phenylethylacetat
ug !/l Beschreibung des Aromas: nach Rose, Honig, Apfel, siRlich *

Schwellenwert: 3.800 ug/l *

>3.500 - 4.000

>3.000- 3.500
>2.500 - 3.000
>2.000 - 2.500
>1.800 - 2.000
>1.600 - 1.800
>1.400 - 1.600
>1.200- 1.400
>1.000-1.200
>900- 1.000
> 800 - 900
>700- 800
>600- 700
>500- 600
>400- 500
>300- 400
>200- 300
100 - 200

Anzahl Biere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

100- | >200- | =300- | >400- | >500- | >600- | >700- | »800- | >900- |>1.000- >1.200-|>1.400-|>1.600-|>1.800-|>2.000-|>2.500-|>3.000-|>3.500-
200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1.200 1.400 1.600 1.800 2.000 2.500 3.000 3.500 4.000
M Helles 3 4 13 12 3 5 3 4 3 1 1
m Pils 1 10 7 9 8 3 5 2 2
m Weilbier 1 2 2 4 5 7 7 5 3 2 2 5 1 1
® Dunkel 1 2 4 4 3 1 1

Abbildung 52: 2-Phenylethylacetat-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-
MS Analyse [* Meilgard, 1975] - (N giere gesamt = 161 davon Nyejes = 51; Npjs = 47,
Nweizenbier = 47; Npunkei= 16)
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4.12.3.2.3 Buttersaure-Ethylester

Die Buttersaure-Ethylester-Konzentrationen liegen in einem Bereich von 21,0 i
195 pg/l und somit unterhalb des Schwellenwertes von 400 pg/l [Meilgard, 1975].
Wie nachfolgende Abbildung 53 zeigt, haben die meisten der analysierte Biere
(86,3%) eine Buttersaureethylester-Konzentration zwischen 30,0 i 110 pg/l, wobei

diese bei den Weizenbieren tendenziell etwas héher liegt.

Buttersaureethylester
Beschreibung des Aromas: nach Papaya, Butter, Apfel, stiRlich, parfimiert *

>190- 200 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
>180- 190 Schwellenwert: 400 pg/l *

T

Anzahl Biere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

<20-30 | >30-40 | >40-50 | >50-60 | >60-70 | >70-80 | >80-90 |>90- 100> 100- 110> 110- 120> 120- 130> 130 - 140> 140- 150> 150 - 160/> 160 - 170> 170 - 180> 180- 190> 190- 200
mHelles 3 5 6 7 1 5 5 4 1 1 1 1 1
mpils 5 9 12 7 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1

WeiBbier 2 4 3 4 6 10 10 3 1 2 1 1
m Dunkel 2 1 3 3 2 3 1

Abbildung 53: Buttersaure-Ethylester-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-
GC-MS Analyse [* Meilgard, 1975] - (N giere gesamt = 161 davon Nyepes = 51; Npjs = 47;
Nweizenbier = 47- Npunkel= 16)

4.12.3.2.4 Hexansaure-Ethylester

Bei den analysierten Bieren liegt eine Hexansaure-Ethylester-Konzentration in
einem Bereich von 8,9 1 347 pg/l vor. Der Schwellenwert im Bier liegt bei 230 pg/l
[Meilgard, 1975]. Hexansaure-Ethylester wird im Bier, aufgrund seines apfelartigen
Aromas, sensorisch eher negativ bewertet [Back, 2008a]. Die meisten Biere
(80,7%) liegen in einem Bereich von 40 7 180 ug/l. Wie aus der nachfolgenden
Abbildung 54 hervorgeht, haben 81,1% der Pils-Biere und 87,2% der Weizenbiere

eine Hexansaure-Ethylester-Konzentration zwischen 60 i 180 pg/l.
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Hexansiure-Ethylester
Beschreibung des Aromas: apfelartig, fruchtig, stRlich, anisartig *

L]

Schwellenwert: 230 pg/l *

>60-80
>40-60

>20-40

0-20 Anzahl Biere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35> 36 37 38

>100- | »120- | »140- | »160- | »180- | >200- | >220- | >240- | >260- | >280- | >300- | »340-
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 340 380

8 3 7 7 4 2 1 2 1 1 3 1

14 12 3 3 3 1

11 15 7 4 2 1 1 1 2

4 4 1 1 2

0-20 |>20-40|>40-60  >60-80 >80-100

m Helles 2 2 3
m Pils 1 1 1
= Weilbier 1
m Dunkel 1 1

NN oo s

Abbildung 54: Hexansaure-Ethylester Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-
GC-MS Analyse [* Meilgard, 1975] T (N giere gesamt = 161 davon Nyejes = 51; Npjs =
47; Nweizenbier = 471 Npunkel= 16)

4.12.3.2.5 Nicotinsaure-Ethylester

Die Alterungskomponente Nicotinsdureethylester [Eichhorn, 1991 und Lustig,
1994] liegt in den untersuchten Af r i sBieher in inem Konzentrationsbereich
von 12,8 i 103 ug/l vor. Dies ist weit unter dem Schwellenwert von 6.000 ug/l
[Meilgard, 1975]. Bei Alterung des Bieres nimmt die Konzentration von Nicotin-

saureethylester zu [Lustig, 1994].
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ug /1

>90,0
> 85,0 - 90,0
>80,0 - 85,0
>75,0 - 80,0
>70,0-75,0
>65,0 - 70,0
>60,0 - 65,0
>55,0 - 60,0
>50,0 - 55,0
> 45,0 - 50,0
>40,0 - 45,0
>35,0 - 40,0
>30,0 - 35,0
>25,0-30,0

>20,0-25,0

Nicotinsdureethylester
Beschreibung des Aromas: nach Arzneimittel, nach Tinktur *

Schwellenwert: 6.000pug /1 *

>15,0-20,0
10,0 - 15,0 Anzahl Biere
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
100- [ »150- | »>200- [ >250- | »300- | »350- | >400- [ >450- | »>50,0- [ »550- | >60,0- | »650- [ >700- | »>750- [ >80,0- [ >850- | _ o
15,0 20,0 25,0 30,0 350 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 75,0 80,0 85,0 90,0 "
m Helles 2 1 3 8 9 4 7 8 2 3 2 2
m Pils 3 10 3 8 12 4 4 1 1 1
M WeiRbier 4 2 2 9 6 1 [ 5 4 3 1 1 1 1 1
M Dunkel 1 1 2 1 2 1 2 2 1 2 1
Abbildung 55: Nicotinsdure-Ethylester-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-

GC-MS Analyse [* Schwellenwert: Meilgard, 1975] i (N giere gesamt = 161 davon

Nuelles = 51: Npiis = 47; Nweizenbier = 47: Npunkel= 16)

Nachfolgende Abbildung 56 zeigt die Verdnderung der Nicotinsdureethylester-

Konzentration von frischen und forciert gealterten Bieren.

Nicotinsaureethylester
Beschreibung des Aromas : nach Medizin, Tinktur *
100.0
Schwellenwert: 6000 pg/l =& FU<1 *
90.0
80.0
70.0
60.0
=
o 50.0
=
400
30.0
20.0
10.0
0.0
HEL_8 HEL 2 HEL_S HEL_3 PIL_1 PIL A PIL_ 8 PIL 3 WEI_2 WEI_8 WEI_4
m frisch 40.6 44.6 27.2 335 38.2 384 27.4 459 327 36.6 428
M gealtert 58.8 68.3 39.7 512 725 63.4 439 883 614 589 66.7

Abbildung 56: Vergleichvon Afrischenfi und Aforciert

saureethylester [Schwellenwert: * Meilgard, 1975]
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4 Ergebnisse und Diskussion

Generell lasst sich bei allen forciert gealterten Bieren ein Konzentrationsanstieg
feststellen, der im Bereich von 45 i 90% liegt. Lustig (1994) zeigt in seinen
Studien, dass Biere verschiedener Brauereien Uber einen Alterungszeitraum von
12 Monaten einen weitestgehend kontinuierlichen Anstieg in ihrer Nicotin-
saureethylester-Konzentration aufweisen. So wird zum Beispiel bei einer
Ausgangs-Konzentration von 5,0 pg/l im frischen Bier nach 12 Monaten Alterung

eine Nicotinsaureethylester-Konzentration von 167,3 pg/l erreicht [Lustig, 1994].

4.12.3.3 Konzentrationsverteilung der Bieraromastoffe 7 Organische
Sauren

Im Rahmen dieser Studie wurden die Konzentrationen der Hexansaure und
Octansaure bestimmt.
4.12.3.3.1 Hexansaure

Die Hexansaure-Konzentrationen in den analysierten Bieren liegen in einem
Bereich von 837 1 5.714 pg/l. Die sortenspezifische Verteilung ist in der nach-
folgenden Abbildung 57 dargestellt.

Hexansaure )
Beschreibung des Aromas: nach Ziege, Fettsdure, Gemise, Ol, schweillig*

Schwellenwert:  8.000 pg/l *

Mg /1

> 5.500 - 6.000
>5.000-5.500
>4.500-5.000
>4.000 - 4.500
>3.750-4.000
>3.500-3.750
>3.250-3.500
>3.000-3.250

>2.750-3.000

>2.500-2.750
>2.250-2.500
>2.000-2.250
>1.750-2.000
>1.500-1.750

>1.250-1.500

<1.000-1.250

Anzahl Biere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

<1000- | »1.250- | >1.500- | »1750- | »>2.000- | »>2.250- | >2.500- | »2.750- | >3.000- | »>3.250- | >3.500- | >3.750- | >4.000- | >4.500- | >5.000- | > 5.500-
1250 1.500 1.750 2.000 2.250 2.500 2.750 3.000 3.250 3.500 3.750 4.000 4.500 5.000 5.500 6.000
HHelles 3 5 2 2 4 11 5 4 5 4 1 3 1 1
H Pils 2 [ 10 9 7 4 4 4 1
WeiRbier 1 5 9 5 6 8 2 4 2 1 1 1 2
B Dunkel 1 1 3 3 4 3 1

Abbildung 57: Hexansaure-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS
Analyse [* Schwellenwert: Meilgard, 1975] T (N giere gesamt: 161 davon Nyepes: 51;
Npjs: 47; Nweizenbier: 47; Npunkel= 16)
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Ein Grol3teil (85,9%) der Hexanséure-Ergebnisse liegt in dem Bereich von 1.500 i
3.500 pg/l. Alle nachgewiesenen Konzentrationen liegen unter dem Schwellen-
wert von 8.000 ug/l [Meilgard, 1975].

4.12.3.3.2 Octansaure

Die Octansaure-Konzentrationen in den analysierten Bieren liegen in einem
Bereich von 2.838 i 6.137 ug/l. Die sortenspezifische Verteilung ist in der nach-
folgenden Abbildung 58 dargestellt. Diese Werte liegen alle unter dem sensorisch-
en Schwellenwert von 15.000 pg/I [Meilgard, 1975].

Octansaure
Beschreibung des Aromas: nach Ziege, Fettsaure, "nasser Hund" *
Mg/l
>6.000 - 6.200 \ \ \ \ \
Schwellenwert: 15.000 pg/l *
>5.800 - 6.000
>5.600 - 5.800
>5.400 - 5.600
>5.200- 5.400
>5.000- 5.200
> 4.800-5.000
> 4.600 - 4,800
> 4.400 - 4.600
> 4.200 - 4.400
>4.000 - 4.200
>3.800- 4.000
>3.600 - 3.800
>3.400-3.600
<3.200-3.400 Anzahl Biere
0 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
<3.200- >3.400- >3.600- >3.800- >4.,000- >4.200- >4.400- >4,600- >4.800- >5.000- >5.200- >5.400- >5.600- >5.800- >6.000-
3.400 3.600 3.800 4.000 4.200 4.400 4.600 4.800 5.000 5.200 5.400 5.600 5.800 6.000 6.200

u Helles 1 3 4 4 3 6 5 6 7 5 5 1 1

u Pils 4 5 7 4 9 5 3 3 3 1 2 1

» WeiBbier 1 4 5 4 9 7 6 2 3 5 1

= Dunkel 1 2 2 2 1 3 2 1 1 1

Abbildung 58: Octansaure-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS
Analyse [* Schwellenwert: Meilgard, 1975] 7 (N giere gesamt: 161 davon Nyejes: 51;
Npis: 47: Nweizenbier: 47: Npunkel= 16)

4.12.3.4 Konzentrationsverteilung der Bieraromastoffe i Terpene

Die Terpene gehoren zu den charakteristischen Aromastoffen im Hopfen [Sharpe
und Laws, 1981]. Aber nur wenige dieser Stoffe haben einen Einfluss auf das
Hopfenaroma im Bier. Aufgrund der verschiedenen Brauprozessschritte unter-
scheidet sich das Hopfenaroma im Bier deutlich von Aromastoffen im Hopfen
[Silbereisen, 1968].
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412.3.4.1 Linalool

Im Rahmen dieser Studie wurden in den verschiedenen Hopfensorten Linalool-
Konzentrationen von 9,6 17 161 pg/g nachgewiesen. Dass der Linaloolgehalt
wahrend des Brauprozesses stark abnimmt wird durch die in den Bieren
analysierten Linalool-Konzentrationen von 3,57 40,5 ug/l deutlich (Abbildung 59).
Hanke et al., (2008a, b) beschreibt die Transferraten verschiedener Hopfenaroma-
komponenten vom Hopfen tber die Wirze bis zum Bier. Dabei stellt er fest, dass
mit einer linaloolbasierten Hopfengabe am Ende der Kochung oder beim

Ausschlagen in den Whirlpool es moglich ist, ein konstantes Hopfenaroma im Bier

zu erhalten.
Linalool
g /1 Beschreibung des Aromas: hopfenaromatisch, citrusartig *
>40,0-45,0 Schwellenwert: 5,0 ug/l *
>35,0-40,0 20,0 pg/l **
80,0 pg/l ***

>30,0-35,0
>25,0-30,0
>20,0-25,0
>15,0-20,0
>14,0-15,0

>13,0-14,0

OH
5%
| [ | |
||

‘ Anzahl Biere

>12,0-13,0
>11,0-12,0
>10,0-11,0

>9,0-10,0

>8,0-9,0

>7,0-8,0

>6,0-7,0
>5,0-6,0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 20 27 28 29 30

>4,0-5,0
3,0-4,0

0-adan-5 506 0.1 o6 gy |08 " B8 [P B8 PR [  ome [ o e
m Helles 2 5 10 6 5 4 3 3 2 4 3 2 1 1

m Pils 1 9 5 4 3 5 1 3 2 2 2 4 3 1 1 1
WeiRbier 4 15 14 3 2 1 3 4 1

B Dunkel 1 1 3 3 1 2 4 1

Abbildung 59: Linalool-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS-Analyse
[Schwellenwert: * Harrison und Collins, 1968; ** Kaltner, 2000; *** Meilgaard,
1975b] - (N giere gesamt — 161 davon Npejes = 51; Npis = 47; Nweizenbier = 47; Npunkei= 16)

Wenn man von einem Schwellenwert von 5,0 pg/l ausgeht, kann bei den meisten
analysierten Bieren das Linalool als hopfenaromatische Komponente wahrge-
nommen werden. Bei den Hellen- und Pils-Bieren erstrecken sich die Ergebnisse
auf diesen gesamten Konzentrationsbereich. Ein Grof3teil (86,3 %) der Hellen-
Biere hat eine Linalool-Konzentration in dem Bereich von 5,0 - 35,0 ug/l. Bei den
Pils-Bieren liegen 80,4% uber dem Schwellenwert von 5,0 pg/l in einem Bereich
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von 50 17 45,0 pg/l. Es gibt aber auch 7 Helle- und 10 Pils-Biere mit keiner
wahrnehmbaren Linalool-Konzentration. Ein Grof3teil (80,9%) der Weizenbiere
hingegen, hat deutlich niedrigere Linalool-Konzentrationen in einem Bereich von
3,01 8,0 pg/l. Die Dunklen Biere (87,5 %) bewegen sich in einem Bereich von 6,0
T 13,0 ug Linalool pro Liter. Nachfolgende Tabelle 78 zeigt im Chargenvergleich
die Linalool-Konzentrationen verschiedener Dunkler-, Heller-, Pils- und Weizen-
biere. Es wurden jeweils drei aufeinanderfolgende Produktionschargen von nicht

gealterten Bieren analysiert.

Tabelle 78: Chargenvergleich von Linalool bei verschiedenen Biersorten

Sorte Marke Chargel Charge2 Charge3 MW S VK
[mo/1] [mo/1] (/1] o/l [uo/l] (%)

Dunkel DUN_1 11,3 12,4 11,4 12,1 0,5 4,0
DUN 2 8.3 8.3 7,5 8,0 0,4 5,0

Pils PIL 1 7,0 4.9 4.8 5,6 1,0 18,3
PIL 2 5,6 52 4.9 52 0,3 5,4

PIL_3 8,9 6,7 8,0 7.8 0,9 11,2

PIL_4 8,4 5,8 6,4 6,8 1,1 16,1

PIL_5 7,9 49 8,6 7,1 1,6 22,6

PIL_6 10,1 12,2 7,0 9,7 2,1 21,9

PIL_7 4.3 5,7 4.1 4,7 0,7 15,4

Helles HEL 1 5,7 54 3,5 49 1,0 20,4
HEL_2 3,8 5,7 54 5,0 0,9 17,3

HEL 3 5,5 4,3 4.1 4.6 0,6 13,7

HEL 4 4.7 4.1 52 4.7 0,5 9,7

HEL 5 8,5 7.8 6,2 75 1,0 12,8

HEL 6 57 5,5 6,5 5,9 0,4 6,8

HEL 7 7,8 12,5 6,7 9,0 2,5 27,8

Weizen- WEI_1 5,8 5,8 4.6 5,4 0,6 10,8
bier WEI_2 5,0 5,3 4.7 5,0 0,3 5.1
WEI_3 5,8 4.9 4.6 51 0,5 9,8

WEI_4 49 52 4,2 4.8 0,4 8,3

WEI_5 4.4 49 4.7 4.7 0,2 3,9

WEI_6 5,8 4.6 5,0 51 0,5 9,7

WEI_7 5,3 7,5 5,7 6,2 1,0 15,9

WEI 8 5,2 4.4 4,2 4.6 0,4 9,7

Im Chargenvergleich zeigen die verschiedenen Biere eine sehr unterschiedliche
Konstanz der Linalool-Konzentrationen. Etwa die Hélfte der 24 Biere weisen bei
den drei untersuchten Chargen relativ konstante Linalool-Konzentrationen auf, mit
einem Variationskoeffizienten < 10,0%. Bei den anderen Proben, insbesondere bei
nahezu allen Pils- und Helle-Biere schwanken die Linalool-Konzentrationen von
Charge zu Charge zum Teil bis zu 87% (10,0 < VK < 23,0). Treten bei einer Sorte
sehr groflen Schwankungen auf, dann wird bei einzelnen Proben h&ufig auch der

sensorisch relevante Schwellenwert von 5,0 pg/l unterschritten. Dies kann eine
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unmittelbare Auswirkung auf die wahrnehmbare Qualitdt des Bieres haben.
Eventuell kénnte in diesen Fallen das von Hanke et al. (2008b) empfohlene
Verfahren der linaloolbasierten Hopfengabe am Ende der Kochung hilfreich sein.
Mit dieser Methode der Dosage nach Linaloolgehalt kann auf saisonale und
sortenbedingte Schwankungen reagiert und ein konstantes Hopfen-aroma im Bier
erreicht werden [Hanke et al., 2008b].

Ferner wurde die Veranderung der Linalool-Konzentration bei Bieralterung
untersucht. Die nachfolgende Abbildung 60 zeigt die Veranderung der Linalool-
Konzentration von frischen und forciert gealterten Bieren. Dabei ist ersichtlich,
dass die forciert gealterten Biere im Vergleich zu den frischen Bieren einen um
127 124 % hoheren Linaloolgehalt aufweisen. Lustig (1994), fand in seinen Unter-
suchungen bei einem 12 Monate alten Bier einen Linaloolgehalt von 6,1 pg/l. Im
Gegensatz dazu hatte das frische Bier nur 3,6 pg/l Linalool.

Linalool
Beschreibung des Aromas: hopfenaromatisch, citrusartig *

Schwellenwert: 5,0 pg/l *

ng /1l

wirisch |

M gealtert 124 10.3 11.8 10.5 10.7 9.4 81 119 9.8 95 101

Abbildung60: Ver gl ei ch Afrischen Bierd amA Beispial ivenr Ltinalogle al t er t e
[Schwellenwert: * Harrison und Collins, 1968]

Kollmannsberger et al., (2006) untersuchte das Vorkommen glykosidisch gebund-
ener Aromakomponenten in Hopfen, Hopfenprodukten und in Bier. Dabei stellte er
bei einem 8 Wochen gelagertem Bier einen Anstieg an freien Linalool fest, bedingt
durch die Freisetzung an glykosidisch-gebundenem Linalool wahrend der
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Bieralterung. Dies bestatigt die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Linalool-
Ergebnisse.

4.12.3.4.2 b-Caryophyllen

Das Terpen b-Caryophyllen gehort zu den Hauptkomponenten des Hopfendls
[Sharpe und Laws, 1981]. In den, im Rahmen dieser Studie, analysierten Hopfen-
sorten liegt der Gehalt zwischen 219 7 2.311 pg/g. In den untersuchten Bieren
dagegen kommt b-Caryophyllen nur in minimalen Konzentrationen von 0,057 1,2
pg/l vor. Die Abbildung der b-Caryophyllen-Verteilung befindet sich im Anhang.
Der Schwellenwert von b-Caryophyllen in Bier liegt bei 450 pg/l [Silbereisen,
1968]. Bei den Versuchen zur Transferrate von Hopfenaromastoffen zeigt Hanke
et al. (2008a), dass b-Caryophyllen zwar in allen Wiurzeproben, aber nur in
einzelnen Bieren nachzuweisen war. Mitter et al. (2001) beschreibt ahnliche
Erkenntnisse in seinen Versuchen. Er konnte b-Caryophyllen und U-Humulen in
der Wiirze ebenfalls noch nachweisen, stelle aber auch grofR3e Verluste wahrend
des Wiirzekochprozesses fest. In weiteren Versuchen konnte er beobachten, dass
der geringe Rest an b-Caryophyllen und U-Humulen wahrend der Gérung

verschwindet.

4.12.3.4.3 U-Humulen

In Hopfendl hat U-Humulen entweder die groRte oder nach Myrceen die
zweitgroRte  Konzentration [Sharpe und Laws, 1981]. Die UHumulen-
Konzentration in Hopfen ist stark sortenabhéngig und betrdgt in den hier
analysierten Hopfenproben zwischen 664 1 5.672 pg/g. In Bier dagegen ist
U-Humulen, wie auch b-Caryophyllen, nur in Spuren vorhanden. Bei den
analysierten Bieren fanden sich U-Humulen-Konzentrationen von 0,1 i 4,6 ugl/l.
Die Abbildung der U-Humulen-Verteilung befindet sich im Anhang. Der
Schwellenwert von U-Humulen in Bier betragt 800 g/l [Silbereisen, 1968]. Mitter
et al. (2001) konnte U-Humulen in geringen Mengen in der Wiirze finden, stellte
aber fest, dass es wahrend der Garung verschwand. Hanke et al. (2008) konnte
bei seinen Untersuchungen in allen Wiirzen U-Humulen-Konzentrationen zwischen
10 © 40 pg/l nachweisen. Ferner ermittelte er, dass fur einige Biere die

U-Humulen-Konzentrationen wahrend der Fermentation sogar anstiegen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.12.3.5 Konzentrationsverteilung der Bieraromastoffe 1 Vinylaromaten

Im Rahmen dieser Studie wurden die Konzentrationen von 4-Vinylbenzol und von

4-Vinylguajakol untersucht.

4.12.3.5.1 Styrol (4-Vinylbenzol)

Die Untersuchungen zeigten, dass fir die Hellen-, Dunklen- und Pils-Biere keine
relevanten Styrol-Konzentrationen nachzuweisen waren. Bei all diesen Bieren

lagen die Styrol-Konzentrationen unterhalb von 1,0 7 2,0 pgl/l.

14

13

12

11

10

Anzahl Weizenbierproben
~

0,1-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 35-40 40-45 45-50 50-55 55-60

Styrol [pg/l]

Abbildung 61: Verteilung der Styrol-Konzentration in Weizenbier (n = 47)

Fur die Weizenbiere hingegen konnten Konzentrationen in einem Bereich von 0,1
Mg/l bis 58,3 pg/l ermittelt werden. Die genaue Verteilung derselben ist der
Abbildung 61 zu entnehmen. Neben vorwiegend hellen Weizenbieren wurden
auch vier dunkle Weizenbiere analysiert. Leichte und alkoholfreie Weizenbiere
wurden in dieser Abbildung nicht bertcksichtigt. Bei einzelnen Bieren wurde von
drei verschiedenen Produktionschargen bzw. von einer gealterten Charge der
Styrolgehalt gemessen. Bei etwa der Halfte der Weizenbiere ist ein Styrolgehalt
zwischen 15 und 25 pg/l nachzuweisen. Davon haben 13 Biere (27,7%) einen
Styrolgehalt von 157 20 pg/l und 11 Biere (23,4%) einen Styrolgehalt von 20 7 25
pg/l. Der Mittelwert liegt bei 26,5 pg/l. Bei den dunklen Weizenbieren liegt der
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Styrolgehalt &hnlich. Nur ein dunkles Weizenbier weist einen hdheren Wert von
51,4 pg/l auf. Alkoholfreie Weizenbiere enthalten nahezu kein Styrol. Bei einem
hellen Weizenbier wurden bei allen analysierten Chargen Uberraschenderweise
nur Spuren von Styrol (0,1 i 0,2 pg/l) gefunden. Dies liegt vermutlich an der
speziellen Gartechnologie dieses Bieres. Es stellte sich heraus, dass in Abhang-
igkeit von der Charge Styrol-Konzentrationen deutlich, bis tber 100%, variieren
kénnen (Tabelle 79). Des Weiteren wurde festgestellt, dass sich der Styrolgehalt
wahrend der naturlichen Alterung des Bieres nicht wesentlich verandert. Langos et
al. (2013) konnte mit einer neuen HS-GC-MS Schnellmethode Konzentrationen
von 13,01 31,1 pg/l Styrol in verschiedenen Weizenbieren quantifizieren. In unter-
garigen Bieren unterschiedlichen Typs lagen die Styrolgehalte ebenso unterhalb
der Nachweisgrenze. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass untergarige Hefen in

der Regel nicht in der Lage sind, Styrol in nennenswerten Mengen zu produzieren.

Tabelle 79: Chargenvergleich von Styrol bei verschiedenen Weizenbieren

Sorte Marke Chargel Charge2 Charge3 M S VK
[bg/l] [bo/1] [o/l] [bo/1] [g/l] (%)

Weizen- WEI_1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,0 35,9
bier WEI_2 15,8 18,4 23,3 19,1 3,1 16,3
WEI_3 16,2 19,2 16,5 17,3 1,3 7.8

WEI_4 19,6 24,3 20,8 21,6 2,0 9,2

WEI_5 21,8 19,5 45,7 28,8 12,0 41,5

WEI_6 15,8 17,0 18,5 17,1 11 6,5

WEI_7 24,6 43,7 34,0 34,1 8,0 23,5

WEI 8 32,5 21,7 20,9 25,0 5,3 21,1

In der Abbildung 62 ist das Streudiagramm von Styrol (ug/l) und 4-Vinylguajacol
(ug/l) aller analysierten Weizenbiere dargestellt. Es zeigt den linearen Zusammen-
hang zwischen dem 4-Vinylguajacolgehalt und dem Styrolgehalt auf. Der
Korrelationskoeffizient R liegt bei 0,7763. Eine Korrelation von Styrol mit dem
gebildeten 4-Vinylguajakol und 4-Vinylphenol wurde bereits beschrieben [Schwarz
und Methner, 2011 a, b]. Sie konnten auch nachweisen, dass aber keine direkte
Korrelation zwischen dem Zimtsduregehalt in der Wuirze und der Styrol-
Konzentration im Bier vorliegt. Dies zeigt, dass die Bildung von Styrol
hauptsachlich von der individuellen Prozessfuhrung abh&ngt. Insbesondere der
verwendete Hefestamm und die Temperaturen wahrend der Haupt- und Nach-

garung spielen eine entscheidende Rolle [Schwarz und Methner, 2011 a, b].
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Abbildung 62: Lineare Korrelation zwischen Styrol und 4-Vinylguajacol

Da Styrol zum Bieraroma keinen positiven Beitrag leistet und zudem ein

unerwinschter Stoff in Lebensmitteln ist, sollte die Konzentration in Bier mdglichst

gering sein. St yr ol wird von der Alnternational

[IARC, 2002], sowie von dem deutschen Bundesinstitut fir Risikobewertung [BfR,

2006] als A m° gl i c hleebseeegenc: f ¢ r den Me ns c h erei

Analystendaten zeigen, dass Potential zur Reduktion des toxikologisch relevanten
Styrols in Weizenbier vorhanden ist. Die nachgewiesenen Styrolkonzentrationen
fiihren allerdings nicht zur Uberschreitung von der WHO festgelegten TDI- und
ADI-Werte durch den Konsum von Weizenbier. Bei Konzepten zur Minimierung
des Styrolgehaltes liegt die Herausforderung darin, dass die charakteristischen
sensorischen Eigenschaften, d.h. Aroma und Geschmack des trinkfertigen

Weizenbieres auch weiterhin erhalten bleiben [Langos et al., 2013].

4.12.3.5.2 4-Vinylguajakol

Das 4-Vinylguajakol ist mit seinem gewirznelkenartigen Aroma der charakter-
istische Aromastoff des phenolischen Weizenbiertyps [Back, 2008a]. Der Schwel-
lenwert liegt bei 300 ug/l [Meilgard, 1975]. Konzentrationen des 4-Vinylguajakols
Uber 4.000 pg/l werden jedoch haufig als unangenehm medizinisch wahrgenom-
men [Back, 2008a].
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4-Vinylguajakol
ug /1 Beschreibung des Aromas: karbolartig (phenolisch, nelkenartig) *

>3.000-3.200
>2.800 - 3.000
>2.600 - 2.800
>2.400 - 2.600
>2.200-2.400
>2.000-2.200
>1.800-2.000
>1.600 - 1.800
>1.400 - 1.600
>1.200- 1.400
>1.000-1.200
>800- 1.000

> 600 - 800

> 400 - 600

> 360 - 400
>320- 360
>280- 320
>240- 280
>200- 240
100 - 200

‘ ‘ Schwellenwert: 300 pg/l*
OH

— o

— ™~

| | | | |

| | ‘ ‘

| |

Anzahl Biere

0 1 2 3 4 Bl 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

100- | »200- | »240- | »280- | »320- | »360- | »400- | »600- | »800- |»1.000- »1.200-|>1.400-|>1.600-|>1.800-|>2.000-|>2.200-|>2.400- >2.600-|>2.800- >3.000-
200 240 280 320 360 400 600 800 1.000 1.200 1.400 1.600 1.800 2.000 2.200 2.400 2.600 2.800 3.000 3.200
m Helles 7 12 g 7 [ 2 8 1
 Pils 6 9 13 4 2 5 7

WeiRbier 1 2 1 5 2 6 3 12 8 3 3 1
= Dunkel 2 2 2 5 3 1 1

Abbildung 63: 4-Vinylguajakol-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS
Analyse [* Schwellenwert: Meilgard, 1975] - (N giere gesamt = 161 davon Nyejes = 51;
Npiis = 47; Nweizenbier = 47; Npunkel= 16)

Die Konzentrationen der analysierten Weizenbiere liegen, bis auf eine Ausnahme,
weit Uber dem Schwellenwert in einem Bereich von 1.093 i 3.113 pg/l. Die drei
Chargen des We i z e nweises rnebsn eM&NE behrl riiedrigen
Styrolgehalt auch eine niedrige, nicht Weizenbier typische, 4-Vinylguajakol-
Konzentration auf. Dies ist vermutlich auf den verwendeten Hefestamm
zurtckzufihren. Fur die Hellen-, Pils- und Dunklen-Biere konnten 4-Vinylguajakol-
Konzentrationen von 105 7 678 pg/l nachgewiesen werden. Von diesen 114
Bieren liegt bei einer Uberwiegenden Anzahl von 89 Bieren die 4-Vinylguajakol-
Konzentration unter dem Schwellenwert. In diesem unteren Bereich sind die

verschiedenen Biersorten hinsichtlich ihrer Konzentration relativ gleich verteilt.

Wackerbauer (1978) zeigte, dass bei den untergarigen Kulturhefen kein Stamm
Ferulasaure decarboxylieren und 4-Vinylguajakol bilden konnte. Dies erklart auch
die niedrigeren 4-Vinylguajakol-Konzentrationen bei den Pils-, Hellen- und
Dunklen-Bieren. Die hier vorhandenen 4-Vinylguajakol Mengen muissen dann

durch thermische Decarboxylierung der Ferulasaure entstanden sein.
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Bei acht Weizenbieren wurde ein Chargenvergleich mit jeweils drei Bieren aus
unterschiedlichen Produktionschargen durchgefuhrt. Die Schwankungen der
4-Vinylguajakol-Konzentration der einzelnen Chargen sind stark sortenabhangig

(Tabelle 80). Bei vier Sorten gibt es gréf3ere Unterschiede (10,0 < VK < 27,0).

Tabelle 80: Chargenvergleich von 4-Vinylguakol bei verschiedenen Weizenbieren

Sorte Marke Charge 1 Charge 2 Charge 3 M S VK
[ug/1] [ug/1] [ng/1] [ng/1] [ng/1] (%)
Weizen-  WEI_1 512 421 260 397 104 26,2
bier WEI_2 1.325 1.831 1.637 1.598 208 13,0
WEI_3 1.880 1.955 2.138 1.991 108 54
WEI_4 2.064 2.382 2.206 2.217 130 5,9
WEI_5 2.327 2.169 2.198 2.231 68,6 31
WEI_6 1.236 1.093 1.346 1.225 104 8,5
WEI_7 1.338 2.145 1.700 1.728 330 19,1
WEI_8 2.022 1.551 1.740 1.771 193 10,9
4.12.3.6 Konzentrationsverteilung der Bieraromastoffe 1 Lactone

Das Lacton 2-Nonalacton gehort zu den alterungsrelevanten Aromastoffen, die bei

der Bieralterung zunehmen [Eichhorn, 1991; Lustig, 1994].

y-Nonalacton

pg /1 Beschreibung des Aromas: kokosartig, stRlich [Narzif, L. et.al.; 1999]

>220- 250
>190- 220
>160- 190
>130- 160
>100- 130
>90,0 - 100

>80,0-90,0

>70,0-80,0
>60,0-70,0

>50,0 - 60,0

>40,0-50,0

>35,0-40,0
>30,0-35,0
>25,0-30,0
>20,0-25,0
>15,0-20,0

Schwellenwert: 11,2 ug/l *
80,0 ug/l **

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

>10,0- 15,0

5,0 - 10,0 | ‘ Anzahl Biere

50-[>100-]>150- | >20,0- | >25,0- [ >30,0- | >35,0- | >40,0- | >50,0- | >60,0- | >70,0- | >80,0- | >90,0- | >100- | >130- | >160- | >190- | >220-
10,0 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 90,0 100 130 160 190 220 250
mHelles 3 6 6 10 10 4 1 3 2 1 1 2 1 1
1 1 2 2

HPils 8 8 2 1
WeiBbier 3 9 8 5 8 4 2 3 1 1 1 1 1
1 3 1 1 4 3 1 1 1

B Dunkel

Abbildung 64: 9o-Nonalacton-Konzentrationen der analysierten Biere, mittels HS-Trap-GC-MS
Analyse [Schwellenwerte: * Suzuku, 2006; ** Yamashita, 2006] T (N giere gesamt =
161 davon Nyejes = 51; Npiis = 47; Nweizenbier = 47; Npunke= 16)
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Il m Rahmen di eser -Né&ulactwn ia dek @61 ranakysierten nicht-
gealterten Bieren in Konzentrationen von 6,9 i 232 pg/l nachgewiesen werden
(Abbildung 64). Davon liegen 138 Biere (85,7%) in dem Konzentrationsbereich
von 5,0 1 50,0 ug/l. Bezuglich des Schwellenwertes von 2-Nonalacton in Bier gibt
es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Zum einen wird der Schwellenwert
mit 11,2 pg/l [Suzuku, 2006] und zum anderen mit 80,0 pg/l [Yamashita, 2006]

angegeben.

In der nachfolgenden Abbildung 65 wi rd di e Ver 2-Nahaactanrng der
Konzentration von frischen und forciert gealterten Bieren dargestellt.

y-Nonalacton

Beschreibung des Aromas: kokosartig, stRlich [Narzi? et al., 1999]
42
40
38
36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10
8

Schwellenwert: 11,2 ug/l *
80,0 pg/l **

Mg /1

6
4
2
0

HEL_8 HEL_2 HEL_5 HEL_3 PIL_1 PIL_4 PIL_8 PIL_3 WEI_2 WEI_8 WEI_4
m frisch 222 215 275 155 250 206 185 325 241 153 141

M gealtert 29.3 289 331 218 322 24.7 236 394 256 227 15.9

Abbildung65: Vergleiclkchemin Admd Aforciert gealtertenf Bi
Nonalacton [Schwellenwerte: * Suzuku, 2006; ** Yamashita, 2006]

Bei all en gealterten Bi e-Naalactdn-&onzentraionn An st
zwischen 6 1T 48% festgestellt werden. In der Arbeit von Lustig (1994) wird die

Ver 2 nder unionalacen-Konzentration Uber einen Zeitraum von 12

Monaten fir verschiedene Biere untersucht. Es kann eine Veranderung dieser
Alterungskomponente von 30,2 pg/l im frischen Bier bis zu 100,2 pg/l im 12

Monate alten Bier ermittelt werden [Lustig, 1994].
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4.13 Vergleich der Ergebnisse aus der HS-Trap-GC-MS
Analyse von Bier mit Literaturwerten

Die nachfolgende Tabelle 81 zeigt den Vergleich der Ergebnisse aus der HS-Trap
Analyse mit Literaturwerten von Back, (2008a). Bei den HS-Trap Ergebnissen
liegen mindestens 80% der analysierten Biere in den angegebenen Konzen-
trationsbereichen. Insgesamt wurden 47 Weizenbiere und 51 Helle Biere mittels
HS-Trap-GC-MS untersucht. Die zugrundeliegende Probenanzahl bei den
Vegleichswerten ist nicht bekannt. Die unterschiedliche Ausstattung mit
Aromastoffen laf3t sich auf die verschiedenen Brauverfahren von Weizenbier und
Hellem Vollbier zurickfihren [Back, 2008a]. Weizenbiere verfigen nicht nur Gber
hohere Konzentrationen an Aromastoffen, v.a. im Bereich der Garungsneben-
produkte, sondern auch tber gréRere Schwankungsbreiten [Back, 2008a]. Diese
Unterschiede kénnen mit den gewonnenen Ergebnissen der HS-Trap Analyse
umfanglich bestatigt werden. Generell stimmen die HS-Trap Analysenwerte
durchgangig sehr gut mit den Konzentrationsangaben von Back (2008a) Uberein.

Tabelle 81: Vergleich der Ergebnisse der HS-Trap Analyse von ausgewahlten Bieraromastoffen in
Weizenbier und Hellem Vollbier mit Literaturwerten von Back (2008a).

Konzentration Konzentration Konzentration = Konzentration
Bieraromastoffe Weizenbier Weizenbier Helles Vollbier Helles Vollbier
[Back, 2008a] HS-Trap [Back, 2008a] HS-Trap
2-Methyl-propanol-1 mg/l 20,01 60,0 15,471 47,4 10,07 20,0 4,77 18,7
3-Methyl-butanol-1 mg/l 40,07 100,0 56,471 98,4 30,071 50,0 42,47 77,1
1-Heptanol ug/l 10,07 50,0 14,97 27,7 10,07 30,0 3,51 19,1
1-Octanol ug/l 10,07 40,0 2,07 11,2 20,07 40,0 531 13,3
2-Phenylethanol mg/l 15,07 45,0 14,47 32,6 10,07 30,0 12,27 25,0
Essigsaure-lsopentylester mg/l 0,571 8,0 351 7,3 0,57 2,0 1,31 35
Essigsaure-Hexylester uo/l 3,00 15,0 3,07 11,3 3,07 15,0 297 58
Essigsaure-Heptylester uo/l 2,07 10,0 0,77 1,8 2,07 6,0 0671 11
Essigséaure-Octylester ug/l 157 5,0 0,31 25 1,07 5,0 0,81 2,6
Essigsaure-Furfurylester ug/l 3,001 20,0 10,37 25,5 10,07 30,0 10,77 27,5
Essigsaure-2-Phenylethylester mg/l 0,27 2,0 0,71 2,6 0,17 0,3 0,371 0,9
Buttersaure-Ethylester mgl/l 0,057 0,20 0,067 0,11 0,057 0,15 0,047 0,09
Hexansaure-Ethylester mgl/l 0,057 0,30 0,087 0,16 0,057 0,30 0,027 0,22
Octansaure-Ethylester mg/l 0,107 0,40 0,117 0,35 0,107 0,50 0,117 0,27
Decansaure-Ethylester mg/l 0,017 0,05 0,037 0,11 0,017 0,05 0,027 0,06
Dodecanséaure-Ethylester ug/l 1,07 5,0 2,01 74 2,01 10,0 1,17 55
Hexansaure mg/l 1,07 4,0 167 3,2 0,571 2,0 157 3,7
Octansaure mg/l 2,071 10,0 417 54 2,01 10,0 3,71 5.2
o-Nonalacton uo/l 20,07 50,0 10,91 42,7 20,07 40,0 10,41 51,8
4-Vinylguajakol mg/l 057 4,0 1,27 24 0,17 1,0 0,17 04

Die nachfolgende Tabelle zeigt den Vergleich der Ergebnisse aus der HS-Trap
Analyse mit Literaturwerten einer SPME- und SBSE-Analyse von Harak, (2010).
Bei den HS-Trap Ergebnissen liegen mindestens 80 % der analysierten Biere in

dem angegebenen Konzentrationsbereich. Insgesamt wurden 47 Pils Biere mittels
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HS-Trap-GC-MS untersucht. Die Probenanzahl bei den Vergleichsbieren ist
wesentlich niedriger. Zudem wurden nicht die gleichen Sorten bzw. Chargen
analysiert. Ein Vergleich ist daher kritisch zu betrachten. Die Tabelle 82 zeigt eine
sehr gute Ubereinstimmung der SPME- und SBSE-Analysendaten. Die Ergebnis-
se der HS-Trap Analyse stimmen aber dennoch uberwiegend gut mit den Ver-

gleichswerten tberein.

Tabelle 82: Vergleich der Ergebnisse der HS-Trap Analyse von ausgewdahlten Estern in Pils mit
Literaturwerten von SPME- und SBSE-Analysen von Horak et al. (2010).

Konzentration Konzentration Konzentration
Bieraromastoffe i Ester SPME-Analyse (Pils) SBSE-Analyse (Pils) HS-Trap Analyse

[Horak et al., 2010] [Horak et al., 2010] (Pils)
Essigsaure-Isopentylester mg/l 107 21 117 21 11 i 44
Essigsaure-2-Phenylethylester mg/l 0,2 i1 1,0 03 71 1,0 0,2 10,7
Hexansaure-Ethylester mg/l 0,2 7 03 021 03 0,057 0,15
Octansaure-Ethylester mg/l 0171 04 01171 04 0,1 70,2
Decansaure-Ethylester mg/l 0,027 0,08 0,037 0,10 0,027 0,06
Dodecansaure-Ethylester ug/l 10,0 1 20,0 20,0 i 30,0 11 i 52

4.14 Methodenvergleich zur Aromastoffanalyse von Bier

In der Tabelle 83 werden verschiedene Methoden zu Analyse von Aromastoffen in
Bier einander gegenibergestellt. Die Ergebnisse der Bieranalyse mittels HS-Trap-
GC-MS lassen erkennen, dass durch den Anreicherungsschritt auch Terpene und
Ethylester in niedrigen Konzentrationen noch gut detektiert werden kénnen. Die
HS-Trap-GC-MS Methode ist schnell und einfach anzuwenden und zeichnet sich
insbesondere durch eine unkomplizierte Probenvorbereitung aus. Ferner hat sie,
wie auch die Stir Bar Sorptive Extraction, den Vorteil, dass keine organischen
Losungsmittel bendtigt werden. Die SBSE eignet sich sehr gut fur die
Spurenanalyse von wassrigen Proben. Diese Methode ist leicht zu handhaben,
robust und prazise. Allerdings ist die relativ lange Extraktionszeit der SBSE-
Methode nachteilig. Die MEBAK-Methode mit der destillativen Anreicherung und
Dichlormethanextraktion ist insbesondere fir flichtige Bierinhaltsstoffe geringerer
Konzentration vorteilhaft. Die Probenvorbereitung gestaltet sich allerdings
aufwendiger. Nachfolgend werden drei Methoden zur Analyse von Bieraroma-

stoffen einander gegenibergestelit.
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Tabelle 83: Methodenvergleich zur Analyse von Aromastoffen in Bier

HS-Trap

Dichlormethanextraktion

(Mebak: Band Ill, 1.1.3)

SBSE
(siehe Kap. 2.3.6)

Prinzip Analyse fllichtiger 1 Anreicherung fllichtiger 1 Extraktion der hydropho-
organischer Verb. Bierinhaltsstoffe mittels ben Bierinhaltsstoffe
aus dem Dampf- Wasserdampfdestillation mittels PDMS beschicht-
raum der Bierprobe . . eten Rihrstédbchen

9 Extraktion mit CH.Cl,
HS-Trap-GC-MS 1 GC-FID 1 GC-MS

Material 5,0 ml Bier (4°c) 1 100 ml Bier 1 30 mlBier
2,0 g NaCl T 22g NaCl+1,0 g K2S;0s f PDMS-beschichtete Riihr-

T 1 ml CH.Cl stdbchen /Magnetrihrer

Zeiten keine aufwendige 1 5min/ 30min/ 30min/ 15min 1 Extration:2hi 4h

Probenvorbeeitung (Dest./ Kiithlen/ Schitteln/ Zentrifugieren)
) 1 GC-/MS: ca. 40 min
GC-/MS: 40 min 1 Destillat entfernen u. org.
Phase Uberfihren
T GC-/FID: ca 40 min

Gesamt ca. 45 min T ca.2h T ca.25hi 45h

Bewertung einfache, schnelle Wasserdampfdestillations- 1 einfache Anwendung
Anwendung apparatur, Zentrifuge, - .

Schittler erforderlich T hohe Empfindlichkeit
besonders gut ge- 1 lange Extraktionszeit
eignet fir leichter- | 1 aufwendige, Probenvorbe- ange Extrationsze
fltichtige Bierinhalts- reitung, viele Arbeitsschritte
stoffe (evtl. Verluste)

9 durch die Anreicherung

kénnen auch Verbindungen
mit geringerer Konzentration
oder geringer Flichtigkeit
erfasst werden
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Headspace-Trap-GC-MS Methode ein
neues Verfahren zur schnellen quantitativen Bestimmung von flichtigen
Verbindungen in Hopfen und Bier entwickelt und validiert. Generell zeichnet sich
die HS-Trap Methode dadurch aus, dass sie schnell und einfach anzuwenden und
zudem sehr empfindlich ist. Fur die Gewinnung des Hopfenextraktes wurde ein
Verfahren der Ultraschallextraktion entwickelt. Die dazu erforderliche Proben-
vorbereitung beschrénkt sich auf eine geringe Anzahl von Arbeitsschritten. Zudem
wird nur eine kleine Probenmenge von 2,0 g gemahlenen Hopfen-/pellets benotigt.
Bei der Ermittlung der optimalen Extraktionsparameter (55°C, 45 min) wurde
darauf geachtet, dass eine hohe Ausbeute erreicht wird, die Probe aber dabei
einer moglichst geringen thermischen Belastung ausgesetzt wird. Als HS Sampler
wurde ein Turbo Matrix HS-Tr ap Sampl er mi t einer AAir
graphitisiertem Kohlenstoff und Kohlenstoffmolekularsieb, verwendet. Durch die
Anwendung von bis zu vier Trap-Anreicherungs-Zyklen konnte mit diesem
hochempfindlichen System eine deutliche Herabsetzung der Nachweisgrenzen
erreicht werden. Die HS-Trap Methode wurde anfangs in Modelllésungen etabliert
und dann auf die Matrix Hopfen und Bier Ubertragen. Eine Anzahl von zwei Trap-
Zyklen erwies sich dabei als ideal. In den Hopfenproben konnten mehr als 65
fluchtige Verbindungen identifiziert werden, von denen 20 wichtige Hopfen-
komponenten quantitativ bestimmt wurden. Zur Uberpriifung der Praxistauglichkeit
der Methode wurden insgesamt 70 authentische Hopfenproben unterschiedlicher
Sorten und Anbauregionen mit der neuen HS-Trap-GC-MS Methode quantitativ
analysiert und mit den Ergebnissen dier AEur
Referenzmethode zur Hopfendlanalyse verglichen. Im Gegensatz zu der
etablierten, auf Wasserdampfdestillation basierenden, EBC i Standardmethode
zeichnet sich die neue HS-Trap Methode durch seine gute Automatisierbarkeit
aus. Zudem koénnen sehr viele Proben parallel aufbereitet werden, was ebenfalls
zu einer deutlichen Zeitersparnis beitragt. Die HS-Trap Methode ist daher deutlich

schneller und effizienter als die EBC Hopfenél-Methode.

Die HS-Trap Methode zeigte eine gute Prazision der Analysendaten. Zur
Bewertung der Ergebnisse wurden die ermittelten Konzentrationen (ug/g) beider

Methoden einer Korrelationsanalyse unterzogen. Fur weitgehend alle
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Komponenten, aul3er Caryophyllenoxid, wurde eine gute Korrelation zwischen den
Ergebnissen der HS-Trap Methode und der EBC-Methode gefunden. Aus den
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Korrelation der Analysen-
ergebnisse sehr stark vom Siedepunkt beziehungsweise vom Partialdruck der
einzelnen Substanzen abhangt ist. Dabei wurde festgestellt, dass Substanzen mit
einem Siedepunkt < 215°C eine optimale Ubereinstimmung (R 0,9800)
zwischen den HS-Trap- und den Hopfentl-Daten aufweisen. Verbindungen mit
einem relativ niedrigen Siedepunkt, wie zum Beispiel alle Monoterpene, der
Terpenalkohol Linalool sowie einige Ester und Ketone erreichen mit der HS-Trap
Methode hohere Messwerte als mit der EBC Hopfendél-Methode. Im Gegensatz
dazu, werden fir die hoher siedenden Substanzen, wie die Sesquiterpene
UHu mul e n -Oargophyllén sowie einige Ester und Ketone, mit der EBC
Hopfendl-Methode héhere Konzentrationen quantifiziert. Die Werte des Epoxids
Caryophyllenoxid, das einen hohen Siedepunkt aufweist, stimmten nicht mit den
Ubrigen Ergebnissen Uberein. In diesem Fall sind die Ergebnisse der HS-Trap-
Analyse um durchschnittlich 2,9-mal hoher als die Ergebnisse mit der Hopfendl-
Methode. Aufgrund der geringen Flichtigkeit dieser Komponente waren eigentlich

mit der Hopfendél-Methode héhere Analysenergebnisse zu erwarten gewesen.

Versuche bestatigen, dass weder wahrend der Herstellung des Hopfenextraktes
noch bei der Analyse selbst eine Oxidation von Caryophyllen zu Caryophyllenoxid
stattgefunden hat. Mit Hilfe von Re-Destillationsversuchen wurde daraufhin die
Auswirkung der Wasserdampfdestillation auf die Zusammensetzung des Hopfen-
Ols genauer untersucht. Die Ergebnisse belegen, dass das Epoxid Caryophyllen-
oxid durch die Wasserdampfdestillation zum Teil zersetzt und dadurch seine
Wiederfindung stark reduziert wurde. Bei den Re-Destillationstests zeigte sich
ferner, dass insbesondere die Konzentrationen der hoch flichtigen Monoterpene
und einiger Ester zum Teil ebenfalls sehr stark reduziert wurden. Dadurch erklaren

sich auch die héheren HS-Trap Ergebnisse fur diese Substanzen.

Im Gegensatz zu friheren Literaturangaben wurde bei der Auswertung der
Ergebnisse deutlich, dass die Hopfensorten nur in einzelnen Fallen aufgrund ihres
Hopfenodlgehaltes eindeutig voneinander unterschieden werden kdnnen. Bei den

meisten Hopfensorten kann fir den Hopfenolgehalt ein Konzentrationsbereich
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angegeben werden, der sich mit dem Olgehalt anderer Sorten iberschneidet. Um
eine eindeutige ldentifizierung und Differenzierung der Hopfensorten zu erleichtern
wurden aus den Analysenergebnissen sogenannte Hopfendlaromadiagramme
entwickelt. Diese Korrelationsdiagramme zeigen jeweils graphisch den linearen
Zusammenhang zwischen dem Hopfendlgehalt (pg/g) und der Konzentration
einzelner Hopfenaromastoffe (ug/g) auf. Aus den Diagrammen ist ersichtlich, dass
es fur jede Hopfensorte charakteristische Konzentrationsbereiche, sogenannte
AClusterfi, gi bt . |l m Rahmen di eser -Ar beit
Olaromadiagrammen spezifische Hopfenaromaprofile abgeleitet, die als sorten-
charakteristischer AFingerprintfi angesehen
Hopfenaromaprofile bertcksichtigen sowohl den Hopfendlgehalt als auch die
sortenspezifischen Konzentrationsbereiche fir die einzelnen Aromakomponenten.
Fir eine eindeutige Sortendifferenzierung bzw. Sortenidentifizierung kbnnen dann
die Analysenergebnisse der untersuchten Hopfenprobe hinsichtlich ihrer
Ubereinstimmung mit den Hopfenaromaprofilen in der angelegten Datenbank

verglichen werden.

Des Weiteren wurde die neue Erkenntnis gewonnen, dass eine rein rechnerische
Ermittlung der sortenspezifischen Hopfendlmenge grundséatzlich méglich ist. Dies
belegen die Ergebnisse der Korrelationsanalyse aus den Daten der HS-Trap-GC-
MS Analyse. Die Summe der Einzelkomponenten (ug/g) aus der HS-Trap Analyse
korreliert mit der tatsachlichen Hopfendlmenge (ug/g) aus der EBC-Analyse mit R
= 0,9682. Mit einer Ausdehnung der Anzahl der analysierten Komponenten kdnnte
die rechnerische Bestimmung des Hopfendlgehaltes mit Hilfe der HS-Trap
Methode unter Umstanden noch sehr viel genauer werden. Zur statistischen
Uberprufung der HS-Trap-GC-MS Methode und EBC-Hopfendlmethode wurde
ferner ein t-Test durchgefuhrt. Das Ergebnis des t-Testes bestatigt, dass bei
keinen der beiden Messreihen beziehungsweise Analysenmethoden ein

systematischer Fehler aufgetreten ist.

Die Datenauswertungen der Korrelationsanalyse beweisen, dass insbesondere
Komponenten derselben chemischen Substanzgruppe gut miteinander korrelieren,
d.h. mit R > 0,9000. Dies ist beispielsweise zutreffend fur die Gruppe der

Monoterpene und die Gruppe der Sesquiterpene. Linalool korreliert mit keiner der
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anderen untersuchten Hopfenélkomponenten. Die Korrelationsanalyse zeigt auch,
dass nur die Monoterpene eine gute Korrelation mit der Hopfendlmenge aufweisen
(R > 0,9000). Die Korrelationskoeffizienten R wurden aus den Konzentrations-

angaben (ug/g) berechnet.

Die HS-Trap-GC-MS Methode wurde auch erfolgreich fur die quantitative
Bestimmung fliichtiger Verbindungen im Bier adaptiert. Es konnten hier ebenfalls
die Vorteile der einfachen Anwendbarkeit und der guten Automatisierbarkeit
genutzt werden. Mit Hilfe der HS-Trap Analyse wurden 97 flichtige Verbindungen
erkannt und davon 30 wichtige Komponenten quantifiziert. Insgesamt wurden 161
authentische Bierproben analysiert. Die HS-Trap Methode liefert eine hohe
Prazision der Messergebnisse. Durch die hohe Empfindlichkeit der Methode
konnten flichtige Analyten wie Heptylacetat, Octylacetat, Ethylphenylacetat,
b-Caryophyllen, h-Humulen und Styrol im Bier auch in niedrigen Konzentrationen
bis zu 0,1 pg/l bestimmt werden. Im Rahmen des Chargenvergleichs wurde
festgestellt, dass einige Biere von Charge zu Charge sehr grof3e Konzentrations-
schwankungen ihrer Analyten aufweisen. Die Ergebnisse belegen, dass so bei
verschiedenen konventionell gebrauten Bieren der sensorisch wahrnehmbare
Schwellenwert fur biercharakteristische Aromastoffe wie zum Beispiel Linalool,
Isoamylalkohol oder Isoamylacetat bei einer Charge beispielsweise Uberschritten
und bei der darauf folgenden Charge aber wieder unterschritten wurde. Fir einige
Biere wurde mit der HS-Trap-GC-MS Methode ergédnzend die Veranderung
alterungsrelevanter Bierinhaltsstoffe untersucht. Dabei wurde auch die Ver-
anderung der fur das Hopfenaroma des Bieres relevanten Linaloolkonzentration
bei der Bieralterung ndher betrachtet. Gegeniber frischen Bieren zeigte sich bei
den gealterten Bieren ein Konzentrationsanstieg an freiem Linalool, welcher durch
die Freisetzung des glykosidisch gebunden Linalools begrindet wird. Diese

Ergebnisse entsprechen den Erkenntnissen aus der Fachliteratur.
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Bei der Bierherstellung wird zunehmend auch
angewandt. Bei diesem Verfahren der Kalthopfung werden durch die direkte
Zugabe von Hopfenél zum Beispiel vor der Filtration ganz gezielt die sensorisch
relevanten Schlisselaromastoffe des Hopfens, wie Linalool, in das Bier
eingebracht. Die Herstellung besonders hopfenaromatischer Biere kann so
gezielter gesteuert werden. Um eine konstante und auch sensorisch wieder-
erkennbare Bierqualitat sicherzustellen, missen die Konzentrationen der
einzelnen Hopfenaromakomponenten genau und zuverlassig ermittelt werden
kénnen. Daher besteht fur die Routineanalytik hopfenverarbeitender Unternehmen
und auch Brauereien ein groRer Bedarf an leistungsfahigen, schnellen und
kostengunstigen Verfahren zur Bestimmung von Aromastoffen in Hopfen und Bier.
Die bislang gangig angewendete Methode zur Quantifizierung von Hopfen-
O0lkomponenten ist die Wasserdampfdestillation mit GC-FID Detektion (EBC-
Methode). Mit der Headspace-Trap-GC-MS Methode wurde dazu ein alternatives,

weitgehend automatisierbares Analysenverfahren entwickelt.

Die zu analysierenden Medien Hopfen und Bier zeichnen sich vor allem dadurch
aus, dass relativ viele Komponenten mit sehr unterschiedlichen Konzentrations-
bereichen und Siedepunkten erfasst werden mussen. Die analytische Zielsetzung,
eine schnelle und zuverlassige Methode mit einfacher Probenvorbereitung,
moderater Analysezeit und der Fahigkeit zur Serienanalyse zu entwickeln, konnte
mit der HS-Trap Methode erfolgreich umgesetzt werden. Noch genauere
Analysenergebnisse waren unter Umstanden zu erreichen, wenn fur alle
Substanzen die entsprechenden isotopenmarkierten internen Standards zur

Anwendung kamen.

Die Gegenuberstellung von HS-Trap- und Hopfendlmethode zeigt, dass bei
Substanzen mit niedrigerem Siedepunkt die HS-Trap Methode hohere
Konzentrationen liefert. Dies liegt vermutlich daran, dass in diesem Fall die
Gleichgewichtseinstellung zwischen den Konzentrationen in der flissigen HS-
Probe und der Gasphase beginstigt wird. Im Trap-Verfahren werden optional die
Komponenten im Dampfraum Uber der Probe in bis zu vier Schritten auf einer
Adsorbens-Trap angereichert. Durch wiederholten Druckaufbau und Injektion auf
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die Trap kann eine nahezu vollstandige Extraktion der Komponenten aus dem
Dampfraum der Probe erreicht werden. Nach einem moglichen Trocknungsschritt

werden die Komponenten anschlieRend thermisch desorbiert.

Mit Hilfe der Re-Destillation des Hopfendls wurde vor allem untersucht, welche
Auswirkung die Destillation auf die einzelnen Analyten hat. Dabei hat sich gezeigt,

dass insbesondere leichter fliichtige Verbindungen und Epoxide durch die
Wasserdampfdestillation in ihrer Konzentration zum Teil sehr stark reduziert

werden. Daraus lasst sich ableiten, dass im Vergleich zur konventionellen
Destillationsmethode die HS-Trap-Methode insbesondere fur leichter fliichtige
Komponenten, wie Monoterpene, Ester und Epoxide, vorteilhaft ist. Diese
Ergebnisse unterstreichen die Erkenntnisse anderer bereits bekannter wissen-
schaftlicher Studien, bei denen fir Caryophyllenoxid und anderen Hopfenaroma-
komponenten mit der Wasserdampfdestillation ebenfalls deutlich niedrigere Werte

im Vergleich zur ADirect Ther mal Desorptio
Extracton i ( RSE) er zi el t weariEdjebnisse abseHS-Tradpeund | ei ¢ h
Hopfendl-Methode (EBC) bestéatigt wiederum auch, dass das verwendete
Analysenverfahren immer auch eine Auswirkung auf das ermittelte Aromaprofil hat

und u.U. von dem realen Aromaprofil der untersuchten Probe abweichen kann.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Anwendung der HS-Trap-GC-
MS Methode zur Analyse von Bier ausfuhrlich untersucht. Die Methode eignet sich
insbesondere fur die schnelle Analyse leichter flichtiger Bierinhaltsstoffe. Durch
die HS-Trap Anreicherung sind auch flichtige Verbindungen, wie zum Beispiel
Terpene und einige Ethylester in niedrigen Konzentrationen noch gut detektierbar.
Generell stimmen die mit der HS-Trap Methode gewonnenen Analysenwerte
durchgangig gut mit den Konzentrationsangaben in der angegebenen Literatur
Uberein. Durch die Darstellung der Ergebnisse in Konzentrationsverteilungs-
diagrammen konnten sortenspezifische Unterschiede und die Einordnung der
Analysenwerte bzgl. des jeweiligen sensorischen Schwellenwertes gut visualisiert
werden. Bei dem Chargenvergleich zeigten einzelne Biere zum Teil sehr starke
Schwankungen in ihren Ergebnissen. Es gab aber auch Biere bei denen relativ
konstante Konzentrationen ermittelt wurden. Daraus l&sst sich schlie3en, dass es

den einzelnen Brauereien unterschiedlich gut gelingt, mit den verwendeten
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Rohstoffen und der Gestaltung des Brauprozesses eine konstante Bierqualitat
sicherzustellen. Eine umfassende und regelméfiige Analyse des Aromaprofils der
Biere konnte daher eine wichtige Grundlage darstellen, um Qualitats-
schwankungen zu erkennen, Fehlaromen zu identifizieren und gegebenenfalls

Optimierungen im Brauprozess durchzufuhren.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit, mit der Headspace-Trap-
GC-MS Methode eine weitgehend automatisierbare, zuverlassige Analysen-
methode zur schnellen, quantitativen Bestimmung flichtiger Komponenten in
Hopfen und Bier entwickelt. Durch die mehrfache Trap-Anreicherung konnte eine
deutlich héhere Extraktionsausbeute erzielt und dadurch eine Herabsetzung der
Nachweisgrenzen erreicht werden. Mit der Auswahl des geeigneten Trap-
Materials kann eine optimale Anreicherung der gewinschten Substanzklassen
realisiert werden. Die Untersuchungsergebnisse belegen, dass die Headspace-
Trap Technik erfolgreich fur die Analyse von flichtigen Substanzen in Hopfen und
Bier eingesetzt werden kann und auch fir den Routinebetrieb geeignet ist. Eine
Ausweitung dieser Analysenmethode auf weitere Getranke oder Matrizes, wie zum
Beispiel (Frucht)safte, Wein, Spirituosen, Tee oder Kaffee scheint denkbar und

sollte noch weiter untersucht werden.
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Anhang

A Anhang

Al Kalibriergeraden

All: Kalibriergeraden fur die HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen-
aromastoffen (aus XCalibur)

a-Pinen
Y =0,450072*X R"2=0,9974 W:Equal
15
10
5]
0 LIS L L L L L L L L L L L L L L L O L L L L L L
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ho/g

Abbildung Al: Kalibrierg e r a d e-Pirfery,(HS-Tap-GC-MS Analyse von Hopfen)

R-Pinen
Y =0,00300112*X RA2 =0,9978 W: Equal
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00_|||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 50 60 70
Ha/g

Abbildung A2: Kalibrierg e r a d e-Pirfferg (HS-Torap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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Anhang

Myrcen
Y=0,0133703*X R"2=0,9944 W:Equal
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Abbildung A3: Kalibriergerade fiir Myrcen (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

Limonen
Y=0,268273*X R*2=0,9965 W:Equal
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Abbildung A4: Kalibriergerade fur Limonen (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

[3-Caryophyllen
Y=0,061858*X R"2=0,9980 W: Equal
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Abbildung A5: Kalibriergerade f ¢, rCarfiophyllen (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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Anhang

Isobutylisobutyrat
Y=0,169735*X R"2=0,9993 W: Equal

R N W s~ 00 O N

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ho/g

Abbildung A6: Kalibriergerade fiir Isobutylisobutyrat (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

Hexansauremethylester
Y =0,0349786*X R"2=0,9953 W: Equal

O,O|||||||||||||||||||||||||||||||||||

Ho/g

Abbildung A7: Kalibriergerade fiir Hexansauremethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

Heptansauremethylester
Y =0,00277447*X R"2=0,9948 W: Equal
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Abbildung A8: Kalibriergerade fur Heptansauremethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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Anhang

Octansauremethylester
Y =0,131562*X R"2=0,9949 W: Equal
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Abbildung A9: Kalibriergerade fur Octansauremethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

Nonansauremethylester
Y =0,0174564*X R"2=0,9975 W: Equal
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Abbildung A10: Kalibriergerade fir Nonansauremethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

Decansauremethylester
log(Y) =-1,97469+1,40772*09g(X)+0,0981012*(log(X))"2 R"2 =0,9989

4,0
35 /
30
2,5
2,0
15
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Hg/g

Abbildung Al1: Kalibriergerade fiir Decanséduremethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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2-Nonanon
Y=0,0716275*X R"2=0,9983 W: Equal
1,5:
1,01
0,5+
OO||||||||||||||||||||||||||
0 5 10 15 20 25
Ha/g

Abbildung A12: Kalibriergerade fiir 2-Nonanon (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

2-Decanon
Y =0,0401223*X R"2=0,9969 W: Equal
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0 5 10 15 20 25 30 35

Hg/g

Abbildung A13: Kalibriergerade fiir 2-Decanon (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

2-Undecanon
Y =0,0356125*X R”"2=0,9968 W: Equal
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Abbildung Al4: Kalibriergerade fiir 2-Undecanon (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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Anhang

2-Dodecanon
log(Y) =-2,1163+1,60197*log(X) R"2 =0,9948
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Abbildung A15: Kalibriergerade fiir 2-Dodecanon (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

2-Tridecanon
log(Y) =-3,29987+2,51927*log(X)-0,305772*(log(X))"2 R"2 =0,9989
10—_
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Abbildung A16: Kalibriergerade fiir 2-Tridecanon (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)

Damascenone
Y =0,647465*X R"2=0,9960 W:Equal

10

N H [e)] o]
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Abbildung Al17: Kalibriergerade fiir Damascenon (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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log(Y)
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(-)-Caryophyllenoxid
-4,43438+1,15492*0g(X)+0,0821915*(log(X))*2 RA2 = 0,9991
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Abbildung A18: Kalibriergerade fiir Caryophyllenoxid (HS-Trap-GC-MS Analyse von Hopfen)
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Anhang

A1l.2: Kalibriergeraden fur die HS-Trap-GC-MS Analyse von Bieraroma-
stoffen (aus Xcalibur)

1-Hexanol
Y =0.000825547*X R*2=0.9968 W: Equal
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0.05
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Abbildung A29: Kalibriergerade fur 1-Hexanol (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

1-Heptanol
Y=0,00131366*X R"2=0,9961 W:Equal
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Abbildung A20: Kalibriergerade fur 1-Heptanol (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

1-Octanol
Y =0.000351215*X R"2=0.9957 W: Equal

0.0093
0.0083
0.0073
0.0063
0.0053
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0'000:""I""I""I""I""I'

g/l

Abbildung A21: Kalibriergerade fiir 1-Octanol (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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Anhang

2-Phenylethanol
Y =1.84066e-005*X R"2=0.9985 W:Equal
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Abbildung A22: Kalibriergerade fiir 2-Phenylethanol (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Furfurylalkohol
Y =6,9847e-006*X R"2 =0,9953 W: Equal
0,020
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Abbildung A23: Kalibriergerade fur Furfurylalkohol (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

C2-Hexylester
Y=0.0125731*X R*2=0.9966 W:Equal
0.20
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Abbildung A24: Kalibriergerade fiir Essigsaure-Hexylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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Anhang

C2-Heptylester
Y=0.251774*X R"2=0.9926 W: Equal
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Abbildung A25: Kalibriergerade fiir Essigsaure-Heptylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

C2-Octylester
Y=0.000291743*X RA2=0.9983 W:Equal
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Abbildung A26: Kalibriergerade fur Essigsaure-Octylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

C2-Furfurylester
Y =7.52132e-005*X R"2=0.9948 W: Equal

0.00403
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0.00203
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Abbildung A27: Kalibriergerade fiir Essigsaure-Furfurylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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2-Phenylethylacetat
Y =0.00208751*X R"2=0.9991 W: Equal

I
1000
Ve]]

Abbildung A28: Kalibriergerade fur 2-Phenylethylacetat (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Buttersaure-Ethylester
Y =-0.000322899+0.000754662*X R"2 =0.9988 W: Equal

0.167
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Abbildung A29: Kalibriergerade fiir Buttersaure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Hexansaureethylester
Y=0,0119593*X R"2=0,9925 W:Equal

0,5+

T
150
Ve]]

Abbildung A30: Kalibriergerade fir Hexanséure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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Anhang

Heptansaureethylester
Y =0.00227287*X R"2 =0.9959 W: Equal
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Abbildung A31: Kalibriergerade fir Heptansaure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Octansaureethylester
log(Y) =-4.78327+3.21215*0g(X)-0.570361*(log(X))*2 R"2 =0.9990

I
300
Ho/l

Abbildung A32: Kalibriergerade fur Octansaure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Nonans&ureethylester

log(Y) = -2.31922+0.975114*0g(X)+0.834839*(log(X))"2 R"2 = 0.9993
0.0455 .
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Abbildung A33: Kalibriergerade fir Nonansaure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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Decansaureethylester
Y =0.00677063*X R"2=0.9950 W: Equal

Ve]]

Abbildung A34: Kalibriergerade fur Decansaure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

C12-Ethylester
log(Y) =-2.39072+1.56006*l0g(X)+0.0662203*(log(X))*2 R"2 =0.9990
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Abbildung A35: Kalibriergerade fur Dodecansaure-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Nicotinsaureethylester
log(Y) =-6.10968+1.62748*0g(X)+0.0933845*(log(X))"2 R"2 =0.9991
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Abbildung A36: Kalibriergerade fiir Nicotinsaureethylester-Ethylester (HS-Trap-GC-MS Analyse
von Bier)
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Phenylessigsaureethylester
Y =0.00560989*X R"2=0.9960 W: Equal
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Abbildung A37: Kalibriergerade fur 2-Phenylessigsaureethylester-Ethylester (HS-Trap-GC-MS
Analyse von Bier)

Hexanséure
Y =0.000322235*X R"2=0.9991 W:Equal
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Abbildung A38: Kalibriergerade fir Hexansaure (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

Octansaure
Y = 7.24462e-005*X R"2 =0.9986 W: Equal
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Abbildung A39: Kalibriergerade fur Octansaure (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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Linalool
Y =0,00951229*X R"2=0,9977 W: Equal
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Abbildung A40: Kalibriergerade fur Linalool (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

a-Humulen
Y'=0.00426405*X RA2 =0.9922 W: Equal
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Abbildung A41: Kalibrierger a d e -Hugulen (1S-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

3-Caryophyllen
Y =0.000622795*X RA2=0.9855 W: Equal
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Abbildung A42: Kalibriergerade f ¢ rCarfpophyllen (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)
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4-Vinylbenzol_(Styrol)
Y =0.00419674*X R"2=0.9985 W: Equal
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Abbildung A43: Kalibriergerade fiir 4-Vinylbenzol (HS-Trap-GC-MS Analyse von Bier)

4-Vinylguajakol
Y=0,000107846*X R"2=0,9951 W:Equal

0,25
0,20
0,154
0,10
0,05
0,OO_||||||||||||||||||||||||||

0 500 1000 1500 2000 2500

Ye]]

Abbildung A44: Kalibriergerade fur 4-Vinylguajakol (HS-Trap-GC-MS-Methode zur Bieranalyse)

gamma-Nonalacton
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Abbildung A45: Kalibriergerade fiir o-Nonalacton (HS-Trap-GC-MS-Methode zur Bieranalyse)
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Anhang

A 2:

Gegenuberstellung der Analyysenergebnisse 1 Bitterhopfen

Tabelle A1: Vergleich der Konzentrationen aus der HS-Tap- und der Hopfendlanalyse (EBC) (ug/g
luftgetrockneten Hopfen) fir die analysierten Bitterhopfensorten

US-ZSs (1) ETA (2) EHM (2) EMR (1)
Ol: 12705 pglg Ol: 14355 pg/g Ol: 14355 pg/g Ol: 22523 pg/g
HS-Trap Hopfendl HS-Trap Hopfendol HS-Trap Hopfendl HS-Trap Hopfendl
Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse
Monoterpene
a-Pinen 13,6+0,3 10,2+0,2 12,7+0,2 10,3+0,1 19,2+0,3 12,1+0,2 20,3+0,2 14,4+0,2
b-Pinen 22,3+0,4 19,4+0,3 21,4+0,2 19,9+0,2 26,0+£0,5 22,0+0,3 36,4+0,4 33,9+0,3
Myrcen 5818+82 5145+76 7472+78 7258+81 5894+73 7035+98 8850+92 9643+102
Limonen 33,3+0,5 25,6+0,3 31,2+0,4 25,9+0,2 30,5+0,4 26,8+0,3 39,2+0,4 29,9+0,3
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 772+9 961+11 37945 901+9 741+8 1231+13 1165+14 1717+20
a-Humulen 1716+16 2539+24 1297+14 205522 2523+31 464056 4257+48 5672462
Terpenalkohol
Linalool 47,4+0,8 34,3+0,6 73,1+0,8 68,6+0,7 27,9+0,5 26,3+0,4 101+0,9 99,5+0,8
Ester
Isobutylisobutyrat 4,2+0,4 2,6+0,2 58,9+0,5 59,5+0,3 12,0+0,3 11,1+0,2 39,3+0,5 43,0+0,5
Hexanséauremethylester 1,8+0,1 1,1+0,1 3,6+0,1 2,8+0,1 3,0+£0,1 2,3+0,1 10,4+0,2 7,8+0,1
Heptansauremethylester 14,6+0,3 13,5+0,2 24,5+0,2 24,5+0,2 20,2+0,2 18,6+0,3 47,2+0,4 40,4+0,3
Octansauremethylester 5,6+0,3 4,7+0,3 40,8+0,4 33,1+0,5 21,5+0,2 18,4+0,4 87,3+1,1 75,7+0,8
Nonansauremethylester 8,7+0,4 6,0+0,3 34,2+0,3 31,5+0,4 21,8+0,5 15,6+0,3 38,1+0,4 35,4+0,5
Decansauremethylester 4,2+0,3 4,5+0,2 19,7+0,2 21,7+0,1 12,7+0,2 15,2+0,2 26,7+0,3 28,6+0,3
Ketone
2-Nonanon 0,2+0,1 0,2+0,1 5,5+0,2 4,9+0,1 6,3+0,1 5,4+0,1 4,5+0,1 3,7£0,1
2-Decanon 0,9+0,1 0,7+0,1 14,7+0,3 11,5+0,2 9,4+0,2 8,9+0,1 10,2+0,1 9,5+0,1
2-Undecanon 23,8+0,5 21,5+0,4 75,4+0,4 74,4+0,6 38,8+0,6 37,7+0,5 54,6+0,7 52,8+0,6
2-Dodecanon 19,8+0,4 20,4+0,3 40,7+0,5 43,6+0,5 21,7+0,4 25,0+0,3 40,7+0,5 47,6+0,4
2-Tridecanon 93,2+2,3 103+2,1 176+2,2 194+2,5 93,8+1,3 98,5+2,3 173+1,9 186+2,1
Damascenon 12,3+0,2 13,1+0,3 7,6£0,1 8,7+0,1 7,7£0,1 8,9+0,2 11,7+0,2 12,4+0,2
Epoxid
Caryophyllenoxid 228+3 90,2+1,5 309+4 92,9+1,3 374+5 86,9+1,2 184+2 68,7+0,9

Tabelle A2: Vergleich der Konzentrationen aus der HS-Tap- und der Hopfendélanalyse (EBC) (ug/g
luftgetrockneten Hopfen) fur die analysierten Bitterhopfensorten

ETA (1) HHM (2) EHM (1) ETU (1)
Ol: 14355 pglg Ol: 15675 pg/g Ol: 17820 pg/g Ol: 16995 pg/g
HS-Trap Hopfenol HS-Trap Hopfenol HS-Trap Hopfenol HS-Trap Hopfenol
Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse
Monoterpene
a-Pinen 12,7+0,2 10,3+0,1 16,8+0,2 12,9+0,1 22,8+0,3 16,4+0,2 16,4+0,2 14,6+0,2
b-Pinen 21,3+0,2 19,9+0,2 25,1+0,3 20,6+0,2 37,8+0,5 33,6+0,4 27,4+0,3 26,9+0,3
Myrcen 7472+78 7258+81 8231+96 7986+85 9313+106 11684+98 9521+89 10611+97
Limonen 31,2+0,4 25,9+0,2 38,1+0,5 33,3+0,4 36,8+0,4 35,6+0,5 40,9+0,5 32,6%0,4
Sesquiterpene
b-Caryophyllen 37945 901+10 560+8 976411 648+7 1379+16 4305 67248
a-Humulen 1297+14 2055+19 2178429 3215+35 2831+32 4095+43 1927+21 2123425
Terpenalkohol
Linalool 73,1+0,6 68,6+0,8 26,4+0,3 23,7+0,3 30,6+0,5 31,9+0,5 119+15 95,9+1,3
Ester
Isobutylisobutyrat 58,9+0,5 59,5+0,6 14,5+0,2 13,0£0,2 24,5+0,3 20,5+0,2 25,1+0,4 19,8+0,2
Hexansauremethylester 3,6+0,1 2,8+0,1 1,4+0,1 1,3+0,1 2,1+0,1 1,9+0,1 1,4+0,1 1,1+0,1
Heptansauremethylester 24,5+0,2 24,5+0,2 20,4+0,3 15,3+0,2 27,4+0,4 26,4+0,3 33,7+0,4 22,2+0,2
Octansauremethylester 40,8+0,4 33,1+0,5 22,3+0,4 19,8+0,3 50,7+0,6 47,6+0,6 64,4+0,8 53,1+0,5
Nonanséauremethylester 34,2+0,3 31,5+0,4 20,1+0,3 16,9+0,3 33,9+0,3 29,8+0,4 30,9+0,4 23,1+0,3
Decansauremethylester 19,7+0,2 21,7+0,1 18,6+0,2 29,5+0,4 19,0+0,2 20,5+0,2 12,8+0,2 16,2+0,2
Ketone
2-Nonanon 5,5+0,1 4,9+0,1 6,2+0,1 5,3+0,1 6,6+0,1 5,5+0,1 14,1+0,1 11,7+0,2
2-Decanon 14,7+0,3 11,5+0,2 9,4+0,1 8,2+0,1 12,2+0,2 10,7+0,1 16,1+0,2 13,1+0,2
2-Undecanon 75,4+0,8 74,4+0,6 41,8+0,5 43,5+0,6 46,2+0,6 45,3+0,5 55,5+0,7 50,5+0,6
2-Dodecanon 40,7+0,5 43,60,4 32,5+0,4 34,5+0,4 35,2+0,3 38,9+0,4 15,4+0,2 22,3+0,3
2-Tridecanon 176+2,1 194+2 4 129+1,6 144+1,6 136+1,5 146+1,3 75,0+0,9 80,5+1,0
Damascenon 7,6+0,1 8,7+0,1 7,9+0,1 9,5+0,1 8,6+0,1 9,3+0,2 4,9+0,1 5,3+0,1
Epoxid
Caryophyllenoxid 309+3 92,9+1,2 3375 87,2+1,1 288+4 54,1+0,9 141+2 45,4+0,6
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