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1  Einleitung

Die Erhaltung der Glanzfeinheit untergériger, filtrierter Biere Uber den Zeitraum des Mindest-
haltbarkeitsdatums stellt aus Sicht der Brauereien eine der gréBten Herausforderungen der
heutigen Zeit dar. Aufgrund zunehmender Globalisierung und Konzentrierung auf GroBkon-
zerne werden die Distributionswege immer langer und die Anforderungen an die Haltbarkeit
der Biere immer hoher. Einerseits soll die kolloidale Stabilitat, also die Resistenz des Bieres
gegeniber der Ausbildung kolloidaler Tribungen, gewéhrleistet sein — auf der anderen Seite
sind die Brauereien (besonders in den rucklaufigen Bierméarkten) gut beraten, ihre Marke
durch die Herstellung mdéglichst naturbelassener Biere aufzuwerten. Um ein Gber mehrere
Monate stabiles, glanzfeines Bier zu erhalten, ist der Einsatz diverser Stabilisierungsmittel
unumganglich, welcher gleichzeitig jedoch zu einem Verlust physiologisch relevanter Bierin-
haltsstoffe wie z.B. der Polyphenole fihrt. Dazu kommt noch erschwerend die Tatsache,
dass es bis zum heutigen Tage kein adaquates Vorhersagemodell der zu erwartenden kol-
loidalen Stabilitat gibt, wodurch die Brauereien gezwungen sind, gewissermaBen ,blind“ zu
stabilisieren. Dies fiihrt haufig zu einer Uberstabilisierung der Biere, was nicht nur aus ernah-
rungsphysiologischen Griinden unerwiinscht ist, sondern auch einen nicht unerheblichen

finanziellen Mehraufwand bedeutet.

Als Haupttribungsbildner gelten kondensierbare Polyphenole, die Fallungsreaktionen zu-
sammen mit Proteinen eingehen kénnen [DADIC und BELLEAU 1980, WACKERBAUER und
ANGER 1984a, BATCHVAROV und CHAPON 1985, ERDAL 1986, LUCK et al. 1994,
SIEBERT et al. 1996a, SIEBERT et al. 1996b, CHARLTON et al. 2002]. Ferner kdnnen mitun-
ter auch Polysaccharide und Mineralstoffe bzw. Metallionen in Tribungen nachgewiesen
werden [DADIC und BELLEAU 1980, BELLEAU und DADIC 1981, PFENNINGER 1987,
ANGER 1995]. Die Konzentration dieser Substanzen im Bier hangt in erster Linie von den
verwendeten Rohstoffen, aber auch von den Herstellungsverfahren und technologischen
Gegebenheiten in der Brauerei ab. AuBer den Konzentrationen oben genannter Stoffgrup-
pen beeinflussen auch pH-Wert und Ethanol-Gehalt des Bieres, vor allem aber duBere Fak-
toren wie Temperatur, mechanische Einfliisse und Licht die Tribungsneigung der abgefill-
ten Biere [GOMEZ und LEWIS 1969, SCHUR 1979, MADIGAN 2000, YANG und SIEBERT
2001, SIEBERT und LYNN 2003]. Erhéhte Sauerstoffbelastungen des abgefiillten Bieres
fuhren zu einer gravierenden Verschlechterung der kolloidalen Stabilitdt. Ursachen sind in
erster Linie die Oxidation und Polymerisierung niedermolekularer Phenole zu héhermoleku-
laren und eiweiBféllenden Polyphenolen, den sogenannten Gerbstoffen [MCFARLANE 1968,
POSADA 1969, DREW 1981, MCMURROUGH 1984, STEWART 2004, KUSCHE und
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GEIGER 2007]. In diesem Zusammenhang spielt auch das Redoxpotential des Bieres, also
die Widerstandsfahigkeit (durch Reduktion) gegeniiber dem oxidativen Einfluss des Sauer-

stoffs eine Rolle, deren Bedeutung noch zu klaren ist.

Diese Arbeit baut auf den Ergebnissen von Papp und Kusche [PAPP 2000, KUSCHE 2005]
auf, wobei die Schwerpunkte vor allem auf die Problemlésung in der Praxis gelegt werden.
Dazu zahlt die Optimierung der kolloidalen Stabilitét auf natirliche bzw. technologische Wei-
se, um so durch gezielte Rohstoffauswahl sowie auf prozesstechnischem Wege den Einsatz
von Stabilisierungsmitteln zu minimieren oder gar zu vermeiden. Als weiteres Hauptziel kann
die Verbesserung der Vorhersagbarkeit der Triibungsbildung angesehen werden, denn be-
dingt durch die Vielzahl an tribungsbildenden Substanzen und den Faktoren, welche die
Kinetik der Tribungsbildung beeinflussen, gestaltet sich eine Vorhersage als &uBerst
schwierig. Gangige Forciertests im abgefiillten Bier liefern zwar akzeptable, also hinreichend
realitdtsnahe Ergebnisse, erlauben jedoch keinen Eingriff mehr in den Filtrations- bzw. Stabi-
lisierungsprozess. Um eine ,Blindstabilisierung® zu vermeiden, ist es deshalb nétig, die tri-

bungsrelevanten Parameter bereits im Unfiltrat zu quantifizieren.

Die unter Papp und Kusche etablierte HPLC-Analytik zur Bestimmung der triibungsrelevan-
ten Polyphenole wird um die Erfassung der phenolischen Sauren sowie ausgewahlter Hop-
feninhaltsstoffe erweitert, um einen tieferen Einblick Uber die Verdnderungen wéhrend des
Brauprozesses und deren Einfluss auf die kolloidale Stabilitdt zu gewinnen. Von Interesse ist
in diesem Zusammenhang auch das MaB der Reduktion der phenolischen und zum Teil er-

nahrungsphysiologisch relevanten Substanzen durch kinstliche StabilisierungsmaBnahmen.

Im Bereich der Proteinanalytik kommen neue Methoden mit der Zielsetzung zur Anwendung,
die sehr schwer zu klassifizierenden tribungsbildenden Eiweie in spezifischer Weise zu

erfassen.

Als neuer Ansatz wird das mittels elektrochemischer Methoden gemessene Redoxpotential
des Bieres miteinbezogen, um neue Erkenntnisse Uber den Einfluss des Zusammenspiels
zwischen den im Bier vorhandenen Reduktonen und der aufgenommenen Menge an Sauer-

stoff auf die resultierende kolloidale Stabilitédt zu gewinnen.

Im Rahmen einer Verbesserung der Vorhersagbarkeit geht es in erster Linie um die Gewin-
nung von Erfahrungswerten beziglich der Konzentrationen der relevanten Tribungsbildner
im abgeflllten Bier und der zu erwartenden kolloidalen Stabilitdt. Diesbeziiglich werden
erstmals séamtliche obligaten und potentiellen Tribungsbildner sowie die Einflussfaktoren

auf die Tribungsbildung in ihrer Gesamtheit berlcksichtigt. Anhand mathematischer Vorher-
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sagemodelle und unter Zuhilfenahme eines speziellen Statistikprogramms im Rahmen der
Methoden des ,data minings® werden diese Parameter auf Korrelationen zur resultierenden
kolloidalen Stabilitdt untersucht. Im Sinne einer zuklinftigen Anwendung in der Brauerei
kommen hier nicht nur hochspezifische Messmethoden (wie HPLC) zum Einsatz, sondern
auch ,Schnellmethoden®, die zum groBen Teil mit normaler Bierlabor-Ausstattung durchge-

fuhrt werden kdnnen.
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2 Theoretische Grundlagen und Stand des Wissens

2.1 Grundlagen zum Thema kolloidale Bierstabilitat
2.1.1 Definitionen

Kolloide weisen eine tribe, leimartige Beschaffenheit auf, was bereits in dem Wort ,,Kolloid*
(griechisch = Leim) zum Ausdruck kommt. Ein kolloidales System besteht aus einer disper-
sen Phase (z.B. Feststoffe, Luft, Wasser), welche in einem Dispersionsmedium (meist Luft
oder Wasser) gleichmaBig verteilt ist. Kolloidale Systeme kénnen nach der Bindungsart zwi-
schen den Atomen der Kolloidteilchen in drei Gruppen eingeteilt werden — die Dispersions-
kolloide (z.B. mineralische Kolloide in Wasser), die Molekiilkolloide (u.a. Polymere und na-
tdrliche organische Makromolekilile) und die Assoziationskolloide (z.B. Tenside und
Waschmittel). Weitere Einteilungsvarianten richten sich nach der Anzahl der Kettenglieder,
dem Aggregatszustand der dispergierten Substanz und des Dispersionsmittels, nach geo-
metrischen Abmessungen, der Teilchenform, der chemischen Zusammensetzung, der Her-
kunft, dem Verhalten gegenlber dem Dispersionsmittel oder nach der beliebigen Wieder-
herstellbarkeit des kolloidalen Zustandes nach Entfernung des Dispersionsmittels. Geman
IUPAC sind Kolloide als Objekte definiert, die in einem Bereich von mindestens 1 nm und
héchstens 1000 nm liegen. Gleichzeitig zeichnen sich kolloidale Systeme durch eine gleich-
maBige Verteilung aus, die sich in einem definierten Beobachtungszeitraum nicht verandert,
da sie durch die Brownsche Molekularbewegung stabilisiert wird [DROST 1999, HOFMANN
2004].

Die kolloidale Bierstabilitat, auch chemisch-physikalische Stabilitdt genannt, steht fir die
Resistenz filtrierter Biere gegenliber der Ausbildung kolloidaler Tribungen. In diesem Zu-
sammenhang wird zwischen zweierlei Erscheinungsformen unterschieden: Der reversiblen
Kaltetriibung, die sich in einem Temperaturbereich zwischen -8 °C und +5 °C manifestiert,
die sich aber nach Erwarmung des Bieres auf 20 °C oder mehr wieder auflést und der irre-
versiblen Dauertriibung, welche temperaturstabil ist. Die Reversibilitdt der Kaltetribung ist
durch die verhaltnismaBig schwache Bindung (Wasserstoffbriicken, hydrophobe Bindungen)
zwischen den Komponenten der BiertrUbung bedingt, wohingegen das Entstehen einer
Dauertribung in der Regel eine Oxidation sowie die Bildung kovalenter Bindungen voraus-
setzt, was Ublicherweise in der Entstehung gréBerer Partikeln resultiert (vgl. Abbildung 1).
Die Kaltetribung wird allgemein als Vorldufer der Dauertriibung angesehen, was man sich
im Rahmen von Forciertests zur Bestimmung der Tribungsneigung filtrierter Biere zunutze

macht, indem das Bier einem Wechsel von Warm- und Kaltphasen ausgesetzt wird
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[WAINWRIGHT 1974, DADIC 1976, PFENNINGER 1987, SCHUR 1987, BAMFORTH 1999].

Es ist allerdings zu beriicksichtigen, dass aus der Kaltetriibung alleine nicht auf die Haltbar-

keit des Bieres unter normalen Bedingungen geschlossen werden kann [Curtis 1963].

10‘3I pm

10'2|pm 10" ym 1pm 10um 100||.|m

Kolloidale Partikel

| Kéltetribung |
I

Dauer-

| tribung |

I Heisstrub |
| Hefezelle |

Bakterien
| (auch Ketten) |
I I

| Poren Schichtenfilter

| Poren Sterilfilter

l Poren Membranfilter

Abbildung 1: Partikeldurchmesser kolloidaler Tribungen in Bier im Vergleich zu anderen Tribungspar-

tikeln und PorengréBen verschiedener Filterschichten [WAINWRIGHT 1974]

2.1.2 Tribungsmessung in Bier

Biertriibungen kénnen sowohl visuell als auch messtechnisch nachgewiesen werden. Die

messtechnische Bestimmung der Lichtabsorption oder der Lichtstreuung (Tyndall-Effekt)

durch die Tribungspartikel erlaubt eine objektive und quantitative Analyse des Trlbungs-

grades und korreliert in der Regel mit der visuellen Wahrnehmung. Es sei jedoch darauf hin-

gewiesen, dass ein apparativ gemessener hoher Tribungswert nicht in jedem Fall auch mit
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dem menschlichen Auge wahrgenommen werden kann. Dieses Phdnomen hangt damit zu-
sammen, dass die Trlbungswerte nicht nur von der Menge, sondern auch von der GroBe
und Zusammensetzung der Partikel abhangen [FRIES und GANZLIN 1969, MORRIS 1987].
In diesen Féllen spricht man von den sogenannten ,unsichtbaren bzw. Pseudo-Triibungen®,
verursacht durch Partikel < 0,1 pm [BAMFORTH 1999].

In der Brauerei wird die Absorptionsmessung in erster Linie zur Erfassung hoher Partikel-
konzentrationen, z.B. zur Messung der Hefekonzentrationen in den Géar- und Lagertanks
oder bei der Propagation, angewandt. Die Streulichtmessung dagegen wird bevorzugt zur
Detektion niedriger Konzentrationen, z.B. am Filter, genutzt. Kombinierte Messungen des
Vorwartsstreulichts in einem Winkel von 11-13 ° bzw. 25 ° (Messwinkel abhangig vom Her-
steller) und des seitwarts gestreuten Lichts in einem Winkel von 90 ° ermdglichen eine diffe-
renziertere Betrachtung der PartikelgroBen der jeweiligen Biertriibung und neutralisieren auf
diese Weise das Problem der ,unsichtbaren Tribungen“ [MORRIS 1987]. So zeigt Vorwarts-
streulicht eine sehr hohe Empfindlichkeit gegeniber gréBeren Partikeln (z.B. Kieselgur),
wéhrend mit der 90 ° - Messung selbst bei Anwesenheit einer gewissen Menge an gréberen
Partikeln bevorzugt kolloidale Trilbungen erfasst werden (vgl. Abbildung 2) [Philipp 20086].
Der Partikeldurchmesser mit der héchsten Empfindlichkeit gegentiber der 90 ° - Streuung
liegt bei 0,3 pm, wahrend mit der 13 ° - Streuung besonders Partikel zwischen 1,0 und 1,5
pm erfasst werden [MORRIS 1987]. In vereinfachter Weise ausgedrickt, lasst sich Folgen-
des konstatieren: Ist der Messwert der 90 ° - Messung groBer als der Messwert der Vor-
wartsstreuung, liegt die durchschnittliche PartikelgréBenverteilung unterhalb von 0,3 pm,

verhalt es sich umgekehrt, liegt diese oberhalb dieses Wertes.

Streulicht 90 °©
(kleine Partikel)

Streulicht 11 °

einfallendes S . (groBe Partikel)

Licht iy e

Abbildung 2: Erfassung von Partikeln durch Vorwarts- und Seitwartsstreuung [Philipp 2006]
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Um Streulichtmessungen vergleichbar zu machen, werden die Messgerate mit einer Stan-
dard-Triibungssuspension (lblicherweise Formazin) kalibriert. Die in Brauereien Ubliche Tri-
bungseinheit ist das ,,EBC“ [MEBAK 2000].

2.1.3 Zusammensetzung kolloidaler Triibungen

Wie in vielen Forschungsberichten einvernehmlich publiziert, gelten Polyphenole und Protei-
ne als die Hauptverursacher kolloidaler Triibungen [GOMEZ und LEWIS 1969, GRAMSHAW
1969b, GRAMSHAW 1970a, GRAMSHAW 1970b, DADIC und BELLEAU 1980,
WACKERBAUER und ANGER 1984a, LUCK et al. 1994, CHARLTON et al. 2002, SIEBERT
2006]. Auch Polysaccharide und anorganische Substanzen kénnen in Tribungen wiederge-
funden werden, sind aber von vergleichsweise untergeordneter Bedeutung [GRAMSHAW
1970a, BELLEAU und DADIC 1981, PFENNINGER 1987, ANGER 1995, SIEBERT 2004]. Die
Kapitel 2.2-2.4 befassen sich in detaillierter Weise mit den Vertretern der genannten Sub-

stanzgruppen, die in den Prozess der Tribungsbildung involviert sind.

Tabelle 1: Prozentuale Zusammensetzung kolloidaler Triibungen geméaB den Angaben unterschiedli-

cher Autoren

[GRAMSHAW [WAINWRIGHT [NARZISS [REHMANUJI et al.
1970a] 1974] 1994] 2000]
Polyphenole 17-55 15-75 -—- ca. 17
Proteine 58-77 40-77 40-75 40-75
Kohlenhydra- 212 0-13 215 3-13
Anorganische
2-14 1-14 1-14 1-5
Bestandteile

Einen Ansatzpunkt zum besseren Versténdnis der kolloidalen Bierstabilitat stellt die gezielte
Untersuchung von Biertribungen (Kélte- und/oder Dauertriibungen) dar. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick (iber die von verschiedenen Forschungsgruppen verédffentlichten Ergebnisse be-
zlglich der Zusammensetzung kolloidaler Tribungen. Obgleich die prozentuale Verteilung
der einzelnen Komponenten mitunter stark schwanken kann, machen die Proteine mit 40-

77% den Hauptanteil aus, gefolgt von den Polyphenolen (15-75%). Die Schwankungen sind
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sowohl auf Unterschiede beziglich der Rohstoffzusammensetzung (Malz, Hopfen) als auch
auf die durchgefiihrten StabilisierungsmaBnahmen zuriickzufiihren. Ein gerbstoffseitig stabi-
lisiertes Bier wird demnach einen entsprechend geringeren prozentualen Polyphenolanteil
an der Trlbung aufweisen als ein unstabilisiertes Bier. Der Anteil an Kohlenhydraten und
anorganischen Bestandteilen liegt in der Regel bei maximal 1-14%. Laut WAINWRIGHT
kann der Anteil an Kohlenhydraten in seltenen Fallen bis zu 80% betragen (Beispiel einer
Verteilung: Polyphenole 1-3%, Proteine 14-45%, Kohlenhydrate 40-80%) [WAINWRIGHT
1974]. Hierbei handelt es sich jedoch aller Wahrscheinlichkeit nach um sehr intensiv stabili-
sierte Biere, bei denen sowohl die Proteine als auch die Polyphenole zu groBen Teilen redu-
ziert wurden. Als weitere Ursache ware zudem die Verwendung von Rohfrucht oder eine

mangelhafte Verzuckerung wahrend des Maischens denkbar.

Eine Analyse der Zusammensetzung isolierter Biertriibbungen mag zwar Informationen be-
zlglich der ungeféahren Verteilung der jeweiligen Substanzgruppen liefern, allerdings sind
diese Erkenntnisse von eher allgemeinem Charakter und lassen nur begrenzte Schliisse auf
die Trubungsrelevanz einzelner Parameter zu. Die in der Tribung detektierten Bestandteile
kénnen sich deutlich von den urspriinglich Trlibungs-auslésenden Substanzen unterschei-
den. So werden beispielsweise die als Vorlaufer fungierenden Flavan-3-ole (siehe Kapitel
2.3) durch Kondensations- bzw. Polymerisationsvorgange wahrend der Bieralterung zu ho-
hermolekularen Gerbstoffen und sind somit nicht mehr in ihrer urspriinglichen Form in der
Tribung wiederzufinden. Ein adaquates Verfahren zur selektiven Erfassung der in die Trl-
bung Ubergehenden Precurser ist die Durchfuhrung von Differenzanalysen zwischen fri-
schem Bier und gealtertem triibem Bier (Messung im Uberstand nach Entfernung der Tri-

bung).

Hinsichtlich der Mechanismen der Tribungsbildung wurden in der Vergangenheit von meh-
reren Forschungsgruppen theoretische Modellreaktionen vorgestellt, die alle auf der Kom-
plexbildung zwischen tribungsrelevanten Polyphenolen und tribungsaktiven Proteinen ba-
sieren. Diese Komplexe sind zunéachst reversibel (z.B. Kaltetribung), werden aber im Laufe
der Zeit unléslich (Dauertribung) [CHAPON 1994, LUCK et al. 1994, O'ROURKE 1994,
HASLAM 1998, SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b]. Abbildung 3 zeigt, stellvertretend fir die
Darstellung der Reaktionsmechanismen durch andere Autoren, das Modell von Guzman et
al. [GUZMAN et al. 1999]. Eine Erweiterung dieses Ansatzes stammt von Siebert, der zu-
sétzlich zu den Ausgangskonzentrationen an triibungsrelevanten Polyphenolen und Protei-
nen auch dem Verhdltnis dieser beiden Substanzgruppen zueinander eine gewisse Bedeu-

tung zumisst. Aus den beiden Konzentrationsverhdltnissen von 1:2 sowie 1:5 von



Theoretische Grundlagen und Stand des Wissens 9

tribungsaktivem Polyphenol zu triibungsrelevantem Protein resultieren demnach zwei Tri-
bungsmaxima, bedingt durch die gleiche Anzahl an freien Bindungsstellen der Proteine und
Polyphenole [SIEBERT et al. 1996b, SIEBERT 1999a, SIEBERT und LYNN 2000, SIEBERT
2004, SIEBERT 2006].

Protein + Polyphenol

(Protein)m (Polyphenol),

niedrige Temperaturen, 0 i/ Féllung [Einfluss von O,
Loslich bei und Metallionen]
>20°C
(Protein). (Polyphenol)s (Protein), (Polyphenol),

Gealterter Komplex, irrever-
Reversible Kaltetriibung sible Dauertriibung

0,1-1,0 pm 1,0-10,0 pm

Abbildung 3: Komplexbildung zwischen Polyphenolen und Proteinen bei Kélte- und Dauertriibung
[GUZMAN et al. 1999]

2.2  Polyphenole in Bier

Die wahrend des Brauprozesses ins Bier eingebrachten Polyphenole stammen zu etwa 70-
80% aus Malz und zu ca. 20-30% aus Hopfen [DELCOUR und TUYTENS 1984, ANGER
1984, PUSPOK 1985, FRIEDRICH et al. 2000]. Sie beeinflussen nicht nur die kolloidale Sta-
bilitdt des Bieres, sondern auch die Filtrierbarkeit, den Schaum, die Farbe, den Geruch und
Geschmack sowie das Reduktionsvermégen [NARZISS und BELLMER 1975a, SCHUR
1987]. Als natirliche Antioxidantien besitzen sie zudem erndhrungsphysiologische Bedeu-
tung [MONTANARI et al. 1999, MERKEN und BEECHER 2000, MIKYSKA et al. 2002,
SZWAJGIER et al. 2005].
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2.2.1 Klassifizierung der Polyphenole

Die allgemeine Nomenklatur phenolischer Verbindungen aus dem Sekundarstoffwechsel der
Pflanzen sieht die Unterteilung in Phenolcarbonsauren, Phenylpropane (Lignane), Stilbene
und Flavonoide vor. Letztere stellen die mit Abstand gréBte Gruppe dar — durch Modifizie-
rungen (beispielsweise Hydroxylierung, Methylierung, Glycolysierung) am Flavangrundgerst
(Ce-C3-Cs-Korper) sind heute Uber 5000 verschiedene Flavonoide bekannt [FRIEDRICH
2000, FLESCHHUT 2004, MANACH et al. 2004]. Diese kdnnen aufgrund ihres Oxidationszu-
standes im mittleren Pyranring des Grundkdérpers in verschiedene Unterklassen eingeteilt
werden — in Flavonole, Flavone, Isoflavone, Flavanole (Catechine und Proanthocyanidine),
Flavanone und Anthocyanine [MILLER 1996, MANACH et al. 2004].

Zur Einteilung der phenolischen Substanzen im Bier ist es zweckmaBig, zwischen monome-
ren (Molekulargewicht < 1000) und polymeren Polyphenolen (Molekulargewicht > 1000) zu
unterscheiden [GRAMSHAW 1969b]. Zu den monomeren Vertretern zahlen einfache Po-
lyphenole (Substitution von OH-Gruppen), Phenolsauren (Substitution von COOH-Gruppen)
und heterocyclische Polyphenole. Letztere Gruppe umfasst die Anthocyanogene, Anthocya-
nine, Anthocyanidine, Catechine, Flavanole, Flavone und Flavonole. Bei den polymeren Po-
lyphenolen unterscheidet man niedriger- und héher-polymerisierte Formen, also konden-
sierbare und hydrolysierbare Polyphenole (Tannoide) [PUSPOK 1985]. Die Nomenklatur der
phenolischen Substanzen in der Brauwissenschaft weist mitunter Uberschneidungen und
eine etwas verwirrende Verwendung bestimmter Trivialnamen auf — so filhrten Harris und
Rickets beispielsweise die Bezeichnung ,Anthocyanogene® ein, was einen Sammelbegriff
fur alle farblosen Substanzen darstellt, die bei der Behandlung mit Mineralséuren zu einem
gewissen Anteil in die rot gefarbten Anthocyanidine Gbergehen. Delcour und McMurrough
nannten diese Verbindungsklasse Proanthocyanidine. Die Bestimmung der ,,Gesamtpo-
lyphenole® basiert auf der Fahigkeit vieler phenolischer Verbindungen, in alkalischer Lésung
mit Eisen braunliche Komplexe zu bilden. Das Ergebnis der spektralphotometrischen Mes-
sung wird haufig vereinfachend der Gesamtmenge aller phenolischen Verbindungen in Wir-
ze und Bier gleichgesetzt [WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Der von Chapon gepréagte
Begriff der ,Tannoide® bezeichnet die Vorstufen der Tannine. Diese wiederum bilden sich
aus den Tannoide-Vorlaufern, den sogenannten ,, Tanninogenen® oder oxidierbaren Polyphe-
nolen, die sich durch eine zundchst noch schwache Gerbkraft auszeichnen, welche aber mit
steigendem Molekulargewicht zunimmt [FRIEDRICH 2000]. Eine gebrauchliche Einteilung
flavanoider Bier- und Wirzepolyphenole beziiglich MolekulgréBe, Trivialname, Struktur und
Gerbvermdogen ist Tabelle 2 zu entnehmen [FRIEDRICH 2000, KUSCHE 2005].
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Tabelle 2: Einteilung flavanoider Bier- und Wirzepolyphenole [FRIEDRICH 2000, KUSCHE 2005]

Hauptklasse MolekiilgréBe | Alternativer Trivialname | Struktur/Charakteristika
Einfache Polyphenole,
Schwache Gerbkraft,
einfache Flavanole
Monomer ansteigend mit
Oxidierbare Polyphenole
Oligomer zunehmendem
Tanninogene, Tannin
Freie Polyphenole Molekulargewicht
Precurser
Zwischenprodukt zu
Tannine, Tannoide, groBeren Molekular-
Polymer
oxidierte Polyphenole Gewichten,
starke Gerbkraft
Ldsliche Verbindungen | Hohes Molekulargewicht,
Gebundene
Komplex Von Polypeptiden und keine Gerbkraft,
Polyphenole
Polyphenolen beginnende Trlbung

2.2.2 Trubungsrelevante Polyphenole

In Bier und WeiBwein sind wesentlich weniger triibungsrelevante Polyphenole enthalten als
beispielsweise in Rotwein oder auch in Apfel- und Traubensaften. Dies verdeutlichte Siebert
durch den Zusatz von Gelatine in unterschiedlichen Konzentrationen zu den jeweiligen Ge-
tranken. Die resultierenden Polyphenol-Protein-Triibungen in Bier und WeiBwein waren ver-
gleichsweise minimal [SIEBERT et al. 1996a]. Ferner zeichnet sich Bier durch das Vorhan-
densein wesentlich groBerer Mengen an tribungsaktivem Protein als an tribungsbildenden
Polyphenolen (Verhéltnis ca. 40 zu 1) aus. [SIEBERT 1999a, SIEBERT 2004, SIEBERT und
LYNN 2005]. Dieses Wissen ist ausschlaggebend fir die Stabilisierung von Bier, sei es nun
durch die Auswahl geeigneter Rohstoffe, auf prozesstechnischem Wege oder durch kiinstli-
che StabilisierungsmaBnahmen. Eine Reduktion der Polyphenolkomponente zur Verhinde-
rung der Bildung von Protein-Polyphenol-Komplexen ist zwangslaufig deutlich effektiver als

die Verminderung der im Uberschuss vorhandenen Bierproteine.
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R=H: Procyanidin B3 (Catechin-(4a-->8)-Catechin) Trimeres Proanthocyanidin:

R=0H: Prodelphinidin B3 (Gallocatechin-(4a-->8)-Catechin Gallocatechin-(4a-->8)-Gallocatechin-(4a-->8)-Catechin

Abbildung 4: Struktur der dimeren Flavan-3-ole Procyanidin B3 und Prodelphinidin B3 sowie eines
trimeren Proanthocyanidins [FRIEDRICH et al. 2000]

Im Bier vorhandene einfache Phenole und monomere Polyphenole besitzen in ihrer origina-
ren Form praktisch kein Gerbvermdégen. Flavanole gelten jedoch durch ihre Neigung zur
Polymerisation im Laufe der Bieralterung als Vorldufer und damit als Hauptverursacher so-
wohl von Kalte- als auch von Dauertribungen [DADIC 1976, MCMURROUGH und
HENNIGAN 1984, MADIGAN und MCMURROUGH 1994, MCMURROUGH und BAERT
1994, SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b, SIEBERT 2006]. Die Neigung zur Tribungsbildung
wird mit zunehmender molekularer Komplexitat immer gréBer [GRAMSHAW 1969a,
GRAMSHAW 1970b, SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b]. Der Grad der Polymerisierung ist
dabei bedeutsamer als die Anzahl und die Position der OH-Gruppen am aromatischen Ring
[SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b, SIEBERT 2006].

Die Proanthocyanidin-Dimere (Flavan-3-ol-Dimere) Procyanidin B3 und Prodelphinidin B3
(vgl. Abbildung 4) haben sich in Bier als die Polyphenole mit der gréBten Tribungsaktivitéat
erwiesen, die mit zunehmender Polymerisierung (Trimer, Oligomer etc.) weiter ansteigt
[DELCOUR et al. 1984, SIEBERT et al. 1996b, SIEBERT 2006]. Die Polymerisierung kann
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sowohl oxidations- als auch saurekatalysiert ablaufen. Dazu gentgen bereits minimale Men-
gen an Sauerstoff, die wahrend der Filtration und Abfiillung ins Bier gelangen, unterstitzt
durch den leicht sauren pH-Bereich des Bieres zwischen 4,0-4,6 [GRAMSHAW 1967,
GRAMSHAW 1969a, GRAMSHAW 1970b, SCHUR 1980b, ANGER 1983, MCMURROUGH
und HENNIGAN 1984, WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Abbildung 5 zeigt das Modell
kondensierter bzw. hochpolymerisierter Flavanole (Tannine). Die C4-C6 Bindung (gestrichel-

te Linie) stellt eine alternative Interflavan-Bindung dar.

OH

OH
s B

R | P
HO d * /
& ; : O
S ,1,,, .=

HO

[ i
O OH L \\.\\\\
s

HO

Abbildung 5: Modellhafte Darstellung eines kondensierten Tannins [SCHOFIELD et al. 2001]

Auch die monomeren Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin (vgl. Abbildung 6) induzieren,
wenn auch in geringerem AusmaB als die Proanthocyanidine, die Ausbildung kolloidaler Tri-
bungen durch Bindung an Polypeptide [GRAMSHAW 1969a, BELLMER 1977, DELCOUR et
al. 1984, SIEBERT 2006]. Siebert wies in Modellversuchen nach, dass Catechin bei einer
Temperatur von 25 °C eine betrachtliche Menge an Tribung zusammen mit Polyprolin (das
synthetische Polymer von Prolin) bildet, die Reaktion von Epicatechin und Polyprolin fiel
dagegen eher moderat aus. Offenbar sind also auch sterische Effekte flir das Ausmal der
Tribungsneigung mitverantwortlich, da sich die Monomeren Catechin und Epicatechin allei-
ne durch die unterschiedliche sterische Orientierung einer einzigen OH-Gruppe unterschei-

den. Bei einer Temperatur von 80 °C verhielten sich jedoch beide Substanzen sehr &hnlich
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[SIEBERT und LYNN 1998, SIEBERT 2006]. Nach McGuinness et al. kommt es im fertigen
Bier zu keiner Polymerisierung von Epicatechin, welches offenbar in monomerer Form nur
als sekundérer Tribungsbestandteil (in Form von Einschllssen) an der Bildung l6slicher

Komplexe beteiligt ist, aber keinen relevanten Faktor in Dauertribungen darstellt
[MCGUINNESS et al. 1975].

L i
HO OGN SS"Noq  A.H0 HO o

OH OH
OH OH

(+)-Catechin (+)-Epicatechin

Abbildung 6: Monomere Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin [HASLAM 1998]

1. Méglichkeit 2. Méglichkeit
Einfache Polyphenole Vorhandene komplexe Polyphenole
Polymerisation Aktivierung
v v
Komplexe Polyphenole (Tannine) »Aktive“ Polyphenole
+ hochmolekulare + hochmolekulare
Stickstoffverbindungen v Stickstoffverbindungen
A 4
Tannin-Stickstoff-Komplexe Polyphenol-Stickstoff-Komplexe
v \ 4
Tribungspartikel Tribungspartikel

Abbildung 7: Mdglichkeiten der Trlibungsbildung im abgefiillten Bier [GARDNER und MCGUINNESS
1977]
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Es erscheint sinnvoll, nicht nur die im frisch abgefullten Bier vorhandenen phenolischen Pre-
curser (Flavan-3-ol-Monomere und Dimere) als limitierende Faktoren bezlglich der kolloida-
len Stabilitdt anzusehen, sondern auch die aus den Rohstoffen und dem Herstellungspro-
zess ins Bier verschleppten kondensierten Polyphenole [GARDNER und MCGUINNESS
1977, ANGER 1983, MOLL et al. 1984, WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Nach der
Theorie von Gardner und McGuinness werden diese durch den Zutritt von Luftsauerstoff
aktiviert, binden an Proteine und bringen diese zur Ausféllung. Abbildung 7 zeigt die beiden
Moglichkeiten der Tribungsbildung aus einfachen Polyphenolen (Vorldufern) und den vor-
handenen komplexen Polyphenolen [GARDNER und MCGUINNESS 1977].

Abbildung 8: Ferulasdure [TCHONE 2003]

Manche Autoren sprechen auch der Ferulasdure (vgl. Abbildung 8), der konzentrations-
starksten phenolischen Saure in Bier, einen Einfluss auf die Tribungsbildung zu. Harris wies
bereits im Jahre 1965 auf das Vorhandensein phenolischer Sauren in kolloidalen Triibungen
hin. Insbesondere die Ferulasdure kénne in relevanten Mengen detektiert werden [HARRIS
1965]. Laut Papp Ubt diese in h6heren Konzentrationen einen negativen Einfluss auf die kol-
loidale Stabilitdt aus, wohingegen niedrige Konzentrationen die Tribungsstabilitdt bis zu
einem gewissen Grad verbessern. [PAPP et al. 2001]. Die Beteiligung der Ferulasdure an der
Tribungsbildung hangt dabei nicht nur von der Konzentration an tribungsrelevantem Prote-
in ab, sondern auch vom Vorhandensein anderer phenolischer Substanzen sowie vom Bier-
pH [SZWAJGIER et al. 2005].

2.2.3 Polyphenole bei der Malz- und Bierherstellung

Bei den in der Gerste identifizierten Proanthocyanidinen handelt es sich um 2 Dimere (Pro-
cyanidin B3 und Prodelphinidin B3) und 4 Trimere (Procyanidin C2 und Prodelphinidin C2)

aus Catechin- und Gallocatechin-Einheiten. Die Bezeichnung Prodelphinidin C2 umfasst hier
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drei unterschiedliche Kombinationen der 4a->8 verknlpften Einheiten [ANGER 1983,
FRIEDRICH 2000]. Ferner sind auch die monomeren Flavanole Catechin, Epicatechin, Epi-
gallocatechin und Gallocatechin nachweisbar, wohingegen oligomere Flavanole quantitativ
als eher unbedeutend eingestuft werden. Der Proanthocyanidingehalt der Gerste liegt bei
ca. 100-160 mg/100 g Trockensubstanz, wobei die dimeren Haupttribungsbildner Procya-
nidin B3 und Prodelphinidin B3 iberwiegen. Der Gesamtpolyphenolgehalt wird mit 100-300
mg/100 g Trockensubstanz angegeben, die Konzentration an phenolischen Sauren betragt
etwa 5-12 mg/100 g Trockensubstanz. In struktureller Hinsicht sind die Proanthocyanidine
der Gerste mit denen des Malzes identisch und kénnen auch in Bier wiedergefunden wer-
den [FRIEDRICH 2000]. Bezlglich der Verdnderungen wahrend des Malzungsprozesses
finden sich in der Literatur unterschiedliche Angaben. Laut Gramshaw und McMurrough et
al. verandert sich der Gehalt an einfachen Flavanolen wahrend der Vermalzung nur gering-
fugig, Moll et al. wiesen dagegen eine Catechin-Abnahme um 40-70% nach. Die Konzentra-
tionen der dimeren Proanthocyanidine bleiben, so Moll et al., von der Gerste bis ins Malz
praktisch gleich, Anger hingegen berichtet von einer Abnahme um bis zu 15% [GRAMSHAW
1969b, ANGER 1983, MCMURROUGH et al. 1983, MOLL et al. 1984]. Bellmer et al. stellten
eine Zunahme der Polyphenole, insbesondere der Phenolcarbonsduren von Gerste zu Malz
fest [BELLMER et al. 1995a]. Laut Jerumanis dagegen findet sich im Malz praktisch die glei-
che Menge an Polyphenolen wie in der entsprechenden Gerste [JERUMANIS 1972]. Ein zu-
nehmender Lésungsgrad und hdéhere Abdarrtemperaturen resultieren in ansteigenden Kon-
zentrationen an Polyphenolen, insbesondere an Anthocyanogenen (Proanthocyanidinen) im
Malz [KESSLER 1971, ROESSLER 1971, NARZISS und BELLMER 1975b, SCHUR 1987].
Zudem Kkorreliere oft ein héherer EiweiBgehalt des Malzes mit steigendem Anteil an 16slichen
Anthocyanogenen [SCHUR 1987]. Es bleibt festzuhalten, dass der Gehalt phenolischer Bier-
inhaltsstoffe signifikant mit dem von Gerste und Malz korreliert [ANGER 1983].

Waéhrend des Maischens werden 44-48% der aus der Gerste stammenden dimeren Pro-
anthocyanidine freigesetzt und gelangen in die Wirzepfanne. Je intensiver die Maischarbeit
und die Spelzenauslaugung wahrend des Ablduterns verlauft, desto mehr Polyphenole ge-
hen in Lésung [ANGER 1983, WACKERBAUER und ANGER 1984a, BELLMER et al. 1995b].
Die Catechin-L&sung liegt bei tber 100%, was auf eine Neubildung schlieBen lasst, offenbar
bedingt durch thermische Dissoziation dimerer Polyphenole. Das Vorhandensein von Epica-
techin ist eher auf die Erhitzung von Catechin im sauren Medium wahrend des Maischens
zurlickzufUhren, resultierend in sterischer Umorientierung, als auf die L6sung aus dem Malz

[MOLL et al. 1984]. Nach Schur férdern Nassschrotung und eine niedrige Restalkalitat des
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Brauwassers die Freisetzung von Anthocyanogenen [SCHUR 1987]. Die Anwendung diinne-
rer Maischen, eine Verlangerung der Ablauterzeit und verstarkter Lufteinzug beim Maischen
und Abldutern resultieren, so Narziss, in deutlich niedrigeren Gehalten an Anthocanogenen
und Tannoiden in Wirze und Bier, wohingegen der Einfluss auf die Gesamtpolyphenole eher
gering ist [NARZISS und BELLMER 1975b, NARZISS et al. 1979)].

Bei der Wirzekochung und Trubabscheidung kommt es aufgrund der Affinitdt der Gerbstof-
fe zu Proteinen zu einer Reduktion der Proanthocyanidine um weitere 50%, so dass in der
Ausschlagwtrze noch ca. 20-25% der Gerstenproanthocyanidine vorhanden sind [ANGER
1983, WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Intensive Kochung und gute Trubabtrennung
férdern die Abscheidung der Anthocyanogene [SCHUR 1987]. Bedingt durch die Hopfung
und das Eindampfen der Wurze ist der Gerbstoffgehalt der Ausschlagwirze dennoch héher
als in der Pfannevollwirze [ANGER 1983, WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Der Anteil
an Catechin erhéht sich im Laufe der Kochung bei gleichzeitiger Abnahme dimerer Pro-
anthocyanidine, was einerseits auf die Hopfung, vor allem aber auf weitere Dissoziations-
vorgange zuriickzuflhren ist. Die Konzentration an Epicatechin, das in erster Linie dem
Hopfen entstammt, erreicht ihren Maximalwert zwischen Kochende und erstem Tag der
Hauptgarung [MOLL et al. 1984, BELLMER et al. 1995b]. Insbesondere die Hopfung mit
Dolden oder Pellets bringt groBe Mengen an Polyphenolen in die Wirze ein. Verglichen mit
der Nutzung von Reinharzextrakten erhdht sich auf diese Weise der Gehalt an Procyanidin
B3 um 19%, an Catechin um 34% und an Epicatechin um 55%. Die Wahl des Hopfenpro-
dukts Ubt also signifikanten Einfluss auf die Menge der Polyphenole in Ausschlagwirze und
Bier aus [MOLL et al. 1984, PUSPOK 1985].

Wéhrend der Garung werden Polyphenole, insbesondere das Catechin durch Adsorption an
die Hefezellwénde ausgeschieden, die dabei als unldsliche Proteine wirken. Das Absinken
des pH-Wertes und der steigende Ethanolgehalt beglinstigen dabei die Ausfallung
[GRAMSHAW 1970a, GROMUS 1981, ANGER 1983, MOLL et al. 1974, MOLL et al. 1984,
WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Nach Schunke hingegen sei im Laufe der Hauptga-
rung nur eine sehr moderate Abnahme an Catechin und Procyanidin zu verzeichnen, wéh-
rend andere phenolische Substanzen ganzlich unverandert blieben [SCHUNKE 1992]. Nach
der Ausfallung von Eiwei3-Gerbstoff-Komplexen und nahezu gleichen Reduktionsraten der
monomeren und dimeren Flavan-3-ole durch die Kaltlagerung sind im fertigen Bier noch
etwa 40% des Procyanidin B3 und Prodelphinidin B3 sowie 45-50% des Catechins und
Epicatechins aus der Ausschlagwirze wiederzufinden [ANGER 1983, MOLL et al. 1984,
WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Schur empfiehlt eine kalte, ausreichende Lagerung
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ohne Zusatz von Hefe- und Gelégerbier sowie eine scharfe Filtration zur Senkung des
Anthocyanogengehaltes in Bier [SCHUR 1987]. Die effizienteste Mdglichkeit zur Reduktion
tribungsaktiver Polyphenole stellt der Einsatz gerbstoffseitiger Stabilisierungsmittel, insbe-
sondere von PVPP, dar [SCHUR 1987, SIEBERT und LYNN 1997, BRIEM und GEIGER
1999]. Auch das frisch filtrierte und stabilisierte Bier enthalt noch gewisse Mengen an einfa-
chen Polyphenolen, polymerisierten Polyphenolen sowie geringe Anteile relativ kleiner Kom-
plexe zwischen polymerisierten Polyphenolen und Proteinen, welche jedoch in Lésung blei-
ben, sofern das Bier nicht unterhalb der Filtrationstemperatur aufbewahrt wird [GRAMSHAW
1970a].

2.2.4 Erndhrungsphysiologische Bedeutung

Polyphenole nehmen nicht nur groBen Einfluss auf die Bierqualitat, sie besitzen aufgrund
ihrer vielféltigen gesundheitsférdernden Eigenschaften auch aus erndhrungsphysiologischer
Sicht einen hohen Stellenwert. So werden ihnen antioxidative, anticancerogene, antient-
ziindliche, antimikrobielle, antithrombotische, antiallergische, immunmodulierende, blut-
drucksteuernde und blutzuckerregulierende Effekte zugeschrieben [PIENDL und BIENDL
2000, TCHONE 2003, YAO et al. 2004, BIENDL 2007]. Diesbezuglich kommt speziell der
Gruppe der Flavonoide besondere Bedeutung zu. Nach Yao et al. besteht ein direkter Zu-
sammenhang zwischen der taglichen Aufnahme an Antioxidantien und dem Gehalt der Nah-
rung an Flavonoiden [YAO et al. 2004]. Als Radikalfanger sind diese in der Lage, reaktive
Sauerstoffspezies abzufangen, die unter bestimmten Bedingungen zu oxidativem Stress im
Organismus fiihren. Erkrankungen, die mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht wer-
den kdénnen, sind Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen sowie Diabetes und altersbeding-
te Augenerkrankungen [ENGELHARDT 1999]. Antioxidantien verhindern beispielsweise die
Oxidation des Uber die Nahrung aufgenommenen LDL-Cholesterins und hemmen damit die
Entstehung von Kalkablagerungen an den GefaBwanden (Arteriosklerose) [ENGELHARDT
1999, PIENDL und BIENDL 2000, YAO et al. 2004]. Vinson et al. wiesen im Tierversuch eine
signifikante Verringerung der Entstehung von Arteriosklerose durch den Verzehr von Lager-
bier selbst bei zehnfacher Verdiinnung nach und schrieben diese Wirkung den Bierpolyphe-
nolen zu [VINSON et al. 2003]. Epidemiologische Studien belegen ferner eine geringere An-
zahl tédlich verlaufender Herzinfarkte bei héherer Flavonolaufnahme [GERHAUSER 2001].
Polyphenole sind zudem in der Lage, die Krebsentstehung zu beeinflussen — sie zdhlen zu

den Naturstoffen aus Nahrungs- und Genussmitteln, die im Rahmen der Chemopravention
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als ,Krebs-Bremse® eingesetzt werden. Auf allen Stufen der Krebsentwicklung (Initiation,
Promotion und Progression) kénnen sie den Kérper dabei unterstiitzen, den Prozess zu ver-
langsamen oder anzuhalten. Als Antipromotoren schiitzen sie die DNS vor dem radikali-
schen Angriff reaktiven Sauerstoffs, induzieren bestimmte Enzyme, die vor Zellentartung
schitzen, férdern die normale Zellteilung und -reifung und hemmen das Wachstum von
Krebszellen [PIENDL und BIENDL 2000, BECKER und ALT 2001]. Die antioxidative Aktivitat
der Polyphenole wéchst mit zunehmender Zahl an OH-Gruppen sowie fortschreitender Po-
lymerisierung und verringert sich bei héherem Grad an glucosidischer Verknipfung
[LARRAURI et al. 1999, YAO et al. 2004].

Die quantitative Bestimmung der Bierpolyphenole stellt heute kein Problem mehr dar, doch
Uber die Wirkungsweise und vor allem Uber die Bioverflgbarkeit einzelner Substanzen ist
generell noch relativ wenig bekannt [WALKER 2001]. Nach Manach et al. scheinen Isoflavo-
ne und Gallussdure vom Menschen am besten resorbiert werden zu kdnnen, gefolgt von
Catechinen, Flavanonen und Quercetin-Glucosiden. Proanthocyanidine und Anthocyanine
seien dagegen nur von begrenzter Bioverflgbarkeit. Ferner scheinen Aglycone besser re-
sorbiert werden zu kénnen als glucosidisch verknipfte Polyphenole [MANACH et al. 2004,
MANACH et al. 2005]. Die Angaben zur Wirkungsweise beziehen sich in der Literatur im
Allgemeinen auf die Ergebnisse von Versuchsdurchfiihrungen in vitro, woraus noch keine
Rickschlisse auf die tatsdchliche Wirkung in vivo, im menschlichen Organismus, gezogen
werden kénnen. Tabelle 3 gibt in Anlehnung an Piendl sowie Biendl und Pinzl einen Uber-
blick Gber die Konzentrationen und Wirkungsweisen (in vitro) einiger im Bier vorhandener
Polyphenole. Als besonders vielversprechend erweisen sich dabei die aus dem Hopfen ein-
gebrachten Polyphenole. Insbesondere das Prenylflavonoid Xanthohumol weist ein sehr
breites Spektrum positiver Wirkungspotenziale auf, dessen Krebs- und Diabetes-hemmende
Wirkung mittlerweile auch im Tierversuch bestatigt wurde [BIENDL und PINZL 2007]. Spe-
ziell angereicherte Hopfenextrakte (beispielsweise mit hohen Konzentrationen an Prenylfla-
vonoiden), die aus den bei der Ethanolextraktion gewonnen Fraktionen gewonnen werden,
kénnten zukinftig als innovative Bestandteile funktioneller Lebensmittel fungieren, so Biendl
[BIENDL 2007].
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Tabelle 3: Konzentration und Wirkungsweise ausgewahlter Polyphenole [PIENDL 2000, BIENDL und

PINZL 2007]
Konzentration
Substanz Wirkung
in Bier [mg/1]
Catechin 0,5-20,0 Unterstutzyng dgr Herz_TKrelslguf-Funktlon,
antioxidativ, gefaBerweiternd
Epicatechin 0,8-20,0 kapillarstarkend
. ) kapillarstarkend, blutdruckregulierend,
Quercetin 0,7-20,0 stark antioxidativ, krebspréaventiv
Rutin’ <1,0 kapillarstarkend, blutdruckregulierend, blutstillend
Kampferol 0,6-2,0 antioxidativ, diuretisch
Myricetin 5,0-20,0 diuretisch
Ferulasaure 1,1-10,8 glnstige Beeinflussung der Gallentéatigkeit
starke choleretische Aktivitat, Anregung der Darm-
Kaffeesaure 0,1-1,0 bewegung und der Salzsdureabsonderung des
Magens
Astragalin’ <1,0 -
Co-MuItlf_|d10I- <0,3 entziindungshemmend
glucosid
antibakteriell, antiviral, entzindungshemmend,
antioxidativ, gegen Malaria-Erreger, gegen krank-
Xanthohumol' <1,2 heitserregende Pilze, gegen Arteriosklerose, gegen
Diabetes, gegen Osteoporose, stark Krebs-
chemopraventiv
Isoxanthohumol’ <34 Krebs-chemopraventiv, gegen Abnahme der
Knochendichte
6-Prenylnaringenin’ <0.,6 antibakteriell, gegen krankheitserregende Pilze,
krebshemmend
8-Prenylnaringenin’ <02 hohe Ostrogenaktivitat, Osteoporose-inhibierend,
krebshemmend

1) ausschlieBlich aus dem Hopfen stammende Polyphenole

Bedauerlicher Weise liegen die Hopfenpolyphenole im fertigen Bier nur in sehr geringen
Konzentrationen vor, was einen merklichen Effekt auf den menschlichen Organismus eher

unwahrscheinlich erscheinen lasst. Zudem kénnen speziell in Medien, die ein breites Spekt-
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rum an Polyphenolen und anderen erndahrungsphysiologisch wirksamen Substanzen aufwei-
sen (z.B. Bier) auch synergistische oder antagonistische Effekte auftreten [LARRAURI et al.
1999, MARTINEZ und SANCHEZ 2004]. Es ist daher nahezu unmdglich, Rickschlisse von
der Konzentration (oder dem bloBen Vorhandensein) einzelner Komponenten in komplexen
Medien auf deren tatsdchlichen erndhrungsphysiologischen Nutzen zu ziehen. Es besteht
jedoch kein Zweifel daran, dass gerade die Vielfalt der eingebrachten Malz- und Hopfenpo-
lyphenole einen wesentlichen Beitrag zur Steigerung der erndghrungsphysiologischen Bedeu-

tung des Produktes Bier leistet.

2.3 Proteine in Bier

Pflanzliche Proteine sind aus etwa 20 verschiedenen, mittels Peptidbindung verknipften
Aminosauren aufgebaut und besitzen Molekulargewichte von 10.000 bis zu mehreren Millio-
nen. Aufgrund ihrer GroBe besitzen sie kolloidale Eigenschaften, diffundieren nicht durch
Membranen und sind sowohl quellbar als auch entquellbar. Am jeweiligen isoelektrischen
Punkt (IP) weisen die verschiedenen Proteinfraktionen ihre geringste Loslichkeit auf, was vor
allem in Bezug auf die Ausbildung kolloidaler Tribungen und die Wirksamkeit von Stabilisie-
rungsmaBnahmen von Bedeutung ist. Die EiweiBstoffe in Wiirze und Bier wirken als Puffer-
und Farbsubstanzen, dienen der Hefeerndhrung und beeinflussen Vollmundigkeit, Schaum
sowie die chemisch physikalische Stabilitat. Die Menge und Zusammensetzung des in die
Wirze eingebrachten EiweiBes ist, abgesehen vom urspriinglich in der Gerste vorhandenen
Stickstoff, vor allem von den proteolytischen Vorgdngen wahrend des Malzens abhangig
[NARZISS 1992].

2.3.1 Proteinspektrum

Nach é&lterer Nomenklatur lassen sich die Proteine der Gerste in vier Fraktionen einteilen
(Osborne-Fraktionierung): Die Albumine sind in Wasser und verdiinnten Salzlésungen I6slich
und besitzen einen IP zwischen 4,6 und 5,8 (je nach Untergruppe). Globuline I6sen sich in
verdiinnten Salzldsungen, koagulieren ab 90 °C, liegen im Molekulargewichtsbereich von
26.000-300.000 und weisen einen IP zwischen 4,9 und 5,7 auf. Die Pro/amine, in der Gerste
auch ,,Hordeine* genannt, sind nur in 50-90%igem Ethanol 16slich und besitzen hohe Antei-
le an den Aminoséauren Prolin und Glutaminsaure. Die hydrophoben Gluteline schlieBlich

lassen sich ausschlieBlich in Alkalien l6sen. Ferner beinhaltet die Gerste auch eine Reihe
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von Glycoproteiden, also Proteinen, die kovalent an eine Kohlenhydratgruppe gebunden
sind. Diese haben ein Molekulargewicht von etwa 10.000. Wahrend der proteolytischen Vor-
gange bei der Mélzung veradndern sich die erwahnten Fraktionen in unterschiedlichem Aus-
maB, wobei die Prolamine und Giluteline den intensivsten Abbau erfahren. Gleichzeitig bilden
sich I6sliche Abbauprodukte, die aus einem Gemisch aus Peptiden unterschiedlichen Mole-
kulargewichts bestehen. Sie lassen sich einteilen in Oligopeptide (bis zu 10 Aminoséauren),
Polypeptide (10-100 Aminosauren) und Makropeptide (mehr als 100 Aminosauren). Tabelle 4
gibt einen Uberblick tber die Veranderungen der Proteinfraktionen beim Malzen. Der Roh-

proteingehalt von Braugerste liegt durchschnittlich bei etwa 9,0-11,5%, der von Malz ca.

0,1-0,5% niedriger [NARZISS 1992, NARZISS 1999].

Tabelle 4: Prozentuale Verteilung der Osborne-Fraktionen in Gerste und Malz [NARZISS 1999]

Proteinfraktion Gerste Malz
Albumine 12 10
Globuline 10 11
Prolamine 37 17
Gluteline 30 21

Abbauprodukte 12 41

Tabelle 5: Prozentuale Verteilung der Lundin-Fraktionen in Pfannevollwlrze und Ausschlagwlirze aus

100% Malz [NARZISS und ROTTGER 1974, NARZISS 1992]

Stickstoff Pfannevollwiirze | Ausschlagwirze
Hochmolekular 27 22
davon koagulierbar 7 2
Mittelmolekular 20 14
Niedermolekular 60 64
davon Formolstickstoff 33 35
davon freier Aminostickstoff 22 22
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Die ursprunglich klar voneinander trennbaren Osborne-Fraktionen erfahren wahrend des
Maischens und Wirzekochens einen weiteren Abbau und verédndern sich in einer Art und
Weise, die eine Einteilung nach klassischem Muster deutlich erschwert [PAPP 2000]. Zur
Fraktionierung des I6slichen Stickstoffs in Wirze nach Abtrennung der unldslichen Malzbe-
standteile wird deshalb bevorzugt die Bestimmung nach Lundin durchgefiihrt (siehe Tabelle
5).

Nach der Denaturierung und Koagulation der Proteine bei der Kochung und nach der Ent-
fernung des Heisstrubes bewirkt die Garung eine Verschiebung des pH-Wertes in Richtung
des IP der Uberwiegend sauren Bierproteine, welche dort leicht zur Ausféllung gelangen
[PAPP 2000]. Ausflockungen und Sedimentation bei kalter Lagerung resultieren in einer wei-
teren Verringerung des Proteingehalts [ANGER 1995]. Im fertigen Bier (12% Stammwiirze)
sind letztlich noch ca. 700-800 mg/l Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl), etwa 130-180 mg/I
Magnesiumsulfat-fallbarer Stickstoff (hochmolekularer Anteil), ca. 15-25 mg/l koagulierbarer
Stickstoff, 120-150 mg/I mittelmolekularer und 420-520 mg/I niedermolekularer Stickstoff
nachweisbar [MEBAK 2000]. Tabelle 6 zeigt ergdnzend die im Bier detektierbaren Protein-
fraktionen, gegliedert nach ihrem jeweiligen Molekulargewicht. Es ist generell zu beachten,
dass hohere EiweiBgehalte im Malz zu einer Zunahme aller Fraktionen in Bier fihren, wo-
durch der Malzqualitat die Schllsselrolle bezlglich der EiweiBzusammensetzung der Biere
zukommt [NARZISS und ROTTGER 1974, SCHILDBACH 1977].

Tabelle 6: Prozentuale Verteilung der im Bier detektierbaren Molekulargewichts-Fraktionen
[MUSSCHE 1997].

Molekulargewicht | Prozentuale
Verteilung
> 75.000 2
35.000-75.000 8
13.000-35.000 7,5
10.000-13.000 22,5
< 10.000 60
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2.3.2 Tribungsrelevante und schaumpositive Proteine

Proteine sind wesentliche Komponenten sowohl kolloidaler Tribungen als auch des Bier-
schaums, und eine Reduktion der EiweiBkomponente zur Verbesserung der chemisch-
physikalischen Stabilitat sollte nicht auf Kosten der Schaumhaltbarkeit erfolgen. Aus diesem
Grund ist es sinnvoll, die Bierproteine nicht nur in Bezug auf ihre Tribungsrelevanz, sondern

auch hinsichtlich ihrer schaumpositiven Eigenschaften zu betrachten.

Laut Mussche sind vor allem Proteine in einem Molekulargewichtsbereich zwischen 35.000
und 75.000 (Korrelationskoeffizient 0,93) und Uber 75.000 (Koeffizient 0,95) flr die Tru-
bungsbildung verantwortlich. Als besonders schaumpositiv gelten Proteine zwischen 10.000
und 13.000 [MUSSCHE 1997, MUSSCHE und DE PAUW 1999, LEIPER et al. 2003b]. Nar-
ziss bezeichnet die Proteine zwischen 10.000 und 60.000 als schaumférderlich und Uber
60.000 (Koeffizient 0,92) als triibungsaktiv [NARZISS und ROTTGER 1974, NARZISS 1992].
Nach Angabe anderer Autoren seien hingegen hauptséchlich Proteine bis 40.000 an der
Tribungsbildung beteiligt [ASANO et al. 1982, MARSHALL und WILLIAMS 1987, O'REILLY
1994, PAPP 2000, LEIPER et al. 2003a, LEIPER et al 2003b, LEIPER et al. 2005]. In jlingerer
Vergangenheit wiesen immunologische Nachweismethoden auf die Tribungsrelevanz einer
Malzfraktion im Bereich von 12.000 hin [EVANS et al. 2003, ROBINSON et al. 2007]. Weit
verbreitet ist auch die Auffassung, dass eine klare Zuordnung einzelner Gersten-Fraktionen
zur Tribungs- und Schaumbildung nicht mdglich sei. Es korreliere einzig die Aminosaurezu-
sammensetzung des gesamten Gerstenproteins, nicht aber einzelner Fraktionen mit der
Zusammensetzung isolierter Biertriibungen [DJURTOFT 1965, CURTIS 1966, GRAMSHAW
1970a, WAINWRIGHT 1974, DADIC und BELLEAU 1980]. Die abweichenden Angaben un-
terschiedlicher Autoren bezilglich der Tribungsrelevanz seien, so Papp, auch auf die Unter-
schiede bei der Herbeiflihrung der untersuchten Tribungen zurlickzufiihren. So unterschei-
de sich das Wesen einer durch eine Temperatur von 60 °C forcierten Trilbung wesentlich von

einer 40 °C-Tribung sowie von natirlich entstandenen Tribungen [PAPP 2000].

Neben der Differenzierung nach dem Molekulargewicht hat sich auch die Einteilung der Bier-
proteine nach dem IP als wenig aussagekréftig bezliglich der Korrelationssuche erwiesen
[PAPP 2000]. Generell lasst sich lediglich konstatieren, dass tribungsrelevante Proteine of-
fenbar Uberwiegend im sauren Bereich (IP < 6,5) liegen, schaumpositive dagegen eher
oberhalb dieses Wertes zu finden sind [WAINWRIGHT 1974, MUSSCHE 1997, MUSSCHE
und DE PAUW 1999, KUSCHE 2005].
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Dennoch scheinen die Substanzen, die fir das jeweilige Qualitdtsmerkmal des Bieres ver-
antwortlich sind, prinzipiell unterschiedlicher Natur zu sein — so seien Tribungsproteine im
Allgemeinen hydrophil, Schaumproteine hingegen hydrophob [GUZMAN et al. 1999,
APPERSON et al. 2002]. Ferner entstamme das schaumpositive Protein in erster Linie dem
Gersten-Albumin, das tribungsaktive EiweiB dagegen eher dem Hordein [SCHILDBACH
1977, ASANO et al. 1982, ESNAULT 1995, SIEBERT et al. 1996a, SIEBERT et al. 1996b,
SIEBERT und LYNN 1997, SIEBERT 2006]. Die Tatsache, dass mehrere Gewichtsfraktionen
an der Tribungsbildung beteiligt sind, kbnne mdglicherweise damit erklart werden, dass
mehrere unterschiedliche Untergruppen der Hordeine involviert sind oder dass eine oder
mehrere dieser Untergruppen wahrend des Maischens teilweise abgebaut werden [SIEBERT
1999b]. Nach Bamforth ist jedoch keine klare Differenzierung zwischen triibungssensitiven
und schaumférdernden Proteinen moéglich. Auch Peptide aus den Fraktionen der Albumine
und Globuline seien an der Tribungsbildung beteiligt, jedoch zeitlich gesehen erst nach den
Hordein-Proteinen [ASANO et al. 1982, BAMFORTH 1999]. Dies entspricht der bereits einige
Jahre zuvor von Gramshaw aufgestellten Theorie, der aber die wichtige Rolle der Hordeine
starker betonte. Diese bilden, so Gramshaw, bereits in einem friiheren Stadium der TrU-
bungsbildung unldsliche Komplexe zusammen mit niedrig polymerisierten Polyphenolen
[GRAMSHAW 1970a]. Narziss und Réttger sind der Ansicht, dass nicht nur Hordein, son-
dern Abbauprodukte aller in der Gerste vorkommenden EiweiBarten zu Tribungen beitragen
kénnen [NARZISS und ROTTGER 1973]. Parallel zur Triibungsbildung verschlechtere sich
auch die Schaumbildung der Biere, was ein weiterer Beleg dafir sei, dass es auch schaum-
positive Tribungspartikel gebe, so Bamforth. Zudem hatten immunologische Nachweisme-
thoden gezeigt, dass Antikérper gegen Tribungsprotein nicht nur mit Tribungs- sondern
auch mit Schaumprotein reagieren, wohingegen die Antikérper gegen Schaumprotein aus-
schlieBlich auf schaumbildende Peptide ansprechen [BAMFORTH 1999].

Es herrscht allgemein Einigkeit dartber, dass vor allem Proteine an der Tribungsbildung
beteiligt sind, die einen hohen Gehalt an der hydrophoben Aminosaure Prolin aufweisen
[ASANO et al. 1982, OUTTRUP et al. 1987, OUTTRUP 1989, MURRAY et al. 1994, SIEBERT
und LYNN 1997, BAMFORTH 1999, CHARLTON et al. 2002, SIEBERT 2006]. In Modelll6-
sungen, die das tribungsrelevante Flavan-3-ol Catechin enthielten, entwickelte sich bei der
Zugabe von synthetischen Polypeptiden eine Tribung, die in linearem Zusammenhang mit
deren prozentualem Prolingehalt stand. Enthielten die Polypeptide dagegen kein Prolin, fand
keine Tribungsbildung statt [ASANO et al. 1982, SIEBERT 1999b, YANG und SIEBERT
2001, SIEBERT 2006]. Dies stitzt die These, dass triibungsaktive Proteine zu groBen Teilen
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aus dem Gersten-Hordein ins Bier gelangen, also aus der Fraktion, die hohe Anteile an den
Aminosauren Prolin und Glutaminsaure enthalt. Die Affinitat prolinreicher Peptide steigt mit
wachsender MolekllgréBe, wobei offene, lockere Strukturen eher triibbungsférderlich sind als
zusammengefaltete globuldre Molekile [LUCK et al. 1994, YANG und SIEBERT 2001]. Prolin
fordert dabei die Auffaltung der Proteine, so dass diese in der Regel eine stabférmige, B-
Faltblatt-reiche Struktur aufweisen, welche den Zugang und die Bindung zu den Polypheno-
len erleichtert. Von Bedeutung ist zudem auch die Aminosauresequenz im Protein [ASANO
et al. 1982, YANG und SIEBERT 2001, SIEBERT 2006]. In den meisten prolinreichen Pepti-
den wiederholt sich eine prolinreiche Sequenz aus mehreren Aminoséauren einige Male, wo-
bei die Affinitdt zu den Polyphenolen mit der Zahl der Wiederholungen ansteigt [SIEBERT
und LYNN 1997, YANG und SIEBERT 2001]. Aminosauren, die in freier Form im Bier vor-
kommen, so auch freies Prolin, haben hingegen keinen Effekt auf die Tribungsbildung
[WAINWRIGHT 1974, PAPP 2000].
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Abbildung 9: Bindungsarten zwischen Proteinen und Polyphenolen [ASANO et al. 1982]
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Das Zusammenspiel zwischen tribungsrelevanten Proteinen und Polyphenolen (vgl. Abbil-
dung 9) beruht auf Wasserstoffbriickenbindungen, vor allem aber auf hydrophoben Bindun-
gen zwischen hydrophoben Aminoséauren (insbesondere Prolin) und der hydrophoben Ring-
struktur der Polyphenole. Prinzipiell kbnnen auch ionische Bindungen zwischen negativ
geladenen OH-Gruppen der Polyphenole und positiv geladenen Gruppen der Proteine (z. B.
mit der endstandigen Aminogruppe von Lysin) auftreten. Aufgrund des sauren Milieus in Bier
spielt diese Bindungsart jedoch keine Rolle in Bezug auf die Triibungsbildung [ASANO et al.
1982, YANG und SIEBERT 2001].

Preaux et al. wiesen in Kaltetribungen, die aus Bieren unterschiedlichen Ursprungs isoliert
wurden, nicht nur einen unverhaltnisméaBig hohen Anteil an Prolin, sondern auch erhdhte
Konzentrationen an Glutaminsdure nach [PREAUX et al. 1969]. Dies konnte jedoch weder
von Papp noch von Kusche bestatigt werden [PAPP 2000, KUSCHE 2005]. Eine Untersu-
chung der Aminosauresequenz prolinreicher Peptide (vgl. Abbildung 10) verdeutlicht das
haufige Vorkommen von Glutamin(saure) in unmittelbarer Nahe des Prolins [SIEBERT 2006].
Es ist daher wahrscheinlich, dass eine Beteiligung von Glutaminsdure an der Tribungsbil-

dung, sofern vorhanden, eher passiver Natur ist.

QQQPFPQQPIPQQPQPY
PQQPQPYPQQPFPPQQP
FPQQPVPQQPQPYPQQP
FPPQQPFPQQPPFWQQK
PFPQQPPFGLQQPILSQQ
QPCTPQQTPL-PQ-

Abbildung 10: Ausschnitt aus der Aminoséauresequenz von Hordein (P = Prolin, Q = Glutamin)
[SIEBERT 2006]

In Modellversuchen konnte gezeigt werden, dass nur 2 mg/| tribungsaktives Protein nétig
sind, um zusammen mit einer Mischung aus Gerbstoffen eine Triibung von 1 EBC zu erzeu-
gen [CHAPON 1994, BAMFORTH 1999]. Da Bier sehr hohe Proteinkonzentrationen enthalt,
lasse sich daher schlussfolgern, dass nur ein duBerst geringer Teil dieser Proteine tatsach-

lich triibungsaktiv ist [CHAPON 1994]. Nach Leiper et al. machen die sensitiven Proteine, die
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in hohem MaBe glycosidisch verknupft sind, etwa 3-7% des Gesamtproteins aus. Auch die
Schaumproteine seien glycosidisch verknlpft, enthielten aber nur geringe Konzentrationen
an Prolin [LEIPER et al. 2003a, LEIPER et al. 2003b, LEIPER et al. 2005].

2.4  Sekundére Tribungsbildner und Einflussfaktoren

Neben Polyphenolen und Proteinen, die zweifellos die Haupttribungsbildner darstellen,
kénnen mitunter auch Kohlenhydrate und anorganische Bestandteile in Trilbungen nachge-
wiesen werden. Ihr Anteil ist jedoch vergleichsweise gering (siehe Kapitel 2.1.3). Ferner gibt
es sowohl interne als auch externe Faktoren, welche den Umfang und die Geschwindigkeit

der Tribungsbildung beeinflussen.

2.4.1 Kohlenhydrate und anorganische Bestandteile

Bei der Ausbildung kolloidaler Tribungen kann es zu Assoziationen zwischen Protein-
Polyphenol-Komplexen (oder noch ungebundenen Proteinen und Polyphenolen) und Oligo-
sacchariden bzw. hochmolekularen Polysacchariden kommen [LETTERS 1969, WAIN-
WRIGHT 1974, DADIC und BELLEAU 1980]. Dies durfte vor allem auf die Eigenschaft der
aus der Starke stammenden Polysaccharide zurlickzufiihren sein, weitverzweigte Ringstruk-
turen (Cyclodextrine) auszubilden, in deren Innerem es zu Einschliissen anderer organischer
Bestandteile kommen kann [LETTERS 1969]. Speers et al. wiesen nach der Zudosierung
von B-Glucanen erhéhte Tribungswerte im Bier nach, die zwar messtechnisch, nicht jedoch
visuell erfassbar waren. Die Intensitat der Tribungsbildung steige mit héherer Konzentration
und héherem Molekulargewicht des B-Glucans [SPEERS et al. 2003, HARTMANN 2006].
Nach Letters spielen die im Bier vorhandenen a-Glucane jedoch eine gewichtigere Rolle bei
der Ausbildung kolloidaler Tribungen als die B-Glucane [LETTERS 1969]. Erhéhte Glucan-
Gehalte im Bier sind in der Regel auf die Verwendung von schlecht geléstem Malz oder auf
eine unzureichende Maischarbeit zuriickzuflinren [ANGER 1995]. Es wird aber auch von a-
Glucanen berichtet, welche in Abhangigkeit von Hefestamm, physiologischem Zustand der
Hefe, Gartemperatur und Wirzekonzentration durch die Hefe ausgeschieden werden. Diese
Glycogen-Triibungen sind, dhnlich wie die oben beschriebenen B-Glucan-Tribungen, meist
nur messtechnisch erfassbar und kénnen auBerdem weder durch die Filtration noch durch
StabilisierungsmaBnahmen eliminiert werden [MALCORPS et al. 2001, KREISZ 2003].
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In Hydrolysaten abzentrifugierter Tribungen sind verschiedene Monosaccharide nachweis-
bar, wobei Glucose, Arabinose und Xylose den Hauptanteil ausmachen [GRAMSHAW
1970a, DADIC und BELLEAU 1980]. Diese kénnen grundsatzlich sowohl aus Dextrinen, aus
den Gummistoffen der Gerste als auch aus Glycoproteinen stammen. Pentosane neigen
offenbar dazu, I6sliche Komplexe mit Polyphenolen zu bilden, was laut Gramshaw der kol-
loidalen Stabilitat zugute kommt, da auf diese Weise triibungsrelevante Polyphenole vor der
Bildung unldslicher Assoziate zusammen mit Proteinen und Polysacchariden bewahrt wer-
den. Auch Luck et al. berichten Uber das Ph&nomen der Inhibierung von Polyphenol-
Protein-Komplexen durch Polysaccharide [GRAMSHAW 1970a, GRAMSHAW 1970b, LUCK
et al. 1994].

Generell scheint die Beteiligung der Kohlenhydrate an der Tribungsbildung eher passiver
Natur zu sein, was vor allem damit begriindet wird, dass keine kohlenhydratseitige Stabili-
sierung notig sei, um die kolloidale Bierstabilitat zu verbessern [SIEBERT 1999, SIEBERT
2004].

Nach Gramshaw koénnen die anorganischen Bestandteile kolloidaler Tribungen in zwei
Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe, bestehend aus Calcium, Magnesium und
Mangan, macht in Kaltetribungen einen gréBeren Anteil aus als in Dauertribungen. lhre
Konzentration in der Kéltetriibung ist bis zu 400-fach hoher als der im Bier verbleibende Teil
[GRAMSHAW 1970a]. Calcium fallt dabei wohl groBtenteils als Calciumoxalat aus und fun-
giert als Induktionskern bei der Bildung gréBerer Tribungspartikel [GRAMSHAW 1970a,
WAINWRIGHT 1974, DADIC 1976]. Die zweite Gruppe (Aluminium, Kupfer, Eisen, Nickel,
Zinn, Blei) tritt in gréBerem AusmaR in Dauertribungen auf, wobei ihre Konzentration bis zu
80.000mal héher als im verbleibenden Bier sein kann. Die Metalle der zweiten Gruppe bilden
Chelate mit Amino-, Carboxy-, Sulphydryl- und phenolischen Hydroxy-Gruppen und treten
wohl vor allem aufgrund dieser Fahigkeit in Tribungen auf [GRAMSHAW 1970a, ANGER
1995].

Eisen und Kupfer sind, bedingt durch ihre oxidationskatalytische Wirkung, zuséatzlich auch
aktiv an der Tribungsbildung beteiligt [CHAPON 1965, CURTIS 1966, MCFARLANE 1968,
GRAMSHAW 1970a, WAINWRIGHT 1974, De GAULEJAC 2001]. Dabei ist im frisch abgefll-
ten Bier ausschlieBlich das freie ionische Kupfer katalytisch aktiv, welches zunachst nur ei-
nen geringen Teil ausmacht. Mit zunehmender Oxidation der Sulphydryl-Gruppen und
gleichzeitiger Losung des gebundenen Kupfers im Laufe der Bieralterung steige dessen Ak-

tivitdt jedoch. Beim Eisen verhalte es sich genau umgekehrt — so weise das komplexierte



Theoretische Grundlagen und Stand des Wissens 30

Eisen eine groBere katalytische Aktivitdt auf als sein ungebundenes Pendant [CHAPON
1965, CURTIS 1966, MCFARLANE 1968].

2.4.2 Einflussfaktoren auf die kolloidale Stabilitat

Seit langerem ist bekannt, dass pH-Wert und Alkoholgehalt des Bieres einen Einfluss auf die
Intensitat der Tribungsbildung ausiben [CURTIS 1966, GRAMSHAW 1970b, SIEBERT
1999a, SPEERS et al. 2003, SIEBERT 2006]. Nach Gramshaw setzen héhere Ethanolgehal-
te, bedingt durch die dehydratisierende Wirkung auf die Proteine, die Kaltestabilitat der Bie-
re herab. Die Ausbildung von Dauertribungen werde hingegen eher inhibiert, da héhere
Ethanolgehalte die Léslichkeit der Protein-Polyphenolkomplexe verbessern. Niedrige pH-
Werte férdern die sdurekatalysierte Polymerisierung der Polyphenole und damit auch die
Ausbildung kolloidaler Tribungen. Die Auswirkungen unterschiedlicher pH-Werte und Etha-
nolgehalte kdmen jedoch bereits bei der Garung, Reifung und Lagerung zum Tragen, was
letztlich durchaus in einer verbesserten (Kalte)-stabilitdt der Biere resultieren kdnne, so
Gramshaw [GRAMSHAW 1970b].
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Abbildung 11: Die Auswirkungen von Alkohol und pH auf die Trilbungsbildung [SIEBERT 2006]

Siebert wies anhand gepufferter Modelltriibungssuspensionen, bestehend aus 275 mg/I

Gliadin und 55 mg/I Tanninsaure (entsprechend dem Verhaltnis von 5:1, was eine maximale
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Trlibungsbildung induziert), den Einfluss von Alkohol und pH nach (vgl. Abbildung 11). Ein
Maximum an Tribungsbildung resultiere demnach aus pH-Werten zwischen 4,0 und 4,5. Der
exakte Wert sei abhéangig von der vorliegenden Ethanol-Konzentration — bei 6,0 Vol% sei die
Tribungsbildung minimal, oberhalb (bis 12,0 Vol%) und unterhalb (bis 0 Vol%) dieses Wer-
tes steige sie kontinuierlich an [SIEBERT et al. 1996a, SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b,
SIEBERT und LYNN 2003, SIEBERT 2004, SIEBERT 20086].

Den gréBten Einfluss auf die Geschwindigkeit der Trilbungsbildung nimmt der Sauerstoffge-
halt des abgefiillten Bieres, da dieser zur ,Aktivierung“ bzw. zur oxidativen Polymerisierung
der Polyphenole flihrt, wodurch sich deren Gerbkraft erhéht. Biere mit erhéhten Sauerstoff-
gehalten weisen dadurch bereits nach wesentlich klrzerer Zeit eine wahrnehmbare Tribung
auf als sauerstoffarme Biere [CURTIS 1963, GRAMSHAW 1967, DREW 1981, BELLMER
1977, KRETSCHMER 1982, ANGER 1983, MCMURROUGH und HENNIGAN 1984, ANGER
1995, STEWART 2004]. Kusche wies nach Zugabe von aktivem Sauerstoff in Form von H.O.
zum Bier bereits nach einer Woche eine Triibungszunahme nach, die umso gréBer ausfiel, je
héher die Lagertemperatur war [KUSCHE 2005]. Als Intermediarprodukt sowohl enzymati-
scher als auch nicht enzymatischer Oxidation der Polyphenole entsteht das hochreaktive
ortho-Chinon, welches intramolekulare Kondensationsreaktionen, aber auch Bindungen zu
Proteinen und Polysacchariden eingehen kann [MCFARLANE 1968, DADIC und VAN
GHELUWE 1971, HASLAM 1995, ROBARDS et al. 1999, DE GAUJELAC et al. 2001]. In die-
sem Zusammenhang sei nochmals darauf hingewiesen, dass die Bierpolyphenole im Laufe
der Zeit selbst bei (theoretischer) Abwesenheit von Sauerstoff einer sdurekatalysierten Po-

lymerisation unterworfen sind (siehe Kapitel 2.2.2).

Auch duBere Faktoren beeinflussen die kolloidale Haltbarkeit der Biere. So férdern vor allem
hdhere Temperaturen die Tribungsbildung, sei es durch Hitzebehandlung oder durch héhere
Lagertemperaturen des abgefiilliten Bieres [SCHUR 1979, STEWART 2004, KUSCHE und
GEIGER 2007]. Auch der Einfall von Sonnenlicht bzw. dem Licht bestimmter Beleuchtungs-
kérper sowie mechanische Beanspruchungen z.B. beim Transport forcieren die Triibungs-
bildung. Die optimale Aufbewahrung des abgefillten Bieres erfolgt nach Pfenninger im Dun-
keln bei einer Temperatur von 8-10 °C. [BELLMER 1977, SCHUR 1979, SCHUR 1980b,
PFENNINGER 1987, STEWART 2004].
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2.5 Verbesserung der kolloidalen Stabilit&t

Die Mdglichkeit zur Einflussnahme auf die kolloidale Stabilitdt besteht nicht erst im Filterkel-
ler mit der Wahl des Filter(hilfs)mittels und dem Einsatz klinstlicher Stabilisierungsmittel.
Mindestens ebenso wichtig ist die Auswahl geeigneter Rohstoffe, z. B. Polyphenol-
und/oder eiweiBarmer Malze, die Wahl des Hopfens (Sorte, Art, Aufbereitung), aber auch die
Qualitat des Brauwassers. Ferner kann die chemisch-physikalische Bierstabilitdt auch auf
prozesstechnischem Wege beeinflusst werden, sei es im Sudhaus oder auf dem Bierweg. Es
sei jedoch darauf hingewiesen, dass sich die Auswahl der Rohstoffe sowie prozesstechni-
sche Variationen in der Regel anderen Sachzwangen oder Qualitdtsanforderungen unterzu-

ordnen haben, um die hohe Qualitat des Produktes Bier zu gewahrleisten.

2.5.1 Auswahl der Rohstoffe

Der Gehalt phenolischer Bierinhaltsstoffe korreliert signifikant mit dem von Gerste und Malz
[ANGER 1983]. Die Verwendung spezieller proanthocyanidinfreier Gerstenziichtungen, von
der erstmals im Jahre 1976 berichtet wurde, ist daher aus Sicht einer verbesserten kolloida-
len Haltbarkeit durchaus Erfolg versprechend. Erdal berichtet in diesem Zusammenhang
Uber den Vergleich eines Bieres aus proanthocyanidinfreier Gerste mit einem aus konventio-
neller Gerste hergestellten Bier. Die kolloidale Stabilitat des ,,proanthocyanidinfreien” unsta-
bilisierten Bieres liege demnach in signifikant héheren Bereichen als die stabilisierte Ver-
gleichsprobe, einhergehend mit den geringeren Gehalten dimerer Tribungsbildner. Zudem
wirke sich die Verwendung dieser Gerstenzlichtung (Sorte ,,Galant“, Carlsberg Institut Ko-
penhagen) in keiner Weise nachteilig auf Geschmack und Geschmacksstabilitdt des Bieres
aus [ERDAL 1986]. Heyse hingegen widerspricht dieser Darstellung, basierend auf Untersu-
chungen von Pfenninger und Schur, die in groBtechnischen Versuchen zwar die verbesserte
kolloidale Haltbarkeit bestatigten, jedoch eine signifikante Verschlechterung des Bierge-
schmacks (leichter, leerer im Nachtrunk) feststellten. Weitere Nachteile der Verwendung von
»,Galant“ seien geringere Sudhausausbeuten und Endvergdrungsgrade, hdéhere Konzentra-
tionen an Gesamtstickstoff, dunklere Wirze- und Bierfarben, der stark erhdhte Anteil an B-
Glucanen, der zu einer Verlangsamung des Ablauterns sowie zu einer Verschlechterung der
Filtrierbarkeit um bis zu 77% fuhre, gréBere Bitterstoffverluste und eine Verminderung des
Reduktionsvermdégens. Die Verwendung proanthocyanidinfreier Gerste in der Praxis sei da-
her sowohl aus technologischer als auch aus wirtschaftlicher Sicht eher kritisch zu beurtei-
len [HEYSE 1986, SCHUR 1987]. Auch neuere Zichtungen, z.B. die proanthocyanidinfreie
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Gerste Mokkei 92-130 (Forschungslabor Sapporo Breweries), brachten offenbar keine we-
sentlichen Verbesserungen mit sich, obgleich die Autoren neben der besseren kolloidalen
Stabilitdt auch verbesserte sensorische Eigenschaften, héhere Endvergarungsgrade und

eine intensivere cytolytische Malzlésung propagieren [FUKUDA et al. 1999].

Grundsétzlich wird im Sinne einer besseren eiweilseitigen Haltbarkeit die Verwendung von
proteinarmen Gersten bzw. Malzen empfohlen [SCHILDBACH 1977, PFENNINGER 1987,
O'Rourke 1994, NARZISS 1994, REHMANUJI et al. 1998]. Nach Narziss induziere beispiels-
weise ein Malz mit einem EiweiBgehalt von 11,0% eine dreimal hdhere Kaltetribung als ein
Malz mit 9,4% Proteinanteil [NARZISS 1994]. Mittels SDS-PAGE und Immunoblotting unter
Verwendung von Antikérpern gegen Kieselgel-Adsorbat konnte eine Malzproteinfraktion im
Molekulargewichtsbereich von 12.000 identifiziert werden, die offenbar in engem Zusam-
menhang mit der Tribungsbildung steht. So zeigten Malze, die diese spezielle Fraktion nicht
enthielten, trotz mitunter héheren Gehaltes an Gesamtprotein, eine deutlich bessere Kélte-
stabilitdt nach Durchfihrung einer forcierten Alterung. Die gezielte Selektion dieser Malze
(bzw. Gersten) stelle daher eine Mdglichkeit dar, die rohstoffobedingte Stabilitdt zu verbes-
sern, so Robinson et al. [EVANS et al. 2003, ROBINSON et al. 2007].

In Bezug auf eine bessere kolloidale Stabilitat ist generell auf einen guten Lésungsgrad des
Malzes zu achten. Offenbar dominiert hier der positive Effekt der besseren cytolytischen,
proteolytischen und amylolytischen Lésung Uber die stabilitdtsmindernde Wirkung der zu-
satzlich freigesetzten Anthocyanogene. Es ist jedoch zu beachten, dass sich eine Uberl-
sung der Malze nachteilig auswirkt [BELLMER 1976, DADIC 1976, SCHUR 19803,
PFENNINGER 1987, NARZISS 1994, ANGER 1995]. Héhere Abdarrtemperaturen, vor allem
im Bereich von 80-90 °C, verbessern die Triibungsstabilitat, was wohl vor allem auf die zu-
nehmende Inaktivierung von Peroxidasen und Polyphenoloxidasen zurlckzufilhren sei. Die
resultierenden hdoheren Polyphenolgehalte des Malzes férdern die EiweiBfallung im Sudhaus,
so Narziss [NARZISS 1994, NARZISS 1999].

Als weitere Alternative nennt Schur den Einsatz von Malzsurrogaten wie Mais, Reis, Weizen
oder Starkesirup, wodurch in erster Linie der EiweiBgehalt der Biere vermindert werden kon-
ne [SCHUR 1980a, ANGER 1995]. Dies entspricht jedoch nicht den Vorgaben des Rein-

heitsgebotes.

Die Hopfung mit Dolden oder Pellets bringt gréBere Mengen an Polyphenolen, insbesondere
auch an tribungsrelevanten Flavan-3-olen und Proanthocyanidinen (siehe Kapitel 2.2.3) in

die Wuirze ein, als dies bei der Verwendung von extrahiertem Hopfen der Fall ist. Prinzipiell
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wird die kolloidale Stabilitdt daher durch origindre Hopfenprodukte eher verschlechtert
[MOLL et al. 1984, PUSPOK 1985, ANGER 1995]. Es ist jedoch problematisch, alleine aus
der Art des verwendeten Hopfenprodukts Rickschllsse auf die zu erwartende kolloidale
Bierstabilitéat zu ziehen. Von Bedeutung ist insbesondere auch der Zeitpunkt der Hopfenga-
be — so wird beispielsweise die Hopfung mit Pellets zu Beginn der Kochung in einer intensi-
veren EiweiBfallung resultieren als der Einsatz von Reinharzextrakten [BELLMER 1981]. An-
dererseits sollte bei spater Hopfengabe, sei es am Ende der Kochung, im Whirlpool oder
erst im Kaltbereich (,Hopfenstopfen), im Sinne einer besseren chemisch-physikalischen
Haltbarkeit auf die Verwendung polyphenolreicher Produkte verzichtet werden [SCHUR
1980b, Foster et al. 2000]. Nach McMurrough und Hennigan werden durch den Hopfen vor
allem oxidierte Flavanole mit hoher Gerbkraft in die Wirze bzw. ins Bier eingebracht, wohin-
gegen die Mehrheit der Gersten-Flavanole zundchst noch schwach gerbend wirkt, aber sehr
stark zur oxidativen Polymerisierung neigt [MCMURROUGH und HENNIGAN 1984]. Laut
DELCOUR sind die Proanthocyanidine des Hopfens beztiglich ihrer Triibbungsaktivitat jedoch
mit denen aus Malz vergleichbar [DELCOUR et al. 1985].

Das Brauwasser sollte im Sinne einer besseren kolloidalen Stabilitat der resultierenden Biere
eine Restalkalitat von weniger als 5 °dH aufweisen, um den pH-Wert der Maische nicht
UbermaBig zu erhdhen und damit den Stoffabbau zu verschlechtern. Eine Erhéhung der
Nichtcarbonatharte durch die Dosierung von Calciumsalzen wirkt sich positiv aus, da dies
der enzymatischen Aktivitdt der a-Amylase und der Endo-B-Glucanase zugute kommt und
da auf diese Weise mehr Oxalate ausgeschieden werden, was einer Bildung von Calciumo-
xalat-Tribungen im Bier vorbeugt [SCHUR 1980a, PFENNINGER 1987, ANGER 1995]. Nach
Narziss wird die beste Stabilitdt mit einem Brauwasser von 35 ° Gesamthéarte und -10 °
Restalkalitat erzielt, die Auswirkungen unterschiedlicher Brauwasserzusammensetzung auf
die Stabilitat seien jedoch allgemein eher gering [NARZISS et al. 1981, NARZISS 1994].

2.5.2 Prozesstechnischer Einfluss

Die Nassschrotung und die damit verbundene Schonung der Spelzen gelten gegentiber der
Trockenschrotung als vorteilhaft, die Spelzentrennung und der Einsatz von Pulverschrot ver-
schlechtern jedoch die Stabilitdt [NARZISS 1994]. Beim Maischen ist auf eine ausreichende
Proteolyse, vor allem aber auf einen intensiven Starkeabbau zu achten, um auf diese Weise
wirklich jodnormale Wrzen und Biere herzustellen. Der pH-Wert der Maische sollte daher
optimaler Weise bei 5,5 liegen [SCHUR 1980a, NARZISS 1994]. High Gravity Brewing wirkt
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sich positiv auf die kolloidale Stabilitadt aus, moglicherweise bedingt durch eine intensivere
Stoffumsetzung im Brauprozess, so dass nach der Rickverdiinnung der Wirzen oder Biere
geringere Konzentrationen an Tribungsbildnern vorliegen [NARZISS et al. 1981, NARZISS
1992, REHMANUJI et al. 2000]. Eine Variation der Einmaischtemperaturen sowie die Anwen-
dung von Infusions- und Dekoktionsverfahren brachten hingegen keine eindeutigen Ergeb-
nisse [NARZISS et al. 1981]. Ahnliche Schlussfolgerungen lassen auch die Versuche von
Kusche zu — demnach haben unterschiedliche Einmaischtemperaturen und unterschiedlich
lange Rasten nur geringe Auswirkungen auf den Flavan-3-ol-Gehalt der Wirzen [KUSCHE
2005]. Eine gezielte Bellftung der Maische durch Einblasen von Sauerstoff resultierte, ein-
hergehend mit einer deutlichen Verringerung der Polyphenole, in besseren chemisch-
physikalischen Stabilitdten der resultierenden Biere, allerdings auch in langeren Lauterzei-
ten, dunkleren Farben und einem breiteren, derberen Geschmack. Eine Oxidation der Mai-
sche sei ferner auch der Geschmacksstabilitat abtraglich, so Narziss [NARZISS et al. 1986,
PFENNINGER 1987].

Bei der Abtrennung der Wirze von den ungeldsten Malzbestandteilen darf das Anschwénz-
wasser die Abmaischtemperatur von 78 °C nicht lGbersteigen, da es sonst zu einer Freiset-
zung nicht-jodnormaler und tribungsrelevanter Starkepartikel kommen kann. Ferner sollte
auch das Wasser der Nachgusse eine geringe Restalkalitat aufweisen, um ein Auslaugen der
Treber und eine Freisetzung von Polyphenolen zu verhindern. Aus demselben Grund ist es
wichtig, die Glattwasser-Nutzschwelle einzuhalten. Von einer Wiederverwendung des Glatt-
wassers ist im Sinne einer besseren kolloidalen Haltbarkeit abzusehen [DADIC 1976,
SCHUR 1980a, DADIC und LAVALLEE 1983, PFENNINGER 1987, O'ROURKE 1994, ANGER
1995]. Auch der Sauerstoffeintrag wahrend des Ablduterns sei zu vermeiden, so Narziss, um
auf diese Weise nicht die EiweiBkoagulation zu verschlechtern [NARZISS 1994].

Im Bereich der Wirzekochung kommt vor allem eine mdéglichst weitgehende Abscheidung
des hitzekoagulierbaren EiweiBes der Stabilitdt zugute. Dieser Vorgang kann durch eine Ab-
senkung des Wirze-pH auf etwa 5,2 , sowie durch eine Verlangerung der Kochzeit geférdert
werden. Nach Narziss gelte dies allerdings nur fur die konventionelle Wirzekochung, bei
neueren Kochsystemen brachte eine Verlangerung der Kochzeit Uber 60 Minuten hinaus
keine weitere Verbesserung mit sich. Die Wahl des Hopfengabe-Zeitpunktes hangt dabei
vom verwendeten Hopfenprodukt ab (siehe Kapitel 2.5.1). Nach der Kochung ist auf eine
vollstéandige Entfernung des HeiBtrubs zu achten [LINKO und ENARI 1969, SCHUR 1980a,
PFENNINGER 1987, NARZISS 1994, REHMANJI et al. 2000]. Eine nicht dem Reinheitsgebot
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entsprechende Variante zur Verbesserung der Stabilitdt wahrend der Kochung stellt der Ein-

satz spezieller adjuncts wie Glucose- oder Maltosesirup dar [REHMANUJI et al. 2000].

Der Einsatz frischer Hefe von gutem physiologischem Zustand ist die Voraussetzung fiir eine
gute Hefevermehrung und damit fiir eine ziigige Garung und einen intensiven pH-Abfall. Ein
ausgepragter pH-Sturz fordert die Ausféllung von Kolloiden, insbesondere von Proteinen,
bedingt durch die Ladungsverschiebung in Richtung ihres isoelektrischen Punktes, dem
Punkt ihrer geringsten Ldslichkeit. Zudem Uberschreiten durch den bei der Garung gebilde-
ten Alkohol auch a- und B-Glucane ihre Loslichkeitsgrenze und sedimentieren [MOLL et al.
1974, SCHUR 1980b, ANGER 1995]. Die konventionelle Haupt- und Nachgérung ist prinzi-
piell glnstiger als eine warme Garung bzw. warme Reifung [NARZISS 1994]. Nach Linko
und Enari férdert eine zweite Hefegabe am Ende der Hauptgarung die kolloidale Stabilitét,
moglicherweise bedingt durch die fortgesetzte Adsorption tribungsrelevanter Partikel durch
die eingebrachte aktive Hefe [LINKO und ENARI 1969]. Nach der Géarung ist auf eine recht-
zeitige Hefeentfernung zu achten, um eine erneute Freisetzung adsorbierter Trilbungsbildner
zu verhindern [REHMANUJI et al. 2000]. Die Ausfallung potentieller Tribungsbildner setzt sich
insbesondere wahrend der Abkihlung, Reifung und Lagerung fort — als positiv gelten hohe
Vergarungsgrade, niedrige Temperaturen, ausreichend lange Lagerzeiten und Behéalter mit
niedrigen Flissigkeitsstanden (liegende Tanks), in denen keine Temperaturgradienten auftre-
ten sollten [SCHUR 1980b]. Periodisches Einblasen von CO; in den Lagertank vermag ge-
ringe Konvektion auszugleichen und férdert die Aggregation und Ausscheidung von Tri-
bungspartikeln [NARZISS 1994]. Im Allgemeinen genligen bereits relativ kurze Lagerzeiten,
sofern die effektive Biertemperatur (nicht nur die Raumtemperatur) unter 0 °C liegt. McMur-
rough et al. stellten keine Unterschiede zwischen der resultierenden Kéltetribung eines bei
-1 °C gelagerten Bieres fest, unabhangig davon, ob die Lagerdauer nun 1 Tag oder 1 Woche
betrug. Rehmaniji et al. und Pfenninger propagieren dagegen eine Mindestlagerdauer von 1
Woche bei -1 °C - -2 °C. Die Vermeidung der Erwarmung des Bieres auf dem Weg zum und
durch den Filter (Sollwert Filtration < 0 °C) ist essentiell fir die Entfernung eines wesentli-
chen Anteils kolloidaler Trilbungsbildner in Form der Kaltetriibung [LINKO und ENARI 1969,
ANGER 1983, WACKERBAUER und ANGER 1984a, PFENNINGER 1987, CHAPON 1994,
MCMURROUGH et al. 1997, REHMANUJI et al. 2000].

Aufgrund der in den Kapiteln 2.4.1 und 2.4.2 besprochenen Problematik gilt es als selbst-
verstéandlich, dass das Einbringen von Metallionen (z.B. Gber Filterhilfsmittel oder Bierleitun-

gen) sowie von Sauerstoff, insbesondere auf dem Bierweg bis in die abgefiillte Flasche, um
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jeden Preis vermieden werden muss [DADIC 1976, SCHUR 1980b, ANGER 1983,
WACKERBAUER und ANGER 1984a, CHAPON 1994, REHMANJI 2000].

Einen nicht zu unterschétzenden Einflussfaktor stellt neben der Vorkldrung des Bieres und
der Bierstabilisierung (sieche Kapitel 2.5.3) auch die Klarscharfe der Nachfiltration dar. So
zeichnen sich beispielsweise Tiefenfilterschichten durch eine deutlich hdhere Sicherheit ge-
geniber der Permeation 25 °-Streulicht-verursachender Partikel aus als beispielsweise
Baumwollwickelkerzen (Trapfanger) [WAIBLINGER und NIBEN 2000]. Ein von Haus aus ge-
ringerer Gehalt des frisch abgeflillten Bieres an messbaren Partikeln wird mit hoher Wahr-

scheinlichkeit auch die Triibungsstabilitat positiv beeinflussen.

2.5.3 Einsatz von Stabilisierungsmitteln — Historie und Stand der Technik

Die Stabilisierung durch Zusatzstoffe dient der Entfernung bzw. Blockierung potentieller Tri-
bungsbildner und zielt darauf ab, die Glanzfeinheit des abgeflillten Bieres Uber den gewahl-
ten Mindesthaltbarkeitszeitraum hinweg zu gewahrleisten. In Hinblick auf die Wirkungsweise
der Stabilisierungsmittel kann zwischen der Anwendung von Fallungsmitteln, Adsorptions-
mitteln, dem Einsatz von Enzymen sowie der Anwendung von Antioxidantien unterschieden
werden. Manche der in der Vergangenheit angewandten Methoden zur Bierstabilisierung
maogen aus heutiger Sicht eher ungewoéhnlich erscheinen, andere hingegen sind in zum Teil

weiterentwickelter Form noch bis heute gebrduchlich.

2.5.8.1 Stabilisierung mittels Fallungsmitteln

Eine beliebte Methode zur Fallung von im Bier vorhandenen Tribungsbildnern stellte in der
Vergangenheit die Kldrung mit Leim dar, wobei verschiedenste Leimarten verwendet wur-
den. Vor allem der Einsatz von Hausenblase, auch als Fischleim bekannt, war weit verbrei-
tet. Dabei handelt es sich um die getrocknete, innere Schwimmblasenhaut des Hausen, ei-
nes stoérartigen Fisches. Die beste Hausenblase war die Saliansky-Hausenblase von der
Insel Salian im Kaspischen Meer [SCHMIDT 1996]. Die Hausenblase wurde vor der Verwen-
dung in flieBendem kaltem Wasser 10 Stunden gewassert, um den Fischgeruch zu entfer-
nen, anschlieBend musste sie unter Zugabe von Weinsteinsdure 15 Stunden quellen. Nach
wiederholter mehrmaliger Wéasserung zum Zwecke der Entfernung der Weinsteinsaure wur-
den mit Hilfe eines Hefesiebes alle eventuellen Schwimmblasenreste entfernt. Die nunmehr

flissige Gallerte wurde dann dem Bier beigemischt, wobei die Dosage der Hausenblase
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etwa 2,5-8,0 g trockene Hausenblase pro Hektoliter Bier betrug. Die Verwendung von Hau-
senblase im Lagerkellerbereich (2,5-4,0 g/hl) ist laut Narziss in Deutschland nach wie vor
zugelassen, wird jedoch kaum noch praktiziert [DE CLERCK 1964, NARZISS 2004]. Der
Fischleim besteht zu 70% aus Kollagen, welches die Klarwirkung bedingt. Durch Wechsel-
wirkungen mit den Gerbstoffen entstehen in Abhangigkeit von pH-Wert und Alkoholgehalt
des Bieres unlésliche Verbindungen, die auch andere Schwebstoffe mitreiBen. Da geldstes
Kollagen sowohl positiv als auch negativ geladene Bereiche (amphoterer Charakter) auf-
weist, werden neben negativ geladenen Hefezellen auch positiv geladene Proteine gebun-
den, was sowohl die kolloidale Stabilitdt als auch die Filtrierbarkeit verbessere. Zudem for-
dere der Einsatz von Hausenblase die Schaumhaltbarkeit der Biere, was mdglicherweise auf
die Entfernung von Lipiden zurlickzuflhren ist, so Leiper et al. [LIM et al. 1992, LEIPER et al.
2002]. Sowohl Hausenblase als auch die ebenfalls zur Bierklarung eingesetzte Gelatine sind
reich an der Aminosaure Prolin und gelten damit als tribungssensitive Proteine. Siebert und
Lynn wiesen eine deutliche Reduzierung tribungsrelevanter Proteine durch die Zugabe von
Gelatine zum Bier nach. Hierbei handelt es sich um ein bemerkenswertes Resultat, scheint
es doch so, als wére ein triibungssensitives Protein durch ein anderes gefallt worden. Nach
Moeller kbnne dies moéglicherweise damit erklart werden, dass sich der pH-Wert des Bieres
durch die Gelatine-Zugabe in Richtung des isoelektrischen Punktes triibbungsbildender Pro-
teine verschiebt, welche daraufhin dehydrieren bzw. polymerisieren und zur Ausféllung ge-
langen. Gleichzeitig konnte in den Versuchen von Siebert und Lynn kein signifikanter Effekt
auf die Konzentrationen an schaumpositiven Proteinen und tribungsrelevanten Polypheno-
len festgestellt werden. Bei der Weinbereitung und in der Lebensmitteltechnologie wird nach
wie vor aus Tierhduten gewonnene Gelatine als Schénungsmittel eingesetzt [MOELLER
1964, SIEBERT und LYNN 1997, STUCKLER 1997, SIEBERT 2006].

Der Einsatz von Formaldehyd stellte in der Vergangenheit eine einfache und billige Methode
zur Fallung von Polyphenolen dar, wobei nach Gramshaw gleichzeitig auch der Proteinge-
halt reduziert wird. Die Dosierung erfolgt nach Schur am zweckmaBigsten beim Schroten
unter Verwendung des leicht zu handhabenden pulver- bzw. tablettenférmigen Para-
Formaldehyds in einer Konzentration von 100-200 mg/kg Schittung. Der Stabilisierungsef-
fekt beruht auf der Bildung von Kondensationsprodukten zwischen Formaldehyd und Prote-
inen, welche daraufhin die Fallung von Polyphenolen induzieren, einhergehend mit einer
verbesserten Stabilitat, helleren Bierfarben und einem geringeren Reduktionsvermdgen. Die
Schaumbhaltbarkeit und Geschmacksstabilitdt werden jedoch nicht beeintrachtigt, so Schur
[GRAMSHAW 1970b, MACEY 1979, SCHUR 1979, SCHUR 1980b, WACKERBAUER und
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ANGER 1984a]. Die bis ins fertige Bier gelangenden Riickstande betragen etwa 25% der
Ausgangskonzentration und liegen in gebundener Form vor. Toxikologische Untersuchungen
belegten, dass unter diesen Voraussetzungen keinerlei Gesundheitsrisiko flr den Biertrinker
bestehe [MACEY 1979, SCHUR 1979, SCHUR 1980b]. Dennoch kommt ein Einsatz des
nicht Reinheitsgebot-konformen und gemaB der EU-Richtlinie 67/548/EG als ,moglicher-
weise Krebs erregend” (Kategorie 3) eingestuften Formaldehyds in der heutigen Zeit, in der

das Produkt Bier ohnehin mit Imageproblemen zu kdmpfen hat, nicht mehr in Frage.

Eine Mdéglichkeit zur Fallung tribungsrelevanter Proteine im sauren Bereich besteht im Zu-
satz hydrolisierbarer und reduzierend wirkender Gallotannine (Gerbstoffe), welche aus den
Gallépfeln der Baume Rhus semialata und Quercus infectoria gewonnen werden. Um eine
Hydrolyse und den Eintrag von Gallusséure ins Bier zu vermeiden, werden die Tannine erst
nach der Wurzekihlung zudosiert (in wassriger Losung), wobei der Stabilisierungseffekt bei
einer Dosierung gegen Ende der Lagerung (24 h vor der Filtration) am gréBten ist. In Kon-
zentrationen von 5-10 g/hl Bier ergeben sich keine Nachteile bezliglich Geschmack und
Schaumbhaltbarkeit. Generell gilt die Stabilisierung mit Gallotanninen als einfache und kos-
tenglinstige Methode, entspricht jedoch nicht dem Reinheitsgebot, da ein Eintrag in das
fertige Bier nicht ausgeschlossen werden kann [DE CLERCK 1970, VAN DROMME 1979,
SCHUR 1979, SCHUR 1980b]. Neuere Gallotanninpraparate kénnen auch am Ende der
Hauptgérung dosiert werden, was zwar den Bierschwand leicht erhéhe, aber der Filtrierbar-
keit zugute komme, so Mussche. Auch eine Dosage in den Bierstrom vor dem Filter sei
mdglich, sofern die Kontaktzeit mindestens 5 Minuten und die Filtrationstemperatur -1,5 bis
0 °C betrage. Zudem sollte in diesem Fall die laufende Dosage mit grober Kieselgur oder mit
hohem Anteil an Perlite erfolgen, um Tannin-Protein-Ausflockungen zu erméglichen. Ein po-
sitiver Nebeneffekt der Stabilisierung mit Gallotanninen sei ferner die Bindung von Metall-
ionen, was die Resistenz des Bieres gegentber dem schéadlichen Einfluss von Luftsauerstoff
erhéhe [MUSSCHE 1994, BAMFORTH 1999, MUSSCHE und DE PAUW 1999].

2.5.3.2 Stabilisierung durch Adsorption

Als ein ehemals sehr weit verbreitetes Verfahren hat sich das sogenannte Spénen erwiesen.
Dabei wurden Holzbretter, die namensgebenden Spéne, im Lagerfass beziehungsweise im
Lagertank vorgelegt und das Jungbier darauf geschlaucht. Diese Spane wurden aus Hasel-
nuss- oder WeiBbuchenholz hergestellt und waren 40-50 cm lang, 3-5 cm breit und 1-2 cm

dick, wobei das Holz fehlerfrei und véllig glatt gehobelt sein sollte. Die Spéane vergréBerten
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die Klarflache des Fasses und wirkten aufgrund der adsorptiven Eigenschaften ihrer Ober-
flache stabilisierend. Nach der Verwendung wurden die Spane zwar gewaschen und sterili-
siert, doch trotz dieser Behandlung stellten sie ein hohes Infektionsrisiko dar und erhéhten
ferner sowohl den Arbeitsaufwand als auch den Bierschwand [LEBERLE 1937, KAMM 1969,
NARZISS 2004]. Als am besten geeignete Methode des Spanens erwiesen sich die Bio-
oder Ultraspane. Sie wurden aus Holzmehl hergestellt, das mit einer feinen Pechschicht
Uberzogen war [HENNIES 1956, KAMM 1969]. Durch ihre groBe Oberfldche wirkten sie gut
und entlasteten den Filter. Sie konnten bereits im Garkeller in Dosierungen von 2-3 g/hl oder
erst im Lagerkeller mit 5-20 g/hl zugegeben werden und beschleunigten sogar den Verlauf
der Nachgarung. Nachdem sich die Spane abgesetzt hatten, wurden sie mit dem Gelager
entsorgt. Durch die EinfUhrung der Bierfiltration wurde der Einsatz von Spénen zunehmend
verdréngt [JAKOB 1908, KAMM 1969, NARZISS 2004].

AuBer der unter 2.5.3.1 erwahnten Hausenblase bzw. Gelatine kamen noch weitere leimarti-
ge Substanzen im Bier zum Einsatz, die jedoch eher adsorptiv als féllend wirkten. Diese wa-
ren pflanzlichen Ursprungs, wie zum Beispiel Karaghenmoos und Islandisch Moos oder
auch Agar-Agar, das aus Seetang der Art Porphyra Laciniata gewonnen wird [DE CLERCK
1964, KAMM 1969]. Die klarende Wirkung beruht bei allen pflanzlichen Klarmitteln auf einem
hochpolymeren Kohlenhydrat, welches Tribungsbestandteile zu adsorbieren vermag. Vor
der Verwendung mussten diese Klarmittel lediglich in warmem Wasser aufgel6st werden. Da
Karaghenmoos in Bier 16slich ist und zudem als Schaumstabilisator wirkt, wurde es nach
dem Reinheitsgebot in Deutschland nicht zugelassen [HEYSE 1983].

Die Verwendung der sehr adsorptiv wirkenden Aktivkohle resultierte bereits ab einer Dosage
von 10 g/hl in merklichen Aroma-, Farb- und Bitterstoffverlusten, weshalb diese Stabilisie-
rungsmethode keine addquate Verwendung in der Brauerei fand. In Konzentrationen von 25
g/hl diente die Aktivkohle jedoch der Korrektur von Geschmacksfehlern [DE CLERCK 1964,
KAMM 1969].

Beim Protexverfahren, entwickelt von der Protex-GmbH aus Berlin-Schonefeld, wurde dem
Bier kurz vor der Filtration Deglutan zudosiert, wobei Deglutan eine Markenbezeichnung fir
eine Mischung aus verschiedenen Aluminiumsilikaten ist, die zu den Bentoniten gehdren.
Das Protexverfahren stellte die erste Entwicklung dar, die gezielt in Richtung der heutigen
Bierstabilisierungsverfahren ging [WIESER 1941, LEBERLE 1949].

Das stark EiweiB adsorbierende Bentonit kommt in der Brauerei praktisch nicht mehr zur

Anwendung, da dadurch nicht nur tribungsrelevante, sondern auch schaumpositive Protei-



Theoretische Grundlagen und Stand des Wissens 41

ne entfernt werden. Aufgrund seines groBen Quellvermégens und der erforderlichen langen
Einwirkzeit ist Bentonit fir die Anwendung im Durchlaufkontaktverfahren ungeeignet, eine
Stabilisierung im Tank hingegen resultiert in merklichen Bierverlusten. Als weitere Nachteile
der Bentonitstabilisierung gelten geringere Bitterstoffgehalte, héhere pH-Werte, hellere Bier-
farben und ein Verlust der Vollmundigkeit [NARZISS und REICHENEDER 1977, SCHUR
1979, SCHUR 1980b, DADIC und LAVALLEE 1983, WACKERBAUER und ANGER 19844,
SIEBERT und LYNN 1997, SIEBERT 1999a].

Zur adsorptiven Entfernung proteinischer Tribungsbildner werden heute in erster Linie die
selektiver wirkenden Kieselgele oder Kieselsole verwendet. Die Kieselgele werden seit 1961
zur Bierstabilisierung eingesetzt und kdnnen in Abhangigkeit von ihrem Wassergehalt in Xe-
rogele (ca. 5%), Medigele bzw. hydratisierte Xerogele (ca. 35%) und Hydrogele (ca. 60%)
eingeteilt werden. Als einziger Vorteil der Produkte mit héherem Wasseranteil gilt die gerin-
gere Staubentwicklung bei der Anwendung. Die Herstellung basiert auf der Reaktion von
Wasserglas mit Mineralsaure, aus der das Kieselsduresol hervorgeht, das sich nach wenigen
Stunden zur Kieselsauregallerte umwandelt (Sol-Gel-Umwandlungsverfahren). Nach einem
intensiven Waschprozess zur Entfernung von Natriumsulfat und Natriumchlorid wird die Gal-
lerte in Abhangigkeit vom gewlnschten Wassergehalt getrocknet und vermahlen. Eine alter-
native Herstellungsmethode ist das Fallverfahren, bei dem ohne das Zwischenprodukt Kie-
selsol direkt ein Gel im alkalischen Medium ausgefallt wird [RAIBLE 1979, IRMSCHER 1991,
NIEMSCH 2000, NIEMSCH 2001, FISCHER und SCHNICK 2004]. Kieselgele sind aufgrund
ihrer schnellen Adsorptionswirkung sowohl fiir die Anwendung im Durchlaufkontaktverfah-
ren (Ublicherweise Zumischung zur Kieselgur bei der Grundanschwemmung und zur laufen-
den Dosage) als auch fir die Tankstabilisierung geeignet. Langere Kontaktzeiten (bis 30 Mi-
nuten im Stabilisierungstank) férdern den Stabilisierungseffekt, nach Schur sind jedoch bei
maximaler Dosierung von 50-100 g/hl bereits 5 Minuten ausreichend. Vorteilhaft ist ferner
eine Vorkldrung des Bieres z.B. mittels Zentrifuge oder Kieselgurfilter [ROTTGER 1974,
NARZISS und REICHENEDER 1977, SCHUR 1980b, WACKERBAUER und ANGER 19843,
FISCHER und SCHNICK 2004]. Die Wirkung der Kieselgele wird vor allem vom Poren-
durchmesser bestimmt, aber auch die spezifische Oberflache und die PartikelgréBe spielen
eine Rolle. Um die Filterleistung nicht zu beeintréachtigen, dirfen nur maximal 5% der Parti-
kel kleiner als 5 pm sein. Ein optimaler Ablauf der Filtration ist bei dso-Werten von ca. 15 pm
gegeben. Mittelporige Kieselgele mit einem mittleren Porenradius von ca. 3 nm und einer
resultierenden spezifischen Oberflache von 380 m?/g induzieren die beste Adsorptionswir-

kung gegenlber tribungsrelevanten Proteinen. Aus diesem Grund gelte der Herstellung
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moglichst homogener mittelfeiner Produkte mit nur minimalem Anteil an sehr kleinteiligen
Partikeln oberste Prioritdt [HOUGH und LOVELL 1979, SCHUR 1979, SCHUR 1980b,
IRMSCHER 1991, FISCHER und SCHNICK 2004]. Kieselgele adsorbieren in spezifischer Art
und Weise Proteine (bzw. Protein-Gerbstoffkomplexe), die hohe Anteile an den Aminoséauren
Prolin und Glutaminsadure enthalten und mit der Tribungsbildung in Verbindung gebracht
werden kdnnen (siehe Kapitel 2.3.2). Diese Spezifitat ist offenbar dadurch bedingt, dass Kie-
selgele an dieselben Stellen eines tribungsrelevanten Proteins andocken wie triibungsaktive
Polyphenole. Die Schaumhaltbarkeit werde hingegen kaum oder gar nicht beeintrachtigt
[SCHUR 1979, SCHUR 1980c, WACKERBAUER und ANGER 1984a, SIEBERT und LYNN
1997, BAMFORTH 1999, SIEBERT 1999a, FISCHER und SCHNICK 2004]. Durch den Ein-
satz von Kieselgel werden die EiweiBfraktionen mit einem Molekulargewicht zwischen
13.500 und 35.000 um mehr als die Halfte und diejenigen Uber 75.000 um etwa ein Drittel
reduziert, so Schur. Réttger nennt Adsorptionsspitzen in den Bereichen tber 12.000, Uber
30.000 und Uber 60.000. Nach Hough hingegen sind vor allem Proteine mit einem Gewicht
von 40.000 und mit isoelektrischen Punkten im Bereich zwischen 3,0 und 5,0 betroffen.
[ROTTGER 1974, HOUGH 1976, HOUGH und LOVELL 1979, SCHUR 1979, SCHUR 1980b)].
Die abweichenden Angaben unterschiedlicher Autoren bezlglich der adsorbierten Protein-
fraktionen mdgen einerseits auf Unterschiede beziiglich des Porendurchmessers und der
PartikelgréBenverteilung der verwendeten Produkte zurtckzuflhren sein [HOUGH 1976].
Andererseits ist zu bericksichtigen, dass auch die Untersuchung von Tribungsmaterial kei-
ne klare Zuordnung einzelner Proteinfraktionen zur Tribungsbildung zuldsst (siehe Kapitel
2.3.2). Insofern scheint die Wirkung von Kieselgelen weniger fraktionsspezifisch als vielmehr
selektiv gegenuber den tribungsrelevanten Polyphenol-Bindungsstellen zu sein. Diese The-
orie wird durch die Erfahrungen von Niemsch gestiitzt, wonach eine gute Ubereinstimmung
zwischen der Aminosdurezusammensetzung von Kéltetribung und Kieselgeladsorbat be-
stehe [NIEMSCH 2000].

Bei den Kiesel(saure)solen, dem Zwischenprodukt bei der Kieselgelherstellung, handelt es
sich um kolloidale Lésungen von hochreinen amorphen Kieselsdurepartikeln in Wasser.
Beim Kontakt mit elektrolythaltigen Flissigkeiten, so auch mit Bier, kommt es schnell zur
irreversiblen Gelierung und zur Ausbildung von Kieselsdurehydrogel-Verbanden, welche
dann zur Sedimentation gelangen. Die eiweiBstabilisierende Wirkung ergibt sich durch den
Einschluss kélteempfindlicher Proteinverbindungen in den Zwischenrdumen des Kieselgels.
Da bereits geringe Mengen an Kieselgel-Niederschlag sowohl den Kieselgur- als auch den

Schichtenfilter verblocken kénnen, ist auf eine vollstidndige Sedimentation und Abscheidung
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zu achten. Nach Raible et al. ist diese Problematik wohl auch der Grund daftir, weshalb sich
der Einsatz von Kieselsolen zur Bierstabilisierung nicht durchgesetzt habe. Andererseits las-
se sich bei richtiger Anwendung die Filtrierbarkeit des Bieres sogar steigern, bedingt durch
die Adsorption filtrationsbeeinflussender Substanzen wie z.B. B-Glucanen an den Nieder-
schlag [RAIBLE et al. 1983]. Pfenninger und Hug sprechen dem Kieselsol neben der eiweil3-
stabilisierenden und filtrationsbeschleunigenden Wirkung noch weitere positive Aspekte zu —
dies seien insbesondere die staubfreie Handhabung und die Beschleunigung der Extraktab-
nahme bei einer Zugabe zur Garung [PFENNINGER und HUG 1983].

Eine mittlerweile nicht mehr gebrauchliche Methode zur adsorptiven Entfernung von Po-
lyphenolen war die Behandlung des Bieres mit Nylon (Handelsname Nylon-66) oder Perlon.
Das unlésliche Polyamid Nylon-66 wurde 1959 durch Harris und Ricketts als eine Mdéglich-
keit zur Bierstabilisierung vorgestellt, erwies sich jedoch in den darauf folgenden Jahren als
nur bedingt geeignet und wurde bald darauf vom selektiver wirkenden PVPP abgeldst. Die
Einsatzmenge des pulverférmigen Nylons lag bei etwa 100-200 g Nylon pro Hektoliter Bier.
In diesen Konzentrationen kam es jedoch auBer zur gewlinschten Adsorption der Polyphe-
nole auch zu unverhaltnismaBig starken Bitterstoff- und Farbverlusten sowie zu einem merk-
lichen Anstieg des pH-Wertes und zu einer Beeintrachtigung des Geschmacks [CURTIS
1966, DADIC 1973, DADIC und VAN GHELUWE 1973, DADIC und LAVALLEE 1983,
WACKERBAUER und ANGER 1984a].

Als Vorlaufer der PVPP-Stabilisierung kann die Verwendung von PVP (Polyvinylpyrrolidon)
gesehen werden. Das Herstellungsverfahren fir I6sliches PVP wurde 1939 von der Firma
BASF entwickelt. Doch erst 1954 erkannte McFarlane die Moglichkeit, PVP als Stabilisie-
rungsmittel flr Bier zu verwenden. Nach der Entwicklung der sogenannten ,Popcorn-
Polymerisation® im Jahre 1961 und der Einflhrung von in Wasser unldslichem PVPP (Polyvi-
nylpolypyrrolidon) in die Brauerei durch McFarlane und Bayne begannen zunachst skandi-
navische Brauereien mit dessen Einsatz [DADIC und LAVALLEE 1983, OECHSLE und
FUSSNEGGER 1995, O'ROURKE 1996, KAIN 2005]. In Deutschland erfolgte die Zulassung
als Bierstabilisierungsmittel erst im Jahre 1972 unter folgenden Auflagen: 1,0 g PVPP durfe
innerhalb von 15 h (bei Raumtemperatur) in 500 ml des Lésungsmittelgemisches Essigsaure
(8%), Ethanol und Picolin (95:5:0,24) nicht mehr als 15 mg I6sliche Bestandteile abgeben.
Der Veraschungsrickstand muisse unter 5% liegen und die erlaubte Einsatzkonzentration in
Bier betrage maximal 50 g/hl [SCHAFFT 1979]. Das in Bier unldsliche PVPP ist dreidimen-
sional vernetzt und weist eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zu hochmolekularen Proteinen

auf, wie Abbildung 12 verdeutlicht. Die selektive Wirkung der ,Proteinattrappe“ PVPP ba-
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siert auf der Bildung von Wasserstoffbricken mit den Hydroxylgruppen triibungsrelevanter
Flavan-3-ole. Die Bindung der Polyphenole an PVPP ist damit der Ausbildung von Polyphe-
nol-Protein-Komplexen sehr &hnlich. Nach Siebert und Lynn kommen neben Wasserstoff-
bricken auch hydrophobe Bindungen sowie Assoziationen zwischen dem aromatischen
Ring der Polyphenole und dem PVPP-Ring (in Form von m-gebundenen Komplexen) als
mogliche Bindungsmechanismen in Frage [SCHAFFT 1979, DADIC und LAVALLEE 1983,
WACKERBAUER und ANGER 1984a, OECHSLE und FUSSNEGGER 1995, O'ROURKE
1996, SIEBERT und LYNN 1998, SCHLENKER et al. 1999].

/“ 2

Polyprolin-Segment PVPP

Abbildung 12: Vergleich eines Polyprolin-Segments mit PVPP [SIEBERT und LYNN 1998]

Nach Oechsle und Fussnegger werden durch den Einsatz von 50 g PVPP pro Hektoliter Bier
bis zu 65% der Anthocyanogene und bis zu 40% der Gesamtpolyphenole adsorbiert. Wa-
ckerbauer und Anger wiesen eine Reduktion dimerer Proanthocyanidine um 81% nach, die
Abnahme der monomeren Flavan-3-ole belief sich auf 78%. Der Anteil an Phenolcarbonséu-
ren verringerte sich unabhangig von der PVPP-Stabilisierung um 15%, offenbar bedingt
durch den bloBen Filtrationseffekt. Eine Beeinflussung des Gesamtistickstoffs, des koagu-
lierbaren Stickstoffs sowie des MgSQ.-Stickstoffs konnte hingegen nicht festgestellt wer-
den. Dennoch gilt eine teilweise Entfernung sensitiver Proteine (in Form von EiweiB-
Gerbstoff-Komplexen) als wahrscheinlich, was jedoch nur mittels spezifischerer Analyseme-
thoden nachvollzogen werden kénne [WACKERBAUER und ANGER 1984b, OECHSLE und
FUSSNEGGER 1995]. Die Entfernung phenolischer Bestandteile bewirkt im Allgemeinen
eine geringflgige Farbaufhellung und eine Verringerung des Reduktionsvermégens, was
sich jedoch nicht nachteilig auf die Geschmacksstabilitat auswirkt. Tatsachlich scheint sich
Letztere durch die PVPP-Stabilisierung sogar zu verbessern [SFAT 1974, LEIPNER 1977,
WACKERBAUER und ANGER 1984a, MEIER 1986, MCMURROUGH et al. 1996, O'ROURKE
1996, MCMUR-ROUGH 1998, SCHLENKER et al. 1999, MIKYSKA et al. 2002]. Der Stabili-

sierungseffekt bei der Verwendung von PVPP héngt grundsétzlich vom Grad der Vorklarung,
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von der Arbeitstemperatur (optimal ca. -1-0 °C), vom pH-Wert (optimal ca. 3,5-4,0) und von
der Kontaktzeit ab. Darlber hinaus sind auch Anzahl und Position der OH-Gruppen am
aromatischen Ring der phenolischen Verbindung sowie das Vorhandensein weiterer Substi-
tuenten von Bedeutung. PVPP reagiert im Allgemeinen sehr schnell mit den Polyphenolen
und wird daher zweckmaBiger Weise wéahrend der Filtration im Durchlaufkontaktverfahren
angewandt. Laut Oechsle und Fussnegger bzw. McMurrough gentigt eine Kontaktzeit von
ca. 5-8 Minuten - darUber hinaus ist der zusatzliche Stabilisierungseffekt nur noch minimal.
Durch das Quellvermdgen von PVPP (< 6,0 I/kg) und zur Verdrédngung von Luft aus den Po-
ren sollte im Sinne einer maximalen Adsorptionswirkung vor der Filtration eine Konditionie-
rungsphase (in Wasser) von ca. einer Stunde eingehalten werden [WACKERBAUER und
ANGER 1984a, OECHSLE und FUSSNEGGER 1990, OECHSLE und FUSSNEGGER 1995,
MCMURROUGH 1998, SCHLENKER et al. 1999]. Das PVPP kommt meist pulverférmig
entweder als Einwegware (verlorenes PVPP) oder in regenerierbarer Form zur Anwendung.
Die Regenerierung erfolgt durch den Einsatz in einem eigenen Horizontalanschwemm-
schichtenfilter mit anschlieBender Laugespuilung, wobei von etwa 0,5-1% Verlust pro Rege-
neriervorgang auszugehen ist. Dem PVPP-Filter muss dabei immer eine Filtereinheit zur Vor-
klarung des Bieres vorgeschaltet sein, um eine addquate Regeneration des PVPPs zu
ermdglichen. Auf die Stabilisier- bzw. Regeneriereinheit folgt ein Trapfilter, der die Rickhal-
tung eventuell mitgerissener PVPP-Partikel garantieren soll. Die Verwendung der regenerier-
baren Variante sei bereits ab einem Jahresaussto3 von 30.000 hl wirtschaftlich giinstiger als
die Stabilisierung mit dem deutlich teureren verlorenen PVPP, so Meier [SCHUR 1979,
SCHUR 1980b, MEIER 1986, BAMFORTH 1999, SCHLENKER et al. 1999]. Eine alternative
Anwendung dieser Stabilisierungsart besteht in der Verwendung von PVPP-haltigen Filter-
schichten, die mit 0,5%iger Natronlauge bis zu 30 Mal auf einfache Weise regeneriert wer-
den kénnen. Bei Verwendung solcher Schichten muss allerdings das fortschreitende Nach-
lassen der Adsorptionswirkung von Anfang bis Ende der Filtration um bis zu 50%
berlcksichtigt werden, was bei groBeren Chargen eine griindliche Durchmischung des un-
terschiedlich stabilisierten Bieres bzw. die Anwendung von Teilstromregelungen erforderlich
macht. Zudem sollte auch hier das Bier vorgeklart sein, um eine Verschlechterung der Filtra-
tionsleistung zu vermeiden [LEIPNER 1977, SCHUR 1979, SCHUR 1980b, KESSLER 1983,
MEIER 1986]. Mit dem Hintergrundwissen, dass im Bier wesentlich groBere Mengen an tri-
bungsaktiven Proteinen als an trilbungsbildenden Polyphenolen zu finden sind (siehe Kapitel
2.2.2), ist es nicht Uberraschend, dass Meier eine gerbstoffseitige Behandlung als die effek-
tivere Stabilisierungsmethode bezeichnet [MEIER 1986]. Insofern handelt es sich bei der

PVPP-Stabilisierung wohl um die bis heute wirksamste und sicherste Methode zur kinstli-
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chen Verbesserung der kolloidalen Bierstabilitat, insbesondere innerhalb des Reinheitsgebo-

tes.

Die Adsorption von Tribungsbildnern mittels lonentauschern stellt eine alternative Methode
zur Bierklarung, insbesondere zur Entfernung von Proteinen dar. Die adsorbierende Wirkung
basiert auf der selektiven Bindung einzelner Aminosauren bzw. Proteine an die funktionellen
Gruppen des lonentauschers, unter Ausnutzung des amphoteren Charakters der Aminosau-
ren (Proteine). Als Basismaterial fir die lonentauschergruppen werden Polymere wie bei-
spielsweise Zellulose, Dextran, Agarose oder Kieselgel eingesetzt, was die hydrophilen oder
hydrophoben Eigenschaften des Adsorbers bedingt. An diese Polymere werden dissoziier-
bare Gruppen chemisch gebunden - so enthalten Kationentauscher typischer Weise Carbo-
xyl-, Sulfat- oder Phosphatgruppen (Gegenionen z.B. Natrium- oder Wasserstoffionen) und
Anionentauscher beispielsweise quaternare Ammoniumgruppen (Gegenion z.B. Hydroxid-
oder Chloridionen). Katzke et al. stellten 1998 einen neu entwickelten lonentauscher vor, der
sich aufgrund seiner hohen chemischen und physikalischen Stabilitat gut fir die Bierstabili-
sierung eignet. Als Basismaterial fungiert das unlésliche, quervernetzte Polysaccharid Aga-
rose, welches in Form speziell angefertigter kugelférmiger Agarose-Perlen, den sogenann-
ten ,Beads” (Durchmesser ca. 100-300 pm), vorliegt. An die in mehreren Adsorbermodulen
fixierten Beads werden mittels chemisch stabiler Bindungen lonentauschergruppen (hier
Ammoniumgruppe mit Gegenion Chlorid) gekoppelt [KATZKE et al. 1998a]. Das vorfiltrierte
Bier durchstromt die Adsorbermodule (Kontaktzeit ca. 30 sec.), wobei nicht nur Proteine,
sondern auch Gerbstoffe zurlickgehalten werden. Bei Vergleichen mit Kieselgel- bzw. Kie-
selgel- und PVPP-stabilisierten Bieren habe sich gezeigt, dass durch den neuen Adsorber
mehr Gesamtstickstoff, gleichzeitig aber weniger koagulierbarer Stickstoff entfernt werde,
weshalb kein negativer Effekt auf die Schaumhaltbarkeit feststellbar sei. Taylor et al. wiesen
ferner eine geringfligige Reduktion sensitiver Proteine nach. Gerbstoffseitig scheinen in ers-
ter Linie die tribungsrelevanten Proanthocyanidine Prodelphinidin B3 und Procyanidin B3
adsorbiert zu werden, das monomere Catechin sowie die Anthocyanogene hingegen nur in
sehr geringem MabBe. Die Bierstabilisierung durch die Adsorbermodule erfolge grundséatzlich
in effektiver, schonender und gleichméBiger Weise, ohne jedoch signifikanten Einfluss auf
Geruch und Geschmack zu nehmen. Nach Jany und Katzke werden im Vergleich zur Kiesel-
gel- und PVPP-Stabilisierung zwar weniger Proteine und Polyphenole entfernt, nichtsdesto-
trotz jedoch vergleichbare kolloidale Stabilitdten erzielt. Da sich die Kapazitat des Adsorbers
im Laufe der Zeit erschopft, muss der Bierstrom zur Erhaltung eines gleichmaBig stabilisier-

ten Bieres mittels Bypasssteuerung geregelt werden. Die Regeneration des Adsorbers er-
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folgt in mehreren Schritten mittels Kochsalzlésung zur Entfernung adsorbierter Gruppen und
zur Neubeladung der Agarose und mit Natronlauge zur Denaturierung der Protein-
Gerbstoffverbindungen. Der Regeneriervorgang kénne dabei mehrere hundertmal verlustfrei
wiederholt werden. Das beschriebene Verfahren wurde im Jahre 2002 durch die Firma
Handtmann unter dem Namen Combined Stabilisation System (CSS) vorgestellt. Die Zulas-
sung nach Reinheitsgebot erfolgte im Jahre 2004, nachdem das Verfahren dahingehend
geandert wurde, dass nun nicht mehr Chlorid-, sondern Hydroxidionen als Gegenionen ver-
wendet und an das Bier abgegeben werden [KATZKE et al. 1998b, JANY und KATZKE 2002,
TAYLOR et al. 2006].

Die neueste Produktentwicklung auf dem Gebiet der adsorptiven Bierstabilisierung stammt
von der Firma BASF. Dabei handelt es sich um eine regenerierbare Kombination aus Filter-
hilfsmittel und gerbstoffseitigem Stabilisierungsmittel, bestehend aus untereinander ver-
kntpftem Polystyrol und PVPP. Der Regenerierungsvorgang des Mischproduktes dhnelt da-
bei der PVPP-Regeneration (Verlust maximal 2%), beinhaltet jedoch zusétzlich einen
enzymatischen Zellwand-Aufschluss der bei der Filtration zuriickgehaltenen Hefen. Bei einer
Voranschwemmung von maximal 2 kg/m? und einer variablen laufenden Dosage von 50-150
g/hl betrage die Catechinadsorption nach Angabe des Herstellers mindestens 20%. Der
entscheidende Vorteil der Verwendung dieses kombinierten Filterhilfs- und Stabilisierungs-
mittels liege neben der Gerbstoffadsorption vor allem bei dem Ersatz der Kieselgur durch
ein voll regenerierbares, staubfreies, nicht abrasiv wirkendes, homogenes kiinstliches Pro-
dukt von gleichbleibender Zusammensetzung. Bestehende Anlagen zur Kieselgurfiltration
kénnen weiter genutzt werden, zudem kénne im Vergleich zur Verwendung von regenerier-
barem PVPP ein Gefa (PVPP-Filter) eingespart werden. Dariiber hinaus werde das Hand-
ling erleichtert und der Platzbedarf verringert, bedingt durch die wegfallende Lagerung der
frischen bzw. verbrauchten Kieselgur [BASF 2008].

2.5.83.83 Enzymatische Stabilisierung

Eine weitere Moglichkeit zur eiweiBseitigen Stabilisierung besteht in der Anwendung proteo-
lytischer Enzyme. Den hdchsten Bekanntheitsgrad besitzt diesbezliglich das Papain (aus
Carica papaya), wohingegen andere Enzyme wie Bromelin (aus Ananas), Ficin (aus Feigen)
oder Pepsin (aus dem Magensaft von Schweinen) eine vergleichsweise geringe Bedeutung
erlangten [KAMM 1969, SCHUR 1979, SCHUR 1980c, MUSSCHE 1997]. Papain wird be-

reits seit 1911 zur Stabilisierung von Bier eingesetzt und gilt als vergleichsweise kosten-
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gunstig. Im Gegensatz zu Schimmelpilz-Proteasen liegt das pH-Optimum von Papain im
Bereich des Bier-pH von 4,5. Die stabilisierende Wirkung beruht auf der Hydrolyse der Pro-
teine und/oder der Ausflockung von Molekilen (,Clotting”) und erreicht ihr theoretisches
Maximum bei einer Temperatur von etwa 65 °C. Die Dosierung in einer Héhe von 1-2 g/hl
erfolgt vorzugsweise in das vorfiltrierte Bier, wobei hdhere Dosagen den Anfangstribungs-
wert im Bier erhdhen. Soll bereits im Lagertank stabilisiert werden, so ist die Enzymgabe zu
verdoppeln, da hier die proteolytischen Enzyme teilweise auch auf bereits ausgeschiedene
Tribungsstoffe einwirken und damit nicht mehr in vollem Umfang zur Reduktion potentieller
(zukunftiger) EiweiB-Tribungsbildner zur Verfigung stehen [HARTMEIER 1979, SCHUR
1979, SCHUR 1980c]. Fukal und Kas wiesen auch nach Zugabe von irreversibel inaktivier-
tem Papain einen merklichen Stabilisierungseffekt nach. Daraus kénne in Ubereinstimmung
mit Gramshaws Theorie geschlossen werden, dass die stabilisierende Wirkung nicht alleine
mit der Hydrolyse hochmolekularer Proteine erklarbar sei, sondern dass es offenbar auch
zur Ausbildung eines stabilen Gleichgewichtszustandes zwischen Polyphenolen und Protei-
nen komme. [GRAMSHAW 1970b, FUKAL und KAS 1984]. Als Cysteinproteinasen verlieren
Papain, Bromelin und Ficin ihre Wirkung in Anwesenheit gréBerer Mengen an Schwermetal-
len und férdern, bedingt durch die Freisetzung bestimmter Peptide, die Neigung der Biere
zu spontanem Uberschaumen. Mit ansteigenden Konzentrationen und mit zunehmender
Wirkintensitat (in Abhéangigkeit von Zeit und Temperatur) kommt es ferner zu einer deutli-
chen Verschlechterung der Schaumhaltbarkeit, was den Zusatz von Schaumstabilisatoren
erforderlich macht. [SCHUR 1979, SCHUR 1980c, DADIC und LAVALLEE 1983].

Die Anwendung von selektiver wirkenden proteolytischen Enzymen stellt einen interessanten
Ansatz der jungeren Vergangenheit dar, Biere auch mittels enzymatischer Methoden auf
spezifische Weise zu stabilisieren. So isolierte die hollandische Firma DSM Food Specialties
eine Prolin-spezifische Endoprotease aus Aspergillus niger (pH-Optimum 4-5), welche ihre
proteolytische Aktivitat ausschlieBlich auf das proteingebundene Prolin richtet, ohne dabei
den Gehalt an freien Aminoséuren im Bier zu erhéhen und ohne signifikant negativen Effekt
auf Schaumhaltbarkeit und Geschmack. Die Zugabe des Enzympréparates erfolgt nach Her-
stellerangaben im Kaltbereich in die Wiirze kurz vor dem Anstellen (ca. 2 ml/hl) und resultiert
in einer besseren Triibungsstabilitdt bezogen auf eine unstabilisierte Referenzprobe. Im Ver-
gleich zu Kieselgel- bzw. PVPP-stabilisierten Bieren zeigt die 90 °-Trlbungsmessung der
Protease-Biere jedoch deutlich héhere Ausgangswerte, die sich erst im Laufe forcierter Alte-
rung zugunsten letzterer verbessern. Als Ursache der hohen Ausgangstriibung gilt die ver-

gleichsweise groBere Konzentration an sehr feinen Partikeln mit einem Durchmesser von
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etwa 0,2 pm in den Protease-Bieren. Dabei handele es sich allerdings um ,,unsichtbare® Tri-
bungen, die zwar analytisch mittels 90 °-Streulicht, nicht jedoch visuell nachgewiesen wer-
den kénnen. Nach Nguyen et al. stellt der Einsatz Prolin-spezifischer Proteasen eine Alter-
native zur Kaltstabilisierung dar und ermdéglicht eine Reifung bei vergleichsweise héheren
Temperaturen und damit eine Verkirzung der Lagerzeit, resultierend in geringeren Investiti-
ons- und Energiekosten. Beziglich der Beeinflussung des Proteinspektrums, des Ablaufs
der Garung, des Filtrationsverhaltens sowie der Vollmundigkeit und Geschmacksstabilitat
wurden keine Angaben gemacht [LOPEZ et al. 2005, VAN ROON et al. 2007, NGUYEN et al.
2008].

Der Abbau an der Tribung beteiligter Polysaccharide erfolgt ausschlielich auf enzymati-
schem Wege und geht in der Regel mit einer verbesserten Filtrierbarkeit einher. Ein Zusatz
von Amyloglucosidase vermag in hohen Konzentrationen die Schaumhaltbarkeit zu beein-
trachtigen. Gleichzeitig verstarkt die beim Abbau freigesetzte Glucose den StiBgeschmack
des Bieres und vermindert die mikrobiologische Stabilitdt. Weitere Enzympraparate enthal-
ten a-Amylasen oder Endo-p-Glucanasen bzw. Enzyme, die aus Kaltausziigen der Maische
gewonnen werden [SCHUR 1979, SCHUR 1980c].

Zur Inaktivierung der Enzyme und aufgrund der fehlenden Sterilisierbarkeit von Enzympra-
paraten (mikrobiologisches Risiko) ist grundséatzlich eine Pasteurisation der Biere unum-
ganglich. Zudem ist zu beachten, dass die Enzymaktivitdt mit zunehmender Aufbewah-
rungszeit der Préparate kontinuierlich sinkt. Als weiterer Nachteil gilt die Tatsache, dass die
Enzyme (aktiv oder inaktiviert) im Bier verbleiben, was einem Einsatz im Rahmen des Rein-
heitsgebotes im Wege steht [SCHUR 1979, SCHUR 1980c, DADIC und LAVALLEE 1983,
NIEMSCH 2000].

2.5.3.4 Antioxidative Stabilisierungsmalinahmen

Die Ascorbinsdure ist das am haufigsten zur sauerstoffseitigen Stabilisierung eingesetzte
Antioxidans. lhre Einsatzkonzentration sollte unter 20 mg/l betragen, da es sonst zu einer
Beeintrachtigung des Geschmacks kommen kann. Die oxidierte Form der Ascorbinséure
bewirkt eine Zufarbung und kann auBerdem eine Oxidation zahlreicher Bierinhaltsstoffe in-
duzieren. Dieser Vorgang kann allerdings durch den Zusatz von schwefelhaltigen Aminoséu-
repraparaten wie L-Cystein-HCI oder Lysin-HCI inhibiert werden. Diese erhalten offenbar
das chemische Gleichgewicht zwischen der reduzierten und der oxidierten Form der Protei-
ne, so Schur [SCHUR 1979, SCHUR 1980c].
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Die Stabilisierung mit Schwefeldioxid oder K- bzw. Na-Sulfit innerhalb lebensmittelrechtli-
cher Grenzen fordert zwar die mikrobiologische und geschmackliche Stabilitdt, mindert je-
doch Bekdmmlichkeit und Geschmack des Bieres. Natriumdithionit wirkt stark sauerstoffre-
duzierend, muss aber in wassriger L6sung mit Natriumisoascorbat stabilisiert werden und
bewirkt einen Anstieg des Schwefeldioxidgehalts im Bier [SCHUR 1979, SCHUR 1980c].

Ein Zusatz von Glucoseoxidase-Katalase-Praparaten (1-2 ml/hl) hat sich aus Kostengriinden
nicht bewahrt [SCHUR 1979, SCHUR 1980c].

Die Verringerung der Schwermetalle ist prinzipiell zu den antioxidativen StabilisierungsmaB-
nahmen zu zdhlen, da diese oxidationskatalytisch wirken (siehe Kapitel 2.4.1). Eine Mdglich-
keit stellt in diesem Zusammenhang die Komplexierung mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
dar [SCHUR 1979, SCHUR 1980c].

2.5.3.5 Kombinierte Stabilisierung

Die Bierstabilisierung in der Brauerei ist selbstverstandlich nicht auf die Anwendung nur ei-
ner einzigen Methode begrenzt — so vermag eine Kombination zweier oder mehrerer unter-
schiedlicher StabilisierungsmaBnahmen die kolloidale Stabilitdt um ein beachtliches MaB zu
steigern. Dazu ist es jedoch essentiell, die jeweiligen Konzentrationen und Dosage-

Zeitpunkte genau aufeinander abzustimmen.

Nach Raible kdnne beispielsweise die kolloidale Haltbarkeit eines mit Kieselgel vorstabili-
sierten Bieres durch den Einsatz von 3-4 g Ascorbinsdure um das Doppelte verlangert wer-
den [RAIBLE 1979].

Eine Kombination aus dem Einsatz (geringer Mengen) proteolytischer Enzyme im Lagertank
und der Nachstabilisierung mit Kieselgel bei der Filtration férdere nicht nur die chemisch-
physikalische Stabilitdt, sondern verhindere auch die Enzym-induzierte Verschlechterung
von Schaum und Vollmundigkeit und senke die Stabilisierungskosten. Zudem kdénne auf
diese Weise das Enzym nahezu quantitativ aus dem Bier adsorbiert werden [RAIBLE 1979,
NIEMSCH 2000].

Ein Tannin-Zusatz beim Schlauchen und eine nachfolgende Kieselgelstabilisierung erlauben
die Senkung der Tannin-Konzentration um 75% und des Kieselgels um 60%, bezogen auf

den Stabilisierungseffekt der getrennt durchgeflihrten Stabilisierung [RAIBLE 1979].
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In Versuchsdurchfihrungen von Leiper et al. zeigte sich, dass eine kombinierte Zugabe von
Kieselgel (Xerogel) und Hausenblase in den Lagertank eine verbesserte Langzeitstabilitat
induziert als die Stabilisierung durch die jeweiligen Einzelkomponenten. Die beste Filtrati-
onsleistung resultierte allerdings aus der alleinigen Verwendung von Hausenblase [LEIPER
et al. 2002].

In der Literatur herrscht Einigkeit darlber, dass eine Kombination von Kieselgel und PVPP,
der bis heute gebrauchlichsten Stabilisierungsmittel, die kolloidale Stabilitdt gegentber der
Einzelstabilisierung deutlich verbessere. Zudem erlaube die kombinierte Anwendung eine
Verringerung der eingesetzten PVPP-Menge, was sich sowohl finanziell, als auch hinsicht-
lich des Reduktionsvermégens der Biere positiv auswirke [RAIBLE 1979, SCHAFFT 1979,
OECHSLE und FUSSNEGGER 1990, MCMURROUGH 1998, NIEMSCH 2000]. Bezuglich
des optimalen Dosagezeitpunktes der beiden Komponenten bestehen hingegen wider-
sprichliche Ansichten — so konnte Schafft bei gleichzeitiger Dosierung keinerlei Beeintrach-
tigung des Stabilisierungseffektes feststellen, wohingegen Raible eine eindeutige Ver-
schlechterung nachwies [RAIBLE 1979, SCHAFFT 1979]. Nach Raible kénne die maximale
Stabilisierungswirkung nur durch den getrennten Einsatz nacheinander erzielt werden. Zu-
erst misse das Kieselgel dosiert werden, beispielsweise in den Lagertank oder zur Vorfiltra-
tion mit der Kieselgur und erst im zweiten Schritt das PVPP, welches im vorgeklarten Bier
besser zur Geltung komme. Bei der Verwendung von PVPP im Recycling ist diese Vorge-
hensweise ohnehin obligatorisch. Die Verschlechterung des Stabilisierungsergebnisses bei
gleichzeitiger Anwendung bestatigen auch andere Autoren, wobei dies mdglicherweise da-
mit erklart werden kénne, dass ein Teil des Kieselgels mit der EiweiBattrappe PVPP reagiert,
wodurch sich die Adsorptionsféhigkeit beider Antagonisten zu einem gewissen Teil aufhebt
[NARZISS und REICHENEDER 1977, RAIBLE 1979, DADIC und LAVALLEE 1983].

Rehmaniji et al. berichtete im Jahre 2000 von einem neu entwickelten Stabilisierungsmittel
der Firma ISP, welches eine Mischung aus Xerogel und mikronisiertem PVPP darstellt. Die
Dosage des Kombinationsproduktes erfolge wie gehabt Uber ein DosagegefaB in den Bier-
strom vor dem Kieselgurfilter, erleichtere die Handhabung und reduziere den Verbrauch an
Stabilisierungsmitteln. Eine Dosage von 60 g/hl ermdgliche einen resultierenden Stabilisie-
rungseffekt, welcher der Zugabe von 20 g/hl PVPP und 95 g/hl Hydrogel (als Einzelkompo-
nenten) entspricht [REHMANUJI et al. 2000]. Offen bleibt jedoch die Frage, warum zur Refe-
renzstabilisierung Hydrogel und nicht Xerogel eingesetzt wurde. Von Nachteil sei ferner die
Festlegung auf ein bestimmtes Mischungsverhéltnis, was die Flexibilitat der Stabilisierung
mindere, so Niemsch [NIEMSCH 2001].
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Rehmanijis Forschungsgruppe stellte zwei Jahre spater ein weiteres neuartiges Stabilisie-
rungsmittel auf der Basis von PVPP und Karragen vor, welches 10 Minuten vor Ende der
Kochung zugegeben wird. Dieses férdere, verglichen mit einer unstabilisierten Referenzpro-
be bzw. mit der alleinigen Verwendung von Karragen, die HeiBtrubabscheidung und Wiirze-
klarung. Ferner senke es die Verluste beim Abziehen der geklarten Wurze, beschleunige die
Hauptgédrung und erhdhe die chemisch-physikalische Stabilitdt des resultierenden Bieres
[REHMANUJI et al. 2002].

Leiper et al. sowie Mitchell et al. fihrten Untersuchungen mit einem Mischprodukt aus
amorphem Kieselgel und auf dessen Oberflache verteiltem PVP durch, das urspriinglich
allein zum Zwecke der gerbstoffseitigen Stabilisierung entwickelt wurde. Im Vergleich zu
PVPP weist dieses eine geringere Adsorptionskapazitat bezlglich im Bier vorhandener mo-
nomerer, dimerer und trimerer Flavan-3-ole auf, induziert jedoch dieselbe kolloidale Stabilitat
sowohl nach forcierter als auch nach natirlicher Alterung. Der Grund fir dieses Verhalten
dirfte die teilweise Adsorption sensitiver Proteine an das Mischprodukt sein. Auch hier
muss die mangelnde Flexibilitat im Hinblick auf eine selektive eiweiB- oder polyphenolseitige
Stabilisierung berticksichtigt werden [LEIPER et al. 2005, MITCHELL et al. 2005].

2.6 Methoden zur Bestimmung der kolloidalen Stabilit&t
2.6.1 Detektion ausgewéhlter Substanzen und Stoffgruppen

Die Bestimmung ausgewahlter Substanzen oder Stoffgruppen im Bereich der Proteine und
Polyphenole stellt eine Mdglichkeit dar, den Stabilisierungseffekt quantitativ zu erfassen
bzw. zu protokollieren. Auf diese Weise kénnen jedoch selbst bei Anwendung sehr spezifi-
scher Methoden nur bedingt Rickschlisse auf die zu erwartende kolloidale Stabilitat gezo-
gen werden, da diesbeziglich nicht nur die Konzentration einzelner Tribungsbildner, son-
dern vielmehr deren Zusammenspiel sowie insbesondere auch der Sauerstoffgehalt und das
Reduktionsvermdgen des abgefiiliten Bieres eine Rolle spielen. Verdnderungen wie Oxida-
tion, Polymerisation und Kondensation im Laufe der Bieralterung werden nicht miterfasst, so
dass mitunter zwar Teilprognosen im Hinblick auf die Kéltetribung mdglich sind, nicht je-
doch auf die Dauertribung. Kombinierte Messungen ausgewahlter Tribungsbildner und
Tribungsvorlaufer der jeweiligen Substanzgruppen dienen allerdings als Grundlage bei der

Erstellung von Vorhersagemodellen (siehe Kapitel 2.6.3).
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Die spektralphotometrischen Methoden zur quantitativen Bestimmung der Gesamtpolyphe-
nole bzw. der Anthocyanogene (nach Mebak) gelten als relativ unspezifisch in Bezug auf die
Erfassung tribungsrelevanter Polyphenole. Die Analyse der Flavanoide nach EBC-Methode
erlaubt in diesem Zusammenhang eine etwas detailliertere Aussage [MEBAK 2000,
ANALYTIKA-EBC 2008]. Eine selektive Erfassung monomerer, dimerer und trimerer phenoli-
scher Tribungsvorlaufer ist jedoch nur durch die Anwendung hochspezifischer Trennverfah-
ren (z.B. HPLC) méglich MCMURROUGH et al. 1999].

Die Zugabe der EiweiBattrappen PVP (Polyvinylpyrrolidon) oder Cinchoninsulfat, einem
stickstoffhaltigen Alkaloid, ermdglicht die Bestimmung ,empfindlicher Gerbstoffe“. Cincho-
ninsulfat reagiert bevorzugt mit héher polymerisierten Polyphenolen, deren Gerbkraft bereits
stérker ausgepragt ist. Bei beiden Tests wird der resultierende Tribungsanstieg zwischen
unbehandeltem und behandeltem Bier nephelometrisch gemessen. Eine andere Variante ist
der Zusatz von Wasserstoffperoxid und Peroxidase (Peroxidasetest), der zur Oxidation der
Polyphenole fiihrt, die dann zusammen mit tribungsrelevantem Protein eine messbare Tri-
bung bilden [MOLL et al. 1976, SCHUR 1980c, BATCHVAROV und CHAPON 1985,
BAMFORTH 1999]. Thompson und Forward beschreiben eine Kombination aus Peroxidase-
und Cinchoninsulfattest [THOMPSON und FORWARD 1969].

Die Bestimmung sensitiver Proteine durch den Zusatz von Tanninen basiert auf der von
Chapon entwickelten Methodik und ist wesentlich aussagekraftiger in Bezug auf den Stabi-
lisierungseffekt und die eiweiBseitige Trilbungsneigung als die Methoden zur Bestimmung
des Gesamtproteins nach Kjeldahl, auf spektralphotometrischem Wege bei 280 nm, mittels
BCA-Methode (Bicinchoninsdure) oder durch die CBB-Methode (Bradford Coomassie brilli-
ant blue, gute Empfindlichkeit gegenliber schaumpositiven Proteinen). Nach der Zugabe
einer bestimmten Menge an Tanninsdure zum Bier wird die bei Raumtemperatur gebildete
Tribung bestimmt, welche aus der Komplexbildung zwischen Gerbstoffen und triibungsre-
levanten Proteinen hervorgeht. Alternativ werden einer definierten Menge an Bier ansteigen-
de Konzentrationen an Gallotannin zugesetzt — je mehr Tanninlésung bis zum Erreichen ei-
nes gewissen Trlbungsgrades notig ist, desto niedriger ist der Gehalt des Bieres an
tribungssensitiven Proteinen. Nach Siebert et al. spricht diese Methodik in besonderer Wei-
se auf die Hordeinfraktion an, wird aber gleichzeitig in geringem MaBe durch den Polyphe-
nolgehalt des Bieres beeinflusst. In Kieselgel-stabilisierten Bieren bestehe eine gute Korrela-
tion zwischen der Konzentration an sensitiven Proteinen und dem Forciertest bzw. dem

Alkohol-Kaltetest [THOMPSON und FORWARD 1969, MOLL et al. 1976, SCHUR 1980c,
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CHAPON 1994, MCMURROUGH et al. 1999, SIEBERT 1999b, SIEBERT und LYNN 2005,
SIEBERT et al. 2005].

Bei der Bestimmung der Ammoniumsulfatféllungsgrenze wird dem Bier solange gesattigte
Ammoniumsulfatliésung zugesetzt, bis durch das dadurch ausgefallte EiweiB eine optisch
gerade erkennbare Opaleszenz auftritt. Eine neuere Variante des Tests sieht statt der visuel-
len Beurteilung eine nephelometrische Titration vor. Nach Batchvarov und Chapon werden
dabei vor allem Proteine erfasst, die teilweise schon mit Gerbstoffen komplexiert sind und
daher zum Teil bereits dehydratisiert vorliegen. Aus diesem Grund gebe der Ammoniumsul-
fattest zwar Hinweise auf die im Bier vorhandenen Polyphenol-Protein-Komplexe, nicht je-
doch auf die Haltbarkeitsdauer in Bezug auf eine bestimmte EiweiBfraktion. Siebert besta-
tigte die geringe Korrelation des Tests sowohl zur Tribungsbildung im Forciertest als auch
zur Bestimmung der sensitiven Proteine, weshalb die Eignung dieser Methodik eher fraglich
sei [THOMPSON und FORWARD 1969, MEBAK 2002, SIEBERT et al. 2005].

Der Esbach-Reaktionstest basiert auf der Fallung hdéhermolekularer Proteine durch eine
Pikrinsdure-Citronensaure-Ldsung, wobei die entstehende Tribung spektralphotometrisch
erfasst wird. Laut Batchvarov und Chapon besteht eine gute Korrelation zur Kéltetriibung
[SCHUR 1980c, BATCHVAROV und CHAPON 1985, MEBAK 2002].

Durch Magnesiumsulfat werden hauptsachlich hochmolekulare Proteine gefallt, die eher mit
der Schaumhaltbarkeit als mit der kolloidalen Stabilitét in Verbindung gebracht werden kén-
nen. Nach Mebak werden bereits Proteine ab einem Molekulargewicht von 2600 miterfasst
[BATCHVAROV und CHAPON 1985, MEBAK 2002].

Trichloressigsaure (TCA) fungiert als spezifisches Fallungsmittel fir trilbungsrelevante Prote-
ine mit einem Molekulargewicht Uber 30.000. Zusétzlich werden auch Polypeptide unter
10.000 ausgefallt [BATCHVAROV und CHAPON 1985].

Proteine kénnen auBer durch die Anwendung elektrophoretischer und chromatographischer
Verfahren auch mittels immunchemischer Methoden erfasst werden, welche sich die ausge-
pragte Spezifitdt von Antigen-Antikérperreaktionen zunutze machen. In Bezug auf die kolloi-
dale Stabilitat erscheint besonders die Entwicklung von Antiseren gegen Tribungen oder

gegen Adsorbate von EiweiBstabilisierungsmitteln als vielversprechend [PAPP 2000].

Das von Chapon entwickelte ,Tannometer” erméglicht die automatisierte Messung mehrerer
tribungsrelevanter Substanzgruppen sowie die Durchfihrung des Alkohol-Kaltetests (siehe

Kapitel 2.6.2). Neben der Messung des Ammoniumsulfat-fallbaren Stickstoffs werden auch
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die sensitiven Proteine (mit Gallotannin) und die Tannoide (mit PVP) bestimmt. Darlber hin-
aus kann durch zwei weitere Methoden mittels Eisendipyridil und 2,6 Dichlorphenolindophe-
nol das Reduktionsvermogen der Biere gemessen werden [O'ROURKE 1994, BAMFORTH
1999].

Schneider stellte im Jahre 1995 ein Geréat zur kombinierten Online-Kontrolle der Bierstabili-
sierung vor, welches nach dem Prinzip der Streu- und Durchlichtmessung arbeitet und eine
kontinuierliche und schnelle Erfassung tribungsbildender Bestandteile wahrend des Filtrati-
ons- und Stabilisierungsprozesses ermdglicht. Hierbei werden mittels zweier getrennter
Messkandle gleichzeitig tribungsrelevante Polyphenole und Proteine bestimmt. Zur Féllung
tribungsrelevanter Proteine dient das Reagenz P40 (basierend auf Ammoniumsulfat) und
zur Kontrolle der Gerbstoffseite das auf PVP basierende Reagenz T125 [SCHNEIDER 1995,
NIEMSCH 2001].

2.6.2 Beurteilung der Kélte- und Dauertriibung

Die Kélte- bzw. Alkohol-Kéltetests beruhen im Gegensatz zu den unter 2.6.1 genannten Me-
thoden in erster Linie auf dem physikalischen Prinzip der Tribungsbildung durch die Ver-
minderung der Loslichkeit der Tribungsbildner bei Temperaturen von 0 °C oder niedriger.
Auf diese Weise wird zwar das Zusammenspiel der bereits im Bier vorhandenen triibungsre-
levanten Substanzen beriicksichtigt, nicht jedoch das Vorhandensein potentieller Triibungs-
bildner (Precurser), die erst im Laufe der Bieralterung vor allem unter dem Einfluss des ein-
gebrachten Sauerstoffs, eine mess- und sichtbare Tribung (Dauertriibung) induzieren
[SCHUR 1980c]. Beim Alkohol-Kaltetest wird das Bier auf -8 °C abgekihlt und mit anstei-
genden Mengen an Ethanol (0-6 Vol%) versetzt. Der Alkohol entzieht dabei den Proteinen
einen gewissen Wasseranteil, was deren Loéslichkeit vermindert und, geférdert durch die
TiefkUhlung, zur Ausbildung der nephelometrisch messbaren Kéltetribung fuhrt. Durch den
Alkohol-Kéltetest werden vor allem die bereits im Bier vorhandenen Polyphenol-Protein-
Verbindungen zur Ausfallung gebracht. Als Vorteil dieser Methode gilt die relativ kurze Ver-
suchsdauer von 40 Minuten [MOLL et al. 1976, BATCHVAROV und CHAPON 1985,
NARZISS 1994, BAMFORTH 1999].

Die Dauertribung unter Berticksichtigung sdmtlicher im Bier vorhandener obligater und po-
tentieller Tribungsbildner sowie anderer Einflussfaktoren wie Sauerstoff und Bier-pH kann
sich in ihrer urspriinglichen Form nur durch normale Lagerbedingungen ausbilden. Die

Durchfiihrung der Haltbarkeitsproben (bei 20 °C im Dunklen) erfordert in der Praxis jedoch
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zu viel Zeit, weshalb Ublicherweise beschleunigte Verfahren zur Anwendung kommen, die

einen Wechsel aus Warm- und Kaltphasen beinhalten.

Die am haufigsten angewandte Methode zur Bestimmung der kolloidalen Haltbarkeit des
abgeflllten Bieres ist die Durchfihrung von Forciertests bei 40/0 °C und 60/0 °C, bei denen
das Bier abwechselnd fir 24 h einer Warm- und einer Kaltphase ausgesetzt wird. Nach der
jeweiligen Kaltperiode wird die bei 0 °C entstandene Trilbung gemessen, die eine Mischform
aus Kélte- und Dauertriibung darstellt. Der Test wird beendet, sobald der Tribungsanstieg
Uber 2 EBC betragt, oder alternativ, sobald der Absolut-Tribungswert von 2 EBC Uberschrit-
ten wird. Der Ablauf jeweils einer Warm- und einer Kaltphase wird als ein ,Warmtag“ be-
zeichnet. Eine Umrechnung der Warmtage in die tatsachliche Haltbarkeitsdauer, z. B. mittels
brauereiinterner Umrechnungsfaktoren, erscheint wenig sinnvoll, da die Aufbewahrungs-
temperaturen (z.B. 6 °C im Kihilschrank oder 20 °C bei der Haltbarkeitsprobe) und damit die
Geschwindigkeit der Tribungsbildung stark variieren. Bei stark stabilisierten Bieren kann der
Test bei 40/0 °C mitunter Gber 20-30 Warmtage dauern, was als zu zeitaufwandig betrachtet
wird. Hier liefert der Test bei 60/0 °C deutlich schnellere Ergebnisse, wobei berlcksichtigt
werden muss, dass sich das Wesen einer bei 60 °C forcierten Tribung laut Papp wesentlich
von einer 40 °C-Trubung bzw. von einer normalen Dauertribung unterscheidet. Eine zeitspa-
rende Variante des Forciertests ist die Aufbewahrung des Bieres fir 5 Tage bei 60 °C, da-
nach 1 Tag bei 0 °C und anschlieBende Tribungsmessung [SCHUR 1980c, MEBAK 2002,
NARZISS 1994, MCMURROUGH et al. 1999, PAPP 2000]. Séamtliche weiteren in der Ver-
gangenheit vorgeschlagenen Modifikationen des Forciertests, wie beispielsweise der
Schnellklivettentest von Ludwig et al., zielten in erster Linie darauf ab, die Trilbbungsbildung
zu beschleunigen und damit die Analysendauer zu reduzieren [LUDWIG et al. 1986]. Aus
unterschiedlichen Griinden, insbesondere wohl aber aufgrund der zum Teil mangelhaften
Vergleichbarkeit in Bezug auf die Originalmethode, konnte sich jedoch keine dieser Varian-

ten durchsetzen.

Die Anwendung von Forciertests stellt bis heute die einzige Moglichkeit dar, die Tribungs-
bildung in hinreichend verlasslicher Weise vorherzusagen. Da die Messung in der abgefull-
ten Flasche bzw. im filtrierten Bier erfolgt, ist jedoch kein Eingriff in den Stabilisierungspro-
zess mehr méglich [BRIEM und GEIGER 1999, SIEBERT et al. 2005].
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2.6.3 Beurteilung der kolloidalen Stabilitdt anhand von Vorhersagemodellen

Da nur geringe Korrelationen zwischen dem Gehalt einzelner Tribungsbildner und der kol-
loidalen Stabilitdt bestehen, ist es sinnvoll, mehrere Beurteilungsparameter, insbesondere
die relevanten Polyphenole und Proteine analytisch zu erfassen und die jeweiligen Ergebnis-

se im Zusammenhang zu betrachten.

McMurrough et al. erstellten ein Modell, das den Gehalt an den Flavan-3-olen Catechin,
Epicatechin, Prodelphinidin B3 und Procyanidin B3 (dargestellt als einfache Flavanoide) so-
wie die Konzentration an sensitiven Proteinen in Bezug zur Tribungsbildung setzt. In diesem
Zusammenhang wurde die Zeit bis zum Anstieg der Gesamttribung (Dauertribung + Kalte-
trbung) unterschiedlich stabilisierter Einheiten eines Basisbieres auf 2 EBC gemessen.
Demnach misse der Gehalt dieses Bieres an Flavan-3-olen durch PVPP-Stabilisierungs-
maBnahmen auf unter 1,5 mg/I abgesenkt werden, um bei einer Proteinsensitivitat von Gber
7 EBC eine kolloidale Haltbarkeit von 12 Monaten zu gewahrleisten. Alternativ kbnne diese
Haltbarkeit auch bei Flavan-3-ol-Konzentrationen von Uber 5 mg/| erreicht werden, sofern
die Proteinsensitivitdt durch Kieselgelstabilisierung auf 0,2 EBC reduziert werde
[MCMURROUGH et al. 1999].

Berg berichtet von einer mathematischen Kombination der Ergebnisse aus dem Alkohol-
Kaltetest und einer vereinfachten Methode zur Bestimmung der Ammoniumsulfatfal-
lungsgrenze, die den Ergebnissen des Forciertests (hier Tribungsmessung nach 5 d bei 60
°C bzw. 2 d bei 1 °C) weit mehr entspricht als die Einzelmethoden per se [BERG 1991].
Mehrere Autoren fanden sehr gute Korrelationen zwischen dem Produkt aus tribungsrele-
vanten Proteinen und Polyphenolen und der Triibungsbildung. Nach O'Rourke korreliert das
Produkt aus sensitiven Proteinen und Proanthocyanidinen (R? = 0,965) mit der Entwicklung
der Dauertriibung. Papps Vorhersagemodell (R?> > 0,8) basiert auf dem Produkt aus Flavan-
3-olen, Ferulasédure und der Extinktion eines Tribungs-ELISAS (Enzym Linked Immuno Sor-
bent Assay) zur Erfassung empfindlicher Proteine. Kusche verwendete das Produkt aus Fla-
van-3-olen und dem Gehalt des Bieres an proteingebundenem Prolin [O'ROURKE 1994,
PAPP 2000, KUSCHE 2005]. Die von einigen Autoren propagierten sehr guten Korrelationen
zwischen Trubungsbildnern und kolloidaler Stabilitat sind jedoch vor allem auf die Tatsache
zurlickzufihren, dass hier meist nur sehr wenige Basisbiere (oft aus einer einer einzigen
Brauerei) zugrunde lagen, welche zu Untersuchungszwecken auf unterschiedliche Weise
stabilisiert wurden. Die auf diese Weise gewonnen Ergebnisse sind aufgrund ihrer fehlenden

Allgemeingiltigkeit nicht ohne weiteres auf den Brauereisektor Ubertragbar.
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Das von Schneider und Raske vorgestellte Messgerat zur Schnellbestimmung der Tribung
setzt die relevanten EiweiB-Gerbstoffverhaltnisse durch die Erstellung eines dreidimensiona-
len ,Massen-Diagramms* mit der kationischen Ladung des Bieres in Beziehung. Zusétzlich
zur nephelometrischen Titration der Trlbungsbildner wird mittels Polyelektrolyttitration die
kationische Ladung als dritter Parameter bestimmt, welche entscheidenden Einfluss auf die
Triibungsbildung nehme, so Schneider und Raske [SCHNEIDER und RASKE 2000]. Uber die
Korrelation der Ergebnisse dieser Methodik zum Forciertest oder zur Haltbarkeitsprobe lie-
gen keine Angaben vor. Auch die von Titze et al. vorgestellte Ladungstitrationsmethode ba-
siert auf der Messung der Oberflachenladung mittels Polyelektrolytldsung, erlaube jedoch
zusatzlich die Messung des Stromungspotentials, welches in linearem Zusammenhang mit
dem Zetapotential stehe. Letzteres erhéhe sich parallel zur besseren kolloidalen Haltbarkeit
der Biere. Die Anwendung dieser Methode weise im Vergleich zum Forciertest einen ent-
scheidenden Vorteil auf, so Titze et al. — das titrierte Differenzvolumen zeige bereits zu Be-
ginn der Bieralterung eine deutliche Abnahme, wohingegen der Forciertest zunachst eine
lag-Phase durchlauft, in welcher noch keine Prognosen im Hinblick auf die zu erwartende
Stabilitat getroffen werden kénnen [TITZE et al. 2008a, TITZE et al. 2008b]. Es ist jedoch zu
berlcksichtigen, dass auch die Anwendung der Ladungstitrationsmethode keine Informa-
tionen Uber die Ursachen einer erhdhten Tribungsbildungs-Wahrscheinlichkeit liefert und
somit, im Vergleich zu Vorhersagemodellen auf der Grundlage von Protein- und Polyphe-

nolmessungen, keine selektiven StabilisierungsmaBnahmen ermdglicht.
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial und Rohstoffe

Das Malz zur Herstellung von Versuchsbieren im PilotmaBstab stammte aus unterschiedli-
chen Chargen groBtechnischer Betriebe. Als Brauwasser wurde, sofern nicht anders ange-

geben, destilliertes Wasser verwendet.

Fur Versuche mit Fokus auf die Wirzekochung, Garung oder Filtration bzw. Stabilisierung
wurde die entsprechende Wirze bzw. das Bier aus der laufenden Produktion einer Brauerei
entnommen. Ferner wurden untergérige Verkaufsbiere verschiedener deutscher Brauereien

untersucht.

Samtliche verwendeten Hopfenprodukte wurden von der Firma Hopsteiner zur Verfligung

gestellt.

Zum Anstellen der Wirze diente ausschlieBlich Presshefe vom Stamm W 34/78 der Hefe-

bank Weihenstephan.

3.2 Die Pilotbrauerei

Bei der 60 I-Pilotsudanlage des Lehrstuhls fir Technologie der Brauerei Il handelt es sich
um ein 4-Geratesudwerk, bestehend aus Maischebottich, Lauterbottich, Wiirzepfanne und

Whirlpool. Die Wirzeklhlung erfolgt Gber einen zweistufigen Plattenwarmetauscher.

Die Hauptgéarung wird in 20 bzw. 30 I-Géartanks (zylindrokonisch) durchgefiihrt. Zur Reifung
und Lagerung werden 10 bzw. 20 I-Druckbehélter (Corneliusbehalter) oder Brauerei-KEG-

Fasser (30 bzw. 50 I) verwendet.

Zur Filtration dient eine Rahmenfilter-Kombination aus Kieselguranschwemmfilter und
Schichtenfilter. Die spezifische Filterleistung betragt 3,5 hl/m?h bzw. 1,2 hl/m?h bei einem
Durchfluss von maximal 0,34 hl/h. Die Voranschwemmung setzt sich zu je 20 g aus grober
und feiner Kieselgur zusammen. Fuir die laufende Dosage werden 120 g/hl Feingur veran-
schlagt. Die in dieser Arbeit verwendeten Stabilisierungsmittel PVPP und Kieselgel wurden

zusammen mit der Kieselgur in den Bierstrom dosiert.

Die Abfullung erfolgt mittels Handfuller in 0,5 I-NRW-Flaschen.
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3.3 Polyphenolanalytik
3.3.1 Polyphenolspektrum mittels HPLC

Die Probenaufbereitung durch Festphasenextraktion sowie die HPLC-Analytik erfolgten
nach der von Kusche beschriebenen Methodik [KUSCHE 2005].

Neben den tribungsrelevanten Flavan-3-olen Catechin, Epicatechin, Procyanidin B3 und
Prodelphinidin B3 wurden in dieser Arbeit auch die phenolischen Sauren Vanillinsaure, Kaf-
feesaure, p-Cumarséure, Ferulasaure und Syringasdure detektiert. Zur Auswertung der Er-
gebnisse (siehe Kapitel 4) wurden die einzelnen Flavan-3-ole und phenolischen Sauren, so-
fern nicht anders angegeben, jeweils als Summe dargestellt. Als neue Substanzen wurden
ferner Isoxanthohumol, Co-Multifidolglucosid (2-MPPG), Astragalin und Rutin in das Poly-
phenolspektrum integriert. Die Detektion aller Substanzen erfolgte mit Ausnahme von Astra-

galin und Rutin (350 nm) bei einer Wellenlange von 275 nm.

Abbildung 13 zeigt das bei einer Wellenlange von 275 nm aufgenommene Chromatogramm

eines unstabilisierten Bieres.
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Abbildung 13: Chromatogramm eines unstabilisierten Bieres

Tabelle 7 zeigt die Variationskoeffizienten der mittels HPLC-Analytik bestimmbaren Polyphe-

nole (Anzahl der Messungen n = 20). Die ermittelten Werte lassen allgemein auf eine sehr
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gute Reproduzierbarkeit schlieBen. Die verhdltnismaBig hohen Variationskoeffizienten von
Vanillinsdure, Kaffeesdure und Co-Multifidolglucosid werden durch die sehr geringen Kon-

zentrationen dieser Substanzen in Bier (< 0,5 mg/l) relativiert.

Tabelle 7: Reproduzierbarkeit der mittels HPLC-Analytik detektierbaren Substanzen

Substanz Variationskoeffizient [%]
Prodelphinidin B3 2,2
Procyanidin B3 3,5
Catechin 2,2
Vanillinsédure 10,1
Kaffeesaure 13,7
Epicatechin 9,4
p-Cumarséure 3,6
Ferulasaure 2,6
Co-Multifidolglucosid 11,9
Syringasaure 3,8
Isoxanthohumol 2,1
Astragalin 4.4
Rutin 3,9

3.3.2 Gesamtpolyphenole

Die Bestimmung der Gesamtpolyphenole erfolgte nach MEBAK Il 2.17.1 [MEBAK 2002].

3.3.2 Flavanoide

Die Flavanoide wurden nach der EBC-Methode ,9.12 Flavanoids in Beer by Spectrophoto-
metry* bestimmt [ANALYTIKA-EBC 2008].
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3.3.3 Anthocyanogene

Die Anthocyanogene wurden durch das Forschungszentrum Weihenstephan fir Brau- und
Lebensmittelqualitat nach der Methode K-B 9.13 1976 analysiert.

3.4 Proteinanalytik
3.4.1 Gesamtloslicher Stickstoff

Der Gesamtl6sliche Stickstoff wurde durch das Forschungszentrum Weihenstephan fur
Brau- und Lebensmittelqualitdt nach MEBAK Il 2.8.1.1 analysiert [MEBAK 2002].

3.4.2 Fraktionierung der Proteine nach Pawlowski-Schild

Die tribungsrelevanten sensitiven Proteine wurden in Form des Tannin-féllbaren Stickstoffs
durch das Forschungszentrum Weihenstephan flir Brau- und Lebensmittelqualitat bestimmt.
Die Methodik P-Sch IlI/B/14/b nach Pawlowski-Schild ermdglicht ferner die Bestimmung
der nieder- und mittelmolekularen Proteine [PAWLOWSKI-SCHILD 1961].

3.4.3 Freier Aminostickstoff (FAN)

Die Bestimmung des FAN erfolgte nach MEBAK 11 2.9.4.1.1 [MEBAK 2002].

3.4.4 Analyse des proteingebundenen Prolins

Die im Folgenden dargestellte Vorgehensweise zur spektralphotometrischen Bestimmung
des proteingebundenen Prolins orientiert sich an der Methode nach Wren und Wiggall, wur-
de aber fiir die Verwendung in Bier modifiziert WREN und WIGALL 1964]. Der Variationsko-
effizient dieser Methodik fUr die Prolinbestimmung in einer definierten Menge an Rinderse-

rumalbumin (Anzahl der Messungen n = 20) betragt 3,7%.
A) Féllung der Bierproteine mittels Trichloressigsaure (TCA):

Nach Entgasen der Probe: Fallung der Bierproteine mit 20%iger TCA (20 g/100 ml) bei 0 °C
(Eisbad) fir 1 h. Bendtigte Menge: 200 ml je Probe.
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Abzentrifugieren des ausgefallten Substanzgemisches bei 13.000 U/min (0 °C, 1 h). Verwer-
fen des Uberstandes und zweimaliges Waschen des Pellets mit 10 ml 100%igem Aceton.
AnschlieBend 15 Minuten bei 0 °C und 13.000 U/min zentrifugieren.

Trocknung des Pellets bei Raumtemperatur im offenen Zentrifugenbecher.
B) Vorbereitung der Reagenzien:

Glycin-Lésung: 4 umol/ml Glycin in einer Mischung aus Essigsdure und 6 M-Phosphorséure

(Vol% 3:2). Die Loésung ist bei Raumtemperatur mehrere Monate stabil.

Ninhydrin-Lésung: 40 mg/ml Ninhydrin in Essigsaure in ausreichender Menge herstellen. Zur
Lésung auf 70 °C erwdrmen. Die Losung ist bei Raumtemperatur nur fir wenige Stunden
stabil.

C) Spektralphotometrische Prolinbestimmung im Proteinpellet mittels Ninhydrinlésung:

Schritt 1 - Lésung: Lésung des Pellets mit 20 ml Ameisensdure und quantitative Uberfiih-
rung in das Hydrolyse-ReaktionsgefaB. Zugabe von 0,4 ml Wasserstoffperoxid, dann mi-
schen. Nach 1 h Reaktionszeit Trocknung mittels Rotationsverdampfer (Achtung: Ameisen-

saure-Ruckstande kénnen wahrend Schritt 2 zu Explosionen fiihren).

Schritt 2 - Hydrolyse: Zugabe von 20 ml 6 N-Salzsaure, VerschlieBen des HydrolysegefaBes
und Aufbewahrung im Trockenschrank fir 20 h bei 110 °C. Nach Ablauf der Zeit Trocknung

im Rotationsverdampfer; danach Resuspension mit 50 ml bidestilliertem Wasser.

Schritt 3 - Entfernung basischer Aminoséuren: 2 ml der verdiinnten Suspension zusammen
mit 775 mg Zeolith (mineralischer lonentauscher) in ein geeignetes Zentrifugengefa3 Gber-
fuhren und 15 Minuten schutteln (in unregelmaBigen Absténden). Danach kurz zentrifugieren
und 1 ml des Uberstandes in ein verschlieBbares Reagenzglas (zentrifugierfihig) mit 20 ml

Inhalt GberfUhren.

Schritt 4 - Ninhydrin-Reaktion: 2,5 ml Glycin-Lésung und 2,5 ml Ninhydrin-Lésung (Herstel-
lung siehe oben) in das Reagenzglas geben, dieses verschlieBen und schitteln. Danach 40
Minuten Reaktionszeit bei 95°C (Wasserbad) einhalten. Nach dem Kuihlen mit Leitungswas-
ser Zugabe von 20 ml Xylol und Zentrifugieren des Gemisches. Die Messung erfolgt aus der
Xylolschicht bei 515 nm im Photometer gegen die Nullprobe (Schritt 3 + 4 mit bidestilliertem

Wasser). Die Xylolschicht sollte sich wahrend des Zentrifugierens nicht erwarmen!
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Schritt 5: Ergebnis aus der Standardkurve ermitteln. Zur Erstellung der Standardkurve ab
Schritt 4 mit 1 ml bidestilliertem Wasser und L-Prolin in verschiedenen Konzentrationen (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 mg/l) arbeiten. Statt 20 ml Xylol werden hier nur 5 ml verwendet.

3.5  Sauerstoffmessung

Die Messung des Sauerstoffs erfolgte mittels des Messgerdts Digox 6 nach MEBAK I
2.32.1.2.2 [MEBAK 2002].

3.6 Reduktionsvermébgen
3.6.1 Bestimmung des Redoxpotentials mittels EAA

Die Messung des Redoxpotentials mit dem elektrochemischen Analysenautomat (EAA)
erfolgte nach der von Burkert beschriebenen Methode. Dabei kénnen prinzipiell zwei ver-
schiedene Tests durchgefiihrt werden: Die Cyclovoltametrische Messung zur Bestimmung
des mittleren Nullstrompotentials und der elektrochemische Indikatortimetest zur Ermittlung
des Stromverhéltnisses [BURKERT 2005].

Das mittlere Nullstrompotential (MNP) gibt einen Uberblick (iber das Gesamtpotential der im
Medium messbaren Reduktone. Ein héheres Potential weist in diesem Zusammenhang auf

eine geringere antioxidative Kapazitat hin.

Das mittels elektrochemischen Indikatortimetests ermittelte Stromverhaltnis (SV) erlaubt die
Messung der schnell (hier innerhalb von 4 Minuten) reduzierenden Substanzen. Ein hdheres
Stromverhéltnis, gemessen in Ascorbinséure-AquivaIenten, lasst auf ein besseres Redukti-

onsvermdgen schlieBen.

3.6.2 Bestimmung der DPPH-reduzierenden Aktivitat

Die Bestimmung der DPPH-reduzierenden Aktivitat erfolgte nach der Methode von Kaneda
et al. [KANEDA et al. 1995].
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3.6.3 Spektralphotometrischer Indikatortimetest (ITT)

Der spektralphotometrische ITT wurde nach MEBAK Il 2.16.1 durchgeflihrt [MEBAK 2002].

3.7 Bestimmung der kolloidalen Stabilitat

Die kolloidale Stabilitat der filtrierten und teilweise auch stabilisierten untergarigen Bier wur-
de mittels Forciertest bei 40/0 °C in Anlehnung an die Methodik nach MEBAK Il 2.15.2.1
bestimmt [MEBAK 2002]. Der Test wurde dabei nicht zwangslaufig nach einer Trilbungszu-
nahme von nur 2 EBC abgebrochen, sondern mitunter Uber einen langeren Zeitraum durch-

geflhrt.

Die Ausbildung nattrlicher Dauertribungen Uber einen definierten Zeitraum wurde mittels

Ruckstellproben (bei 20 °C, im Dunkeln) verfolgt.

3.8 Weitere Analysen in Bier

Die nachfolgend aufgefiihrten Analysen wurden durch das Forschungszentrum Weihenste-

phan fur Brau- und Lebensmittelqualitadt durchgefuhrt.

3.8.1 SCABA-Analytik

Die durch den Servo Chemical Automated Beer Analyser durchgefihrten Messungen bein-
halten die Bestimmung von spezifischem Gewicht, Alkohol, Stammwirze, Vergarungsgrad,
Restextrakt und pH-Wert.

3.8.2 Bestimmung der Schaumhaltbarkeit

Die Messung der Schaumhaltbarkeit erfolgte mittels LG-Foamtester nach MEBAK Il 2.19.3
[MEBAK 2002].

3.8.3 Messung der Bierbittere

Die Bestimmung des Bitterwertes erfolgte nach MEBAK Il 2.18.1 [MEBAK 2002].
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3.8.4 Messung der Bierfarbe

Die Bierfarbe wurde nach MEBAK 1l 2.13.2 ermittelt [MEBAK 2002].

3.8.5 Analyse der Garungsnebenprodukte

Die Analyse der Garungsnebenprodukte erfolgte gemaB MEBAK Il 1.1.1/1.2.1 [MEBAK
1996]

3.9 Durchfiihrung von Verkostungen

Einige Biere wurden mittels Dreiecksprifung nach MEBAK 2.34.7 und nach dem DLG-
Prifschema verkostet [MEBAK 2002]. Zweck der Untersuchung war die sensorische Unter-
scheidung unterschiedlich behandelter Bierproben sowie die Differenzierung zwischen fri-

schen und gealterten Bieren.

3.10 Statistik
3.10.1 Durchfiihrung und Auswertung der Versuche

Samtliche Analysen wurden mindestens als Doppel-, in der Regel jedoch als Dreifach-
Bestimmung durchgefiihrt. Dies bezieht sich sowohl auf die Einzelproben als auch auf die
vergleichenden Versuchsreihen in ihrer Gesamtheit. In den zu vergleichenden Ansétzen einer
Versuchsreihe wurde dasselbe Basismaterial (z. B. Wirze oder Bier) verwendet. Die Reihen
selbst basierten im Sinne einer verbesserten Allgemeingultigkeit der Ergebnisse meist auf
unterschiedlichem Material. Sofern nicht anders angegeben, werden in dieser Arbeit die
arithmetischen Mittelwerte aus allen Versuchsreihen diskutiert. In den Fallen, in denen die
Mittelwerte aus verschiedenen Reihen unterschiedlicher Zusammensetzung gebildet wer-

den, wird auf die Darstellung der Standardabweichung verzichtet.

3.10.2 Auswertung der Verkostungsergebnisse

Die Auswertung der Dreieckstests erfolgte nach der Methode MEBAK 2.34.7 [MEBAK 2002].

Fir die statistische Uberpriifung der DLG-Ergebnisse kam der t-Test fiir eine zweiseitige
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Fragestellung und unter Berilicksichtigung unterschiedlicher Signifikanzniveaus (P 95%, P
98% und P 99%) zur Anwendung.

3.10.3 Die Anwendung statistischer Programme zur Korrelationssuche

Neben der Korrelationssuche anhand der Erstellung von Regressionskurven bzw. Regressi-
onsgleichungen wurde in dieser Arbeit auf die Methodik des ,,data minings“ zurtickgegriffen.
Die Techniken des Data-Minings dienen der Suche nach GesetzmaBigkeiten und Korrelatio-
nen in groBen Datenmengen und werden bereits erfolgreich auf dem Gebiet der Filtration
bzw. Filtrierbarkeit angewandt [EBERHARD et al. 2006]. Im Rahmen der Untersuchungen zur
Vorhersagbarkeit der kolloidalen Stabilitat (siehe Kapitel 4.3) werden sogenannte Entschei-
dungsbaume (,decision trees”) erstellt, mittels derer mdgliche Zusammenhange zwischen
den tribungsbildenden Faktoren im frisch abgeflllten Bier und der resultierenden Stabilitat
aufgedeckt werden sollen. Bei der Anwendung von ,decision trees“ handelt es sich um eine
klassifizierende Methode, welche Bestandteil des Programms ,,R” ist, einer fir die Statistik

und stochastische Simulation entwickelten Programmiersprache.

3.11 Geréte
Anstichapparatur, Dr. Thiedig & Co., Berlin
Baker SPE 21 System, J. T. Baker Inc., Grieslau
Eismaschine, Ziegra, Isernhagen

Elektrochemischer Analysenautomat (EAA) und Software zur Auswertung, ME Instrument

GmbH, Trappenkamp

Eppendorf Centrifuge 5810 R, Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf Rotor A-4-62, Eppendorf AG, Hamburg
Flaschenschittelmaschine, Dr. Thiedig & Co., Berlin
HandfUller, Esau & Hueber, Schrobenhausen

HPLC Autosampler Serie 200, Perkin EImer, Disseldorf

HPLC Dioden Array Detektor Serie 200, Perkin Elmer, Disseldorf
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HPLC Quarternare Pumpe Serie 200, Perkin Elmer, Disseldorf

HPLC Totalchrom Auswertesoftware, Perkin Elmer, Disseldorf

HPLC Turbochrom Auswertesoftware, Perkin Elmer, Disseldorf
Kéltebad 0 °C fir Forciertest, eigene Konstruktion

Kronkorker, Esau & Hueber, Schrobenhausen

Pilotfilteranlage, Seitz-Schenk, Bad Kreuznach Pilotsudanlage und zylindrokonische Géar-

tanks, BAM, Freising

Rotationsverdampfer VV 2000, Heidolph, Kehlheim
Sauerstoffmessgerat Digox 6, Dr. Thiedig & Co., Berlin

Sorvall Hochleistungszentrifuge RC 5C PLUS, Kendro, Minchen
Sorvall Rotoren SS-34, GSA und GS-3, Kendro, Mliinchen
Spektralphotometer Ultrospec 3100 pro, Biochrom Ltd., Cambridge
Tribungsmessgerat Haze Control DT 9011, Optek, Essen
Wérmeschrank FD 115, Tuttlingen

Warmeschrank UE 500, Memmert, Schwabach

3.12  Verbrauchsmaterialien
Aceton, HPLC-Gradient, Roth, Karlsruhe
Acetonitril, E. Merck, Darmstadt
Ameisensaure, Roth, Karlsruhe
Ammoniaklésung 25%, E. Merck, Darmstadt
3,5-Ammoniumeisen(lll)-citrat, E. Merck, Darmstadt
Ascorbinsaure, E. Merck, Darmstadt
Astragalin (Kdmpferol-3-Glucosid), Roth, Karlsruhe

BSA (Bovine Serum Albumin Fraction V), Roche Diagnostics, Mannheim
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Carboxymethylcellulose, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

(+)-Catechin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Co-Multifidolglucosid, zur Verfliigung gestellt von der Firma Hopsteiner, Mainburg
2,6-Dichlorphenolindophenol, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
4-Dimethylaminocinnamaldehyde, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

EDTA-Na,, E. Merck, Darmstadt

(+)-Epicatechin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Essigsdure, HPLC-Gradient, Roth, Karlsruhe

Ethanol absolut Chromasolv, HPLC-Gradient, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ferulasaure, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Filterschichten BECO Edura, KD 7, KD 10, KDS 15, Steril S 100, zur Verfligung gestellt von

der Firma Begerow E. GmbH und Co. KG, Langenlonsheim

Glycin, Roth, Karlsruhe

HPLC-Kartuschen Chromabond PA 1000 mg, Macherey-Nagel, Diiren
HPLC-Saule CC 250/4 LiChrosphere 100 RP 18 ec, 5 ym, Macherey-Nagel, Diren
HPLC-Vorséaule CC 8/4 LiChrospher 100 RP 18 ec, 5 um, Macherey-Nagel, Diren
Isoxanthohumol, zur Verfiigung gestellt von der Firma Hopsteiner, Mainburg
Jodacetamide, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Kaffeesaure, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Kieselgel (Xerogel) Becosorb 1000, zur Verfigung gestellt von der Firma Begerow E. GmbH

und Co. KG, Langenlonsheim

Kieselgur fein und grob, zur Verfiigung gestellt von der Staatsbrauerei Weihenstephan
Kronkorken, zur Verfligung gestellt von der Staatsbrauerei Weihenstephan

L-Prolin, Roth, Karlsruhe

Methanol, HPLC-Gradient, J. T. Baker Inc., Grieslau
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Ninhydrin, Roth, Karlsruhe

NN-Dimethylformamid, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
NRW-Flaschen 0,5 |, Braunglas

Oxalsaure, Roth, Karlsruhe

p-Cumarsaure, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Phosphorsaure 6 M, Roth, Karlsruhe

Procyanidin B3, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Prodelphinidin B3, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PVPP Divergan F, zur Verfigung gestellt von der Firma BASF SE, Ludwigshafen
Rutin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Salzsaure 6 N, Roth, Karlsruhe

Syringasaure, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trichloressigsaure, Roth, Karlsruhe

Vanillinsdure, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Wasserstoffperoxid, Roth, Karlsruhe

Xylol, Roth, Karlsruhe

Zeolith, Silberstab Onlinehandel

Nicht aufgeflihrte Gerate und Verbrauchsmaterialien gehéren zur Laborgrundausstattung.

Fir alle FlieBmittel und Lésungen wurde bidestilliertes Wasser verwendet.
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1  Allgemeine Untersuchungen zum Thema kolloidale Bierstabilitat
4.1.1 Die Auswirkungen von Intensivstabilisierung

Der Einsatz von Stabilisierungsmitteln ermdglicht die Erhaltung der Glanzfeinheit untergari-
ger und filtrierter Biere Uber den Zeitraum des von der Brauerei gewéahlten Mindesthaltbar-
keitsdatums. Aufgrund der bis heute mangelhaften Vorhersagemdglichkeit der kolloidalen
Stabilitat vor der Filtration wird in der Regel eine ,Blindstabilisierung® praktiziert, die aus
Grinden der Sicherheit oft in Gberhdéhten Dosagen zum Ausdruck kommt. Dies resultiert
nicht nur in einer wesentlichen Erhéhung der Kosten fur Stabilisierungsmittel, sondern auch

in einer merklichen Verédnderung der Bierzusammensetzung.

Um diese Verdnderungen und deren Einfluss auf die Bierqualitdt quantitativ zu erfassen,
wurden 5 unterschiedliche Chargen Pilsner Bier auf jeweils zwei verschiedene Arten stabili-
siert (PVPP und PVPP + Kieselgel) und mit einer unstabilisierten Referenzprobe verglichen.
Die Stabilisierung erfolgte dabei mit den maximal erlaubten Einsatzkonzentrationen fir
PVPP (50 g/hl) und Kieselgel (100 g/hl) im Durchlaufkontaktverfahren zusammen mit der
Kieselgur. Das Hauptaugenmerk galt der analytischen Erfassung der Polyphenol- und Prote-
inreduktion im Vergleich zur Referenzprobe sowie der kolloidalen Stabilitdt der abgefillten
Biere im Forciertest bei 40/0 °C und im Langzeitversuch (Rlckstellprobe bei 20 °C im Dun-
keln). Von weiterem Interesse waren die Einflisse auf das Reduktionsvermdgen, auf die
Schaumhaltbarkeit sowie auf Geschmack und Geschmacksstabilitat. Die dargestellten Er-

gebnisse reprdsentieren die Mittelwerte aus allen Versuchsreihen.

Tabelle 8: Durchschnittliche Polyphenol- und Proteinkonzentration der unstabilisierten Referenzprobe

Gesamtpo- | Flava- | Flavan- | Phenol. | Gesamt | Niedermo- | Sensitive

lyphenole | noide | 3-ole | Sé&uren N lekularer N | Proteine

Konzentration
180 31,9 9,5 2,7 749 477 153
[mg/1]

Die Stammwdirze der Basisbiere betrug 11,5-11,8 GG%, der Vergarungsgrad 80-84%, der
pH-Wert lag zwischen 4,43 und 4,57. Der Sauerstoffgehalt der abgefiillten Flaschen war
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< 0,5 mg/l, die Schwankungen innerhalb der 5 Versuchsreihen waren minimal. Tabelle 8
zeigt ergdnzend den durchschnittlichen Absolutgehalt der unstabilisierten Referenzprobe an

Polyphenolen und Proteinen.
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Abbildung 14: Verlauf der 90 °-Trlibung in den unterschiedlich stabilisierten Bieren wahrend des For-
ciertests bei 40/0 °C

Abbildung 14 protokolliert den Verlauf der 90 °-Trlibung wahrend des Forciertests Uber einen
Zeitraum von 20 Warmtagen. Wéhrend die unstabilisierte Referenzprobe im Durchschnitt
bereits nach zwei Warmtagen einen Tribungsanstieg von Uber 2 EBC verzeichnet, liegt die
Tribung des PVPP stabilisierten Bieres selbst nach 20 WT noch unter 1,5 EBC. Die zusétzli-
che eiweiBseitige Stabilisierung mit Kieselgel (hier Xerogel) induziert eine weitere Senkung
der Tribung auf etwa 0,5 EBC nach 20 WT, wobei die stabilisierende Wirkung offenbar zum

Uberwiegenden Teil auf den Einfluss von PVPP zurlckzuflhren ist.

Die Ergebnisse der Triibungsmessung in den Riickstellproben nach 9 Monaten (siehe Tabel-
le 9) korrelieren im Wesentlichen mit dem Resultat des Forciertests. So zeigt die Kaltetru-
bung der Referenzprobe bei beiden Messwinkeln mit ca. 17,5 EBC wesentlich héhere Werte
als in den stabilisierten Ansatzen (< 2,6 EBC). Das zusétzlich mit Xerogel stabilisierte Bier
zeichnet sich durch eine etwas bessere Kéltestabilitét als das ausschlieBlich mit PVPP be-
handelte Bier aus. Die Resistenz der Biere gegenlber der Ausbildung einer Dauertribung
scheint dagegen schon durch die bloBe Verminderung der Gerbstoffkomponente erreicht

werden zu kdnnen, ein zusatzlicher Einsatz von Xerogel hatte diesbezuglich keinen weiteren
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positiven Effekt. Die Messung der 90 °-Lichtstreuung bei 20 °C zur Bestimmung der Dauer-
tribung ergibt verhéltnismaBig geringe Unterschiede zwischen der Referenz (2,2 EBC) und
den stabilisierten Bieren (0,4 bzw. 0,5 EBC). Hier weist die 11 °-Vorwéartsmessung eine gro-
Bere Empfindlichkeit zur Detektion der Unterschiede zwischen Vergleichsprobe (8,3 EBC)
und Stabilisierungsansatz (0,4 bzw. 0,5 EBC) auf. Dieses Verhalten ist damit erklérbar, dass
sich die Dauertriibung im Vergleich zur Kaltetriibung aus gréBeren Partikeln zusammensetzt,
welche bevorzugt durch die Messung des Vorwértsstreulichts erfasst werden kdnnen
[WAINWRIGHT 1974, MORRIS 1987].

Tabelle 9: Dauertriibung und Kéltetriibung der unterschiedlich stabilisierten Rickstellproben nach 9

Monaten
Dauertriibung 20 °C | Tribung nach Kiihlung auf 4 °C | Kéltetriibung
Messwinkel 90 ° 11° 90 ° 11° 90° | 11°
Referenz 2,2 8,3 19,7 25,7 17,5 | 17,4
PVPP 0,4 0,4 1,8 3,0 1,4 2,6
PVPP+Xerogel 0,5 0,5 1,8 2,1 1,3 1,6
100 100
. VPP = PVPP
[ PVPP + Xerogel 1 PVPP + Xerogel
80 - 80
& 60 I I & 601 ]
2 g
20 1 H 207
0 i i i i ull i 0 " .‘lﬂ .
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Abbildung 15: Prozentuale Abnahme phenolischer Substanzen durch den Einsatz von Stabilisie-

rungsmitteln, verglichen mit der Referenzprobe
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Abbildung 15 verdeutlicht die Abnahme phenolischer Substanzen durch die Dosage hoher
PVPP-Konzentrationen. So resultiert ein Zusatz von 50 g PVPP/hl Bier in einer Reduktion
der dimeren Flavan-3-ole Procyanidin B3 und Prodelphinidin B3 um durchschnittlich etwa
90% und der Monomere Catechin und Epicatechin um 76 bzw. 54%. In der Summe ergibt
sich daraus eine Abnahme der tribungsrelevanten Flavan-3-ole um 82% im Vergleich zur
Referenzprobe. Die Ferulasdure sowie die Gesamtheit der detektierbaren phenolischen Sau-
ren werden nur zu sehr geringen Teilen (etwa 5%) entfernt, was die selektive Wirkung von
PVPP (siehe Kapitel 2.5.3.2) unterstreicht. Die nur in niedrigen Konzentrationen (< 0,5 mg/I)
vorliegenden phenolischen Sduren Kaffeesaure, Vanillinsaure, p-Cumarsaure und Syringa-

sdure werden in dieser Darstellung nicht explizit bertcksichtigt.

Trotz der nachweislich guten Selektivitdt von PVPP werden jedoch offenbar auch andere
Substanzen mit zum Teil erndhrungsphysiologischer Bedeutung wie z.B. das isomerisierte

Prenylflavonoid Isoxanthohumol entfernt (Reduktion ca. 36%, vgl. Abbildung 15).

Als Ergédnzung zu den mittels HPLC-Analytik detektierten Polyphenolen ist auch die PVPP-
induzierte Verminderung der spektralphotometrisch gemessenen Flavanoide (44%) und Ge-
samtpolyphenole (40%) graphisch dargestellt (sieche Abbildung 15). Letztere Methoden sind
deutlich weniger empfindlich in Bezug auf die Erfassung gerbstoffseitiger Bierstabilisie-

rungsmaBnahmen.

Der gleichzeitige Einsatz von Kieselgel wirkt sich negativ auf die stabilisierende Wirkung von
PVPP aus, was sich in einer um 14% niedrigeren Flavan-3-ol-Reduktion sowie einer 6-7%-
igen Verringerung der Flavanoid- und Gesamtpolyphenolkonzentration &uBert. Damit ist
auch die etwas héhere Dauertribung des doppelt stabilisierten Ansatzes im Vergleich zum
PVPP-Bier zu erklaren. Dies durfte darauf zuriickzuflhren sein, dass die ,Proteinattrappe”
PVPP und das Kieselgel zu gewissen Teilen miteinander reagieren und sich dadurch gegen-
seitig inhibieren. Aus diesem Grund sei, wie bereits mehrere Autoren berichteten, ein ge-
trennter Einsatz dieser Stabilisierungsmittel grundsatzlich vorzuziehen. Durch eine Xerogel-
Dosage in den Lagertank kénnen, so Kusche, nicht nur tribungsrelevante Proteine, sondern
zu geringen Teilen auch an Protein gebundene Polyphenole entfernt werden [NARZISS und
REICHENEDER 1977, RAIBLE 1979, DADIC und LAVALLEE 1983, KUSCHE 2005].

Der Einsatz von 50 g PVPP/hl Bier bewirkt neben der fast vollstdndigen Entfernung der phe-
nolischen Tribungsvorldufer auch eine geringe Reduktion (3%) sensitiver Proteine (siehe
Abbildung 16), nicht jedoch des Gesamtstickstoffs oder des niedermolekularen Stickstoffs

(nicht dargestellt). Die Reduktion sensitiver Proteine durch PVPP sei auf eine teilweise Ent-
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fernung von EiweiB-Gerbstoff-Komplexen zurtickzufiihren [WACKERBAUER und ANGER
1984b, OECHSLE und FUSSNEGGER 1995].

Aus einem Zusatz von 100 g Xerogel/hl Bier resultiert nur eine sehr geringe Abnahme des
Gesamtstickstoffs (6%), die niedermolekularen Stickstoffsubstanzen (hier nicht dargestellt)
werden nicht beeinflusst. Der eiweiBseitige Stabilisierungseffekt von Kieselgel kann am bes-
ten anhand der Messung sensitiver Proteine (Reduktion 19%) nachvollzogen werden, wobei
generell eine Beeintrachtigung durch die gleichzeitige PVPP-Dosage analog zur verminder-

ten Adsorptionsféhigkeit von PVPP als wahrscheinlich gelten darf.

Aufgrund der guten Spezifitdt von Kieselgel gegenliber den tribungsrelevanten Proteinen
(siehe Kapitel 2.5.3.2) wird die Schaumhaltbarkeit der Biere nur in sehr geringem MaBe (3%)

vermindert. Die PVPP-Dosage hatte hingegen keinerlei Einfluss auf den Schaum.

20

I PVPP
1 PVPP + Xerogel

15 4

Abnahme [%]
o

: Il [

Gesamt N Sensitive Proteine Schaum

Abbildung 16: Prozentuale Abnahme der Proteine und der Schaumhaltbarkeit durch den Ein-

satz von Stabilisierungsmitteln, verglichen mit der Referenzprobe

Im Fokus des weiteren Interesses stand die stabilisierungsbedingte Beeinflussung des Re-
duktionsvermdgens (sieche Abbildung 17). Das mittlere Nullstrompotential erhéht sich,
gleichbedeutend mit einer Verschlechterung des Gesamt-Reduktionsvermdgens, in zuneh-
mendem MaBe von der Referenzprobe Uiber das PVPP-stabilisierte Bier bis ins doppelt sta-

bilisierte Bier.
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Der elektrochemische Indikator Time Test zur Detektion schnell reduzierender Substanzen
protokolliert eine signifikante Verschlechterung des Reduktionsvermdgens durch PVPP-
Stabilisierung, wobei dieser Effekt durch den Kieselgeleinsatz in geringem MaBe abge-
schwécht wird. Der Anstieg an Ascorbinsduredquivalenten im doppelt stabilisierten Bier kor-
reliert mit der oben beschriebenen Verringerung der Polyphenoladsorption durch den gleich-

zeitigen Einsatz von Xerogel und PVPP.

Da sich das Gesamt-Reduktionsvermdgen (MNP) jedoch auch durch die zuséatzliche Xero-
gel-Dosage weiter verschlechtert hat, scheinen mit der Entfernung tribungsrelevanter Ei-
weiBe auch langsam reduzierende stickstoffhaltige Substanzen entfernt zu werden, welche

den Anstieg der schnell reduzierenden Substanzen egalisieren.
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Abbildung 17: Mittleres Nullstrompotential und elektrochemischer ITT in den unterschiedlich stabili-

sierten Bieren

Die Verkostung der frisch abgeflillten Biere erfolgte mittels Dreieckstest (Anzahl der Verkos-
ter n = 15) und ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den stabilisierten Bieren

und der Referenzprobe.

Die Verkostung der Gber 9 Monate natirlich gealterten Biere erfolgte nach DLG-Schema und
diente der Beurteilung der Geschmacksstabilitat. Dazu wurde jeweils ein mittels PVPP bzw.
ein doppelt stabilisiertes Bier mit der Referenzprobe verglichen. Die Auswertung erfolgte
mittels t-test flr eine zweiseitige Fragestellung. Die Ergebnisse zeigten keine klare Tendenz

in Bezug auf die Bevorzugung der unstabilisierten oder stabilisierten Proben. So wurden in
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Reihe 1 Geruch und Geschmack der Referenzprobe signifikant besser als in der doppelt
stabilisierten Probe beurteilt (P = 98%), wohingegen in Reihe 2 das PVPP-stabilisierte (P =
99%) und in Reihe 3 das doppelt stabilisierte Bier (P = 98%) besser als die Referenz beur-
teilt wurden. Reihe 4 und 5 ergaben keine signifikanten Flavour-Unterschiede. Trotz einer
Verschlechterung des Reduktionsvermdgens, vor allem durch die Verwendung von PVPP,
konnte keine negative Beeinflussung der Geschmacksstabilitat festgestellt werden, was die
Ergebnisse anderer Autoren bestatigt [MCMURROUGH et al. 1996, MCMURROUGH et al.
1998, O'ROURKE 1996, SCHLENKER et al. 1999, MIKYSKA et al. 2002].

Es hat sich gezeigt, dass eine Dosage von 50 g PVPP/hl Bier zu einer fast vollstdndigen und
sehr spezifischen Entfernung der Flavan-3-ole, insbesondere der dimeren Proanthocyanidi-
ne fihrt, was in einer signifikant besseren Stabilitdt gegenlber der Ausbildung von Kalte-
und Dauertriibungen resultiert. Die HPLC-Analytik erwies sich in Bezug auf die Kontrolle des
Stabilisierungseffekts als wesentlich empfindlicher als die Anwendung spektralphotometri-
scher Methoden zur Bestimmung der Gesamtpolyphenole und Flavanoide. Neben den Po-
lyphenolen werden durch PVPP zu einem geringen Anteil auch sensitive Proteine adsorbiert,
ohne jedoch die Schaumhaltbarkeit zu beeinflussen. Als Nachteil kann die gleichzeitige Ent-
fernung von erndhrungsphysiologisch relevanten Substanzen sowie die Verminderung des
Reduktionsvermégens durch die Entfernung schnell reduzierender Substanzen angesehen
werden, was sich allerdings nicht negativ auf Geschmack und Geschmacksstabilitat aus-

wirkt.

Ein zusatzlicher Einsatz von 100 g Xerogel/hl vermag die Kaltestabilitdt des Bieres weiter zu
verbessern, nicht jedoch die Widerstandsfahigkeit gegentber der Ausbildung einer Dauer-
tribung. Zum Nachweis der eiweiBseitigen Stabilisierung eignet sich die Bestimmung sensi-
tiver Proteine besser als die Messung des Gesamtstickstoffs. Aufgrund der guten Spezifitat

der Kieselgele wird die Schaumhaltbarkeit nur in sehr geringem MaBe negativ beeinflusst.

Die gleichzeitige Anwendung von Xerogel und PVPP resultiert in einer Verschlechterung des
Adsorptionsvermdégens beider Substanzen, was hier in einer reduzierten Polyphenoladsorp-
tion im Vergleich zu alleiniger PVPP-Stabilisierung zum Ausdruck kommt. Die stabilisierende
Wirkung beider Antagonisten kann besser ausgenutzt werden, wenn die Dosage getrennt
erfolgt, beispielsweise durch Zugabe von Xerogel in den Lagertank und von PVPP zur lau-
fenden Kieselgurdosage oder im PVPP-Filter [NARZISS und REICHENEDER 1977, RAIBLE
1979, DADIC und LAVALLEE 1983, KUSCHE 2005].
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4.1.2 Der Einfluss von Alkohol und pH in unterschiedlich stabilisiertem Bier

In der Literatur herrscht Einigkeit darlber, dass neben der Konzentration an Tribungsbild-
nern auch der Alkoholgehalt und der pH-Wert des Bieres die kolloidale Stabilitat bis zu ei-
nem gewissen Grad beeinflussen [CURTIS 1966, GRAMSHAW 1970b, SIEBERT 1999a,
SPEERS et al. 2003, SIEBERT 2006]. Siebert wies anhand gepufferter Modellldsungen, be-
stehend aus trlbungsrelevanten Proteinen und Polyphenolen im Verhéltnis 5:1, ein Maxi-
mum an Tribung im Bereich zwischen pH 4,0 und 4,5 nach. Der exakte Wert hdnge dabei
von der Alkoholkonzentration ab, wie Siebert mittels eines dreidimensionalen Modells (siehe
Abbildung 11, Kapitel 2.4.2) erlautert. Demnach sei die Tribungsbildung bei einer Konzen-
tration von 6,0 Vol% am geringsten, oberhalb und unterhalb dieses Wertes steige sie jedoch
kontinuierlich an [SIEBERT et al. 1996a, SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b, SIEBERT und
LYNN 2003, SIEBERT 2004, SIEBERT 2006].

Eine Versuchsreihe sollte Aufschluss dartiber geben, ob auch im komplexen Medium Bier
messbare Korrelationen zwischen den Einflussfaktoren pH-Wert bzw. Alkohol und der kol-
loidalen Stabilitdt gefunden werden kdénnen. Dazu wurden untergarige und unfiltrierte Biere
(Anzahl der Proben n = 10) wahrend der Filtration auf jeweils drei verschiedene Arten be-
handelt — ein Teil blieb unstabilisiert, wdhrend die anderen beiden Proben mit 50 g PVPP
bzw. mit 100 g Xerogel/hl stabilisiert wurden. Die intensive Stabilisierung diente der weitge-
henden Eliminierung entweder der Gerbstoffe oder der sensitiven Proteine, da so unter Um-
stédnden ph-Wert- bzw. Alkohol-bedingte Unterschiede besser zur Geltung kommen sollten.
Zur Beurteilung der Stabilitdt wurden alle Proben einem Forciertest bei 40/0 °C unterzogen,
der nach 4 Warmtagen unabhangig von der gebildeten Triilbungsmenge abgebrochen wur-
de.

Abbildung 18 zeigt zunachst die Triibungszunahme (90 °-Messung) aller Biere nach 4 Warm-
tagen. Im Mittel betragt die Tribung der unstabilisierten Probe zu diesem Zeitpunkt etwa 23
EBC, wahrend der PVPP- sowie der Xerogel-Ansatz bei ca. 3 EBC liegen. Eine Dosage von
50 g/hl PVPP hatte demnach durchschnittlich denselben Effekt wie die Anwendung von 100
g/hl Xerogel.
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Abbildung 18: Trilbungszunahme der unterschiedlich stabilisierten Biere nach 4 Warmtagen
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen Alkoholgehalt und Triibungsbildung in unstabilisiertem und

Xerogel stabilisiertem Bier

Aus Abbildung 19 (linke Seite) wird ersichtlich, dass im unstabilisierten Bier nur eine geringe

Korrelation zwischen dem Alkoholgehalt der Biere und der resultierenden Tribung besteht.

Offenbar wirken sich hier andere Faktoren, insbesondere die Konzentrationen der Haupttri-

bungsbildner deutlich stérker aus. Tendenziell scheint sich jedoch, in Ubereinstimmung mit

Sieberts Ergebnissen, die Trlbungsstabilitdt mit zunehmender Alkoholkonzentra-tion zu

verbessern, zumindest im untersuchten Bereich zwischen 3,9 und 4,3 GG %.



Ergebnisse und Diskussion 80

Im eiweiBseitig stabilisierten Ansatz (vgl. Abbildung 19, rechte Seite) ergibt sich ein ver-
gleichsweise noch weniger deutliches Bild. Das Fehlen jeglichen Zusammenhangs zwischen
Tribung und Alkohol kann mdéglicherweise damit erklart werden, dass sich héhere Alkohol-
gehalte vor allem auf die Kaltestabilitat der Biere auswirken, bedingt durch die dehydratisie-
rende Wirkung auf die Bierproteine [GRAMSHAW 1970b]. Die Eliminierung eines GroBteils
der tribungssensitiven Proteine durch die Verwendung von Kieselgel wird daher mit hoher

Wahrscheinlichkeit gleichzeitig auch den Alkoholeinfluss verringern.

In Ubereinstimmung mit der These, dass der Zusammenhang zwischen Alkoholgehalt und
Tribungsstabilitat in erster Linie auf die Wechselwirkung mit tribungsrelevanten Proteinen
zurtickzufihren ist, steigt der alkoholbedingte Einfluss mit der Reduktion der Polyphenole,
die damit nicht mehr als Bindungspartner fur die Proteine fungieren. Die Verminderung der
tribungsrelevanten Flavan-3-ole durch die PVPP-Stabilisierung betragt in dieser Versuchs-
reihe mit Ausnahme von Bier 1 (28%) durchschnittlich etwa 55-80%. Abbildung 20 (linke
Seite) zeigt eine klare Korrelation innerhalb der PVPP stabilisierten Biere (r> = 0,90) in Form
einer exponentiellen Abnahme der Tribungsbildung bei ansteigenden Alkoholgehalten. Der
rechte Teil der Abbildung stellt zur weiteren Verdeutlichung die Tribungszunahme und den
Alkoholgehalt der einzelnen Biere auf zwei Y-Achsen dar — aus dieser Darstellung ergibt sich
eine exponentielle Abnahme der Triibungsneigung (r* = 0,93) bei linear ansteigenden Alko-
holgehalten (r> = 0,98).
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Abbildung 20: Zusammenhang zwischen Alkoholgehalt und Triibungsbildung in PVPP stabilisiertem

Bier
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Die Betrachtung der pH-Werte offenbart in sdmtlichen unterschiedlich stabilisierten Ansét-
zen nur einen geringen Zusammenhang mit der Tribungsbildung (siehe Abbildung 21). Die
Bedeutung des pH-Wertes tritt offenbar gegeniiber der Relevanz der Haupttriibbungsbildner,
sowie in den PVPP stabilisierten Bieren auch gegeniiber dem Alkoholgehalt, in den Hinter-
grund. Im unstabilisierten Bier ist die Korrelation zur Tribung in etwa vergleichbar mit dem
Einfluss des Alkohols, wahrend im Xerogel-Bier eine Verbesserung des Regressionskoeffi-

zienten zu verzeichnen ist.
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Abbildung 21: Zusammenhang zwischen pH-Wert und Tribungsbildung in unterschiedlich stabilisier-

tem Bier

Samtliche Werte liegen, bezogen auf Sieberts Modell, im Bereich maximaler Tribungsbil-
dung zwischen pH 4,15 und 4,45 [SIEBERT et al. 1996a, SIEBERT 1999a, SIEBERT 1999b,
SIEBERT und LYNN 2003, SIEBERT 2004, SIEBERT 2006]. Eine differenzierte Betrachtung
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dieses Bereichs im Medium Bier liefert nur durch die Anwendung von Regressionsgleichun-
gen funfter Ordnung Ergebnisse, die auf das Vorhandensein gewisser Trends hindeuten. So
kann in den unstabilisierten und PVPP-Bieren ein parabelférmiger Verlauf der Tribungsbil-
dung festgestellt werden, mit einem Maximum im Bereich zwischen pH 4,28 und 4,33. Im
eiweiBseitig stabilisierten Bier verschiebt sich dieses Maximum in Richtung niedrigerer pH-
Werte von etwa 4,20, wobei die Parabelform der Regressionslinie hier deutlich weniger aus-
gepragt ist. Nach Gramshaw férdern niedrige pH-Werte die saurekatalysierte Polymerisation
der Polyphenole, resultierend in einem Anstieg der Triibungsneigung [Gramshaw 1970b]. Die
Verschiebung des Tribungsmaximums kénnte daher in der Eliminierung eines groBen An-
teils tribungsrelevanter Proteine begriindet liegen, die in ihrer Funktion als Antagonisten der

Polyphenole den Einfluss niedriger pH-Werte bis zu einem gewissen Grad unterdriicken.

Die Untersuchungen zum Einfluss der Parameter Alkohol und pH-Wert in unterschiedlich
stabilisierten Bieren erbrachten einzig im PVPP-Bier eine klare Korrelation zwischen der Al-
koholkonzentration und der resultierenden Tribungsbildung im Forciertest. Steigende Alko-
holkonzentrationen im Bereich von 3,9-4,3 GG% gehen hier, analog zu den Resultaten von
Siebert, mit einer verringerten Tribungsbildung einher [SIEBERT et al. 1996a, SIEBERT
1999a, SIEBERT 1999b, SIEBERT und LYNN 2003, SIEBERT 2004, SIEBERT 2006]. Offen-
bar verstarkt sich der Einfluss des Alkohols auf triibungsrelevante Proteine durch die Elimi-

nierung phenolischer Tribungsbildner.

Es konnten dagegen keine oder nur geringe Korrelationen zwischen dem Alkoholgehalt und
der Tribungsbildung im unstabilisierten sowie im Xerogel stabilisierten Bier und bezlglich

des pH-Wertes der Biere (alle Ansatze) gefunden werden.
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4.1.3 Das Zusammenspiel von Sauerstoff, Redoxpotential und kolloidaler Stabilitét

Wie in Kapitel 2.4.2 erlautert, nimmt der Sauerstoffgehalt der abgefiillten Flasche wesentli-
chen Einfluss auf die Reaktionskinetik der Tribungsbildung. Je hdher der Sauerstoffgehalt,
desto schneller verlauft die ,,Aktivierung” bzw. Polymerisierung der zunachst noch nicht tri-
benden Polyphenole zu den eigentlichen Gerbstoffen, was in einer beschleunigten Komplex-
und damit Tribungsbildung zusammen mit triibungsrelevanten Proteinen resultiert [CURTIS
1963, GRAMSHAW 1967, DREW 1981, BELLMER 1977, KRETSCHMER 1982, ANGER
1983, MCMURROUGH und HENNIGAN 1984, ANGER 1995, STEWART 2004]. Kusche wies
nach Zugabe aktiven Sauerstoffs in Form von H.O, ins abgeflillte Bier parallel zur Tribungs-
bildung eine signifikante Abnahme der dimeren Proanthocyanidine nach. Die im Vergleich
zur unbehandelten Probe unverhaltnismaBig starke Tribungsentwicklung deutete jedoch auf

die Beteiligung noch weiterer Oxidations-empfindlicher Substanzen hin [KUSCHE 2005].

Mit dem Hintergrund der beschriebenen Problematik z&hlt die stichprobenartige Messung
des Gesamtsauerstoffs in der abgefillten Flasche zu den obligatorischen Routineuntersu-
chungen in der Brauerei. Dabei ist darauf zu achten, dass die Messung innerhalb kiirzester
Zeit nach der Abflllung erfolgt (< 2h), da sich der Sauerstoff ansonsten in zunehmendem
MaBe chemisch mit den Bierinhaltsstoffen umsetzt und auf direktem Wege nicht mehr nach-
gewiesen werden kann. Durch Messung des Reduktionsvermdgens sind oxidative Schadi-
gungen hingegen auch Uber einen langeren Zeitraum nachweisbar und stellen damit eine
gute Ergdnzung bzw. Alternative zur Sauerstoffmessung dar, insbesondere wéahrend des

Brauprozesses im HeiBbereich oder spater im Lagertank.

Eine Versuchsreihe, in der untergarige Verkaufsbiere auf drei verschiedene Arten prapariert
wurden (ungedffnet, 1 Minute gedffnet, 5 Minuten gedffnet) sollte Aufschluss Uber den Zu-
sammenhang zwischen aufgenommener Menge an Luftsauerstoff, dem daraus resultieren-

den Reduktionsvermdgen des Bieres und der kolloidalen Stabilitat im Forciertest geben.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus den Untersuchungen aller Biere.
Nach der unterschiedlichen Behandlung ergab sich in der ungedffneten Flasche ein durch-
schnittlicher Sauerstoffgehalt von 0,2 mg/l, das einminiitige Offnen resultierte in 3,4 mg/I
und nach fiinfminitigem Offnen stellte sich ein Wert von 7,1 mg/l ein. Ldngere Reaktionszei-
ten brachten keinen nennenswerten zusétzlichen Effekt, da offenbar bereits nach 5 Minuten
nahezu atmosphérische Bedingungen im Kopfraum der Flasche vorlagen. Die Methoden zur
Messung des Redoxpotentials kamen erst nach fiinfzehnminttigem Schutteln und anschlie-

Bender Reaktionszeit von 24 h zur Umsetzung des Sauerstoffs zur Anwendung.
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Abbildung 22: 90 °-Trlibungsbildung in den unterschiedlich beliifteten Flaschen

Abbildung 22 verdeutlicht den Sauerstoffeinfluss anhand des unterschiedlichen Verlaufs der
Trlibungsbildung wahrend des Forciertests bei 40/0 °C in den drei Anséatzen. Im ungedffne-
ten Bier betragt die 90 °-Trlbung auch nach 7 Warmtagen noch weniger als 2 EBC, wahrend
das fur eine Minute gedffnete Bier bereits nach 3 Tagen die kritische Grenze von 2 EBC
Uberschreitet. Das fiinfminitige Offnen induziert eine weitere Beschleunigung der Trilbungs-
bildung, so dass dieses Bier eine Haltbarkeit von nur mehr 2 Warmtagen aufweist. Interes-
santer Weise sind bereits Unterschiede in der Ausgangstriibung erkennbar, die darauf hin-
weisen, dass sich der Sauerstoff sehr schnell mit den Bierinhaltsstoffen umsetzt. Nach 0 WT
belduft sich die Trilbung in der Referenzprobe auf 0,4 EBC, die gedffneten Biere weisen hier
bereits Tribungswerte von 0,6 bzw. 0,7 EBC auf. Es ist zudem zu berilicksichtigen, dass es
sich bei den untersuchten Bieren um Verkaufsbiere handelt, die zuvor in der jeweiligen Brau-
erei auf unterschiedliche Art und Weise kunstlich stabilisiert wurden — die Tatsache, dass
sich die kolloidale Stabilitdt dennoch signifikant verschlechtert, unterstreicht den gravieren-

den Einfluss von Luftsauerstoff in der abgeflllten Flasche.

Abbildung 23 zeigt das Reduktionsvermdgen der Biere nach der Kontaminierung mit
Luftsauerstoff. So bewirken ansteigende Sauerstoffwerte bereits nach 24 h Einwirkzeit einen
Verlust an reduzierenden Substanzen, der mit allen hier angewandten Untersuchungsme-
thoden nachgewiesen werden konnte. Sowohl der elektrochemische Indikator Time Test

(Stromverhaltnis) zur Detektion schnell reduzierender Substanzen als auch der spektralpho-
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tometrische Indikator Time Test (mittels DPI) und die Bestimmung der DPPH-reduzierenden
Aktivitat belegen die oxidative Schadigung der gedffneten Biere. Das mittlere Nullstrompo-
tential (cyclovoltametrische Messung) verzeichnet einen deutlichen Anstieg vom ungedffne-
ten bis hin zum 5 Minuten gedffneten Bier, was ebenfalls eine Verschlechterung des Redox-

potentials (schnell und langsam reduzierende Substanzen) bedeutet.
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Abbildung 23: Sauerstoffgehalt in den unterschiedlich praparierten Flaschen und Reduktionsver-

maogen nach 24 h

Es hat sich bestétigt, dass die Kontamination des abgefillten Bieres mit Luftsauerstoff eine
gravierende Verschlechterung der kolloidalen Haltbarkeit zur Folge hat. Die oxidative Scha-
digung kann nach dem Abreagieren des Sauerstoffs durch die Messung des Reduktions-

vermoégens erfasst werden.

Der negative Einfluss des Sauerstoffs wirkt sich umso starker aus, je weiter die Reifung und
Lagerung der Biere fortgeschritten sind, da in diesem Stadium der Bierbereitung die Hefe
bereits weitestgehend inaktiv ist und infolgedessen den eingebrachten Sauerstoff nicht
mehr verwerten kann. Nach der Entfernung der Hefe und der Trubbestandteile durch die
Filtration bis hin zum Zeitpunkt der Abfilllung ist die Gefahr einer oxidativen Schadigung der
Bierinhaltsstoffe und damit einer reduzierten Tribungsstabilitdt besonders groB. Unklar ist
jedoch, inwieweit sich auch Variationen im Bereich der Wirzebellftung auf die kolloidale
Stabilitat der resultierenden Biere auswirken und ob oxidative Schadigungen der Wiirze bis
ins unfiltrierte bzw. filtrierte Bier verschleppt werden. Kann die Garung mdglicherweise Un-

terschiede bezliglich des Wirze-Reduktionsvermégens egalisieren?
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Burkert erdrterte bereits den negativen Einfluss von Zweit- und Intensivbellftung auf das
Reduktionsvermégen der Biere. So konnte auch nach der Hauptgarung sowie im abgelager-
ten Bier im Vergleich zur konventionell beltfteten Referenzprobe eine eindeutige Verschlech-
terung des mittleren Nullstrompotentials (MNP), des Stromverhéltnisses (SV) sowie der
DPPH-reduzierenden Aktivitdt nachgewiesen werden. Die oxidative Schadigung konnte je-
doch nicht durch Verdnderungen beziglich der Polyphenolzusammensetzung nachvollzo-
gen werden. Die Konzentrationen der unterschiedlich belifteten Ansatze an Gesamtpo-
lyphenolen, Flavanoiden und Anthocyanogenen zeigten keine signifikanten Unterschiede
oder Trends [BURKERT 2005]. Auch Kusche konnte nur geringe Unterschiede bezlglich der
Polyphenolzusammensetzung der Biere nach unterschiedlicher Belliftung feststellen. Einzig
eine Wirze, die durch die Zugabe eines Aquivalents von 2,0 mg/l Sauerstoff in Form von
Wasserstoffperoxid bellftet wurde, fihrte zu einer signifikanten Verringerung der Flavan-3-

ole im abgelagerten Bier, was auf eine oxidative Schadigung schlieBen lieB [KUSCHE 2005].

Eine weiteres Projekt, welches die Analysenmethoden von Burkert und Kusche kombinierte,
sollte Aufschluss dartiber geben, wie sich konventionelle Beliftung (ca. 8 mg/l O) im Ver-
gleich zu einer unbeliifteten Referenzprobe beziiglich des Reduktionsvermdgens, der Poly-
phenolzusammensetzung und der kolloidalen Stabilitdt auswirkt. Dazu wurden vier unter-
schiedliche Basiswilrzen auf jeweils zwei unterschiedliche Arten beliiftet (ohne Belliftung
und konventionelle Beluftung) und unter denselben Bedingungen und mit derselben Anstell-
Hefezellzahl vergoren, kalt gelagert, filtriert und abgefiillt. Die Messung der phenolischen
Substanzen sowie des Redoxpotentials erfolgte in der Wiirze (vor der Bellftung), im abgela-
gerten Bier (Unfiltrat) und im Filtrat. Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zeigen die
Mittelwerte aller vier Versuchsreihen. Ein Forciertest sollte zudem Informationen hinsichtlich

der resultierenden kolloidalen Stabilitat der Biere liefern.

Abbildung 24 verdeutlicht die Abnahme sowohl der Gesamtpolyphenole als auch der Antho-
cyanogene und Flavan-3-ole von der Basiswirze (vor der unterschiedlichen Belliftung) bis
ins abgelagerte Bier (Unfiltrat). Die Polyphenolreduktion ist bedingt durch die Adsorption
phenolischer Substanzen an die Hefezellwédnde wahrend der Garung und durch die Ausfal-
lung von EiweiB-Gerbstoff-Komplexen wahrend der Kaltlagerung [GRAMSHAW 1970a,
GROMUS 1981, ANGER 1983, MOLL et al. 1974, MOLL et al. 1984, WACKERBAUER und
ANGER 1984a, SCHUR 1987].

Die Unterschiede bezlglich der Unfiltrat-Polyphenolzusammensetzung zwischen der unbe-

lGfteten und belUfteten Probe sind hingegen nur sehr gering und erweisen sich im Mittel als
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nicht signifikant. Auf die Darstellung der Konzentrationen im Filtrat wurde hier verzichtet, da
die resultierenden Unterschiede zwischen den beiden Ansatzen auf UnregelmaBigkeiten
wahrend der Filtration im PilotmaBstab zurlickzuflihren waren und nicht etwa auf die unter-

schiedliche Wurzebeluftung.
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Analog zu den nahezu identischen Konzentrationen der Polyphenole im Unfiltrat sind keine
Unterschiede beziiglich des Reduktionsvermégens zwischen dem unbeliifteten und dem
bellfteten Ansatz festzustellen (siehe Abbildung 25). Sowohl das mittlere Nullstrompotential
(Gesamtpotential) als auch das Stromverhaltnis (schnell reduzierende Substanzen) veran-
dern sich wahrend der Garung und Lagerung in beiden Ansatzen im selben Umfang. Das
mittlere Nullstrompotential verringert sich von der Wiirze ins Bier, gleichbedeutend mit einer
Verbesserung des Reduktionsvermdgens, bedingt durch die Neubildung reduzierender Sub-
stanzen durch die Hefe. Uberraschenderweise ist gleichzeitig eine leichte Verschlechterung
des Stromverhdltnisses zu konstatieren, was auf eine Verringerung der schnell reduzieren-
den Substanzen hindeutet. Offenbar induziert die Garung also in erster Linie die Neubildung

langsam reduzierender Substanzen.

Der Forciertest im abgeflillten Bier brachte aufgrund der unvermeidlichen Schwankungen
wahrend der Filtration im PilotmaBstab keine Ergebnisse, die eindeutig auf die unterschiedli-
che Wirzebehandlung zurlickzufiihren waren, weshalb hier auf eine gesonderte Darstellung
verzichtet wurde. Anhand der protokollierten Polyphenolkonzentrationen im Unfiltrat sind

jedoch grundsétzlich keine Unterschiede beziiglich der kolloidalen Stabilitat zu erwarten.

Es hat sich gezeigt, dass durch konventionelle Wirzebelliftung kein negativer Effekt auf die
Polyphenolzusammensetzung und das Reduktionsvermdgen des fertigen Bieres zu erwarten
ist. Der Vergleich mit der unbelifteten Referenzprobe lieferte keinerlei Hinweis auf eine oxi-
dative Schadigung des Bieres. Soweit vorhanden, scheinen sich Unterschiede im Hinblick
auf den Oxidationszustand der Wiirze im Laufe der Garung und Lagerung zu egalisieren. Es
sei darauf hingewiesen, dass eine adaquate Wuirzebelliftung auf etwa 8 mg/I Sauerstoff in
der Regel einen beschleunigten Extraktabbau bzw. Garverlauf induziert, weshalb diese Vor-

gehensweise prinzipiell dem Verzicht auf Belliftung vorzuziehen ist.
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4.1.4 Das Tribungsbildungspotential ausgewéhlter phenolischer Substanzen

In der Literatur herrscht Einigkeit dartber, dass die Flavan-3-ole in ihrer Funktion als TrU-
bungsvorldufer die Polyphenole mit der groBten Tribungsrelevanz darstellen [GRAMSHAW
1969a, BELLMER 1977, DELCOUR et al. 1984, SIEBERT et al. 1996b, KUSCHE 2005]. Uber
die Rolle der im Bier detektierbaren phenolischen Sauren ist hingegen bisher nur sehr wenig
bekannt. Einzig der konzentrationsstarksten phenolischen Saure, der Ferulasaure, wird eine
Beteiligung an der Trlibungsbildung zugeschrieben [HARRIS 1965, PAPP et al. 2001,
SZWAJGIER et al. 2005]. So stellte Papp bei einer Zugabe von bis zu 1 mg/l Ferulasaure zu
einem PVPP-stabilisierten Bier mit einer Grundkonzentration von 0,95 mg/| Ferulasédure eine
Verschlechterung der kolloidalen Stabilitat fest, bei einer Zugabe von 2-5 mg/| jedoch eine
Verbesserung. Dies kénnte nach Papp damit erklarbar sein, dass die Ferulasaure ihre antio-
xidative Wirkung erst bei hdheren Konzentrationen entfaltet [PAPP 2000, PAPP et al. 2001].

Eine Versuchsreihe, in der unfiltrierte Biere zur Minimierung des Einflusses der Flavan-3-ole
zunachst mit 50 g/hl PVPP stabilisiert und anschlieBend bei der Abflillung mit ansteigenden
Konzentrationen ausgewahlter phenolischer Substanzen (Ferulasdure, Vanillinsaure, p-
Cumarsaure, Isoxanthohumol) versetzt wurden, sollte weitere Informationen Gber deren Tri-

bungsbildungspotential liefern.

Dabei wurde jeweils das stabilisierte Basisbier (Referenz) mit zwei weiteren Ansatzen vergli-
chen, die ansteigende Konzentrationen der entsprechenden Substanz enthielten. Zur Beur-
teilung der kolloidalen Stabilitdt diente der Forciertest bei 40/0 °C, wobei hier das Bier auf-
grund der sehr hohen Grundstabilitat 5 Tage am Stick bei 40 °C und anschlieBend 1 Tag bei
0 °C aufbewahrt wurde, woraufhin dann die Tribungsmessung erfolgte. Wichtiger Bestand-
teil der Analysen war die Bestimmung des Reduktionsvermégens der verschiedenen Ansét-
ze auf elektrochemischem Weg. Um den Einfluss anderer Substanzen auf die Tribungsbil-
dung ausschlieBen zu kénnen, wurden das HPLC-Polyphenolspektrum, die Konzentrationen
an Gesamtpolyphenolen und Flavanoiden sowie das Proteinspektrum (Gesamtstickstoff,
Tannin fallbarer N, niedermolekularer N) protokolliert. StandardméaBig wurden ferner Restex-
trakt, Vergarungsgrad, Alkoholgehalt, pH-Wert und Gesamtsauerstoff in der abgefillten Fla-

sche bestimmt. Die Sauerstoffaufnahme betrug allgemein < 0,50 mg/I.

Die jeweiligen Substanzen wurden zunéchst in Ethanol (5%) geldst und vor der Abfillung in
die Flaschen dosiert. Das vorgelegte Volumen betrug 2 ml, wobei die Konzentrationen
grundsatzlich auf die Zugabe von 3 bzw. 6 mg/l berechnet waren (Ausnahme Isoxanthohu-

mol mit 1,5 bzw. 3 mg/l). Die mittels HPLC-Analytik gemessenen Absolutmengen im Bier
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(siehe Tabelle 10) waren dabei in Abhangigkeit von der Ldslichkeit der jeweiligen Substanz
in Ethanol und Bier gewissen Schwankungen unterworfen. Insbesondere Vanillinsdure und

Isoxanthohumol zeichneten sich durch ein mangelhaftes Lésungsverhalten aus.

Tabelle 10: Absolutkonzentrationen [mg/l] der untersuchten Substanzen in der Referenzprobe und in

den Anséatzen nach Zusatz

Substanz Referenz | Zusatz + | Zusatz ++
Ferulasaure 1,29 3,00 4,81
Vanillinsaure 0,34 1,26 2,02
p-Cumarsaure 0,48 2,03 3,27
Isoxanthohumol 0,20 0,63 1,67

Da die Basisbiere der vier Versuchsreihen mit 50 g/hl PVPP stabilisiert wurden, betrug die
Reduktion der Flavan-3-ole nahezu 100%. Lediglich Catechin konnte noch in Mengen von
0,40-0,77 mg/| detektiert werden, wobei die Konzentrationen innerhalb der jeweiligen Reihe
identisch waren. Auch die Scaba-Analytik und die Analyse der Flavanoide, Gesamtpolyphe-
nole sowie des Proteinspektrums erbrachten keine signifikanten Unterschiede innerhalb der
untersuchten Reihen, womit die Vergleichbarkeit der jeweils drei Ansatze (Referenz, Zusatz
+, Zusatz ++) als gewahrleistet gelten darf. Auf eine explizite Darstellung dieser Parameter,
die hier lediglich als Kontrolle dienten, wird im Folgenden verzichtet. Von Interesse sind vor
allem der Verlauf der Tribungsbildung im Forciertest sowie der mégliche Zusammenhang

mit dem Reduktionsvermdgen.

Im Gegensatz zu Papps Ergebnissen konnte hier kein Einfluss ansteigender Konzentrationen
von Ferulasaure auf die Tribungsbildung nachgewiesen werden [PAPP 2000, PAPP et al.
2001]. Die 90 °-Tribung verlduft sowohl in der Referenzprobe als auch in den beiden Zu-
satz-Bieren nahezu gleich (siehe Abbildung 26). Auch das Reduktionsvermdgen der drei

unterschiedlich praparierten Biere offenbart keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 26: Ansatz Ferulasgure - 90 °-Tribungsbildung und Reduktionsvermdgen
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Abbildung 27: Ansatz Vanillinsdure - 90 °-Triibungsbildung und Reduktionsvermégen

Im Vergleich zur Ferulasdure bt der Zusatz von Vanillinsdure eine weitaus gréBere Wirkung
aus. Bereits die Zugabe von etwa 1 mg (Zusatz +) induziert eine sichtbare Verlangsamung
der Tribungsbildung (siehe Abbildung 27). Eine weitere Konzentrationserhéhung zeigt hin-
gegen keinen zusétzlichen positiven Effekt. Da beziiglich der Haupttriibungsbildner und an-
deren Einflussfaktoren auf die Tribung keinerlei Unterschiede zwischen den drei Proben
bestanden, dirfte das Reduktionsvermdgen die entscheidende Rolle in Bezug auf die kol-
loidale Stabilitat spielen. So zeigt der elektrochemische Indikator Time Test (SV) eine signifi-
kante Verbesserung des Reduktionsvermdgens (schnell reduzierende Substanzen) in den

Zusatz-Bieren an. Die Tatsache, dass sich das mittlere Nullstrompotential (MNP) in diesen
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Bieren gleichzeitig verschlechtert, ist nur schwer erklarbar, insbesondere da dies offenbar

keinen Einfluss auf den Forciertest austbt.

Abbildung 28 verdeutlicht die positive Wirkung ansteigender Konzentrationen an p-Cumar-
saure auf die chemisch-physikalische Stabilitat. So ist in der Referenzprobe die starkste
Tribungsneigung zu verzeichnen, wahrend das Zusatz ++-Bier den flachsten Kurvenverlauf
aufweist. Das Stromverhaltnis zeigt eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante Erhéhung

des Reduktionsvermégens mit einer Steigerung der p-Cumarsaure-Menge, was mdglicher-

92

weise die bessere Stabilitat der Zusatzbiere bedingt. Beim mittleren Nullstrompotential sind

hingegen weder signifikante Unterschiede noch Tendenzen erkennbar.
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Abbildung 28: Ansatz p-Cumarséaure - 90 °-Trlibungsbildung und Reduktionsvermégen
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Der Zusatz von Isoxanthohumol resultiert in einem ungewdhnlichen Forciertestverlauf (siehe
Abbildung 29) — so steigt bereits die Ausgangstriibung mit zunehmender Dosage unverhalt-
nismaBig stark an, um sich dann zwischen dem fiinften und dem zehnten Warmtag auf ein
gemeinsames Niveau mit der Referenzprobe einzupendeln. Der Triibungsanstieg ab dem
zehnten Warmtag verlauft daraufhin in allen drei Proben nahezu gleich. Die Unterschiede zu
Beginn des Forciertests kdnnen nur auf die schlechte Loéslichkeit des zugesetzten Iso-
xanthohumols zurlckzufiihren sein, wodurch offenbar eine messbare Tribung im Bier indu-
ziert wurde. Im Laufe der Forcierung ging dann der Teil, der zunachst noch unléslich war, in
zunehmendem MaBe in Lésung. Das Stromverhéltnis deutet auch hier eine tendenzielle Ver-
besserung des Reduktionsvermdgens nach Isoxanthohumol-Zusatz an, was jedoch keine
signifikante Auswirkung auf den Forciertest hat. Bezlglich des mittleren Nullstrompotentials

sind wiederum keine merklichen Unterschiede feststellbar.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ferulasdure in ansteigenden Konzentrationen bis auf
eine Absolutkonzentration von 4,8 mg/l keinen sichtbaren Einfluss auf die kolloidale Stabili-
tat der PVPP-stabilisierten Biere austbt. Diese Erkenntnis stimmt nicht mit den Ergebnissen
von Papp Uberein, der Gegenteiliges berichtete [PAPP 2000, PAPP et al. 2001].

Auch ein Zusatz von Isoxanthohumol (bis 1,7 mg/l) hatte keinen signifikanten Effekt auf den
Verlauf der Tribungsbildung — zumindest nicht ab dem Zeitpunkt, an dem dieses vollsténdig

geldst vorlag.

Die phenolischen Sauren Vanillinsdure (hier bis maximal 2 mg/l) und p-Cumarséaure (bis 3,3
mg/l) Ubten in héheren Konzentrationen eine positive Wirkung auf die kolloidale Stabilitat
aus. Dieser Effekt kann mdglicherweise mit der Verbesserung des Reduktionsvermégens
(SV) erklart werden.

Im Vergleich zum elektrochemischen Indikator Time Test (SV) konnten durch die cyclovolta-
metrische Messung kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Ansatzen der vier Ver-
suchsreihen protokolliert werden. Offensichtlich reagiert dieser Test nicht empfindlich genug

auf die Dosage der hier untersuchten Einzelsubstanzen.

Es sei hinzuzufligen, dass die hier beschriebenen Resultate nicht ohne weiteres auf ein un-
stabilisiertes Bier tGbertragen werden kdnnen. Das Vorhandensein eines breiteren Spektrums
an Polyphenolen, welches hier durch die PVPP-Stabilisierung verhindert wurde, kann so-
wohl zu synergistischen als auch zu maskierenden Effekten zusammen mit den dosierten
Substanzen flhren. Zum Erzielen brauchbarer Ergebnisse hat sich die vorausgehende

PVPP-Stabilisierung jedoch als unverzichtbar erwiesen.
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4.2 Mdoglichkeiten der Einflussnahme auf die kolloidale Bierstabilitat
4.2.1 Der Einfluss des Brauwassers

Neben der gezielten Selektion geeigneter Malze vermag auch die Qualitdt und Zusammen-
setzung des Brauwassers die chemisch-physikalische Stabilitat der resultierenden Biere zu
beeinflussen. Als entscheidende GroBe zur Beurteilung des Wassers gilt dabei dessen
Restalkalitét. Diese sollte nicht Gber 5 °dH liegen, um den pH-Wert der Maische nicht Gber-
maBig zu erhdéhen und damit den Stoffabbau zu verschlechtern [SCHUR 1980a, PFENNIN-
GER 1987, ANGER 1995].

In einer Versuchsreihe wurde Pilsner Bier aus ein und derselben Malzcharge, jedoch mit drei
unterschiedlichen Brauwasserqualitaten hergestellt. Als Ziel galt es, weiterflhrende Informa-
tionen Uber das Verhalten der tribungsrelevanten Polyphenole und Proteine im jeweiligen
Brauprozess sowie die kolloidale Stabilitdt des fertigen Bieres zu erhalten. Ferner sollten
auch die Auswirkungen auf Geschmack, Schaum, Farbe, Bitterstoffausbeute, Lauterzeit und

Reduktionsvermdgen protokolliert werden.

Die Schuittung lag fir jeden Sud bei 12 kg Pilsner Malz. Haupt- und Nachguss betrugen 45
bzw. 30 I. Als Brauwasser wurde destilliertes Wasser, Leitungswasser (Freisinger Stadtwas-
ser) und mit NaHCO; versetztes Leitungswasser verwendet. Letzteres sollte eine um etwa
10 °dH hohere Restalkalitat als das unbehandelte Leitungswasser aufweisen, was durch den
Zusatz von 330 mg/l NaHCO; realisiert wurde. Tabelle 11 gibt einen Uberblick tiber die Harte

und Restalkalitat der Wasser.

Tabelle 11: Zusammensetzung der verwendeten Brauwasser in °dH

Brauwasser Calciumharte | Magnesiumharte | Carbonathérte | Restalkalitat

Dest. Wasser <0,1 <0,1 0,2 0,2
Leitungswasser 12,2 6,0 16,5 12,2
NaHCOs-Wasser 12,1 5,9 27,2 22,8

Die Einmaischtemperatur betrug 40 °C, die EiweiBrast erfolgte bei 50 °C (10 Min.), die Mal-
toserast bei 62 °C (30 Min.) und die Verzuckerungsrast bei 72 °C (20 Min.). Abmaisch- und
Lautertemperatur betrugen 78 °C. Die Messung der Lauterzeit begann nach Beendigung der

10-mindtigen Lauterruhe und endete mit der Gewinnung einer definierten Menge (60 I) an
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Pfannevollwirze. Die komplette Hopfengabe (8 g a-Saure) erfolgte mit Aromahopfen-Pellets
10 Minuten nach Kochbeginn. Nach 60-minttiger Kochung wurde eine 20-minttige Whirl-
poolrast eingehalten. Die geklhlte und bellftete Wirze wurde mit 5 g/l Presshefe angestellt
und bei 15 °C vergoren. Im Anschluss an die Hauptgarung folgten Reifung (1 Woche bei 4
°C) und Lagerung (2 Wochen bei 0 °C). Zur Beurteilung der kolloidalen Stabilitat und anderer

Qualitatsparameter wurden die Biere filtriert und in NRW-Flaschen abgefllt.

Tabelle 12 verdeutlicht die aciditdtssenkende Wirkung der beiden Brauwasser, die eine hohe
Restalkalitat aufweisen. Liegt der pH-Wert der Pfannevollwirze aus destilliertem Wasser
(5,7) in einem fir die Stoffumsetzung beim Maischen optimalen Bereich, so flhrt bereits die
Verwendung des Stadtwassers zu einer deutlichen pH-Verschiebung (6,1). Der pH-Wert der
NaHCOg;-Pfannevollwirze (6,6) liegt weit Uber den Optima der cytolytischen, proteolytischen
und amylolytischen Enzyme und sollte daher zwangslaufig mit einem inhibierten Stoffabbau
und infolgedessen mit einer verminderten Sudhausausbeute, einer verzégerten Garung und
einem geringeren Endvergdrungsgrad einhergehen [NARZISS 1992]. Diese negativen Folge-
erscheinungen kommen hier jedoch nicht vollstdndig zum Ausdruck, was wohl einerseits auf

die gute Malzlésung und andererseits auf die hohen Gartemperaturen zuriickzuflihren ist.

Tabelle 12: pH-Wert, Extraktgehalt und Vergarungsgrad in Pfannevollwirze (PfvW), Anstellwirze (AW)

und Bier
Brauwasser pH- pH- pH- Extrakt Extrakt Vergérung
Wert Wert Wert [GG%] [GG%] [9%]
(PFVW) (AW) (Bier) (PFVW) (Bier)
Dest. Wasser 5,69 5,55 4,62 11,1 2,7 78
Leitungswasser 6,14 5,98 4,66 11,1 2,4 79
(L-Wasser*)
NaHCOs-Wasser 6,60 5,75 5,42 11,0 2,5 78
(Prapariertes L-
Wasser*)

*in den Diagrammen verwendete Kurzschreibweise

In den Ansétzen aus destilliertem Wasser und aus Leitungswasser sinkt der pH-Wert im Ver-

lauf der Wirzekochung um 0,1-0,2 Einheiten ab. Hierbei handelt es sich um einen typischen
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Verlauf, welcher durch die zugesetzten Hopfenbittersduren, durch die Bildung von sauren
Maillardprodukten, durch die aciditatsférdernde Wirkung von Calcium- und Magnesiumio-
nen sowie durch die Ausscheidung von alkalischen Phosphaten bedingt ist. Im Ansatz aus
NaHCO;-Wasser kommt es aufgrund der sehr hohen Restalkalitdt und dem damit verbun-
denen hohen pH-Wert wahrend des Maischens zu einer Inhibierung der Phosphatasen so-
wie zu einer verstarkten Fallung der Phosphate [NARZISS 1992]. Die daraus resultierende
verringerte Pufferungskapazitat der Pfannevollwirze bewirkt ein unverhédltnisméaBig starkes
Absinken des pH-Werts Uber die Gesamtdauer der Kochung (hier: 0,8-0,9 Einheiten) auf ein
Niveau, das sogar unterhalb der Anstellwirze aus Leitungswasser liegt. Wohl in Folge der
durch die mangelnde Stickstoffversorgung der Hefe verursachten verzégerten Garung fallt
der pH-Sturz im NaHCOs-Ansatz nur sehr gering aus und bleibt auf einem aus Sicht der
Bierqualitat und —stabilitdt inakzeptabel hohem Niveau von 5,4. Die anderen beiden Ansatze
gleichen sich hingegen offenbar wéhrend des Herstellungsprozesses weitgehend einander

an und zeigen nahezu identische Werte in Bier (4,6-4,7).

Zur besseren Vergleichbarkeit sind die Konzentrationen der im Folgenden diskutierten Sub-
stanz(grupp)en auf einheitliche Extraktgehalte umgerechnet. Diese wurden in der Pfanne-

vollwtrze auf 11 GG% und in der Anstellwirze sowie im Bier auf 12 GG% festgelegt.

Die Abbildungen 30 und 31 geben einen Uberblick liber die Verdnderungen des mittels
HPLC-Analytik erfassbaren Polyphenolspektrums von der Pfannevollwirze (PfvW) lGber die
Anstellwirze (AW) bis ins filtrierte und abgefillte Bier. Die wichtigste Erkenntnis ist hier die
Tatsache, dass ein Anstieg der Restalkalitat offenbar zu einer verminderten Lésung der Fla-
van-3-ole (als Summe) und phenolischen Saduren wahrend des Maischens und Ablauterns
fuhrt. So kénnen sowohl in der Pfannevollwiirze als auch in der Anstellwlrze die niedrigsten
Konzentrationen beider Substanzgruppen im Ansatz mit préapariertem Leitungswasser und
die héchsten im Ansatz mit destilliertem Wasser nachgewiesen werden. Dieser Trend setzt
sich im Wesentlichen bis ins fertige Bier fort. Schur berichtete in diesem Zusammenhang

von einer verminderten Anthocyanogenldsung mit héherer Restalkalitdt [SCHUR 1987].

Die geringere Konzentration an Flavan-3-olen (als Summe) in der PfvW mit steigender
Restalkalitat ist alleine auf die verschlechterte Lésung der dimeren Proanthocyanidine Pro-
delphinidin B3 und Procyanidin B3 aus dem Malz zurlickzuflihren, wohingegen die Cate-
chin-Lésung bzw. die thermische Dissoziation dimerer Polyphenole zu Catechin durch héhe-

re pH-Werte scheinbar eher geférdert wird. Gleiches gilt offenbar auch fir das Epicatechin,
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welches erst durch die Hopfung eingebracht wird und in der Anstellwiirze aus prépariertem

Leitungswasser ebenfalls in h6heren Konzentrationen vorliegt.
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Abbildung 30: Flavan-3-ol-Konzentration in Wirze und Bier nach der Verwendung unterschiedlicher

Brauwasser-Qualitaten

Wirzekochung und Trubabscheidung resultieren allgemein in einer Reduktion des Polyphe-
nolgehaltes. Dieser Effekt wird jedoch durch die Hopfung, insbesondere mit Naturhopfen
oder Pellets sowie durch das Eindampfen der Wiirze egalisiert, so dass sich der Gerbstoff-
gehalt der Anstellwirze im Vergleich zur Pfannevollwirze weiter erhéht [ANGER 1983,
WACKERBAUER und ANGER 1984a, SCHUR 1987]. Dieses Verhalten kann auch hier in Be-
zug auf die beobachteten Flavan-3-ole und phenolischen Sauren beobachtet werden. Wie in
der Literatur beschrieben, kommt es im Verlauf der Kochung zur thermischen Dissoziation

dimerer Proanthocyanidine, was gleichzeitig zu einem Anstieg von Catechin fihrt [MOLL et
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al. 1984, BELLMER et al. 1995b]. Der Anstieg der Flavan-3-ole in ihrer Gesamtheit wahrend
der Kochung (siehe Abbildung 30) ist damit alleine auf den aus der Hopfung sowie aus Dis-
soziationsvorgangen resultierenden Uberproportionalen Anstieg von Catechin und Epicate-

chin zurtiickzufthren.

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass in der Anstellwiirze aus prapariertem Leitungswasser
kein PDB3 und nur sehr wenig PCB3 nachgewiesen werden konnte, was ein weiterer Hin-

weis darauf ist, dass héhere pH-Werte die Dissoziationsvorgange unterstlitzen.

Wahrend der Garung, Lagerung und Filtration kommt es, bedingt durch Adsorption an die
Hefezellwdnde bzw. an das Filterhilfsmittel, in allen Ansitzen zu einer moderaten Abnahme
der Flavan-3-ole. Die Catechinreduktion verlduft dabei im Bier aus destilliertem Wasser of-

fenbar weniger intensiv als in den beiden Vergleichsbieren (siehe Abbildung 30-Bier).

Wie bereits erwdhnt, vermindert ein héherer Maische-pH auch die Lésung der aus dem Malz
stammenden phenolischen Sauren. Dies wird in Abbildung 31 (PfvW) anhand von p-Cumar-
saure, Ferulasdure und Syringasaure deutlich, die mit steigender Restalkalitat des Brauwas-
sers in geringeren Konzentrationen vorliegen. Durch das Eindampfen der Wirze wéhrend
der Kochung erhdht sich der Gehalt dieser Substanzen in allen Ansatzen nur in geringem
MaBe. Die Isomerisierung des bei der Hopfung eingebrachten Prenylflavonoids Xanthohu-
mol wird hingegen durch den héheren Wirze-pH geférdert, so dass in der Anstellwirze aus
prapariertem Leitungswasser die héchsten Konzentrationen an Isoxanthohumol zu ver-
zeichnen sind. Wahrend der Garung und Lagerung verringert sich der Isoxanthohumolgehalt
in allen Ansatzen um etwa 50%, was wohl vor allem auf die verminderte L&slichkeit auf-

grund des pH-Sturzes sowie auf den Einfluss der Kaltlagerung zurtickzuflihren sein durfte.

Die Vanillinsdure wird offenbar wéhrend der Garung neu gebildet (sieche Abbildung 31-Bier).
Dies stimmt mit den Beobachtungen von Wackerbauer und Krdmer Uberein, die in diesem
Zusammenhang von der Reduktion des Vanillins durch untergédrige Kulturhefen zu Vanillinal-
kohol und Vanillinsdure berichteten [WACKERBAUER und KRAMER 1983]. Die ungewdhnli-
che Konzentrationssteigerung der Ubrigen phenolischen Sauren kann moéglicherweise auf
die Freisetzung dieser zunachst an die Hefezellwand adsorbierten Substanzen zurickzufih-
ren sein, geférdert durch die hier angewandten hohen Géartemperaturen. Die Unterschiede
zwischen den drei Ansatzen beziglich der einzelnen phenolischen Sauren und Isoxantho-
humol in Bier sind jedoch allgemein sehr gering und werden daher als nicht signifikant ein-

gestuft.
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Abbildung 31: Konzentration an phenolischen Sduren und Isoxanthohumol in Wiirze und Bier nach

der Verwendung unterschiedlicher Brauwasser-Qualitaten

Der in Abbildung 32 dargestellte gesamtldsliche Stickstoff belegt die verminderte proteolyti-

sche Aktivitat wahrend des Maischens bei hoherer Restalkalitat des Brauwassers. Sowohl in

der PfvW als auch in der AW verzeichnet der Ansatz mit prapariertem Leitungswasser die

geringste EiweiBlosung. Das im Vergleich zum Gesamtstickstoff kontrére Verhalten sensitiver

Proteine in der PfvW mit hoheren Konzentrationen in den Ansdtzen mit héherer Restalkalitit

weist auf die Inhibierung der Endopeptidasen (pH-Optima < 5,5) hin, wodurch sich der Anteil
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der tribungssensitiven Proteine im mittel- bis hochmolekularen Bereich erhdht. Gleichzeitig

muss sich daher der Gehalt an niedermolekularem EiweiB verringern.
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Abbildung 32: Gesamtstickstoff und sensitive Proteine in Wirze und Bier nach der Verwendung un-

terschiedlicher Brauwasser-Qualitaten

Im Verlauf der Kochung und wéhrend der Trubabscheidung im Whirlpool kommt es zur Aus-
fallung sensitiver Proteine zusammen mit den Gerbstoffen. Aufgrund der durch die héhere
Restalkalitdt des Brauwassers bedingten Hemmung der Phosphatasen sowie durch die ver-
starkte Fallung der Phosphate und die damit verbundene verringerte Pufferung sinkt der pH-
Wert Uber die Gesamtdauer der Kochung im Ansatz mit préapariertem Leitungswasser un-
verhaltnismaBig stark ab (vgl. Tabelle 12). Dies férdert nach Narziss die EiweiBausschei-
dung, was auch in Abbildung 32 (rechte Seite) zu sehen ist [NARZISS 1992]. Die im Verhalt-
nis intensivste EiweiBabscheidung kann dementsprechend im Ansatz mit der héchsten

Restalkalitat beobachtet werden.

Die Garung und Lagerung bedingt im Fall der Ansatze mit hdherer Restalkalitat eine intensi-
vierte Fallung sensitiver Proteine (vgl. Abbildung 32), was mdglicherweise mit der langeren
Gardauer (hier nicht protokolliert) und damit langeren Sedimentationszeit begriindet werden
kann. Die héchste Konzentration an triibungsrelevanten Proteinen kann im fertigen Bier, das

aus destilliertem Wasser hergestellt wurde, detektiert werden.

Abbildung 33 verdeutlicht die bereits von Narziss beschriebene bessere Ausnutzung der
Hopfenbitterstoffe mit steigender Restalkalitdt. Aufgrund der besseren Isomerisierungsrate

bei héheren pH-Werten im Verlauf der Wirzekochung ist im Leitungswasser-Bier ein um 8%
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und im praparierten Leitungswasser-Bier gar ein um 41% gesteigerter Gehalt an Bitterstof-
fen zu verzeichnen, verglichen mit dem Ansatz aus destilliertem Wasser. Die Bitterstoffe lie-
gen bei der Verwendung von Brauwasser mit hoher Restalkalitat allerdings in einer moleku-
laren und intensiver bitteren Form vor und verursachen eine derbe und kratzige Bierbittere
[NARZISS 1992]. Wohl aus diesem Grund unterschieden sich die mittels Dreiecksverkostung
(Anzahl der Verkoster n = 15) Uberpriften Biere deutlich. Sowohl beim Vergleich zwischen
Bier aus destilliertem Wasser mit Leitungswasser-Bier als auch zwischen dest-Bier mit prap.
Leitungswasser-Bier wurde das dest-Bier bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 signifi-

kant bevorzugt.

40 300 r8
35 -
r7
250 g
E 30 4 E
c g reg
E @
g 25 200 & %‘
€ z £
5 rs &
@ 20
150 ©
15 M4
10 100 3
Farbe Polyphenole BE
EE Dest. Wasser
[ L-Wasser
I Prap. L-Wasser

Abbildung 33: Bittereinheiten, Gesamtpolyphenole und Farbe im fertigen Bier nach der Verwendung

unterschiedlicher Brauwasser-Qualititen

Das in Abbildung 33 sichtbare gegenlaufige Verhalten der Gesamtpolyphenole und der Bier-
farbe weist darauf hin, dass die deutlich dunkleren Farben im Bier aus Brauwasser hdherer
Restalkalitdt nicht mit der von Narziss beschriebenen verstédrkten Polyphenolauslaugung
aus den Spelzen erklarbar sind [NARZISS 1992]. Aufgrund der Tatsache, dass eine hdhere
Restalkalitdt eine verminderte Polyphenol-Losung induziert, scheint die unterschiedliche
Bierfarbe vielmehr mit der Intensitat der Garung bzw. des pH-Sturzes und den wahrend der
Garung ablaufenden Stoffumsetzungen zusammenzuhédngen. Im Bier mit dem geringsten

pH-Sturz (prap. L-Wasser) kann demnach die geringste Farbaufhellung beobachtet werden.

Das in Abbildung 34 dargestellte mittlere Nullstrompotential (Gesamt-Reduktionsvermégen)

der drei unterschiedlichen Biere verlauft parallel zu den schnell reduzierenden Substanzen
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(SV). Das schlechteste Reduktionsvermoégen ist demnach im Bier aus prapariertem Lei-
tungswasser zu beobachten, wohingegen sich die anderen beiden Anséatze nicht signifikant
voneinander unterscheiden. Die Ursachen flir das schlechtere Redoxpotential im NaHCOs-
Ansatz sind vermutlich der geringere Polyphenolgehalt sowie die geringere Gérintensitat und
die damit verbundene unterdriickte Neubildung reduzierend wirkender Substanzen, wie z.B.

organischer Sauren.
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Abbildung 34: Redoxpotential im fertigen Bier nach der Verwendung unterschiedlicher Brauwasser-

Qualitaten

Das vergleichsweise um 15-17% langsamere Abldutern des Ansatzes mit prapariertem Lei-
tungswasser (vgl. Abbildung 35) ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die verminderte cytoly-
tische Aktivitat der B-Glucanasen beim Maischen und die damit verbundene héhere Viskosi-
tat der Wurze zurlickzufiuhren. Die schlechtere Schaumhaltbarkeit in dieser Probe kénnte
neben dem geringeren Gehalt an héhermolekularen Proteinen auch aus der verminderten
Entharzung bei der Garung resultieren [NARZISS 1992].

Die Unterschiede beziiglich der kolloidalen Stabilitdt der resultierenden Biere erweisen sich
als relativ gering (siehe Abbildung 35). So zeigt die 90 °-Trbungsmessung nach 4 Warmta-
gen sowohl im Leitungswasser-Bier als auch im NaHCO;-Bier einen Wert von 10 EBC. Das
Bier, welches aus destilliertem Wasser hergestellt wurde, weist eine nur geringfligig bessere
Tribung von 7,5 EBC auf. Die Tribungsverldufe bis zu diesem Zeitpunkt (hier nicht darge-

stellt) verliefen nahezu identisch.
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Abbildung 35: Verwendung unterschiedlicher Brauwasser-Qualitdten - Lauterdauer, Schaum-
haltbarkeit (LG-Foamtester) und 90 °-Trlibung nach 4 WT

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Narziss hat sich in dieser Versuchsreihe
gezeigt, dass der Einfluss der Brauwasserzusammensetzung auf die kolloidale Stabilitat der
resultierenden Biere relativ gering ist [NARZISS et al. 1981, NARZISS 1994]. Eine hoéhere
Restalkalitat induziert zwar geringere Gehalte an Polyphenolen und Proteinen im Bier, der
daraus resultierende positive Effekt in Hinblick auf die Tribungsstabilitdt wird jedoch offen-

bar durch die Auswirkungen der schlechteren Stoffumsetzung beim Maischen egalisiert.

Wesentlich negativer jedoch sind die Folgen in Bezug auf andere Qualitatsparameter des
Bieres. So war insbesondere im Bier mit der héchsten Restalkalitét (22,8 °dH) eine merklich
dunklere Bierfarbe zu verzeichnen als bei der Verwendung von destilliertem Wasser (RA =
0,2 °dH), was nicht auf die Auslaugung von Polyphenolen, sondern eher auf die geringere

Farbaufhellung bei der zégerlich verlaufenden Garung zurtickgefihrt werden kann.

Aufgrund des langsameren Gérverlaufs kommt es nach Narziss zudem zu einer verminder-
ten Entharzung der Biere, was neben der fortgeschrittenen Sedimentation héhermolekularer
Proteine ein weiterer Grund fir die verminderte Schaumhaltbarkeit sein kann [NARZISS
1992].
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Das verschlechterte Reduktionsvermégen im NaHCOs-Ansatz ist vermutlich auf den gerin-
geren Gehalt an Polyphenolen sowie auf die geringere Garintensitdt und den damit verbun-

denen Verlust an reduzierenden Substanzen zurlckzufihren.

Der Grund fur das signifikant schlechtere Lauterverhalten des Ansatzes mit der hochsten
Restalkalitat ist mit hoher Wahrscheinlichkeit die Inhibierung der B-Glucanasen beim Mai-

schen und die daraus resultierende Viskositdtserhéhung [NARZISS 1992].

Die Auswirkungen auf den Geschmack haben sich als besonders negativ erwiesen. So be-
wirkt eine hohe Restalkalitdt des Brauwassers zwar eine bessere Ausnutzung der Bitterstof-
fe wahrend der Kochung, flhrt jedoch zu einer sehr intensiven, herben und kratzigen Bier-
bittere. Im Rahmen einer Dreiecksverkostung wurden die beiden Bierproben aus Wasser mit

hoherer Restalkalitét signifikant schlechter als das Bier aus destilliertem Wasser beurteilt.
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4.2.2 Die Wahl des Hopfenprodukts
4.2.2. 1 Der Einsalz von Gerbstoffextrakten

Aus der im groBtechnischen MaBstab durchgeflihrten Ethanolextraktion von Hopfen resultie-
ren zwei Endprodukte: Der Reinharzextrakt enthalt die unpolaren Bestandteile, insbesondere
die Bitterstoffe und &therischen Ole, wahrend mit Ausnahme der Prenylflavonoide nahezu
alle Hopfenpolyphenole in den polaren Gerbstoffextrakt Ubergehen [BIENDL und PINZL
2007]. Letzterer stellt gewissermaBen ein , Abfallprodukt” der Ethanolextraktion dar und fin-

det als solches im Brauprozess keine weitere Verwendung.

Uber den Einsatz aus Gallapfeln gewonnener Gerbstoffe (Gallotannine) zur eiweiBseitigen
Bierstabilisierung wurde bereits berichtet (siehe Kapitel 2.5.3.1). Nun stellte sich zwangslau-
fig die Frage, ob auch die Verwendung der Hopfen-Gerbstoffextrakte eine Verbesserung der
kolloidalen Stabilitdt zur Folge haben kénnte. Eine Anwendung vor bzw. wahrend der Wiir-
zekochung entsprache sogar dem Reinheitsgebot, was einen entscheidenden Vorteil ge-

geniber der Stabilisierung mit Gallotanninen darstellt.

Zur Evaluierung der Auswirkungen von Gerbstoffextrakt-Dosagen zum Brauwasser wurden
aus einer Malzcharge 9 Pilsner Biere gebraut, welche insgesamt drei verschiedene Ansatze
ergaben (jeweils 3fach-Bestimmung): Ein Ansatz diente als Referenz (ohne Gerbstoffextrakt),
in den anderen beiden Ansatzen kamen zwei Extrakte mit unterschiedlichen Polyphenol-
gehalten zur Anwendung. Diese enthielten einmal 6% Polyphenole (Bezeichnung ,,P6“) und
einmal 10% Polyphenole (Bezeichnung ,P10%) und stammten aus zwei unterschiedlichen

Aromahopfen-Sorten desselben Erntejahrs.

Neben der Durchfiihrung eines Forciertests bei 40/0 °C im abgeflllten Bier zur Bestimmung
der Tribungsstabilitdt und der Protokollierung des HPLC-Polyphenolspektrums in Wirze
und Bier stand vor allem die Quantifizierung des Reduktionsvermégens im Vordergrund.
Besteht moglicherweise ein Zusammenhang zwischen dem gesteigerten Gehalt an Po-
lyphenolen, der antioxidativen Kapazitadt und dem L&uterverhalten? Goiris et al. berichteten
diesbezuiglich bereits von einer Verklrzung der Lauterdauer, induziert durch die Verwendung
von Polyphenolextrakten aus der CO.-Extraktion [GOIRIS et al. 2005]. Von weiterem Interes-
se waren ferner die Auswirkungen auf den Proteingehalt und die Schaumhaltbarkeit der re-

sultierenden Biere.

Je Ansatz wurden 10 kg Pilsner Malz mit 40 | destilliertem Wasser vermaischt, wobei ein

Hochkurzmaischverfahren zur Anwendung kam: Nach dem Einmaischen bei 60 °C folgte die
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30-minutige Maltoserast und im Anschluss die ebenfalls 30-minutige Verzuckerungsrast bei
70 °C. Die Abmaisch- und Lautertemperatur lag bei 78 °C, die Nachgussmenge betrug 30 I.
In den Ansatzen mit Gerbstoffextrakt-Zugabe erfolgte die Dosage sowohl in den Hauptguss
als auch in die Nachgusse. Die Einsatzkonzentration betrug 1,25 g/l (P6) bzw. 0,75 g/I (P10),
was derselben Menge an zugesetzten Polyphenolen entsprach. Die Hopfung erfolgte in allen
Ansédtzen zu Kochbeginn mit 13,1 g Ethanol-Reinharzextrakt (53,4% Alphasédure), wobei
eine Bitterstoffkonzentration von etwa 35 BE angestrebt wurde. Nach der einstiindigen Ko-
chung folgte eine 30-minltige Whirlpoolrast. Nach der Wirzekihlung wurde diese mit 5 g/l
Presshefe angestellt und bei 9 °C vergoren. Im Anschluss an die Hauptgarung folgten die
einwdchige Reifung bei 4 °C und die zweiwdchige Lagerung bei 0 °C, sowie die Filtration
und Abflllung.

Im Folgenden werden die Durchschnittswerte der 3fach-Bestimmungen miteinander vergli-
chen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Proben wurde die Konzentration der jeweiligen

Substanzen auf eine gemeinsame Stammw{rze von 11,6 GG% berechnet.

Auch wenn die in Tabelle 13 dargestellten Ergebnisse auf einen im Vergleich zur Referenz-
probe geringeren Gehalt der Gerbstoffextrakt-Biere an unvergarbarem Restextrakt hinwei-
sen, kann dies jedoch nicht anhand der Vergadrungsgrade bestétigt werden. Hier sind weder
signifikante Unterschiede noch Tendenzen erkennbar. Die Bierbittere liegt, einhergehend mit
der identischen Hopfengabe, in allen Proben im Bereich von 36-38 BE. Der Einsatz von
Gerbstoffextrakten scheint tendenziell in etwas dunkleren Bierfarben zu resultieren, die Un-

terschiede fallen mit 0,2 bzw. 0,3 EBC jedoch sehr gering aus.

Tabelle 13: Vergleich Referenzprobe-Anwendung von Gerbstoffextrakten: Durchschnittswerte fir Ver-

garungsgrad, Restextrakt, Bittere und Farbe im Bier

Bier Vergarung [%] | Restextrakt [GG%] | Bittere [BE] | Farbe [EBC]

Referenz 84 2,4 36 4,6
P6 83 1,8 38 4,8
P10 85 1,8 37 4.9

Abbildung 36 zeigt die Unterschiede beziiglich der 90 °-Triibungsbildung im Forciertest. So

weisen die Biere, in denen die Gerbstoffextrakte P6 und P10 zugesetzt worden waren, von
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Beginn an ein geringeres Tribungsbildungspotential als das Referenzbier auf. Die Extrakt-

biere selbst unterscheiden sich nur minimal und nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 36: Vergleich Referenzprobe-Anwendung von Gerbstoffextrakten: 90 °-Tribungsbildung im

Forciertest 40/0 °C
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Abbildung 37: Vergleich Referenzprobe-Anwendung von Gerbstoffextrakten: Flavan-3-ole und Antho-

cyanogene in Brauwasser, Wirze und Bier

Aus Abbildung 37 wird ersichtlich, dass die hier verwendeten Gerbstoffextrakte weder mo-

nomere noch dimere Flavan-3-ole in detektierbarer Menge ins Brauwasser einbringen. Die in

der Pfannevollwiirze nachgewiesenen Flavan-3-ole stammen daher ausschlielich aus dem
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Malz. Dies kann entweder auf die niedrige Einsatzkonzentration der Extrakte zurlckgeflhrt
werden oder darauf, dass die Polyphenole im Gerbstoffextrakt mdglicherweise Gberwiegend
in héher polymerisierter Form vorliegen. Da sowohl im P6- als auch insbesondere im P10-
Brauwasser relevante Anthocyanogengehalte im Bereich von 40-60 mg/I gemessen werden
kdénnen, scheint eher Letzteres zuzutreffen. Auch in der Pfannevollwilrze sowie der Anstell-
wirze kénnen in den Gerbstoffextrakt-Ansdtzen hdéhere Konzentrationen als in der Refe-
renzprobe nachgewiesen werden, wobei hier die P6-Probe aus unbekannten Griinden héhe-
re Werte als der P10-Ansatz aufweist — im Brauwasser verhielt es sich noch umgekehrt.
Dieser Trend setzt sich im Wesentlichen bis ins fertige Bier fort, auch wenn die Garung und
Lagerung eine weitgehende Angleichung der Konzentrationen bedingen. Der leichte Kon-
zentrationsanstieg der Anthocyanogene wahrend der Kochung ist hier vor allem auf das
Eindampfen der Wilrze zurickzufiihren, nicht jedoch auf die Hopfung mit Ethanol-
Reinharzextrakt, der keine Polyphenole enthélt. Die Reduktion der Flavan-3-ole wéhrend der
Wirzekochung ist ebenfalls durch die Art der Hopfung bedingt und wird durch Fallungsreak-
tionen der Proanthocyanidine zusammen mit Proteinen noch verstarkt [ANGER 1983,
WACKEBAUER und ANGER 1984a]. Durch die zweiwdchige Kaltlagerung sowie durch die
nachfolgende Filtration kommt es zu einer merklichen Verringerung der Anthocyanogene
von der Anstellwirze bis ins Bier [SCHUR 1987].

Beziiglich des Gehalts an phenolischen Sauren (hier nicht dargestellt) waren, wie auch im
Fall der Flavan-3-ole, keine Unterschiede zwischen den Vergleichsproben erkennbar. Grund-
sétzlich konnte in keiner Versuchsreihe ein direkter Zusammenhang zwischen dem Polyphe-
nolgehalt der Biere und ihrem Verhalten im Forciertest (vgl. Abbildung 36) festgestellt wer-

den.

Die Dosage von Gerbstoffextrakten induziert im Brauwasser eine Verbesserung sowohl des
mittleren Nullstrompotentials (Gesamtpotential) als auch des Stromverhéltnisses (schnell
reduzierende Substanzen) im Vergleich zur Referenzprobe (vgl. Abbildung 38). Dies dirfte in
erster Linie auf die eingebrachte Menge an Anthocyanogenen zurlickzufihren sein. Diese
Tendenz ist im Fall der schnell reduzierenden Substanzen auch in der PfvW zu sehen, nicht
jedoch bezuglich des mittleren Nullstrompotentials. Die Probenahme zu spéateren Zeitpunk-
ten (AW, Bier) offenbart parallel zum Verhalten der Polyphenole keine eindeutigen Tenden-

zen.

Grundsatzlich erhéht sich das Reduktionsvermégen durch das Einbringen der Malzbestand-

teile vom Brauwasser zur PfvW (vgl. Abbildung 38). Die Kochung bewirkt eine weitere Ver-
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besserung des Redoxpotentials, was vor allem durch die Bildung reduzierend wirkender
Melanoidine bedingt ist. Auch die Garung resultiert tblicherweise in einem Anstieg des Re-

duktionsvermodgens, was hier jedoch nur anhand des Gesamtpotentials nachvollzogen wer-

den kann.
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Abbildung 38: Vergleich Referenzprobe-Anwendung von Gerbstoffextrakten: Mittleres Nullstrompo-

tential und Stromverhéltnis in Brauwasser, Wirze und Bier
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Abbildung 39 verdeutlicht noch einmal explizit den Zusammenhang zwischen dem Anthocy-
anogengehalt des Brauwassers und seinem Reduktionsvermégen, welches hier in Form des
Stromverhéltnisses dargestellt ist. Nach Zugabe der Gerbstoffextrakte kann parallel zu einer
Erhéhung der Anthocyanogenkonzentration auch eine Verbesserung des Redoxpotentials
festgestellt werden. Das gesteigerte antioxidative Potential wiederum ermdglicht im Schnitt
eine signifikant verkirzte Lauterdauer gegeniber der Referenzprobe. So ist im P6-Ansatz
eine um 6% und im P10-Ansatz eine um 15% kurzere Lauterzeit zu verzeichnen. Nach Nar-
ziss ist dies auf den gesteigerten Schutz der Malzproteine vor Oxidation und damit vor Po-
lymerisation zurtickzufihren, was eine lockerere Zusammensetzung der Treber im L&uter-
bottich bedingt [NARZISS et al. 1986, NARZISS 1992]. In diesem Zusammenhang ist zu
berlicksichtigen, dass das Abldutern wahrend der hier durchgefuihrten Versuchsreihen all-
gemein sehr viel Zeit in Anspruch nahm (> 3 h), was wohl in erster Linie mit dem verklrzten
Maischverfahren und der damit verbundenen geringeren cytolytischen Lésung begrindet
werden kann. Weiterfihrende Versuche wiesen jedoch darauf hin, dass die Unterschiede
beziglich der Lauterdauer unter Verwendung eines gut gelésten Malzes und bei Einhaltung
einer Cytolyserast wahrend des Maischens (bzw. alle MaBnahmen zur Optimierung des Lau-
terprozesses) im Allgemeinen geringer ausfallen. Der positive Effekt des besseren Redukti-
onsvermdgens auf das Lauterverhalten durch den Einsatz von Gerbstoffextrakten duBert
sich also vor allem unter suboptimalen Bedingungen, wie beispielsweise bei der Verwen-

dung schlecht geléster Malze oder unzureichender Maischarbeit.
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Abbildung 40: Vergleich Referenzprobe-Anwendung von Gerbstoffextrakten: Gesamtstickstoff, sensi-
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Da die im Schnitt bessere kolloidale Stabilitdt der Gerbstoffextrakt-Biere weder mit den Po-
lyphenolkonzentrationen noch mit dem Reduktionsvermégen erklarbar ist (nur geringe Un-
terschiede im Vergleich zur Referenz), missen andere Faktoren ausschlaggebend sein. Be-
zlglich des Gesamtstickstoffs sind keine Tendenzen zu erkennen, die sensitiven Proteine
zeigen jedoch eine deutliche Verringerung in den Extrakt-Bieren (vgl. Abbildung 40), was
vermutlich auf die eiweiBfallende Wirkung der eingebrachten Gerbstoffe zurlickzufiihren ist.
Die tribungshemmende Wirkung der Hopfen-Gerbstoffextrakte beruht damit offenbar in
erster Linie auf deren eiweiBstabilisierender Wirkung, was in Anbetracht der Wirkungsweise

von Gallotanninpraparaten nicht Gberrascht.

Trotz einer tendenziell schlechteren Schaumhaltbarkeit des P10-Bieres ist keine generelle

Beeintrachtigung des Schaums durch den Einsatz der Gerbstoffextrakte zu verzeichnen.

4.2.2.2 Vergleich verschiedener Hopfenprodukte

In einer weiteren Versuchsreihe wurden 4 unterschiedliche Hopfenprodukte (Ethanolextrakt,
CO»-Extrakt, Pellets, Ethanolextrakt + Gerbstoffextrakt) miteinander verglichen, um genaue-
re Informationen Uber die eingebrachten Polyphenole und den Einfluss auf die kolloidale
Stabilitat zu erhalten. Zur Erfassung eines breiteren Spektrums an ernahrungsphysiologisch
relevanten Hopfeninhaltsstoffen wurde die HPLC-Polyphenolanalytik um die Erfassung von
Rutin (Kampferolglucosid), Astragalin (Quercetinrutinosid) und Co-Multifidolglucosid erwei-
tert, deren Wirkungsweise bereits in Kapitel 2.2.4 (vgl. Tabelle 3) erlautert wurde. Bei Letzte-
rem handelt es sich um ein erst in jungster Vergangenheit in Hopfen entdecktes Acylphlo-
roglucinol-Derivat, dem aufgrund seiner inhibierenden Wirkung auf das Enzym Cyclooxige-
nase-1 (COX-1) eine antientzlindliche Wirkung zugeschrieben wird [BOHR et al. 2005].

Das Malz (Pilsner Typ) stammte fir alle 4 Ansatze aus ein und derselben Charge. Die Schiit-
tung erfolgte mit 11 kg, der Hauptguss umfasste 40 | und die Nachglisse 33 I. Die Ein-
maischtemperatur lag hier bei 40 °C. Nach dem Einmaischen wurde die Temperatur auf
52 °C erhoéht und fir 10 Minuten gehalten. Im Anschluss folgten Rasten bei 62 °C (30 Min.)
und 72 °C (30 Min.). Die Abmaisch- und Lautertemperatur betrug 78 °C. Die Hopfengabe
erfolgte in allen Ansatzen zu Kochbeginn, der Gerbstoffextrakt mit einem Polyphenolgehalt
von 8% (,,P8“) wurde ins Brauwasser dosiert. Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber die Hop-
fen- und Gerbstoffextrakt-Zugaben der verschiedenen Anséatze. Samtliche Hopfenprodukte
entstammten derselben Aromahopfen-Sorte aus derselben Ernte. Nach der einstiindigen

Kochung und der 30-minttigen Whirlpoolrast wurde die Wirze auf eine Anstell- und Gar-
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temperatur von 12 °C gekuhlt und vergoren. Reifung, Lagerung und Abflllung erfolgten wie

unter 4.2.2.1 beschrieben.

Tabelle 14: Einsatzkonzentrationen der verschiedenen Hopfenprodukte

Ethanolextrakt +

Ethanolextrakt CO,-Extrakt Pellets
Ansétze Gerbstoffextrakt
(Ethanol)* (CO)* (Pellets)*
(P8)*
100 mg a-Saure/I
100 mg a-Séure/| 100 mg a- 75 mg a- PivW
Konzentration

PivW

Saure/l PfvW

Saure/l PfvW

+ 0,75 g Polypheno-
le/l BW

* in den Diagrammen verwendete Kurzschreibweise

Tabelle 15: Verwendung unterschiedlicher Hopfenprodukte - Stammwiirze, Vergérungsgrad, pH und

Bitterstoffausbeute
Bier | Stammwirze [GG%)] | Vergarung [%] | pH | Bitterstoffausbeute [%]
Ethanol 11,4 80 4,56 32
CO: 11,6 78 4,68 30
Pellets 11,1 80 4,67 28
P8 11,3 80 4,70 31

Die im PilotmaBstab gebrauten Biere unterliegen geringen Schwankungen im Bereich der
Stammwdrze (11,1-11,6 GG%), des Vergarungsgrads (78-80%) sowie des pH-Werts (4,6-

4,7), wie aus Tabelle 15 ersichtlich ist. Zur besseren Vergleichbarkeit sind die nachfolgend

besprochenen Substanzkonzentrationen auf eine gemeinsame Stammwdrze von 11,6 GG%

berechnet.

Die Berechnung der Bitterstoffausbeute unter Berlcksichtigung der dosierten Menge an a-

Saure ergibt aufgrund der frihen Hopfengabe nur geringe Unterschiede zwischen den ver-

schiedenen Ansétzen (vgl. Tabelle 15). Dennoch resultiert die Hopfung mit Pellets in einer
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um 2-4% schlechteren Isomerisierungsrate als dies bei der Verwendung von Reinharzex-

trakten der Fall ist.

Die mitunter feststellbaren geringen Abweichungen bezlglich der kolloidalen Stabilitat und
der Schaumhaltbarkeit waren weniger auf die Wahl des Hopfenprodukts als vielmehr auf
unvermeidbare Schwankungen bei der Herstellung der Biere im KleinmaBstab zuriickzufih-
ren. Im Allgemeinen konnten in dieser Versuchsreihe jedoch keine signifikanten Unterschie-

de festgestellt werden, weshalb hier auf eine gesonderte Darstellung verzichtet wird.

Gesamtpolyphenole Anthocyanogene

300 140

280 =

-
N
o

260

240

220

Anthocyanogene [mg/I]
8

Gesamtpolyphenole [mg/l]
8

200

180 - = L 60 - s s
Ethanol [efe ] Pellets P8 Ethanol Cc02 Pellets P8
. PfyW . PfvW
/3 AW /3 AW
I Bier I Bier

Abbildung 41: Verwendung unterschiedlicher Hopfenprodukte - Gesamtpolyphenole und Anthocya-

nogene in Wirze und Bier

Bedingt durch die aus dem Gerbstoffextrakt ins Brauwasser eingebrachten Polyphenole
weist die P8-Pfannevollwirze eine wesentlich héhere Konzentration an Gesamtpolypheno-
len auf als die Vergleichsproben (siehe Abbildung 41). Durch die Eindampfung wéhrend des
Wirzekochens erhéht sich der Polyphenolgehalt der Anstellwirze in den Ansétzen Ethanol,
CO; und P8 um etwa denselben Faktor, wahrend die Konzentrationssteigerung der Pellet-
Wiirze aufgrund der durch die Pellets eingebrachten Polyphenole deutlich stéarker ausféllt. In
der Anstellwirze liegen in den beiden Reinharzextraktansatzen (ca. 240 mg/l) um etwa 40
mg/| niedrigere Konzentrationen vor als in der Pellet- bzw. der P8-Probe. Die Garung, sowie
insbesondere die Lagerung und Filtration bewirken durch die Adsorption von Polyphenolen
an die Hefezellwande bzw. durch Fallungsreaktionen zusammen mit triibungsrelevanten

Proteinen in allen Ansatzen eine Polyphenolreduktion in vergleichbarer GroBenordnung.
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Die Anthocyanogen-Konzentrationen aller Proben verlaufen in der Anstellwirze und im Bier
praktisch parallel zu ihren jeweiligen Mengen an Gesamtpolyphenolen und weisen auch hier
signifikant héhere Konzentrationen im Pellet- und im P8-Bier auf (vgl. Abbildung 41). Gene-
rell kommt es wahrend der Kochung in den Ansatzen Ethanol, CO, und P8 zu einer merkli-
chen Verminderung des Anthocyanogen-Gehalts, bedingt durch Fallungsreaktionen zusam-
men mit Proteinen [NARZISS 1992]. Dieser Verlust wird in der Pellet-Wirze durch die

eingebrachten Hopfenpolyphenole kompensiert.
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Abbildung 42: Verwendung unterschiedlicher Hopfenprodukte - Flavan-3-ole in Wiirze und Bier

Analog zum Gehalt an Gesamtpolyphenolen kann in der P8-PfvW die hdchste Flavan-3-ol-
Konzentration nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 42). Durch den Gerbstoffextrakt P8
werden insbesondere Catechin, sowie in geringen Mengen auch Epicatechin und Procyani-
din B3 ins Brauwasser eingebracht (hier nicht explizit dargestellt). Diese Tatsache ist inso-
fern bemerkenswert, da der Zusatz der Gerbstoffextrakte P6 und P10 (siehe Kapitel 4.2.2.1)
keine detektierbaren Konzentrationen an monomeren und dimeren Flavan-3-olen in die
PfvW induzierte. Eine mdégliche Erklarung ware die unterschiedliche Aufbewahrungsart der
Gerbstoffextrakte — P6 und P10 wurden in Schraubverschlussglasern gelagert, wahrend im
Falle des neueren P8-Extraktes verschweilte WeiBblechdosen verwendet wurden. Ersteres
kénnte, insbesondere bei langeren Lagerzeiten, zur Oxidation und Polymerisierung nieder-

molekularer Polyphenole zu héhermolekularen Polyphenolen fihren und auf diese Weise
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den Verlust der Flavan-3-ole bedingen. Da in der vorliegenden Versuchsreihe im Vergleich zu
friheren Untersuchungen kein positiver Effekt der Gerbstoffextrakt-Dosage auf die kolloida-
le Stabilitat festgestellt werden konnte, liegt auBerdem der Verdacht nahe, dass eine vorher-
gehende Oxidation der Gerbstoffextrakte die Ursache fir die stabilisierende Wirkung von P6
und P10 gewesen sein konnte. Aufgrund der Oxidations- und Polymerisierungsreaktionen
bereits im Aufbewahrungsgefa wirden demnach keine tribungsrelevanten Flavan-3-ole
(Precurser) ins Brauwasser eingebracht, sondern Uberwiegend hdher polymerisierte Po-

lyphenole mit starker Gerbkraft, die eine intensivierte Proteinféallung bewirken.

In der Anstellwlrze und im Bier liegen in den Ansatzen P8 und Pellets etwas héhere Flavan-
3-ol-Konzentrationen als in den beiden Vergleichsproben vor (vgl. Abbildung 42), was auf
die ins Brauwasser bzw. die bei der Kochung eingebrachten Hopfenpolyphenole zurtickzu-

fuhren ist.

Da die phenolischen Sauren in Bier (hier nicht dargestellt) fast ausschlieBlich aus dem Malz
stammen bzw. wahrend der Garung gebildet werden, konnten erwartungsgeman keine Un-

terschiede durch die Verwendung verschiedener Hopfenprodukte festgestellt werden.
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Abbildung 43: Verwendung unterschiedlicher Hopfenprodukte - Ausgewéhlte Hopfenpolyphenole in

den unterschiedlich gehopften Bieren
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Ein weiteres Ziel dieser Versuchsreihe war die Beobachtung einer Auswahl an erndhrungs-
physiologisch relevanten Hopfenpolyphenolen. Diesbeziiglich wurden die aus der Verwen-
dung unterschiedlicher Hopfenprodukte resultierenden Gehalte an Isoxanthohumol, Rutin,
Astragalin und Co-Multifidolglucosid (Co-Mfg) im Bier gemessen (vgl. Abbildung 43). Wie
bereits unter 4.2.2.1 erwéhnt, werden die Hopfenpolyphenole durch Ethanolextraktion mit
Ausnahme der Prenylflavonoide vollstédndig abgetrennt — dies flihrt dazu, dass im Ethanol-
Ansatz von den untersuchten Substanzen nur Isoxanthohumol in Bier wiedergefunden wer-
den kann. Bei der CO,-Extraktion werden alle Hopfenpolyphenole abgeschieden, so dass im
fertigen Bier keine der betrachteten Inhaltsstoffe detektierbar sind [BIENDL und PINZL
2007]. Durch die Verwendung von Pellets bei der Kochung bzw. durch die Zugabe der Gerb-
stofffraktion kann das gesamte aus dem Naturhopfen stammende Polyphenolspektrum er-
halten werden. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die hier detektierten Substanzen,
insbesondere Astragalin und Co-Mfg, allgemein nur in sehr geringen Mengen im Bier vorlie-
gen, was eine relevante erndhrungsphysiologische Wirkung eher unwahrscheinlich erschei-

nen lasst.

Es hat sich gezeigt, dass die Zugabe der bei der Ethanolextraktion als ,,Abfallprodukt” anfal-
lenden Gerbstofffraktion zum Brauwasser eine sowohl aus prozesstechnischer als auch aus
qualitativer Sicht vielversprechende Methode darstellt. Sie flhrt zu héheren Polyphenol-
gehalten als in der Vergleichsprobe und damit zu einem besseren Reduktionsvermdgen be-
reits wahrend des Maischens und Lduterns, was in einer Verkirzung der Lauterdauer um bis
zu 15% resultiert. Dieses Ergebnis bestétigt die Untersuchungen von Goiris et al. [GOIRIS et
al. 2005]. Der beschleunigende Effekt scheint dabei umso gréBer zu sein, je schlechter die

Malzlésung ist und je weniger intensiv die Maischarbeit verlauft.

Gleichzeitig induzieren die eingebrachten Hopfengerbstoffe, dhnlich wie die zur Stabilisie-
rung eingesetzten Gallotannine, offenbar eine intensivierte Fallung sensitiver Proteine und
wirken sich auf diese Weise positiv auf die kolloidale Stabilitat der resultierenden Biere aus.
Die Intensitat des Stabilisierungseffekts hangt dabei mit hoher Wahrscheinlichkeit vom Oxi-
dationsgrad des benutzten Gerbstoffextrakts ab — héher polymerisierte Polyphenole besit-

zen ein gesteigertes Gerbvermdgen.

Es konnte keine eindeutige Verschlechterung der Schaumhaltbarkeit durch den Einsatz der
Gerbstoffextrakte festgestellt werden. Auch die Farbzunahme fallt mit 0,2 EBC gegeniber

der Referenz nur sehr gering aus.
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Eine zeitversetzte Dosage der Gerbstofffraktion (ins Brauwasser) und des Reinharzextrakts
(bei der Kochung) erméglicht zudem auf elegante und Reinheitsgebot-konforme Weise die
Erhaltung des Hopfenpolyphenolspektrums (Eintrag ernahrungsphysiologisch relevanter
Hopfenpolyphenole) bei gleichzeitig besserer Bitterstoffausnutzung, verglichen mit der Ver-

wendung von Pellets.

In Hinblick auf die kolloidale Stabilitdt der resultierenden Biere konnte, zumindest bei friiher
Hopfengabe, kein Unterschied zwischen der Verwendung von Reinharzextrakten und Pellets
festgestellt werden. Die durch die Pellet-Hopfung bedingte Konzentrationssteigerung tri-
bungsrelevanter Flavan-3-ole wird mdéglicherweise durch die verstéarkte Fallung sensitiver
Proteine wahrend der Wirzekochung und auch wéahrend der Garung und Lagerung egali-

siert.



Ergebnisse und Diskussion 118

4.2.3 Der Einfluss hoher Extraktgehalte unter Verwendung von Glucosesirup beim Wiir-
zekochen

Das Brauen mit hohen Stammwirzen (High Gravity Brewing) dient in erster Linie zur Erho-
hung der Anlagenkapazitat bestehender Sudwerke und zur Senkung der Energiekosten. Die
Wirze wird dabei so stark eingebraut, wie es die Ablautervorrichtung als begrenzender Fak-
tor zulasst. Nach Narziss ist eine UberschUttung von 28-30% realistisch, welche in Stamm-
wirzen von 14,5-14,8 GG% resultiert. Eine weitere Steigerung der Wirzekonzentration kann
durch die Verwendung spezieller adjuncts wie Flissigzucker erreicht werden, der etwa 10
Minuten vor Kochende zur Wirze gegeben wird. Die Rickverdinnung der Wurzen auf die
gewlinschte niedrigere Stammwdirze erfolgt entweder wahrend der Wiirzekihlung oder bei
der Filtration mit sterilem bzw. mit entgastem Wasser. Im Falle einer Verdinnung erst am
Filter kbnnen sehr hohe Wirzekonzentrationen (> 15 GG%) eine Stressreaktion der Hefe
hervorrufen, was neben einer verzdgerten Garung in einer gesteigerten Produktion von Ga-
rungsnebenprodukten zum Ausdruck kommt. Derartige Biere weisen selbst nach der Rick-
verdinnung noch eine wahrnehmbare Ester-Note auf [NARZISS 1992, NARZISS 2004,
KUSCHE 2005].

Neben den bereits erwahnten Vorteilen des High Gravity Brewings wird auch von einer Ver-
besserung der kolloidalen Stabilitédt berichtet. Kusche wies in diesem Zusammenhang im
abgelagerten Bier eine signifikante Reduktion der dimeren Proanthocyanidine Procyanidin
B3 und Prodelphinidin B3 nach. [NARZISS 1992, NARZISS 2004, KUSCHE 2005].

Im Rahmen zweier Versuchsansatze (Durchfiihrung jeweils als Doppelbestimmung) sollte der
positive Effekt des Brauens mit hohen Stammwirzen auf die chemisch-physikalische Halt-
barkeit verifiziert und anhand der Beobachtung der Haupttribungsbildner analytisch be-
grindet werden. In diesem Zusammenhang wurden nicht nur Biere aus 100% Malz herge-
stellt, sondern auch adjunct-Biere, denen bei der Wirzekochung Glucosesirup zugegeben
wurde. Dabei wurde jeweils eine ,normal“ eingebraute Referenzprobe (Stammwirze 12
GG%) mit einer High Gravity-Probe aus 100% Malz und einer adjunct-High Gravity-Probe
(80% Sirupanteil, bezogen auf den Stammwdrzegehalt) verglichen. In Versuchsansatz 1 wur-
de in den HG-Wirzen eine Ausschlagkonzentration von 15 GG% und in Ansatz 2 von 18
GG% angestrebt. Tabelle 16 gibt einen Uberblick tiber die Systematik und Probenbezeich-
nung der durchgefihrten Versuche. Gegenstand der Untersuchung war neben der Bestim-
mung der kolloidalen Haltbarkeit im fertigen Bier auch die Protokollierung der triibungsrele-

vanten Polyphenole und Proteine.
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Tabelle 16: Das Brauen mit hohen Stammwirzen - Systematik und Probenbezeichnung der beiden

Versuchsansatze

Ansatz 1 Ansatz 2

Stw. 12 GG%, 100% Malz | Referenz | Referenz
High Gravity, 100% Malz | HG 15% | HG 18%
High Gravity, mit Sirup | HG 15%+ | HG 18%+

Fur die Versuche wurden entsprechend dimensionierte Probemengen einer im groBtechni-
schen MaBstab hergestellten Vorderwirze (Extraktgehalt 16-18 GG%) entnommen und in
der 60 I-Pilotsudanlage auf die jeweils gewiinschte Pfannevollwirzekonzentration verdinnt.
Die Hopfung erfolgte 10 Minuten nach Kochbeginn unter Berlicksichtigung der héheren Do-
sage in den High Gravity-Wirzen, wobei in jedem Versuchsansatz (jeweils zwei Versuchsrei-
hen) sowohl CO.-Reinharzextrakt als auch Pellets verwendet wurden. Der Glucosesirup
wurde 10 Minuten vor Kochende in die HG+ -Wrzen dosiert, die Rickverdinnung aller HG-
Biere auf 12 GG% Stammwirze erfolgte mit destilliertem Wasser bei Beendigung der Ko-
chung. Der Endvergarungsgrad samtlicher Anstellwirzen (AW) lag im Bereich von 83-85%.
Zur Hauptgéarung wurde eine Temperatur von 10 °C gewahlt. Reifung, Lagerung, Filtration

und Abflllung erfolgten wie unter 4.2.1 beschrieben.

Die in den folgenden Tabellen und Diagrammen dargestellten Analysenergebnisse représen-

tieren die Mittelwerte der Versuchsreihen beider Ansatze.

Tabelle 17: Das Brauen mit hohen Stammwirzen — pH-Wert in Anstellwilrze und Bier

Ansatz1 | pH-AW | pH-Bier | Ansatz2 | pH-AW | pH-Bier

Referenz 5,47 4,71 Referenz 5,60 4,72
HG 15% 5,49 4.61 HG 18% 5,55 4,65
HG 15%+ | 5,50 4,29 HG 18%+ | 5,55 4,43

Aus Tabelle 17 ist zu entnehmen, dass sich die pH-Werte der rlickverdinnten Anstellwirzen

weder in Ansatz 1 noch in Ansatz 2 signifikant voneinander unterscheiden. Demgegenuber
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induziert die Garung einen deutlich intensiveren pH-Sturz in den HG-Bieren, insbesondere
nach Sirup-Dosage. Der Grund dafir ist vermutlich das verringerte Pufferungsvermégen der

Anstellwirze, bedingt durch den Anteil an Glucosesirup und durch die Rickverdinnung.
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Abbildung 44: 90 °-Tribungsbildung in den unterschiedlich stark eingebrauten Bieren

Die 90 °-Trlbungsbildung im Forciertest bei 40/0 °C (vgl. Abbildung 44) verlauft sowohl in
den 15%- als auch in den 18%-Anséatzen wesentlich langsamer als in den jeweiligen Refe-
renzproben. Die nach 4 Warmtagen gebildete absolute Tribungsmenge verringert sich in
den High Gravity-Bieren (HG 15% und HG 18%) um etwa 35-50%. Die Sirup-Biere (HG
15%+ und HG 18%+) weisen gar eine um ca. 70-80% niedrigere Trlibung als die Referenz
auf. Aufgrund der Tatsache, dass in den beiden Untersuchungsansatzen unterschiedliche
Basiswurzen mit differierenden Mengen an Tribungsbildnern verwendet wurden, sind in

Ansatz 1 allgemein héhere Tribungswerte zu verzeichnen als in Ansatz 2.

In der auf 12% verdiinnten Anstellwirze sind noch keine signifikant unterschiedlichen Fla-
van-3-ol-Konzentrationen zwischen den HG-Proben aus 100% Malz und der Referenz fest-
zustellen (vgl. Abbildung 45). Die HG+-Wirzen zeigen hingegen, einhergehend mit der Si-
rup-Dosage, bereits eine sichtbare Reduktion der phenolischen Tribungsbildner. W&hrend
der Garung und Lagerung kommt es in allen Proben zu einer Abnahme der Flavan-3-ole, die
zum einen mit der Adsorption an die Hefe, vor allem aber mit der Ausféllung von Polyphe-
nol-Protein-Komplexen erklarbar ist [GRAMSHAW 1070a, ANGER 1983, MOLL et al. 1984,
WACKERBAUER und ANGER 1984a]. Aufgrund des in Tabelle 17 dargestellten ausgeprag-

ten pH-Sturzes und den daraus resultierenden niedrigeren pH-Werten in den High Gravity-
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Bieren, wird die Polymerisierung der niedermolekularen Polyphenole geférdert. Dies resul-
tiert in einer vergleichsweise intensiveren Reduzierung der Flavan-3-ole, insbesondere in

den Sirup-Bieren.
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Abbildung 45: Das Brauen mit hohen Stammwdrzen - Flavan-3-ole in Anstellwirze (nach Ruckver-

diinnung) und in Bier
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Abbildung 46: Das Brauen mit hohen Stammwdirzen - Sensitive Proteine in Anstellwlirze (nach Rick-

verdinnung) und in Bier

Das Verhalten der sensitiven Proteine (vgl. Abbildung 46) ist praktisch identisch mit dem der
Flavan-3-ole. Auch hier ist nur in der Sirup-Anstellwlrze eine signifikant geringere Menge an
Proteinen detektierbar als in der Referenzprobe. Wiederum kommt es in den High Gravity-

Bieren zu einer Intensivierung der Fallungsreaktionen wahrend der Garung und Lagerung,
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was auch in Bezug auf die Proteine mit dem tieferen pH-Sturz erklart werden kann. Dieser
bewirkt offenbar eine Anndherung an den isoelektrischen Punkt der sensitiven Trliibungspro-
teine, verringert dadurch deren Ld&slichkeit und erhéht gleichzeitig die Affinitat zu tribungs-

bildenden Polyphenolen.

Die signifikant bessere kolloidale Stabilitadt der High Gravity-Biere im Vergleich zur Referenz-
probe resultiert aus den geringeren Konzentrationen an Haupttribungsbildnern im Bier. Die
geringste Tribungsbildung ist dabei in den Sirup-Bieren zu verzeichnen. Die durchschnittli-
che Reduktion der Flavan-3-ole belauft sich, unabhangig von der Wirzekonzentration, auf
etwa 10% in den HG-Bieren aus 100% Malz und auf ca. 30% in den Sirup-Bieren. Die Kon-
zentration an sensitiven Proteinen verringert sich ebenfalls in beiden Ansatzen um etwa 14%
(nur Malz) und um 60-70% (mit Sirup). Da in der Anstellwirze noch keine wesentlichen Un-
terschiede festzustellen sind, muss die Konzentrationsabnahme auf Vorgange bei der Ga-
rung und Lagerung zurlckzufihren sein. Offenbar induzieren die niedrigeren pH-Werte im
High Gravity-Bier eine intensivierte Fallung von Protein-Polyphenol-Komplexen im Tank. Die
unverhaltnismaBig starke Abnahme der Proteine und Polyphenole in den HG+-Bieren ist
nicht alleine auf die Verdinnung durch den Zusatz von Glucosesirup zuriickzuflihren, son-

dern auch auf den weitaus intensiveren pH-Sturz in diesen Proben.

In den vorgestellten Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Brauen mit hohen Stamm-
wirzen eine Methode darstellt, mittels derer die kolloidale Stabilitdt auf prozesstechnischem
Wege deutlich verbessert werden kann. Damit bestétigten sich die Erfahrungen von Narziss
und Kusche [NARZISS 1992, NARZISS 2004, KUSCHE 2005]. Als besonders vielverspre-
chend erwies sich der nicht Reinheitsgebot-konforme Einsatz von Glucosesirup bei der
Wirzekochung. Diesbezliglich muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass etwaige ne-
gative Auswirkungen wie z.B. auf Schaum und Geschmack, deren Untersuchung nicht Ge-

genstand dieser Arbeit war, prinzipiell nicht ausgeschlossen werden kénnen.
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4.2.4 Der Einfluss der Garfilhrung auf die kolloidale Stabilitat

Bis heute ist nur sehr wenig Gber den Einfluss der Garung auf das Verhalten triibungsrele-
vanter Substanzen und auf die kolloidale Stabilitat der resultierenden Biere bekannt. Grund-
satzlich scheinen pH-Sturz und steigender Ethanolgehalt wahrend der Garung die Ausfal-
lung von Polyphenol-Protein-Komplexen sowie von a- und B-Glucanen zu férdern. Auch die
Hefezellwdnde wirken dabei als unlésliche Proteine und adsorbieren bis zu einem gewissen
Grad Polyphenole. [GRAMSHAW 1970a, GROMUS 1981, MOLL et al. 1974, MOLL et al.
1984, WACKERBAUER und ANGER 1984a, ANGER 1995, PAPP 2000, SCHUNKE 1992].
Nach Narziss wirken sich eine warme Géarung und Reifung prinzipiell schlechter auf die
chemisch-physikalische Stabilitat aus als eine konventionelle (kalte) Garflihrung. Eine zweite
Hefegabe gegen Ende der Hauptgdrung sowie die rechtzeitige Entfernung der Hefe schei-
nen dagegen eher von Vorteil zu sein [LINKO und ENARI 1969, NARZISS 1994, REHMANJI
et al. 2000]. Auch wenn der Effekt einer adaquaten Reifung und Kaltlagerung auf die kolloi-
dale Stabilitat (siehe Kapitel 2.5.2) im Allgemeinen sicher héher einzuschétzen ist als die bei
der Hauptgarung ablaufenden Prozesse, so werden doch durch Letztere die Grundvoraus-

setzungen flr eine aus Sicht der Bierstabilitat optimale Lagerung geschaffen.

Im Rahmen einiger Versuchsreihen sollte der Einfluss bestimmter Variationen hinsichtlich der
Garflihrung untersucht werden. Dazu kamen unterschiedliche Gartemperaturen, verschiede-
ne Hefe-Anstellzellzahlen und Hefe aus unterschiedlicher Flhrungszahl zur Anwendung.
Zudem wurden zwei Schnellgarverfahren (mit und ohne Druck) miteinander verglichen. Ne-
ben der Protokollierung der Gardauer sowie des Polyphenol- und Proteinspektrums im ferti-
gen Bier wurden auch das Reduktionsverm&gen und die Tribungsbildung im Forciertest bei
40/0 °C gemessen. Zur Beurteilung der Auswirkungen auf andere Qualitdtsparameter des

Bieres wurden ferner die Garungsnebenprodukte und die Schaumhaltbarkeit bestimmt.

In jedem der vier im Folgenden beschriebenen Versuchsansétze wurden jeweils drei Ver-
suchsreihen (3fach-Bestimmung) durchgefiihrt. Dabei kam in jeder Reihe eine andere Ba-
siswirze (im groBtechnischen MaBstab gewonnene Anstellwiirze) zum Einsatz. Die darge-
stellten Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte dieser Reihen. Zur Vergarung der Wirze
wurde ausschlieBlich Presshefe vom Stamm W 34/78 verwendet. Die Reifung und Lagerung
erfolgten unabhangig von den Variationen bei der Hauptgarung bei 4 °C (1 Woche) bzw. bei
0 °C (2 Wochen). Nach der Lagerung wurden die Biere filtriert, abgefillt und analytisch un-

tersucht.
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4.2.4.1 Die Anwendung unterschiedlicher Gartemperaturen

Zur Untersuchung der Auswirkungen unterschiedlicher Gartemperaturen wurde die Anstell-
wilrze parallel bei 9 °C, 12 °C und 15 °C mit einer Hefekonzentration von 15 Millionen Zel-
len/ml vergoren. Die Garung verkirzte sich dabei mit Erhéhung der Temperatur um 2 bzw. 3
Tage (vgl. Tabelle 18). Die mittels SCABA-Analytik ermittelten Parameter im Bier zur Sicher-
stellung der Vergleichbarkeit zeigen praktisch keine Unterschiede beziglich des Alkoholge-
halts, des Restextrakts und des Vergdrungsgrads. Lediglich der héhere pH-Wert des bei

9 °C vergorenen Bieres weist auf einen etwas moderateren pH-Sturz in diesem Ansatz hin.

Tabelle 18: Gardauer bei Anwendung unterschiedlicher Gartemperaturen und SCABA-Analyse des

fertigen Bieres

Ansatz | Gardauer | Alkohol | Restextrakt | Vergarung | pH
(Gértemp.) [d] [GG%] [GG%] [%]
9°C 7 4,1 1,9 84 4,41
12 °C 5 4,1 1,8 85 4,32
15°C 4 4.1 1,8 85 4,29
16
—&— 9°C
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Abbildung 47: 90 °-Trlibungsbildung beim Forciertest 40/0 °C nach Anwendung unterschiedlicher

Gartemperaturen
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Die kolloidale Stabilitat im Forciertest (siehe Abbildung 47) zeigt im Durchschnitt nur geringe
Unterschiede zwischen den Vergleichsproben. Der 90 °-Tribungsverlauf des bei 9 °C vergo-
renen Bieres ist nahezu identisch mit dem des 12 °C-Bieres. Einzig das bei 15 °C vergorene
Bier weist eine im Vergleich etwas schlechtere Stabilitdt auf und liegt nach 4 Warmtagen

etwa 3 EBC Uber den anderen Ansétzen.

Flavan-3-ole und phenol. Séuren [mg/I]

: | .

FI-3-ole Phenol. Séuren

Abbildung 48: Gehalt des Bieres an Flavan-3-olen und phenolischen Saduren nach Anwendung unter-

schiedlicher Gartemperaturen

Analog zum Verhalten im Forciertest sind im 15 °C-Bier etwas hdhere Flavan-3-ol-
Konzentrationen zu verzeichnen als in den kélter vergorenen Ansétzen (vgl. Abbildung 48).
Dies ist mdglicherweise auf die verkirzte Gardauer bei sehr warmer Garung zurlickzufihren,
welche sowohl eine verringerte Sedimentationszeit im Gartank als auch eine reduzierte Ad-
sorption der Polyphenole an die Hefezellwand bedingt. Der Nachweis der Zunahme trl-
bungsrelevanter Flavan-3-ole bei hohen Gartemperaturen widerspricht Papps Ergebnissen,
der keinen Einfluss auf die Polyphenolkonzentration feststellen konnte [PAPP 2000]. Die
phenolischen Sauren scheinen hingegen in ihrer Summe von der Art der Temperaturfihrung

unabhangig zu sein.

Die warmer vergorenen Biere weisen neben der Tendenz zu steigenden Flavan-3-ol-
Gehalten auch leicht erhéhte Proteinkonzentrationen auf (vgl. Abbildung 49). So kénnen im
12 °C- und im 15 °C-Bier um etwa 5% hdhere Konzentrationen an Gesamtstickstoff und an

sensitiven Proteinen als im 9 °C-Bier detektiert werden. Offenbar wird der von Narziss er-
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wahnte positive Effekt des intensiveren pH-Sturzes auf die Ausscheidung von EiweiBkolloi-
den durch die verkiirzte Gardauer und die einhergehende Verkirzung der Sedimentations-
zeit bei héheren Temperaturen egalisiert [NARZISS 2004]. Der parallele Verlauf der beiden
Stickstofffraktionen verdeutlicht den besonderen Einfluss der Gartemperatur auf die tri-
bungsrelevanten sensitiven Proteine, wohingegen andere Fraktionen offenbar unbeeinflusst

bleiben.
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Abbildung 49: Gesamtstickstoff und sensitive Proteine im fertigen Bier nach Anwendung unterschied-

licher Gartemperaturen

Die Schaumhaltbarkeit der Biere wurde in diesem Versuchsansatz nicht untersucht. Diesbe-
zliglich sei jedoch auf Narziss verwiesen, der bereits bei Gartemperaturen von 10-12 °C von

einer moglichen Beeintrachtigung des Schaums berichtet [NARZISS 2004].

Bezlglich des Reduktionsvermégens der resultierenden Biere konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden, weshalb hier auf eine gesonderte Darstellung verzichtet

wird.

Abbildung 50 zeigt ergédnzend den Gehalt des Bieres an aromaaktiven Garungsnebenpro-
dukten. Die Anwendung héherer Gartemperaturen bewirkt im Allgemeinen eine gesteigerte
Bildung an hoéheren Alkoholen (insbesondere n-Propanol, Isobutanol, 2-Methylbutanol, 3-
Methylbutanol) und Estern (Ethylacetat, Isoamylacetat, Isobutylacetat, 2-Phenylethylacetat),
was sich auch in den hier durchgefiihrten Versuchen bestéatigt [NARZISS 2004, BOULTON
und QUAIN 2001]. So kénnen im kalt vergorenen Bier (9 °C) die niedrigsten und im 15 °C-

Bier die hochsten Konzentrationen beider Substanzgruppen nachgewiesen werden. Unter
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Berucksichtigung des Forciertestergebnisses kann auch ein Einfluss der héheren Alkohole
auf die kolloidale Stabilitat nicht ausgeschlossen werden. Die Auswirkung héherer Ethanol-

konzentrationen wurde bereits in Kapitel 2.4.2 erlautert.

Die Konzentrationen an vicinalen Diketonen liegen in allen Ansatzen grundsatzlich weit unter
ihrer jeweiligen Geschmacksschwelle von 0,12-0,15 mg/I (Diacetyl) und 0,60-0,90 mg/I (2,3-
Pentandion). Eine Temperatur von 15 °C induzierte hier offenbar einen geringfiigig intensive-
ren Abbau wéhrend der Garung, was mit den Beobachtungen von Boulton und Quain tber-
einstimmt [BOULTON und QUAIN 2001]. Die Bildung von Schwefeldioxid scheint dagegen

nicht von der Gartemperatur beeinflusst worden zu sein.
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Abbildung 50: Bildung von Garungsnebenprodukten infolge der Anwendung unterschiedlicher Gar-

temperaturen

4.2.4.2 Variation der Hefe-Anstellmenge

Wie die Anwendung héherer Gartemperaturen, so bewirkt auch eine Steigerung der Hefega-
be beim Anstellen von 15 auf 30 bzw. 45 Millionen Zellen/ml eine Verkirzung der Gardauer
um zwei bzw. 3 Tage (vgl. Tabelle 19). Als Gartemperatur wurde hier in allen Ansétzen ein
Wert von 9 °C gewdhlt. Die SCABA-Analyse offenbart keine oder nur minimale Unterschiede
in Bezug auf Alkoholgehalt, Restextrakt und Verg&rungsgrad. Eine Hefegabe von 45 Millio-

nen Zellen/ml induziert dagegen einen um etwa 0,1 Einheiten héheren Bier-pH, méglicher-
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weise bedingt durch die geringere Hefevermehrung in diesem Ansatz und dem daraus resul-

tierenden verminderten pH-Sturz.

Tabelle 19: Gardauer nach Variation der Hefe-Anstellmenge und SCABA-Analyse des fertigen Bieres

Ansatz | Géardauer | Alkohol | Restextrakt | Vergarung | pH
(Zelizanhl) [d] [GG%] [GG%] [%]
15 Mio/ml 8 4,0 1,7 85 4,36
30 Mio/ml 6 41 1,7 86 4,38
45 Mio/ml 5 4,3 1,7 86 4,46
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Abbildung 51: 90 °-Trlibungsbildung beim Forciertest 40/0 °C nach Variation der Hefe-Anstellmenge

Die 90 °-Tribung im Forciertest nimmt einen bemerkenswerten Verlauf, wie Abbildung 51
verdeutlicht. Bereits in der Anfangstriibung im frisch abgefiillten Bier (WT 0) sind signifikante
Unterschiede zu erkennen. So weist das Bier mit der geringsten Anstellzellzahl auch den
niedrigsten Tribungswert (0,6 EBC) auf, wahrend die Proben mit héheren Hefegaben um
jeweils 0,5 EBC hdher liegen. Zwischen erstem und zweitem Warmtag kehrt sich der Tri-
bungsverlauf jedoch komplett um, so dass letztlich das Bier mit der héchsten Hefegabe die

beste Stabilitdt generiert. Nichtsdestotrotz kdnnen gesteigerte Hefegaben offenbar auch ein
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vermehrtes Einbringen triibungsaktiver Substanzen induzieren, die selbst durch die Filtration
nicht entfernt werden kénnen. Dieser Umstand weist auf die eventuelle Beteiligung von He-
fe-Glucanen hin. Der Reservestoff Glycogen (a-Glucan) reichert sich wahrend der Garung
und Reifung in der Hefezelle an, sobald die Hefevermehrung gehemmt wird. Dies geschieht
beispielsweise bei einer Unterversorgung mit Nahrstoffen und gleichzeitigem Uberangebot
an Zucker [BOULTON und QUAIN 2001, ANNEMULLER et al. 2005]. In Abh#ngigkeit von
Stamm und physiologischem Zustand der Hefe, sowie unter Bedingungen, die zu Hefe-
stress fuhren (z.B. High Gravity Brewing, hohe Gartemperaturen) kann es zur spontanen
Freisetzung von Glycogen aus der Zelle kommen. Dies fihrt zur Bildung ,,unsichtbarer”, je-
doch nephelometrisch messbarer Trilbungen (90 °-Messung bis 1,2 EBC), welche durch die
Filtration nicht entfernt werden kénnen [MALCORPS et al. 2001].
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Abbildung 52: Gehalt des Bieres an Flavan-3-olen und phenolischen S&uren nach Variation der Hefe-

Anstellmenge

Die Stabilitdt nach 4 Warmtagen verhalt sich umgekehrt proportional zum Verhalten der tri-
bungsrelevanten Flavan-3-ole und sensitiven Proteine (vgl. Abbildungen 52-53). So scheinen
hdéhere Hefegaben zwar das Vorhandensein gréBerer Mengen an Tribungsbildnern im Bier
zu induzieren, ohne jedoch die kolloidale Stabilitdt negativ zu beeinflussen. Vielmehr zeich-
net sich, wie oben bereits beschrieben, insbesondere das Bier mit der hdchsten Anstellzell-
zahl durch die langfristig beste Stabilitdt aus. Neben einer Steigerung der Konzentrationen
an triibungsrelevanten Substanzen ist nach hdherer Hefegabe auch ein Anstieg der phenoli-

schen Sauren sowie des Gesamtstickstoffs zu verzeichnen. Als mdgliche Ursachen kommen
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sowohl das Einbringen von an die Hefezellwand adsorbierten phenolischen Substanzen als
auch die verklrzte Gardauer bzw. Sedimentationszeit in den Bieren mit gesteigerter Hefedo-

sage in Frage.

Trotz der hdéheren Proteinkonzentrationen kommt es in den Bieren aus hdherer Anstellzell-
zahl zu einer merklichen Verschlechterung der Schaumhaltbarkeit (sieche Abbildung 53). Ein
moglicher Grund fir dieses Verhalten kdnnte die verstarkte Exkretion von schaumnegativen

Fettsauren sein, die haufig mit gréBeren Hefezellmengen einhergeht [NARZISS 2004].

900 160
— I 15 Mio/ml &
3 30 Mio/ml =
850 7 B 45 Mio/ml || 140 §
= S
S (/2]
£ 8007 2
£ M F120 3
] £
0 (=)
& 750 E
£ e
£ F100 §
8 700 4 3
8 [
[
>
r 80 %
650 g
]

600 nE nE 60

Gesamt-N Sensitive P. Schaum

Abbildung 53: Gesamtstickstoff, sensitive Proteine und Schaumhaltbarkeit (LG-Foamtester) im ferti-

gen Bier nach Variation der Hefe-Anstellmenge
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Abbildung 54: Mittleres Nullstrompotential und Stromverhéltnis im fertigen Bier nach Variation der

Anstellmenge
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Der Bestimmung des Reduktionsvermdégens (vgl. Abbildung 54) kommt in diesem Versuchs-
ansatz die Schllsselrolle zur Erklarung des Verhaltens im Forciertest zu. So weist das Bier
mit der geringsten Anstellzellzahl (15 Millionen/ml) eine signifikant schlechtere antioxidative
Kapagzitat als die beiden Vergleichsproben auf. Dies gilt sowohl fiir das mittlere Nullstrompo-
tential (Gesamtpotential) als auch fir das Stromverhéltnis (schnell reduzierende Substan-
zen). In den Bieren mit héherer Hefegabe kommt es daher aufgrund der verstarkten Inhibie-
rung oxidativer Polymerisationsreaktionen zu einer verzégerten Tribungsbildung, was wohl
die Ursache fir die Umkehr des Tribungsverlaufs zwischen erstem und zweitem Warmtag

ist.

Abgesehen von einer minimalen Zunahme der vicinalen Diketone mit gesteigerter Hefegabe
waren keine signifikanten Unterschiede bezliglich der gebildeten Garungsnebenprodukte zu

verzeichnen (hier nicht dargestellt).

4.2.4.3 Die Verwendung von Hefe unterschiedlicher Fiihrungszah/

In diesem Versuch sollten die Auswirkungen unterschiedlich oft gefuhrter Hefe untersucht
werden. Dazu wurde die Hefe zunachst bei Raumtemperatur bis zum Erreichen der ge-
wunschten Fuhrungszahl in 3 I-Wurzekolben hergefuhrt, danach abzentrifugiert und in einer
Konzentration von 15 Millionen Zellen/ml zum Anstellen der 20 |-Gartanks verwendet. Die
Vergarung der Wiirze erfolgte bei einer Temperatur von 12 °C parallel sowohl mit Hefe aus

der dritten als auch aus der elften Fihrung.

Weder die Gardauer noch die SCABA-Analytik des fertigen Bieres weisen signifikante Unter-
schiede zwischen dem Bier aus dritter und aus elfter Fihrung auf (vgl. Tabelle 20). Eventuell
auftretende Unterschiede im Forciertest kdnnen damit nur auf andere Faktoren, wie zum

Beispiel die Konzentrationen der Triibungsbildner zurtickgefihrt werden.

Tabelle 20: Gardauer bei der Verwendung unterschiedlich oft geflihrter Hefe und SCABA-Analyse des

fertigen Bieres

Ansatz Gardauer | Alkohol | Restextrakt | Vergarung | pH
(Fuhrung) [d] [GG%] [GG%] [%]
3. Fuhrung 6 3,8 2,3 80 4,30
11. FOhrung 6 3,9 2,2 81 4,26
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Abbildung 55: 90 °-Tribungsbildung beim Forciertest 40/0 °C nach der Verwendung unterschiedlich
oft geflhrter Hefe

Auch wenn das Bier aus dritter Fihrung eine etwas bessere Stabilitdt im Forciertest zu ver-
zeichnen hat, sind die Unterschiede beziiglich des Triibungsverlaufs allgemein sehr gering
(vgl. Abbildung 55). Nach 4 Warmtagen unterscheiden sich die Biere um lediglich 1,5 EBC.
Ahnlich der Vergdrung mit hdheren Anstellzahlen (siehe Kapitel 4.2.4.2) ist auch hier eine
etwas hdhere Ausgangstribung im Bier aus elfter Fihrung erkennbar. Diese liegt um etwa
0,2 EBC hoéher als in der Vergleichsprobe. Als mdglicher Grund kommt wiederum die Frei-
setzung des Reservestoffs Glycogen in Frage, bedingt durch die in zunehmendem MaB ge-

stresste Hefe.

Kieninger und Durner wiesen nach mehrmaliger Hefefihrung einen deutlichen Anstieg an
Gerbstoffen in der Erntehefe nach [KIENINGER und DURNER 1981]. In den hier durchge-
fuhrten Versuchen kann jedoch weder eine Steigerung der Flavan-3-ol-Konzentrationen
noch der phenolischen Sauren im Bier festgestellt werden (vgl. Abbildung 56). Auch die
Messung des Gesamtistickstoffs und der sensitive Proteine ergibt keine eindeutigen Unter-
schiede zwischen den beiden Vergleichsproben. Zudem ist keine Verschlechterung der

Schaumhaltbarkeit zu verzeichnen (siehe Abbildung 57).
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Abbildung 56: Gehalt des Bieres an Flavan-3-olen und phenolischen Sduren nach der Verwen-

dung unterschiedlich oft gefuhrter Hefe
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Abbildung 57: Gesamtstickstoff, sensitive Proteine und Schaumhaltbarkeit (LG-Foamtester) im ferti-

gen Bier nach der Verwendung unterschiedlich oft geflihrter Hefe

Das unterschiedliche Verhalten im Forciertest scheint damit in direkter Beziehung zum Re-

duktionsvermodgen des Bieres zu stehen (vgl. Abbildung 58). So weist das Bier aus dritter

FUhrung nicht nur ein besseres mittleres Nullstrompotential (schnell und langsam reduzie-

rende Substanzen) sondern auch einen deutlich héheren Gehalt an schnell wirkenden Re-

duktonen (Stromverhéltnis) auf.
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Abbildung 58: Mittleres Nullstrompotential und Stromverhaltnis im fertigen Bier nach der Verwendung

unterschiedlich oft geflihrter Hefe

Die Bestimmung der Garungsnebenprodukte (hier nicht dargestellt) erbrachte keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den beiden Vergleichsproben.

4.2.4.4 Die Anwendung von Schnellgérverfahren mit und ohne Druck

Die gezielte Anwendung von Druck zur Regulierung der Hefevermehrung ermdglicht eine
schnelle Garung bei hohen Temperaturen und gleichzeitig eine verringerte Bildung von Ga-
rungsnebenprodukten. Bei diesem Verfahren ist eine kontrollierte Drucksteuerung essentiell
— die Druckerhéhung (auf maximal 1,8 bar) im Tank darf nicht zu frih erfolgen, um ein aus-
reichendes Hefewachstum zu gewdhrleisten, wohingegen ein zu spates Erreichen des
Drucks in héheren Konzentrationen an Garungsnebenprodukten resultiert. Durch die starke
Beanspruchung lasst die Garkraft der Hefe schnell nach, weshalb sie nach spatestens drei
Flhrungen ersetzt werden muss [NARZISS 2004].

In diesem Versuch wurde die Wirze mit einer Hefekonzentration von 15 Millionen Zellen/ml
bei einer Temperatur von 10 °C angestellt. Im Ansatz ,Druckgdrung” wurde das Tankventil
nach 24 h geschlossen und ein Spundungsdruck von 0,5 bar eingestellt. Sowohl im Druck-
Ansatz als auch in der drucklosen Referenzprobe wurde die Gértemperatur nach 48 Stun-
den auf 18 °C erhdht. Die Hauptgarung war mit Erreichen des Endvergarungsgrades been-
det.
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Tabelle 21: Gardauer bei der Anwendung von Schnellgérverfahren mit und ohne Druck und SCABA-

Analyse des fertigen Bieres

Ansatz Gardauer | Alkohol | Restextrakt | Vergédrung | pH
[d] [GG%] | [GG%] [%]
Referenz (drucklos) 5 3,9 2,2 82 4,42
Druckgéarung 6 4.1 2,0 83 4,56

Abgesehen von der durchschnittlich um einen Tag l&ngeren Hauptgarung und dem héheren
pH-Wert im Ansatz Druckgdrung weisen die unterschiedlich behandelten Biere keine we-

sentlichen Unterschiede beziiglich der SCABA-Ergebnisse auf (vgl. Tabelle 21).

Auch die Tribungsbildung im Forciertest liefert nur geringfiigig voneinander abeichende

Kurven, wobei das aus der Druckgédrung hervorgehende Bier Uberraschender Weise tenden-

ziell etwas stabiler zu sein scheint (vgl. Abbildung 59).

10

—&— Referenz
O~ Druck

90 °-Triibung [EBC]

0 1 2 3 4 5

Warmtage

Abbildung 59: 90 °-Tribungsbildung beim Forciertest 40/0 °C nach der Anwendung von Schnellgar-

verfahren mit und ohne Druck

Weder die Flavan-3-ole und phenolischen Sauren noch die sensitiven Proteine (vgl. Abbil-

dung 60-61) unterscheiden sich in den beiden Ansatzen in einer Art und Weise, die das ab-
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weichende Verhalten im Forciertest erklaren wirde. Der hdhere Gehalt des Druck-Bieres an
Gesamtstickstoff ist offenbar in erster Linie auf erhdhte Konzentrationen an freiem Ami-
nostickstoff (FAN) zurlickzufiihren. Aufgrund der unterdriickten Hefevermehrung kommt es
vermutlich zu einer verminderten Aufnahme an Aminosauren durch die Hefe. Dies scheint

sich jedoch nicht negativ auf den Schaum auszuwirken, wie Abbildung 61 belegt.
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Abbildung 60: Gehalt des Bieres an Flavan-3-olen und phenolischen Sauren nach der Anwendung

von Schnellgarverfahren mit und ohne Druck
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Abbildung 61: Gesamtstickstoff, sensitive Proteine und Schaumhaltbarkeit (LG-Foamtester) im ferti-

gen Bier nach der Anwendung von Schnellgérverfahren mit und ohne Druck
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Da auch beziglich des Reduktionsvermdgens (hier nicht dargestellt) keine Unterschiede
zwischen den beiden Vergleichsproben bestehen, kann die Ursache fir die etwas bessere
kolloidale Stabilitat nicht zweifelsfrei benannt werden. Eine mégliche Erklarung kénnte das
aus Grunden der Stabilitat vorteilhaftere Verhéltnis von sensitiven Proteinen zu niedermole-
kularem Eiwei3 im Druck-Bier sein. Hier ist der Anteil der tribungsrelevanten Proteine am

Gesamtstickstoff wesentlich niedriger als in der Referenzprobe.

In keiner der durchgefilhrten Versuchsreihen konnte eine negative Beeinflussung der che-

misch-physikalischen Stabilitdt durch die Anwendung von Druck festgestellt werden.

Es hat sich gezeigt, dass Variationen im Bereich der Garfihrung auch die kolloidale Stabilitat
der resultierenden Biere beeinflussen. Dieser Einfluss ist jedoch generell eher als gering zu

werten.

Eine Erhdéhung der Gartemperatur von 9-12 °C auf 15 °C ermdglicht zwar eine verkirzte
Gardauer, vermindert aber gleichzeitig die chemisch-physikalische Stabilitat, was auf erhéh-
te Konzentrationen an tribungsrelevanten Polyphenolen und Proteinen im Bier zuriickge-
fuhrt werden kann. Dies ist moglicherweise eine Folge der verkirzten Sedimentationszeit
der Polyphenol-Protein-Komplexe im Tank sowie der verminderten Adsorption der Polyphe-
nole an die Hefezellwand. Als weitere Nachteile hdherer Gartemperaturen gelten die ver-
starkte Bildung von Garungsnebenprodukten sowie die Verminderung der Schaumhaltbar-
keit [NARZISS 2004].

Die Anwendung hoéherer Anstellzellzahlen resultiert in einer Konzentrationssteigerung trU-
bungsrelevanter Polyphenole und Proteine im Bier, was wohl wiederum auf die verkurzte
Gardauer bzw. Sedimentationszeit, aber auch auf das vermehrte Einbringen von an die Hefe
adsorbierten Substanzen zurickzuflhren ist. Trotz dieser unginstigen Voraussetzungen
erzielt hier das Bier mit der hdchsten Hefegabe (45 Millionen Zellen/ml) die beste Stabilitat
nach 4 Warmtagen. Dieses Verhalten steht wohl in direktem Zusammenhang mit dem signi-
fikant besseren Reduktionsvermdégen in dieser Probe. Ein Problem stellt jedoch die deutlich
héhere Ausgangstribung in den Bieren mit gesteigerter Hefe-Anstellmenge dar. Offenbar
kam es, zumindest in den hier untersuchten Reihen, zur Freisetzung von Glycogen aus der
Hefezelle. Glycogentriibungen kdénnen durch die Filtration (und Stabilisierung) nicht mehr
aus dem Bier entfernt werden und sind meist Folge eines mangelhaften physiologischen
Zustands der Hefe bzw. von Hefestress [MALCORPS et al. 2001]. Héhere Hefegaben schei-
nen sich ferner negativ auf die Schaumhaltbarkeit auszuwirken, was mdéglicherweise mit der
Exkretion von Fettsauren erklarbar ist [NARZISS 2004].
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Auch die Verwendung von Hefe, die bereits 6fter geflihrt wurde (hier elfte Fihrung) resultiert
in einer leicht erhéhten Ausgangstriibung gegeniber dem Bier aus dritter Flihrung. Dies
dirfte wiederum auf die Freisetzung von Glycogen aus der in zunehmendem MaBe bean-
spruchten Hefe zuriickzuflihren sein. Der allgemein langsamere Trilbungsverlauf im Bier aus
dritter Fihrung hangt wohl in erster Linie mit dem besseren Reduktionsvermodgen in diesem
Ansatz zusammen. Bezlglich der Konzentrationen an tribungsrelevanten Polyphenolen und

Proteinen sowie der Schaumhaltbarkeit sind keine Unterschiede zu verzeichnen.

Uberraschender Weise induziert die Druckgédrung weder eine Verschlechterung der kolloida-
len Stabilitdt noch der Schaumhaltbarkeit gegentiber einem drucklosen Schnellgarverfahren
— zumindest nicht unter den hier gewahlten Bedingungen. Dies geht auch mit dem Verhalten
der Proteine und Polyphenole einher, die keinerlei Unterschiede in den beiden Vergleichs-
proben aufweisen. Auch die Ausgangstribungen im fertigen Bier sind nahezu identisch, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass hier selbst durch die Druckgarung kein Glyco-
gen freigesetzt wurde. Aus Sicht der Bierqualitat stellt die Anwendung von Druck im Rah-
men von Schnellgarverfahren daher eine durchaus Erfolg versprechende Methode dar. Dies
gilt umso mehr unter der Berilcksichtigung der inhibierten Garungsnebenprodukt-Bildung,

was nach Narziss das wesentliche Ziel der Druckgéarverfahren darstellt [NARZISS 2004].

AbschlieBend soll darauf hingewiesen werden, dass die Auswirkungen unterschiedlicher
Garfihrung nicht nur von den gewéhlten Kontrollparametern (z.B. Temperatur, Anstellmenge
etc.) und der Wirzezusammensetzung abhangt, sondern auch vom Hefestamm (hier nur
Verwendung von Bruchhefe, Stamm W 34/78), der Art der Hefegabe (hier Presshefe) sowie
insbesondere vom physiologischen Zustand der Anstellhefe. Insofern sind die in dieser Ar-
beit besprochenen Resultate und die resultierenden Schlussfolgerungen nicht ohne weiteres

auf den gesamten Brauereisektor Ubertragbar.
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4.3 Untersuchungen zur Verbesserung der Vorhersagbarkeit der kolloidalen
Stabilitat

Die zentrale Problematik des Themengebiets ,kolloidale Bierstabilitdt® beruht nicht auf der
Herstellung ausreichend stabiler Biere, sondern vielmehr auf der mangelnden Vorhersagbar-
keit der Tribungsbildung und der daraus resultierenden ineffizienten Vorgehensweise bei der
kinstlichen Bierstabilisierung. In diesem Zusammenhang spricht man deshalb von ,,Blind-
stabilisierung®. Die Gewahrleistung der meist Giberzogenen, aber von den Brauereien selbst
auferlegten Mindesthaltbarkeitsanforderungen fiihrt in der Regel zu einer ,Uberstabilisie-
rung“ der Biere. Diese geht mit einer teilweisen Beeintrachtigung anderer Qualitdtsparame-
ter (z.B. Schaumhaltbarkeit) und einem Verlust an erndhrungsphysiologisch wertvollen Sub-
stanzen (z.B. Polyphenole) einher. Das Hauptargument gegen ineffiziente Bierstabilisierung
ist jedoch unzweifelhaft der durch den Mehraufwand an Stabilisierungsmitteln bedingte An-

stieg der Betriebskosten.

Die bis heute zuverldssigste und am meisten praktizierte Methode zur Vorhersage der che-
misch-physikalischen Stabilitat ist die Durchfihrung von Forciertests (siehe Kapitel 2.6.2).
Diese Tests kommen allerdings erst im abgeflllten Bier zur Anwendung und ermdglichen
damit keinen Eingriff mehr in den Stabilisierungsprozess. Im Sinne einer flexiblen und effi-
zienten Bierstabilisierung ist es daher unumgénglich, das Tribungsbildungspotential des

Bieres bereits im Lagertank zu erfassen.

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung von Erfahrungswerten, anhand derer
die Brauereien zukiinftig in der Lage sein sollen, ihre Biere effizient und ,punktgenau” zu
stabilisieren. Dazu wurden 60 verschiedene untergérige, frisch abgeflillte Flaschenbiere aus
28 deutschen Brauereien untersucht. Zur Abdeckung eines moglichst breiten Spektrums
wurde Pilsner Bier (Anzahl der Proben n = 33), helles Vollbier (n = 16), dunkles Vollbier (n =
2), helle und dunkle Fest- bzw. Bockbiere (n = 7) sowie ein Diatpils und ein alkoholfreies Pils
untersucht. Die Pilsner Biere umfassten ferner 5 am Lehrstuhl flir Technologie der Brauerei Il

hergestellte unstabilisierte Versuchsbiere.

Neben den Haupttribungsbildnern (Proteine und Polyphenole) wurden hier auch die Para-
meter pH-Wert, Alkoholgehalt, Restextrakt und Gesamtsauerstoff des frisch abgefillten Bie-
res berlcksichtigt und in ihrer Gesamtheit betrachtet. Die Detektion der Polyphenole und
Proteine erfolgte dabei nicht nur mittels hochspezifischer und aufwandiger Analysemetho-
den (HPLC-Polyphenolspektrum, Bestimmung des proteingebundenen Prolins), sondern

auch anhand von ,Schnellmethoden®, die ohne gréBeren Aufwand mit der Ublichen Bierla-
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borausstattung durchgeflhrt werden kénnen. Dazu z&hlen die Bestimmung der Flavanoide
nach der entsprechenden EBC-Methode sowie die Messung der sensitiven (mit Tannin fall-
baren) Proteine. Zur Beurteilung der kolloidalen Stabilitat der Biere wurden diese einem For-
ciertest bei 40/0 °C unterzogen, bis entweder die 11 °- oder die 90 °- Tribung einen Anstieg
von 2 EBC zu verzeichnen hatte. Die Messung der Stabilitat erfolgte ferner anhand von dun-
kel gelagerten Riickstellproben (20 °C). Diese wurden nach Ablauf von 9 Monaten zur Simu-
lation der vom Verbraucher gewéhlten minimalen Kuhlschranktemperatur fir zwei Tage auf 4
°C gekihlt und nephelometrisch gemessen. Die aus dieser Behandlung resultierende Kom-
bination aus Dauer- und Kaltetriibung stellt die nattrliche Tribung dar, die sich im gewahlten

Zeitraum unter realen Bedingungen in der abgefullten Flasche ausbildet.

Zur Verbesserung der Vorhersagbarkeit wurden die im frisch abgefillten Bier gemessenen
Tribungs-Parameter auf Korrelationen zu den mittels Forciertest und Riickstellproben ermit-
telten Stabilitdten untersucht. Dies erfolgte in Anlehnung an die Vorgehensweise von Papp
und Kusche durch Regressionsgeraden, basierend auf dem mathematischen Produkt aus
Proteinen und Polyphenolen, wobei hier noch weitere Einflussfaktoren in die Gleichung mit-
einflieBen [PAPP 2000, KUSCHE 2005]. Zur Korrelationssuche wurde in dieser Arbeit zudem
auf die Methodiken des ,data minings“ (vgl. Kapitel 3.8.3) zuriickgegriffen. Die Anwendung
des statistischen Programms ,,R* beinhaltet die Erstellung sogenannter ,,decision trees”, die
neben der Korrelationsanalyse auch eine klassifizierende Bewertung der Ergebnisse ermdg-

lichen.

4.3.1 Korrelationssuche auf Basis der Forciertest-Triibung
4.3.1.1 Die Erstellung von Regressionsgeraden zur Vorhersage der Forciertest-Stabilitat

Die Einzelparameter sensitive Proteine, proteingebundenes Prolin, Restextrakt, pH-Wert,
Alkoholgehalt und Sauerstoff weisen keine direkte Korrelation zur Stabilitdt im Forciertest

auf, weshalb hier auf eine gesonderte Darstellung verzichtet wird.

Die Konzentrationen der Flavan-3-ole und Flavanoide korrelieren hingegen, wenn auch nur
in geringem MaB, mit der erreichten Anzahl an Warmtagen (vgl. Abbildung 62). Sowohl die
spezifische HPLC-Methode zur Bestimmung der Flavan-3-ole als auch die ,,Schnellmetho-
de” zur Detektion der Flavanoide resultieren in dhnlichen Regressionskoeffizienten von 0,39

bzw. 0,33. Dies weist auf eine gute Vergleichbarkeit beider Analysemethoden hin.
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Abbildung 62: Korrelation zwischen Flavan-3-ol- bzw. Flavanoid-Konzentration des frisch abgefillten

Bieres und den im Forciertest erreichten Warmtagen
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Abbildung 63: Korrelation zwischen dem Produkt aus Flavan-3-olen, proteingebundenem Prolin bzw.

sensitiven Proteinen und den im Forciertest erreichten Warmtagen

Abbildung 63 stellt das Produkt aus der Konzentration an Flavan-3-olen und an proteinge-
bundenem Prolin bzw. an sensitiven Proteinen der Stabilitat im Forciertest gegenlber. Das
Einbeziehen beider Protein-Bestimmungsmethoden in die statistische Evaluierung verbes-
sert die Vorhersagbarkeit um etwa denselben Faktor (r? = 0,42 bzw. 0,41). Dieses Resultat

stimmt mit den Erfahrungen von Kusche Uberein, der ebenfalls eine Korrelationsverbesse-
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rung durch die Bildung des Produkts aus Flavan-3-olen und proteingebundenem Prolin fest-
stellte [KUSCHE 2005].

Die Kombination aus Flavanoid- und Proteinkonzentration (vgl. Abbildung 64) resultiert in
keiner weiteren Korrelationsverbesserung gegeniber der Einzelmessung der Flavanoide —
vielmehr scheint sich die Vorhersagbarkeit der Stabilitdt sogar zu verschlechtern, einherge-

hend mit niedrigeren Regressionskoeffizienten.
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Abbildung 64: Korrelation zwischen dem Produkt aus Flavanoiden, proteingebundenem Prolin bzw.

sensitiven Proteinen und den im Forciertest erreichten Warmtagen

Die Vorhersagbarkeit der im Forciertest erreichbaren Stabilitdt anhand der Erstellung von
Regressionsgeraden hat sich als relativ gering erwiesen. Die gréBte Korrelation zum Forcier-
test-Ergebnis ergab sich zwischen dem Produkt aus Flavan-3-olen und proteingebundenem
Prolin, wobei erstere offenbar als die primaren Tribungsbildner fungieren. Mit den ,,.Schnell-
methoden” (Analyse der Flavanoide und sensitiven Proteine) scheinen dabei vergleichbare
Ergebnisse wie mit den spezifischeren Methoden (HPLC-Analytik, Prolin-Bestimmung) er-

zielt werden zu konnen.

4.3.1.2 Klassifizierung der Forciertest-Ergebnisse mittels ,,decision tree”

Zur klassifizierenden Bewertung mittels der Erstellung eines Entscheidungsbaums (,decision
tree”) mussten die untersuchten Biere zunachst in unterschiedliche Kategorien unterteilt und

bewertet werden (vgl. Tabelle 22). Ferner wurden vor der Eingabe aller Daten in das Pro-
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gramm ,R"“ sdmtliche Biere mit einem Gesamtsauerstoffgehalt von tber 0,5 mg/l (Anzahl n =
11) aus der Wertung genommen, da héhere Werte eine falsche Klassifizierung induzieren
kénnen. So kdnnte z.B. ein normalerweise als ,,Uberstabilisiert” geltendes Bier durch einen
hohen Gehalt an Sauerstoff in die Kategorie ,,optimal“ eingeteilt werden, was der urspringli-

chen Intention der Bewertung zuwiderlaufen wiirde.

Tabelle 22: Bewertungsschema der Forciertest-Ergebnisse fir die Erstellung des ,,decision tree”

Erreichte Warmtage | Bewertung
> 29 Uberstabilisiert
20-29 optimal
15-19 gut
10-14 ausreichend
<10 schlecht

Der Entscheidungsbaum flihrt nach Evaluierung aller Messdaten die Konzentration an Fla-
van-3-olen als oberstes Entscheidungskriterium an (siehe Abbildung 65). Dies geht mit der
Bewertung anhand von Regressionsgleichungen (vgl. Kapitel 4.3.1.1) einher. Sowohl unter-
halb (linker Ast) als auch oberhalb (rechter Ast) einer Flavan-3-ol-Konzentration von 6,5 mg/I
fungieren die sensitiven Proteine als sekundare Tribungsbildner. Von allen untersuchten
Parametern wurden dariber hinaus nur das proteingebundene Prolin sowie der Alkoholge-

halt als relevant eingestuft.

Bei Flavan-3-ol-Werten von weniger als 6,5 mg/| (linke Seite des Entscheidungsbaums) und
einem Gehalt an sensitiven Proteinen unter 172 mg/| gelten die Biere als ,,Uberstabilisiert,
wenn der Gehalt an proteingebundenem Prolin 62 mg/I nicht Gbersteigt (Gruppe 1). Héhere
Prolinkonzentrationen resultieren Uberwiegend in Bieren der Kategorie ,gut® bzw. ,ausrei-
chend” (Gruppe 2). Betragt die Menge an sensitiven Proteinen Uber 172 mg/l, werden die
Biere zu 100% als ,,Uberstabilisiert” bewertet (Gruppe 3). Dies kann moglicherweise mit Sie-
berts Theorie erklart werden, wonach ein deutlicher Uberschuss eines Haupttriibungsbild-
ners (Polyphenole oder Proteine) durch die zunehmende Blockierung der Bindungsstellen
am Antagonisten in geringerer Tribungsbildung resultiert als dies bei einem anderen Ver-
haltnis der Fall ist [SIEBERT et al. 1996b, SIEBERT 1999a, SIEBERT und LYNN 2000,
SIEBERT 2004, SIEBERT 2006].
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Auf der rechten Seite des Entscheidungsbaums induziert ein Gehalt an sensitiven Proteinen
von weniger als 123 mg/l trotz der hdheren Polyphenolkonzentration (Flavan-3-ole > 6,5
mg/l) eine ,,gute” Stabilitat (Gruppe 4). Oberhalb dieses Wertes neigen die Biere jedoch in
Abhangigkeit ihres Akoholgehaltes in der Regel zu deutlich verminderter kolloidaler Stabilitat
(Gruppe 5 und 6).

Legende:
Linker Ast -> kleiner als... Flavan-3-ole
6,5 mg/l
Rechter Ast - gréBer als...
Sensitive Proteine Sensitive Proteine
172 mg/| 123 mgl/l
4) gut
Prolin Alkohol
(n=6)
62 mg/I 4,8 GG%
Uberstab. = 2
gut=4
v
1) Uberstabilisiert 2) Uberstab. - 3) Uberstabilisiert 5) ausreichend 6) Uberstab. - aus-
ausreichend reichend
(n=6) (n=10) (n=28)
(n=6) (n=13)
Uberstab. =5 Uberstab. = 10 gut=2
Uberstab. =1 Uberstab. =3
optimal =1 ausreichend = 4
optimal =1 optimal =3
schlecht = 2
gut=2 gut=3
ausreichend = 2 ausreichend = 4

Abbildung 65: Klassifizierende und bewertende Auswertung aller Messdaten in Bezug auf das For-

ciertest-Ergebnis mittels ,decision tree®

Es bleibt festzuhalten, dass die Erstellung eines ,,decision tree“ in den Gruppen 2, 5 und 6
zu keiner eindeutigen Einteilung der Forciertest-Ergebnisse fuhrt — die Bewertung schwankt
hier zum Teil betrachtlich. Die Gruppen 1, 3 und 4 erlauben jedoch eine gute bis sehr gute

Klassifizierung, so dass die hier ermittelten Grenzwerte fir die primaren und sekundéren
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Trlibungsbildner durchaus als Grundlage fir zukinftige Optimierungen im Bereich effizienter

Bierstabilisierung dienen kdnnen.

4.3.2 Korrelationssuche anhand der realen Triibung in den Riickstellproben
4.3.2.1 Die Erstellung von Regressionsgeraden zur Vorhersage der realen Tribung

Die untersuchten Biere wurden nicht nur Uber die Forciertest-Stabilitdt, sondern auch an-
hand der nach 9 Monaten bei 20 °C entstandenen realen Tribung (Messtemperatur = 4 °C)

beurteilt.

Abbildung 66 zeigt eine geringe, aber im Vergleich zur Forciertriibung bessere Korrelation
der natlrlich entstandenen Trilbbung zu den Flavan-3-olen (r* = 0,55) und Flavanoiden (r* =
0,58). Die Flavanoidbestimmung scheint auch hier Ergebnisse zu liefern, die mit der spezifi-

schen Analyse der Flavan-3-ole vergleichbar sind.
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Abbildung 66: Korrelation zwischen Flavan-3-ol- bzw. Flavanoid-Konzentration des frisch abgefillten

Bieres und der Triibung nach 9 Monaten (Messtemperatur = 4 °C)

Neben dem Zusammenhang zwischen den detektierten Polyphenolfraktionen und der Tri-
bung nach 9 Monaten ist ferner eine sichtbare Korrelation (r> = 0,58) zum Gesamtsauerstoff-
gehalt des abgefiillten Bieres zu verzeichnen (vgl. Abbildung 67). Offenbar kommt der stabi-
litdtsmindernde Einfluss des Sauerstoffs in den Langzeit-Proben wesentlich deutlicher zum

Tragen als wéhrend des kirzeren Forciertests, bei dem kein derartiger Zusammenhang ge-
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funden werden konnte. Die Wirkung des Sauerstoffs auf die reale Tribung ist daher in etwa
mit der Konzentration an tribungsrelevanten Polyphenolen gleichzusetzen. Auch der pH-
Wert scheint sich in den Rickstellproben starker auszuwirken als wahrend des Forciertests,

obgleich der Regressionskoeffizient (r* = 0,23) grundsatzlich sehr niedrig ist.
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Abbildung 67: Korrelation zwischen Sauerstoffgehalt bzw. pH-Wert des frisch abgeflllten Bieres und

der Triibung nach 9 Monaten (Messtemperatur = 4 °C)

Die Untersuchung der sensitiven Proteine, des proteingebundenen Prolins, des Restextrakts
sowie des Alkoholgehalts (hier nicht dargestellt) offenbarte keine Zusammenhénge mit der

natdrlich entstandenen Tribung.

Nach Feststellung der Regressionskoeffizienten aller Einzelkomponenten wurde wiederum
das Produkt aus den tribungsrelevanten Polyphenolen und Proteinen gebildet, wobei hier
auch Sauerstoffgehalt und pH-Wert Berlcksichtigung fanden. So zeigt das Produkt aus Fla-
van-3-olen, proteingebundenem Prolin bzw. sensitiven Proteinen, pH-Wert und Sauerstoff-
gehalt sehr gute Korrelationen (r? > 0,8) zur Triilbung der Riickstellproben (vgl. Abbildung 68).
Auch die Kombination auf Basis der Flavanoidbestimmung resultiert in guten Regressions-
koeffizienten von Uber 0,76 (siehe Abbildung 69). Die Vorhersagbarkeit der natirlich ent-

standenen Trlbung ist damit in etwa doppelt so hoch wie im Falle der Forciertest-Trlibung.
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Abbildung 68: Korrelation zwischen dem Produkt aus Flavan-3-olen, proteingebundenem Prolin bzw.

sensitiven Proteinen, pH-Wert sowie O,-Gehalt des frisch abgeflllten Bieres und der Tribung nach 9

Monaten (Messtemperatur = 4 °C)
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Abbildung 69: Korrelation zwischen dem Produkt aus Flavanoiden, proteingebundenem Prolin bzw.

sensitiven Proteinen, pH-Wert sowie O,-Gehalt des frisch abgeflllten Bieres und der Tribung nach 9

Monaten (Messtemperatur = 4 °C)

Es hat sich gezeigt, dass die Korrelation der Einzelkomponenten Flavan-3-ole, Flavanoide,

Gesamtsauerstoff und pH-Wert zur realen Tribung (nach 9 Monaten) wesentlich besser ist

als im Falle der forciert gealterten Biere. Dies duBert sich in einer deutlichen Steigerung der
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Vorhersagbarkeit der kolloidalen Stabilitat, insbesondere nach der Bildung des mathemati-

schen Produkts aus den jeweiligen Einzelsubstanzen.

Die Methoden zur Detektion der Flavan-3-ole und des proteingebundenen Prolins besitzen
diesbeziiglich erwartungsgemaB eine etwas groBere Aussagekraft als die weniger spezifi-
schen, daflr aber deutlich einfacher und schneller durchzufihrenden Analysen der Flava-

noide und sensitiven Proteine.

4.3.2.2 Klassifizierung der realen Tribung mittels ,,decision tree”

Die Bewertung der Biere zur Erstellung des ,,decision tree“ erfolgte auf Grundlage der 11 °-
und 90 °-Tribungswerte des auf 4 °C gekihlten Bieres nach 9monatiger Aufbewahrungszeit
(vgl. Tabelle 23). Auch hier wurden nur die Biere mit einem Gesamtsauerstoff-Gehalt von

unter 0,5 mg/| bertcksichtigt.

Tabelle 23: Bewertungsschema der realen Triibung nach 9monatiger Lagerung bei 20 °C (Messtem-

peratur = 4 °C) fur die Erstellung des ,,decision tree“

11 °- bzw. 90 °-Triibung [EBC] Bewertung
<0,8 Uberstabilisiert
0,8-2,0 optimal
2,1-2,6 gut
2,7-3,5 ausreichend
> 3,5 schlecht

Das Programm ,R* wahlte aus allen untersuchten Parametern wiederum die Flavan-3-ole
als oberstes Entscheidungskriterium, was deren Bedeutung fir die kolloidale Stabilitat
nochmals unterstreicht (vgl. Abbildung 70). Der Grenzwert von 6,3 mg/l Flavan-3-olen ist
dabei nahezu identisch mit der Evaluierung der Forciertestdaten (6,5 mg/l). Bei Konzentra-
tionen unterhalb dieses Wertes (linke Seite) wird jedoch nicht der Gehalt an sensitiven Prote-
inen, sondern der Sauerstoffgehalt des abgefiillten Bieres (Gesamtsauerstoff) als zweite re-
levante GréBe eingestuft. Liegt dieser unter 0,1 mg/l (Gruppe 1), gelten die Biere zu 100%
als ,Uberstabilisiert”. Die hohe Stabilitédt der Biere aus Gruppe 1 kann damit sowohl auf den

geringen Gehalt an phenolischen Tribungsvorlaufern als auch auf die sehr niedrigen Sauer-
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stoffkonzentrationen zurtickgefuihrt werden. Dies geht mit den Resultaten aus der Erstellung
von Regressionsgeraden (siehe Kapitel 4.3.2.1) einher. Bei héheren Sauerstoffwerten (> 0,1
mg/l) fungieren erneut die Flavan-3-ole als Entscheidungskriterium. Liegen diese unter 4,2
mg/l, so fallen die Biere wiederum Uberwiegend in die Kategorie ,Uberstabilisiert” (Gruppe
2). Bei Flavan-3-ol-Konzentrationen zwischen 4,2 und 6,3 mg/| ist keine eindeutige Bewer-

tung moglich (Gruppe 3).

Flavan-3-ole
6,3 mg/I
Sauerstoff pH
0,1 mg/I 4,68
1) Uberstab. 4) schlecht 5) optimal -
(n=8) Flavan-3-ole schlecht
n=
n=21)
. 4,2 mg/l (n=7)
Uiberstab. = 8
optimal =5 optimal = 1

ausreichend = 2 gut =2

ausreichend = 3

2) liberstab. 3) optimal -  schlecht = 14

schlecht schlecht = 1

(h=7)
(n=6)

Uberstab. = 5

optimal= 2

optimal =2
ausreichend = 1 Legende:
schlecht =3

Linker Ast - kleiner als...

Rechter Ast > gréBer als...

Abbildung 70: Klassifizierende und bewertende Auswertung aller Messdaten in Bezug auf die Tri-

bung der Rickstellprobe nach 9 Monaten mittels ,,decision tree”

Im Allgemeinen resultieren Flavan-3-ol-Konzentrationen tGber 6,3 mg/| (rechte Seite des Ent-

scheidungsbaums) in einer Verschlechterung der Triibungsstabilitat. In diesem Fall kommt
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offenbar auch dem pH-Wert eine gewisse Bedeutung zu. So bedingen pH-Werte unter 4,68
in der Regel eine verringerte Stabilitat (Gruppe 4), was mit der saurekatalysierten Polymeri-
sation der niedermolekularen Polyphenole (siehe Kapitel 2.4.2) erklart werden kann. Héhere

pH-Werte erlauben keine eindeutige Zuordnung in eine bestimmte Kategorie (Gruppe 5).

Analog zur besseren Vorhersagbarkeit der realen Trilbung anhand des mathematischen Pro-
dukts sind auch bei der Erstellung des ,decision tree“ deutliche Unterschiede zur Forcier-
trbung zu verzeichnen. Abgesehen von den priméren Tribungsbildnern (Flavan-3-ole) wer-
tet das Programm ,R“ in beiden Fallen unterschiedliche Parameter als relevante GréBen.
Zudem ist die Anzahl der ,,schlecht” bewerteten Biere in den natlrlich gealterten Bieren (n =
18) wesentlich héher als nach forcierter Alterung (n = 2). Dies weist auf eine Uberbewertung
der Biere durch Anwendung des Forciertests hin. Dabei werden offenbar bessere kolloidale
Stabilitdten suggeriert, als sich unter normalen Bedingungen im Laufe der Zeit tatsachlich
ausbilden. Dieses Verhalten ist vermutlich auf den Einfluss von Sauerstoff und pH bzw. auf
die oxidations- und sadurekatalysierten Polymerisationsreaktionen zuriickzuflhren, welche
durch die kurzere Versuchszeit des Forciertests nur unvollstdndig ablaufen. Die Konzentrati-
on an tribungsrelevanten Proteinen hingegen scheint in Bezug auf die Ausbildung realer

Tribungen von geringerer Bedeutung zu sein als bei forcierter Alterung.

Es hat sich gezeigt, dass die phenolischen Triibungsvorlaufer sowie der Sauerstoffgehalt die
Schllsselfaktoren bei der Entstehung natirlicher Tribungen im Bier darstellen. Der Einfluss
beider Parameter ist dabei grundsétzlich héher einzuschétzen als die Konzentrationen an

tribungsbildenden Proteinen.
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5 Zusammenfassung

Neben der Durchfihrung allgemeiner Untersuchungen beziglich der kolloidalen Stabilitéat
untergariger Biere wurden mit dieser Arbeit im Wesentlichen zwei Hauptziele verfolgt. So-
wohl die Verbesserung der chemisch-physikalischen Stabilitdt durch gezielte Rohstoffaus-
wahl bzw. auf technologische Weise im Herstellungsprozess als auch die verbesserte Vor-
hersagbarkeit der Tribungsbildung dienen dabei einem gemeinsamen Zweck. Die Brauerei-
en sollen dazu befahigt werden, ihre Biere in schonender, flexibler und effizienter Weise zu
stabilisieren. Die Reduzierung kinstlicher StabilisierungsmaBnahmen auf das zur Gewahr-
leistung der gewtlinschten kolloidalen Haltbarkeit notwendige MaB kommt dabei nicht nur
der Bierqualitdt zugute, sondern birgt in erster Linie ein enormes Potential zur Kostensen-

kung.

Aus analytischer Sicht kam der Bestimmung der tribungsrelevanten Flavan-3-ole Catechin,
Epicatechin, Prodelphinidin B3 und Procyanidin B3 eine Schllsselrolle zu. Dartiber hinaus
wurde das mittels HPLC messbare Polyphenolspektrum um die Erfassung der im Bier nach-

weisbaren phenolischen Sauren sowie um weitere ausgewahlte Substanzen erweitert.

Die Detektion der proteinischen Antagonisten zu den tribungsbildenden Polyphenolen er-
folgte durch die Analyse der Tannin-fallbaren ,,sensitiven“ Proteine. Ferner wurde eine Analy-
tik zur spektralphotometrischen Bestimmung des proteingebundenen Prolins entwickelt, um
auf diese Weise die schwer klassifizierbaren triibungsaktiven Proteine in spezifischer Weise

erfassen zu konnen.

In dieser Arbeit wurde nicht nur der Einfluss des Sauerstoffs berilicksichtigt, sondern erst-
mals auch das Uber elektrochemische Methoden messbare Reduktionsvermdgen der Biere
miteinbezogen. Auf diese Weise sollten neue Erkenntnisse Uber das Zusammenspiel zwi-
schen Oxidation und Reduktion im Bier und dessen Folgen auf die kolloidale Stabilitdt ge-

wonnen werden.

Mit dem Hintergrund der bis heute mangelhaften Vorhersagbarkeit der Tribungsneigung
und der dadurch bedingten ,Blindstabilisierung” der Biere war es von Interesse, die Folgen
exzessiver kunstlicher Stabilisierung auf die Zusammensetzung und Qualitét der resultieren-
den Biere zu erfassen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die tribungsrelevanten Fla-
van-3-ole durch den Einsatz von 50 g/hl PVPP in sehr spezifischer Weise nahezu vollstindig
aus dem Bier entfernt werden. Dies flhrte zu einer gegenuber der unstabilisierten Referenz

deutlich gesteigerten kolloidalen Stabilitdt. Die Polyphenoladsorption ging zwar mit einer
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signifikanten Verschlechterung des Reduktionsvermdgens einher, hatte jedoch keinen nega-
tiven Einfluss auf Geschmack, Geschmacksstabilitdt und Schaumhaltbarkeit. Als Nachteil
UbermaBiger PVPP-Stabilisierung erwies sich die teilweise Entfernung erndhrungsphysiolo-

gisch relevanter Polyphenole, wie beispielsweise Isoxanthohumol.

Ein zusatzlicher Einsatz von 100 g/hl Xerogel induzierte nur eine geringfligig bessere Trl-
bungsstabilitat, fihrte aber zu einer Verschlechterung der Adsorptionswirkung von PVPP.
Dieser Effekt konnte bereits von mehreren Autoren beobachtet werden und ist auf die ge-
genseitige Inhibierung der beiden Stabilisierungsmittel zurlickzufiihren. Deren Dosage sollte
daher im Sinne einer groBeren Effektivitdt getrennt voneinander erfolgen [NARZISS und
REICHENEDER 1977, RAIBLE 1979, DADIC und LAVALLEE 1983, KUSCHE 2005]. Das ein-
gesetzte Xerogel wies eine gute Spezifitat zur Reduktion sensitiver Proteine auf, ohne dabei

die Schaumhaltbarkeit wesentlich zu verschlechtern.

Alkoholgehalt und pH-Wert des abgefiiliten Bieres gelten als Faktoren, welche die Tri-
bungsbildung zu beinflussen vermdgen. Siebert wies diesen Einfluss anhand gepufferter
Modelllésungen, bestehend aus unterschiedlichen Mengen an tribungsaktiven Polypheno-
len und Proteinen nach [CURTIS 1966, GRAMSHAW 1970b, SIEBERT 1999a, SIEBERT und
LYNN 2003, SPEERS et al. 2003, SIEBERT 2006]. In dieser Arbeit wurden statt der Modell-
suspensionen unterschiedlich stabilisierte Biere auf Korrelationen zwischen Alkoholkonzen-
tration bzw. pH-Wert und der kolloidalen Stabilitat untersucht. Einzig im mit PVPP stabilisier-
ten Bier konnte der Effekt unterschiedlicher Alkoholgehalte eindeutig nachgewiesen werden
— so wirkten sich ansteigende Konzentrationen im Bereich von 3,9-4,3 GG% positiv auf die
Stabilitat aus. Im unstabilisierten sowie im mit Xerogel stabilisierten Bier konnten hingegen
keine oder nur geringe Korrelationen festgestellt werden. Wohl aufgrund der hohen Komple-
xitat der Biermatrix offenbarte auch die Untersuchung des pH-Wertes keinen direkten Zu-

sammenhang mit der chemisch-physikalischen Stabilitédt der untersuchten Proben.

Von weiterem Interesse war die Untersuchung der Auswirkungen unterschiedlicher Konzen-
trationen an Luftsauerstoff in der abgefullten Flasche auf das Reduktionsvermdgen und die
kolloidale Stabilitdt der Biere. Mit steigenden Sauerstoffkonzentrationen war unabhangig
von der angewandten Analysenmethode eine eindeutige Verschlechterung beider Qualitats-
parameter zu verzeichnen. Die oxidative Schadigung konnte selbst nach der chemischen
Umsetzung des Sauerstoffs mit den Bierinhaltsstoffen durch die Messung des antioxidativen

Potentials nachgewiesen werden.
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Die Versuche mit Variationen im Bereich der Wurzebellftung wiesen darauf hin, dass sich
gegebenenfalls vorhandene Unterschiede beziiglich des Oxidationszustandes der Wirze
wahrend der Garung und Lagerung egalisieren. So konnte nach konventioneller Bellftung
auf ca. 8 mg/l Sauerstoff im Vergleich zu einer unbeliifteten Referenzprobe keine signifikante
Verminderung des Reduktionsvermdgens sowie der kolloidalen Stabilitat im fertigen Bier
festgestellt werden. Im Sinn einer zligig verlaufenden Angérung ist eine adaquate Wirzebe-

lGftung daher dem vélligen Verzicht auf Belliftung vorzuziehen.

Die in Bier detektierbaren phenolischen Sauren sowie Isoxanthohumol scheinen nicht oder
nur in sehr geringem MaBe an der Tribungsbildung beteiligt zu sein. Im Gegensatz zu Papps
Versuchen hatte die Dosage ansteigender Mengen von Ferulasdure zu PVPP-stabilisiertem
Bier keinen sichtbaren Effekt auf die kolloidale Stabilitat [PAPP 2000, PAPP et al. 2001].
Auch erhéhte Konzentrationen an Isoxanthohumol &uBerten sich nicht in beschleunigter
Tribungsbildung. Der Zusatz von Vanillinsdure und p-Cumarsaure induzierte in hdheren
Konzentrationen eine leicht verbesserte Tribungsstabilitat, was mdglicherweise auf das et-

was bessere Reduktionsvermégen dieser Biere zurlickgefiihrt werden kann.

Der Einfluss der Brauwasserzusammensetzung auf die kolloidale Stabilitdt der Biere erwies
sich als relativ gering. So resultierten durch die Verwendung von Wéassern mit hdherer
Restalkalitdt zwar geringere Konzentrationen an Polyphenolen und Proteinen im Bier — ein
moglicher positiver Effekt wurde jedoch offenbar durch die Auswirkungen der schlechteren
Stoffumsetzungen beim Maischen egalisiert. Weit gravierender waren die Folgen in Bezug
auf andere Qualitdtsparameter der Biere. Neben dunkleren Bierfarben, einer schlechteren
Schaumbhaltbarkeit und einem verminderten Reduktionsvermdgen bewirkte eine hohe
Restalkalitat des Brauwassers eine signifikante Verschlechterung des Geschmacks und eine
breite und kratzige Bierbittere. Zudem kam es, in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen von

Narziss, zu einer eindeutigen Verlangsamung des Lauterprozesses [NARZISS 1992].

Ein Zusatz der bei der Ethanolextraktion von Hopfen als , Abfallprodukt” anfallenden Gerb-
stofffraktion zum Brauwasser erwies sich insbesondere aus prozesstechnischer Sicht als
auBerst vielversprechend. So bewirkten die eingebrachten Polyphenole eine Verbesserung
des Reduktionsvermdgens und infolgedessen eine Verklrzung der Lauterdauer um bis zu
15%, was die Ergebnisse von Goiris et al. bestétigte [GOIRIS et al. 2005]. Gleichzeitig war
keine Verschlechterung der kolloidalen Stabilitédt zu verzeichnen - in Abhangigkeit vom Po-
lymerisierungsgrad Ubten die eingebrachten Gerbstoffe, bedingt durch ihre eiweiBfallende

Wirkung, eine eher positive Wirkung aus. Im Vergleich zum alleinigen Einsatz von Ethanol-
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Reinharzextrakt ermdglichte der Zusatz der Gerbstoffextrakte zudem die Erhaltung des
kompletten aus dem Hopfen eingebrachten Polyphenolspektrums, was vor allem aus ernah-

rungsphysiologischer Sicht von Bedeutung ist.

Die Verwendung unterschiedlicher Hopfenprodukte (Ethanolextrakt, CO.-Extrakt, Pellets)
hatte bei friiher Hopfengabe keine signifikanten Unterschiede bezlglich der kolloidalen Sta-
bilitat der resultierenden Biere zur Folge. Der negative Effekt einer héheren Konzentration an
eingebrachten Polyphenolen durch den Zusatz von Pellets wurde vermutlich durch die bei

der Kochung intensivierte EiweiBféllung kompensiert.

Als sehr wirksame Methode zur Verbesserung der kolloidalen Stabilitdt im Brauprozess er-
wies sich das Brauen mit hohen Stammwidrzen, insbesondere bei der Verwendung von ad-
juncts bei der Kochung. Die verminderte Tribungsneigung der mit 100% Malz eingebrauten
High Gravity-Biere, von der bereits Kusche und Narziss berichteten, resultierte dabei offen-
bar nicht aus einer intensivierten Stoffumsetzung wahrend des Wirzekochens [NARZISS
1992, NARZISS 2004, KUSCHE 2005]. Dieses Verhalten schien vielmehr auf eine verstérkte
Fallung sensitiver Proteine und triibungsaktiver Polyphenole wahrend der Garung und Lage-
rung zurlckzufihren sein, bedingt durch die niedrigeren pH-Werte in den High Gravity-
Bieren. Der Zusatz von Glucosesirup zur Wirzekochung induzierte eine weitere Senkung der
Konzentration an Haupttriibungsbildnern und infolgedessen eine nochmals gesteigerte kol-
loidale Stabilitdt gegenlber den all malt-High Gravity-Bieren. Dies konnte sowohl auf die
Verdinnung der Wirze durch den Sirupanteil als auch auf den tieferen pH-Sturz in diesen

Proben zurtickgefuhrt werden.

Neben der Anderung prozesstechnischer Parameter im Sudhaus wurden auch Variationen
im Bereich der Garfihrung auf ihren Effekt in Hinblick auf die kolloidale Stabilitat der resul-
tierenden Biere untersucht. So wirkten sich niedrige Gartemperaturen von 9-12 °C positiv
aus, wahrend hohere Temperaturen ansteigende Konzentrationen an Tribungsbildnern im

Bier verursachten, welche die Stabilitat herabsetzten.

Auch das Anstellen mit gesteigerter Hefegabe resultierte in erhéhten Polyphenol- und Prote-
inkonzentrationen im Bier, deren destabilisierende Wirkung aber offenbar durch das gleich-
zeitig verbesserte Reduktionsvermdgen ausgeglichen wurde. Ein mangelhafter physiologi-
scher Zustand der Hefe kann hier jedoch zur Ausbildung von Glycogentriibungen fihren, die
durch die Filtration nicht mehr entfernt werden kénnen. Auch eine Beeintrachtigung der
Schaumhaltbarkeit durch die Exkretion von Fettsduren kann nicht ausgeschlossen werden
[MALCORPS et al. 2001, NARZISS 2004].
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Wiederholtes Fuhren der Hefe hatte keinen signifikanten Effekt auf den Gehalt an Haupttru-
bungsbildnern. Dennoch wies das aus dreimaliger FUhrung resultierende Bier ein héheres
Reduktionsvermégen und eine etwas bessere chemisch-physikalische Stabilitat als das Bier
aus elfter Fihrung auf. Ein zu haufiges Wiederverwenden der Hefe birgt jedoch ebenfalls

das Risiko der Ausbildung von Glycogentriibungen.

Die Anwendung von Druck im Rahmen von Schnellgarverfahren fihrt zu einer Inhibierung
der Garungsnebenprodukt-Bildung bei gleichzeitig stark verklrzter Gardauer [NARZISS
2004]. Ein Vergleich zwischen Druckgéarung und druckloser Garfihrung offenbarte darlber
hinaus weder Differenzen in Bezug auf Polyphenol- und Proteinkonzentrationen noch auf

Reduktionsvermdgen und kolloidale Stabilitat.

Unter der Voraussetzung eines adaquaten Hefemanagements sind die Auswirkungen der
Garfluhrung auf die Tribungsstabilitat der resultierenden Biere im Allgemeinen als eher ge-
ring zu beurteilen. Diesbezlglich sind die Bedingungen im Lagerkeller, insbesondere Tempe-

ratur und Dauer der Lagerung, von weit groBerer Bedeutung.

Es hat sich gezeigt, dass es durchaus mdglich ist, wahrend des Herstellungsprozesses von
Bier positiv auf die kolloidale Stabilitdt einzuwirken. Der prozesstechnische Einfluss ist je-
doch im Vergleich zur gezielten Selektion geeigneter Rohstoffe, wie z.B. Polyphenol- oder
Protein-armer Malze sowie zum Einsatz kinstlicher Stabilisierungsmittel als vergleichsweise
gering zu werten. Bei allen MaBnahmen zur Verbesserung der chemisch-physikalischen Sta-
bilitdt muss gleichzeitig auch der Effekt auf die anderen Qualitatsparameter von Bier, wie

beispielsweise auf Geschmack, Schaum oder Farbe bericksichtigt werden.

Weitere Forschung in diesem Bereich sollte sich schwerpunktmaBig auf die Erarbeitung von
Beurteilungskriterien zur Auswahl geeigneter Malzqualitdten konzentrieren, um so bereits
von vornherein die Rohstoff-bedingte Stabilitdt zu verbessern. Zudem wére es sinnvoll, die
Auswirkungen unterschiedlicher Lagerbedingungen und —methoden auf die resultierende
Tribungsstabilitdt zu untersuchen, um auf diese Weise den Filtrations- und Stabilisierungs-

vorgang in optimaler Weise vorbereiten und unterstitzen zu kénnen.

Bezuglich der Vorhersagbarkeit der Tribungsneigung erwies sich die Konzentration an Fla-

van-3-olen in sdmtlichen statistischen Auswertungen als zentrales Entscheidungskriterium.

Die beste Korrelation zur Forciertest-Triibbung war nach Bildung des mathematischen Pro-
dukts aus Flavan-3-olen und dem Gehalt an proteingebundenem Prolin zu verzeichnen. Die

Anwendung von Schnellbestimmungsmethoden resultierte in etwas schlechteren Regres-
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sionskoeffizienten. Die Vorhersagbarkeit der kolloidalen Stabilitat auf Basis des Forciertest-
Ergebnisses stellte sich jedoch grundsatzlich als mangelhaft heraus (r* = 0,4), was vermut-
lich auf den nur ungentigend berlcksichtigten Einfluss von Sauerstoff und pH-Wert zurilick-
zufihren ist. Offenbar laufen die oxidations- und sdurekatalysierten Polymerisationsreaktio-
nen durch die verkirzte Analysendauer wahrend der forcierten Alterung nur unvollstandig

ab, was gleichzeitig auch mit einer Uberbewertung der Bierstabilitit einhergeht.

In Ubereinstimmung mit dieser Theorie ergaben sich aus der Untersuchung der realen Trii-
bung nach 9 Monaten wesentlich héhere Regressionskoeffizienten. Das Produkt aus Flavan-
3-olen, Prolin, pH-Wert und Sauerstoffgehalt zeigte eine sehr gute Korrelation (r* > 0,8) zur
kolloidalen Stabilitat. Im Hinblick auf die Gewinnung zuverlassiger Erfahrungswerte zur fle-
xiblen und effizienten Bierstabilisierung ist die Beurteilung der realen Tribung daher der Un-

tersuchung der Forciertest-Trilbung vorzuziehen.

Die Anwendung von Regressionsgleichungen auf Basis mathematischer Produkte nach
Analyse der Tribungs-Parameter erlaubt zwar eine Vorhersage der zu erwartenden Stabili-
tat, liefert jedoch keine spezifischen Aussagen zu den Grenzwerten der entsprechenden
Trlibungsbildner. Aus diesem Grund stellt die Anwendung statistischer Programme zur Klas-
sifizierung und Korrelationssuche eine wertvolle Erganzung auf dem Wege zu effizienter
Bierstabilisierung dar. Mittels des Programms ,,R“ kdnnen sogenannte ,decision trees” er-
stellt werden, die Informationen zur Relevanz einzelner Parameter und die Angabe von

Schwellenwerten beinhalten.

So evaluierte das Programm ,,R* die Flavan-3-ole sowohl bezlglich der Forcier-Triibung als
auch der realen Tribung als primares Entscheidungskriterium. Die sensitiven Proteine (For-
ciertribung) sowie der Sauerstoffgehalt (reale Triibung) stellten sich als sekundéare Einfluss-
faktoren heraus. Von allen untersuchten Parametern wurden dartber hinaus nur der Prolin-

Gehalt, die Alkoholkonzentration und der pH-Wert berlcksichtigt.

Es ist prinzipiell méglich, die kolloidale Stabilitat unter Anwendung der beschriebenen Me-
thoden bereits im Unfiltrat vorherzusagen, so dass im Filterkeller entsprechende MaBnah-
men zur gezielten Reduktion einzelner Tribungsbildner getroffen werden kénnen. Zur Ver-
besserung der statistischen Sicherheit sind jedoch weitere Analysen notwendig, wobei hier
der Schwerpunkt auf die Untersuchung der realen Tribungen in Form von Ruickstellproben

gelegt werden sollte.
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6 Abstract

This research focused on two main areas. First, improving colloidal stability through the stra-
tegic selection of raw materials, and second, optimizing the technological features of brew-
ing process in order to achieve a goal widely aspired to within the brewing industry — a re-
duction in the use of artificial methods to acquire optimal colloidal stability, that not only

improves beer quality, and potentially to significantly reduce production costs.

From a methodological perspective, identifying the haze relevant Flavan-3-ols Catechin,
Epicatechin, Prodelphinidin B3 and Procyanidin B3 is a key factor in assessing colloidal sta-
bility. In addition, phenolic acids and other selected polyphenols were added as new sub-

stances to the HPLC-measurable spectrum.

The detection of protein-antagonists to haze creating polyphenols emerged out of the analy-
sis of “sensitive” proteins precipitated from the use of tannic acid. Further, a new method
has been developed to detect protein bound proline concentrations, and to generate more

accurate information on hard to classify haze active proteins.

This research not only considered the influence of oxygen measurements, but also for the
first time included the reductive power of beers as measured by electrochemical testing
methods. This was expected to provide new insights into the interaction between oxidation

and reduction in beer and its influence on colloidal stability.

Earlier inadequate predictions of haze performance have given rise to the process of the
"blind” stabilization of beers. Therefore it was important to identify and collate the effects of
excessive artificial stabilization on the consistency and quality of the beers. It was estab-
lished that the specific use of 50 g/hl PVPP almost completely removed haze relevant Fla-
van-3-ols from the beer. This resulted in significantly improved colloidal stability compared
with the control sample. No negative impacts on foam, flavor and flavor stability were ob-
served, even when polyphenol absorption was accompanied by a significant deterioration in
antioxidant capacity. However, intensive PVPP-stabilization may partially eliminate some

health relevant polyphenols such as Isoxanthohumol.

The additional use of 100 g/hl silica gel (Xerogel) resulted in a slightly improved haze stability
compared with the beer stabilized exclusively using PVPP. However, it significantly degraded
the PVPP-absorptive effect. The inhibitive impact of PVPP associated with silica gel stabili-
zation is noted in earlier research and is traceable to the antagonistic inhibitive effects of

both stabilizing agents. In order to maximize their effect stability agents should be added
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separately in successive dosages [NARZISS and REICHENEDER 1977, RAIBLE 1979,
DADIC and LAVALLEE 1983, KUSCHE 2005]. The used Xerogel exhibited good specificity

against sensitive proteins without exerting any noticeable impact on foam.

Alcohol and pH levels of bottled beer are claimed as factors that influence haze formation.
Siebert has demonstrated this correlation in model suspensions made up of different
amounts of haze relevant polyphenols and proteins [CURTIS 1966, GRAMSHAW 1970b,
SIEBERT 1999a, SIEBERT and LYNN 2003, SPEERS et al. 2003, SIEBERT 2006]. This re-
search however did not focus on model suspensions. Rather it investigated differently stabi-
lized beers and the correlation between alcohol concentration i.e. pH levels and colloidal
stability. Increased concentrations of alcohol, within the range 3.9-4.3% w/w improved the
beer’s haze resistance after using PVPP. Conversely, there were no such effects detected in
the unstabilized and silica gel stabilized beer. Because of the high complexity of beer matri-
ces, there were therefore no observable links between pH levels and haze formation in any

of the beers tested.

Of further interest was the effect of varying concentrations of oxygen in bottled beer on re-
ductive power and colloidal stability. Independent of the analysis methods used, an in-
creased oxygen concentration meant a significant degradation of the two parameters that
were used to measure the quality of the tested samples. By monitoring antioxidant capacity,
oxidation damage was still detectable after the chemical reaction between oxygen and beer

ingredients had ceased.

Any potential impacts on beer quality arising from different wort aeration were neutralized
during fermentation, maturation and storage. The comparison of normal aeration (8 ppm O,)
with non-aerated wort revealed no significant difference in the resulting beers with respect
to their reductive power and colloidal stability. Thus an adequate aeration of wort is prefer-

able in order to guarantee rapid main fermentation than having no aeration at all.

Phenolic acids and Isoxanthohumol do not appear to be intrinsically involved in the process
of haze formation. In contrast to the results reported by Papp the addition of increasing con-
centrations of Ferulic acid to the beer stabilized with PVPP had no obvious effect on colloi-
dal stability in this case [PAPP 2000, PAPP et al. 2001]. Isoxanthohumol did not accelerate
haze formation either. However, the addition of vanillic acid and p-coumaric acid created a
slightly improved colloidal stability at higher dosage rates, which may result from the en-

hanced reductive power of the beer.
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The influence of the chemical composition of the brewing liquor in relation to colloidal stabil-
ity was quite low. Although higher alkalinity levels in the liquids used resulted in lower con-
centrations of polyphenols and proteins in the beer, no positive effect on haze resistance
was observed. This is probably linked to the minor degradation of substrate during mashing
which neutralizes any positive effect. On the other hand higher residual alkalinity caused
significant deterioration of color, foam stability, antioxidant capacity, flavor and bitterness.
Further in accordance with earlier reports, there was a significant slowdown in lautering per-

formance compared with the usage of low alkalinity liquid [NARZISS 1992].

The addition of polyphenolic extracts, which accrue as a by-product during ethanol extrac-
tion of hops, has proved to be a promising method to technologically optimize the brewing
process. The polyphenols brought in by these tanning products caused better reducing po-
wer. Consequently there was an up to 15% improvement in lautering performance. This is
consistent with former results [GOIRIS et al. 2005]. At the same time no degradation of col-
loidal stability was detectable, on the contrary the added polyphenols exerted a positive
effect, due to their tanning properties. Further the addition of polyphenolic extracts assisted
the preservation of the total polyphenolic spectrum of hops, compared to the exclusive ap-

plication of pure resin extracts. This preservation is of nutritional value.

Usage of varying hop products (Ethanol pure resin extract, CO. pure resin extract, Pellets) at
an early stage of wort boiling had no significant influence on the colloidal stability of the re-
sulting beer. The negative effect of higher polyphenol concentrations has obviously been

neutralized by the intensified precipitation of proteins.

High gravity brewing emerged as an effective technique to improve colloidal stability during
the brewing process, particularly when adjuncts at wort boiling were incorporated. The bet-
ter stability of all malt-HG-beers compared to “normal” all malt-beers, previously noted by
Kusche and Narziss, was not attributable to intensified chemical reactions during wort boil-
ing [NARZISS 1992, NARZISS 2004, KUSCHE 2005]. The better resistance of these beers to
haze formation is more likely attributable to enforced precipitation of “sensitive” proteins
and haze relevant polyphenols during fermentation, maturation and storage. This perform-
ance might be due to the lower pH in the HG-samples. The addition of glucose syrup to the
boiling wort resulted in a further decrease of haze relevant substances and produced better
stability compared to the all malt-HG-beers. This effect was due to the attenuation of the

wort by the added syrup and to the pronounced decrease in pH levels.
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Besides variations in processing techniques in the brewing house, the effect of varying fer-
mentation control on the colloidal stability of the resulting beers was tested, too. Cold fer-
mentation within the range of 9-12 °C proved to be beneficial compared to the fermentation
at higher temperatures, which resulted in higher concentrations of haze relevant substances

and decrease in stability.

Pitching with higher yeast concentrations caused an increase in polyphenols and proteins,
but any destabilizing effect seemed to be compensated by the better reductive power of
beer that was fermented with a higher yeast dosage. An incomplete physiological state of
the yeast used may however generate the formation of Glycogen-haze, which cannot be
removed by filtration. Further the release of fatty acids may also have a negative impact on
foam stability [MALCORPS et al. 2001, NARZISS 2004].

Even if various numbers of yeast-cycles produced no significant influence on the concentra-
tions of haze relevant substances, the stability of the beer from the 3™ cycle was slightly
better compared to the beer from the 11" cycle. This fact may be due to higher reductive
power in the beer that was fermented with fresh yeast, as the frequent re-pitching of the

yeast may assist formation of Glycogen-haze.

An accelerated and pressure-controlled fermentation process enables fermentation time to
be reduced, as well as inhibiting the formation of by-products [NARZISS 2004]. A compara-
tive study between pressure-fermented beer and non-pressurized control samples showed
no significant distinctions in relation to polyphenol and protein concentration, reductive po-

wer and colloidal stability.

With appropriate yeast management the effect of varying fermentation control on beers’
colloidal stability appears to be low. The conditions during maturation and storage seem to

be much more relevant, especially temperature and processing time.

It emerged that it is possible to improve colloidal stability during the actual production proc-
ess of beer. But the influence any such technological factors have are slight, compared with
careful selection of raw materials, such as choosing malt that contains only minor amounts
of polyphenols and proteins, or the use of artificial stabilizing agents. It is important to note
that each step taken in order to improve stability against haze formation can also affect

other quality parameter such as flavor, foam and color.
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Further research in this field should concentrate on the development of appraisal criteria for
the selection of raw materials that will improve colloidal stability. It would also be useful to

investigate the effects varying storage conditions and methods have on colloidal stability.

As far as predictability of haze formation is concerned, concentration levels of Flavan-3-ols

proved to be the key factor in each statistical evaluation.

The optimal correlation to the Forcier test-haze was found by the mathematical equation of
Flavan-3-ols and protein-linked proline. The application of quick-test analyses showed
slightly decreased regression coefficients. However the predictability of colloidal stability on
the basis of the Forcier test-results was generally quite low (r* = 0.4), possibly due to the
insufficient consideration of the influence of oxygen and pH. Obviously oxidation and acid-
catalyzed polymerization of polyphenols are incomplete due to the forced aging process,

which in turn gives an overestimated measure of beer stability.

In accordance with this theory, the regression coefficients were significantly greater after
analysis of the “natural” real haze, which was formed during the 9 month storage of the
beer. The product of Flavan-3-ols, protein-linked proline, pH and oxygen showed very
strong correlation (r* > 0.8) to colloidal stability. For this reason, and the challenges involved
in collecting reliable empirical values to enable flexible and efficient beer stabilization, the

assessment of the real haze seems preferable to the evaluation of the Forcier test-haze.

The use of regression equations on the basis of mathematical products after measurement
of haze relevant parameters enables prediction of the expected beer colloidal stability, but it
does not provide specific statements concerning threshold values of haze relevant sub-
stances. Therefore the application of statistical programs for classification and correlation
searches forms an additional meaningful technique towards an efficient stabilization pro-
cess. By using the program “R” so called “decision trees” can be generated which contain

information on the relevance of single parameters and the indication of thresholds.

Thus the program ”"R” selected the Flavan-3-ols as the first and decisive criterion with re-
spect to the Forcier test-haze as well as the real natural haze. Sensitive proteins (Forcier
test-haze) and total oxygen in the bottled beer (real haze) were exposed as secondary deci-
sion criterions. Moreover of all the tested parameters only the concentration of protein-

linked proline, the alcohol-concentration and the pH have been considered as important.

Generally speaking it is already possible to predict colloidal stability also in the unfiltered

beer by using the methods described in this work. This means that appropriate arrange-
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ments can be made in the filter cellar about the selective reduction of single haze relevant
substances. However further tests are necessary to improve statistical confidence levels.
These tests should focus primarily on the promising analysis of the real hazes emerging du-

ring storage of the retain samples.
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