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Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse

Die Zusammenarbeit zwischen einem lebensmittelchemischen Institut und einem
brauwissenschaftlichen Lehrstuhl sollte es ermdglichen, die Zusammensetzung und
Veranderung der im Brauprozess relevanten Polyphenole zu klaren, ihren Beitrag zur
antioxidativen Aktivitat von Bier zu ermitteln und basierend auf diesen Erkenntnissen
technologische Verfahren zur Erhohung der Geschmacksstabilitdt von Bier
abzuleiten.

Im Bereich der Probenvorbereitung wurden detaillierte Untersuchungen durchgefuhrt.
Sie resultieren in einer Analysemethode, die durch die innovative ASE-ASPEC-
Kopplung ein grofles Spektrum der phenolischen Inhaltsstoffe aus Braurohstoffen,
Brauprozessproben und Bier quantifizieren kann und dabei sehr empfindlich und
reproduzierbar ist (Standardabweichung in der GroRenordnung 1-2%). Dabei wird
zur Absicherung der Ergebnisse auf zwei verschiedene Detektionssysteme (UV-DAD
und lonenfallen-MS) zurlckgegriffen. Einzelne Substanzen sind z. T. erst durch die
Korrelation der Informationen aus beiden Detektoren eindeutig identifizierbar.

Die hier erreichte Automatisierung der Polyphenolanalytik erhéht die Chancen der
Etablierung der HPLC-Methodik in den Laboratorien kleiner und mittlerer Unter-
nehmen, da der hohe Zeitaufwand der manuellen Probenvorbereitung entfallt.
Zudem erlauben die eingesetzten Gerate eine schnelle Anpassung der Parameter an
geanderte Problemstellungen (z.B. andere Zielsubstanzen).

Im Rahmen des Forschungsvorhabens konnte gezeigt werden, dass sich die
phenolischen Substanzen aus heutiger Sicht wahrend der Bieralterung nicht signifi-
kant verandern und so im abgeflllten Bier keine schutzende Wirkung zeigen. Dies
liegt an dem niedrigen pH-Wert im Bier, der die antioxidative Aktivitat der
Polyphenole stark herabsetzt.

Die Analytik der antioxidativen Aktivitat wird auf der anderen Seite stark durch den
Gehalt an phenolischen Substanzen beeinflusst. Der Stabilisierung mit PVPP kommt
somit eine groRe Bedeutung zu, da hier das Spektrum an Polyphenolen unnaturlich
verandert wird und so die Ergebnisse nicht mit der Alterungsverkostung auf einem
hohen Niveau korrelieren. Einen grof3en Einfluss auf die Geschmacksstabilitat hat
das Schwefeldioxid, das auch bei dem niedrigen pH-Wert antioxidative Wirkung
zeigt.

Der positive Einfluss der phenolischen Substanzen zeigt sich wahrend der
Maischarbeit. Biologische Maischesauerung flhrte zu erhéhten Gehalten an
Polyphenolen in den Wirzen und zu entsprechend geschmacksstabileren Bieren.
Gerade das Einmaischen zeigt deutliche Oxidationsreaktionen. Diese konnen in
speziellen Tests verfolgt werden. Dadurch zeigen sich verschiedene phenolische
Substanzen, wie die Sinapinsaure, als besonders antioxidativ. So spielt das
Spektrum der phenolischen Substanzen bereits im Malz eine grof3e Rolle. Auch das
Malz selbst kann auf sein antioxidatives Potenzial hin untersucht werden; so konnte
eine neue Spezifikation eingeflhrt werden.

,Das Forschungsziel des Vorhabens wurde zum Teil erreicht!”

1



Abschlussbericht AiF Forschungsvorhaben 12605 N

Allgemeines zur Geschmacksstabilitat von Bieren

Ein fur den Brauer wichtiges Qualitatsmerkmal des Bieres stellt die
Geschmacksstabilitat dar. Es soll gewahrleistet werden, dass das Produkt Gber eine
lange Zeitspanne seinen frischen Charakter nicht verliert. Allerdings sprach schon
Dalgliesh (1977) von einer geschmacklichen Instabilitat des Bieres, da es einem
naturlichen Alterungsvorgang unterworfen ist. Die Biere sind jedoch aufgrund
spezieller Inhaltsstoffe in der Lage, die meist oxidativen Alterungsvorgange zu
verzogern. AulRerdem ist es dem Brauer heutzutage mdglich, bis in das abgefllite
Bier weitgehend sauerstofffrei zu arbeiten. Dies zeigt sich auch in deutlich
verbesserten Geschmacksstabilitdten. Mit der Entdeckung freier Radikale im Bier
(Kaneda et al., 1988) wurde die Alterungstheorie erweitert. Aufgrund von Warme und
Licht reagiert der molekulare Sauerstoff zum sehr reaktiven Hydroxylradikal, das
unspezifisch mit Bierinhaltsstoffen reagieren kann. Aufgrund ihrer endogenen
antioxidativen Aktivitdt konnen Biere die Radikalentstehung verhindern. Als ein
wichtiger Inhaltsstoff gilt in diesem Zusammenhang das Schwefeldioxid, das
wahrend der Hauptgarung von der Hefe gebildet wird. Die Produktion des SO, kann
gezielt gesteigert werden. So sind zum Beispiel beim Drauflassverfahren die
Beluftungsrate und der Beluftungszeitpunkt sehr wichtig (Forster et al., 1999; Back
et al., 1999). Aber auch der Hefestamm hat eine Bedeutung. So zeigen obergarige
Hefen fast keine SO,-Bildung.

Besondere Bedeutung fur die Geschmacksstabilitdt hat das Reduktionsvermogen
des Bieres. Die reduzierend wirkenden Substanzen schitzen das Bier in gewissem
Malde vor Oxidationen. Hierfur werden Reduktone und Melanoidine verantwortlich
gemacht. Der Sulfitgehalt verbessert ebenso das Reduktionspotenzial (Narzif3,
1995).

In Bier ist eine Vielzahl von Substanzen enthalten, die reduzierende und antioxidative
Eigenschaften aufweisen. Zur Erfassung dieser komplexen Vorgange sind
verschiedene Analysenverfahren und MelRgerate erforderlich.

Antioxidative Wirkung phenolischer Substanzen

Polyphenole stellen ein wichtiges Kriterium in Bezug auf die Geschmacksstabilitat
von Bieren dar. Sie werden Uber das Malz und den Hopfen in den Brauprozel}
eingebracht. Aufgrund ihrer reduzierenden Wirkung koénnen sie wahrend der
Bierbereitung die Inhaltsstoffe vor Oxidationen schutzen. Besonders nieder-
molekularen Polyphenolen wird eine positive Wirkung als naturliche Antioxidantien
zugeschrieben.

In dieser Forschungsarbeit sollte geklart werden, welche antioxidativen Eigen-
schaften einzelne Substanzen aus der Gruppe der Polyphenole aufweisen und wie
ihr Gehalt im abgefillten Bier geférdert werden kann. Es mul entsprechend geklart
werden, wie Polyphenole antioxidativ wirksam sein kdnnen.
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Folgende Definition flr Antioxidantien und ihrer Wirkungsweise kann in der Literatur
gefunden werden:

,2Antioxidantien sind Substanzen, die im Vergleich zu einem oxidierbaren Substrat in
geringer Konzentration vorliegen und dessen Oxidation deutlich verzégern oder
verhindern.“ (Halliwell et. al., 1989)

Es werden mehrere Reaktionsmechanismen unterschieden. Zu den wichtigsten
zahlen:

- Verhinderung von Kettenreaktionen durch Abfangen (Scavenging, Quenchen)
eines Starterradikals.

- Chain-breaking: Unterbinden von Radikalkettenreaktionen durch Abfangen
(Scavenging oder Quenchen) eines Intermediarradikals.

- Chelatbildung: Binden von Metallionen, die katalytisch an Oxidationsreaktionen
beteiligt sind (z.B. Fey").

In der Forschung werden in erster Linie biologische Systeme bei physiologischen pH-
Werten untersucht, in denen auch Enzyme an den Oxidationsvorgangen beteiligt
sein konnen. In Bier dagegen liegt ein Milieu mit einem pH-Wert um etwa 4,3 vor und
es handelt sich um ein nichtenzymatisches System. Entsprechend beschranken sich
die antioxidativen Reaktionen auf das Abfangen (Scavengen) von Radikalen und das
Quenchen aktiver Sauerstoffformen.

Folgende phenolische Verbindungen, die auch in Bier vorhanden sind, lassen sich
unterscheiden:

Zum einen finden sich in Bier Phenolcarbonsauren. Zu ihnen gehoéren die
Hydroxyzimtsauren wie zum Beispiel die Kaffee-, Ferula-, oder Sinapinsaure. Eine
weitere Gruppe stellen die Hydroxybenzoesauren dar. Als Beispiele seien die
p-Hydroxybenzoe- und Vanillinsaure genannt. Beide Arten von Phenolcarbonsauren
liegen haufig als Derivate vor. Dies konnen Veresterungen mit der D-Chinasaure
oder mit D-Glucose sein. Ester der Gallussaure (,hydrolysierbare Gerbstoffe* bzw.
Tannine) spielen ebenfalls eine grolde Rolle.

Eine grofRe Gruppe der Polyphenole stellen die Flavonoide dar. Sie lassen sich in die
Flavone, Flavonole, Flavanone und weitere untergliedern. Polymere Strukturen der
Flavan-3-ole sind als Proanthocyanidine (,kondensierte Gerbstoffe“) bekannt.

Es zeigen sich bei den Polyphenolen strukturelle Kriterien, die eine Aussage
zulassen, wie gut sie Radikale abfangen kénnen:

- Die ortho-Dihydroxy-Struktur am B-Ring fuhrt zu einer hoheren Stabilitat der
entstehenden Radikalform (Elektronen-Delokalisation).

- Stabilisierung am C-Ring wird durch die 2,3-Doppelbindung und die 4-Oxo-
Gruppe ermdglicht.
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- Eine maximale antiradikalische Aktivitat zeigt sich, wenn neben der 4-oxo-Gruppe
eine 3- und 5-OH-Gruppe vorhanden ist. Dies ermoglicht auch die Chelatbildung
mit Metallionen (Rice-Evans et. al., 1996).

Grundgerust der Flavonoide

Um das Scavenging-Verhalten von Polyphenolen gegenliber Radikalen messen zu
konnen, wurden an der Forschungsstelle 1 Messmethoden entwickelt, die im
weiteren Verlauf dieses Berichtes dargestellt werden.

Von aktueller Bedeutung ist in diesem Zusammenhang der Gehalt an Xanthohumol
in Bier, das durch den Hopfen in den Brauprozess eingebracht wird. Dieses
Prenylflavonoid wird neben anderen Inhaltsstoffen, wie Vitamine und Zink (Piendl,
2000, Ricken, 1999, Walzl, 1999), zurzeit als gesundheitsforderlicher Wirkstoff
diskutiert (Gerhauser, 2002).

Darstellung der Ergebnisse

Entwicklung einer Analysenmethode zur Bestimmung phenolischer
Substanzen

Vorbereitung der Proben fur die Analytik

Einen Schwerpunkt im Verlauf des Forschungsprojektes bildeten Untersuchungen
zur Probenvorbereitung. Diese spielt als erster Schritt eine wesentliche Rolle im
Rahmen der Polyphenolanalytik. Aus den festen Braurohstoffen werden die
Verbindungen zunachst extrahiert, die Extrakte anschlielend mittels Festphasen-
extraktion (SPE) gereinigt und konzentriert, um mitgeldste Stoérsubstanzen, z.B.
Kohlenhydrate, weitgehend zu entfernen und die Konzentration der Zielanalyten zu
erhohen.

Aber auch flissige Brauprozessproben und Bier missen konzentriert werden, um die
notwendige Empfindlichkeit beim Nachweis der interessierenden Verbindungen zu
erreichen. Hohe Wiederfindung und gute Reproduzierbarkeit stehen dabei im Vorder-
grund. Schnelle und schonende Bearbeitung sind wesentlich, um eine Veranderung
der empfindlichen und reaktiven Polyphenole weitestgehend zu verhindern.
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Vorbereitung von Malzproben

Bei der beschleunigten Lésungsmittelextraktion (ASE, accelerated solvent extraction,
Dionex) werden Proben unter Druck und erhohter Temperatur extrahiert. Unter Druck
andern sich die Loésungseigenschaften der Extraktionsmittel, aul3erdem wird das
Probenmaterial besser durchdrungen. Hierdurch reicht eine grobere Zerkleinerung
des Probenmaterials zur vollstandigen Extraktion aus. Am Beispiel von Malz konnte
gezeigt werden, dass sich mit einer 10minutigen ASE dasselbe Extraktionsergebnis
wie mit der bisherigen Extraktion im rotierenden Kolben (2 mal 1 Stunde) erzielen
lasst. Durch direkte Kopplung mit der automatisierten Festphasenextraktion (s.u.)
und der HPLC lassen sich weitere signifikante Zeit- und Reproduzierbarkeitsvorteile
erreichen.

Die schnelle Extraktion fester Probenmaterialien mit der ASE, unter weitgehendem
Ausschluss von Sauerstoff, vermindert aullerdem die Gefahr der Artefaktbildung
wahrend der Probenaufarbeitung.

Vorbereitung von Hopfenproben

Die Anwendung der ASE wurde nach den Erfolgen bei der Malzanalyse auf die
Analyse von Hopfen ausgedehnt. Hopfen stellt aufgrund seiner grof3en Anzahl
stérender Komponenten, insbesondere der Harze und Ole, analytisch eine
besonders schwierige Matrix dar.

Bei der Extraktion der phenolischen Verbindungen mit dem Ublicherweise
verwendeten Aceton/Wasser-Gemisch werden apolare Probenkomponenten
(Hopfenbitterstoffe, Chlorophylle, ...) ebenfalls extrahiert. Das fuhrt zu Problemen bei
der weiteren Probenaufarbeitung, da die mitextrahierten Storkomponenten beim
Senken des Acetongehaltes, wie es fur die folgende SPE notwendig ist, Emulsionen
und Niederschlage bilden. Damit einher geht die Gefahr, dass die apolareren der
interessierenden Analyten, z.B. Xanthohumol, in diesen Niederschlagen irreversibel
eingeschlossen und somit der Bestimmung teilweise entzogen werden.
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Abbildung 1: Hopfenextrakt mit (unten) und ohne (oben) apolare Vorextraktion unter Verwendung der beschleunigten Lésungsmittel-

extraktion
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Es zeigte sich, dass sich die mit der ASE madgliche Vorextraktion mit apolaren
Losungsmitteln erfolgreich einsetzen lasst, um den Einfluss von Storsubstanzen
weitgehend zu unterdricken (Abb. 1). Dadurch wird auch die folgende SPE stark
erleichtert. Eine Vorextraktion mit Pentan erwies sich hier als optimal, da es durch
seinen niedrigen Siedepunkt schnell wieder entfernt werden kann. Hier interes-
sierende Verbindungen werden nicht mit Pentan extrahiert, sodass ein Verlust an
Analyten durch die Vorextraktion ausgeschlossen werden kann.

Festphasenextraktion

Fur die Festphasenextraktion sind die Wahl des Adsorbermaterials und die
Zusammensetzung und Volumina der Auftrage-, Wasch- und Elutionsmittel die
entscheidenden Einflussfaktoren. Beim Auftrage- und Waschschritt sollen die
interessierenden Analyten vollstandig adsorbiert werden, bei weitestgehender
Entfernung der unerwinschten Probenkomponenten. Bei der Elution hingegen ist
eine komplette Desorption der Analyten mit moglichst geringem Losungsmittel-
volumen das Ziel. Dadurch wird sowohl eine Entfernung stérender Stoffe als auch
eine Konzentrierung der Analyten erreicht.

Das bisher vielfach eingesetzte Polyamid hat als Adsorbens eine hohe Affinitat zu
phenolischen Stoffen, eine geringe zu Ublicherweise auftretenden Storsubstanzen.
Es eignet sich daher gut zur Festphasenextraktion der in diesem Forschungs-
vorhaben interessierenden Stoffgruppen. Oligomere Proanthocyanidine aus mehr als
3 Flavanoleinheiten, denen eine besondere Bedeutung bei der Trubbildung in Bier
zugeschrieben wird, werden jedoch unter Verwendung bisher etablierter Methoden
irreversibel adsorbiert und sind damit der Analytik nicht vollstandig zuganglich.

Es wurde eine grolRe Zahl verschiedener Adsorptionsmaterialien erprobt, um
Limitierungen der bisherigen Methode aufzuheben. Neben verschiedenen Polyamid-
materialien wurden spezielle silicabasierte Reversed Phase-Materialien, Styrolharze
und lonentauscher erprobt. Seit einiger Zeit werden speziell auf die Analytik polarer
organischer Verbindungen zugeschnittene Materialien angeboten, die ebenfalls in die
Untersuchungen einbezogen wurden.

Ziel war es zunachst, eine fur ein breites Spektrum phenolischer Verbindungen ge-
eignete Methodik zu entwickeln. Die beobachteten Selektivitatsunterschiede
unterschiedlicher Materialtypen konnen jedoch auch zur Fraktionierung
verschiedener Gruppen phenolischer Verbindungen ausgenutzt werden, um damit
eine auch fur oligomere Proanthocyanidine besser geeignete Methodik zu etablieren.
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Die Abbildungen zeigen das Elutionsverhalten ausgewahlter Standardsubstanzen
aus verschiedenen phenolischen Verbindungsklassen auf den unterschiedlichen
Materialien (Abb. 2-4). Das Standardgemisch wurde dabei auf die SPE-Kartuschen
aufgetragen und sowohl wahrend des Auftragens der Probe als auch wahrend des
Waschschrittes und der Elution fraktioniert aufgefangen. Diese Losungen wurden
danach per HPLC aufgetrennt, sodass aus der Peakflache bzw. -hdhe der einzelnen
Substanzen auf das Verhalten der unterschiedlichen Verbindungen auf den
Kartuschen geschlossen werden kann. Dargestellt sind die HPLC-Chromatogramme
der Elutionsfraktionen ausgewahlter Kartuschen. Deutlich zu erkennen sind die
Unterschiede in der Selektivitdit sowie generell in der Retentionskraft der
unterschiedlichen Materialien. Diese Unterschiede sind nicht nur 2zwischen
verschiedenen Materialien, sondern auch zwischen entsprechenden Materialien
verschiedener Hersteller festzustellen. Aus diesem unterschiedlichen Verhalten
konnen nun Strategien fur eine optimierte Festphasenextraktion abgeleitet werden.

Fir eine Methodik, die in einer Probe die Gesamtheit der phenolischen
Verbindungen (Proanthocyanidine, Phenolcarbonsauren, Flavonolglykoside) erfasst,
hat sich bisher die Verwendung des Polyamid-Materials von Macherey-Nagel als
optimal erwiesen. Auf die ublicherweise verwendeten 1g Kartuschen (1g Polyamid in
Kunststoffkartuschen mit einem Volumen von 6ml) lassen sich auch 100 mL Bier
oder andere flussige Proben ohne Analytdurchbruch aufbringen. Das Material erlaubt
das Auftragen von Probeldsungen, in denen sich bis zu 20% organisches Losungs-
mittel (Aceton oder DMF) befindet, ohne Analytdurchbruch. Dadurch kann eine Ver-
einfachung der Probenaufarbeitung erreicht werden, da das zeitaufwandige
Entfernen der organischen Losungsmittel entfallen kann. AuRerdem Iasst sich durch
Waschen der Kartuschen mit Loésungsmittel/H,O-Gemischen eine verbesserte
Abtrennung von Stdrsubstanzen erreichen.

Die Modifikation und Optimierung der zur Elution verwendeten Losungsmittel ist von
groldter Bedeutung fur die erfolgreiche Festphasenextraktion. Die Untersuchung
verschiedener Aceton/Wasser- und DMF/Wasser-Gemische zeigte, dass die
Verwendung einer Mischung von DMF/H,O 85/15 flur eine schnelle Elution in einem
kleinstmdglichen Volumen optimal ist. Die Elutionskraft ist wesentlich starker als die
von DMF allein (Abb. 5).

Die Verwendung kommerzieller Polyamid-Kartuschen, eines DMF/H,O-Gemisches
zur Elution und die Anpassung der Parameter der Festphasenextraktion ermoglicht
Ergebnisse zu den bisher analytisch schlecht erfassbaren oligomeren
Proanthocyanidinen (bis zu Hexameren) (Abb. 6-8). Genaue methodische und
analytische Parameter kénnen den als Anlage beigefigten Veroffentlichungen
entnommen werden.



Abschlussbericht AiF Forschungsvorhaben 12605 N

—i— B0% DMF
—— 535% DMF
—— 90% DMF
—%— 95% DMF
— =% -T0% Aceton
-3 - 585% Aceton
— = - 30% Aceton

- -+ - 30% Aceton

100
fiks]
__."I A
b K o
e Fud
=% », __,'rl_"l s
E Al | -
E "'.ll.-'lr "
i) oy f,f
- /L
(= "3',:“#
&
28
1] .
1 2 3
F raktion #

Abb. 5: Fraktionierte Elution von Prodelphindin B3 mit verschiedenen Ldsungsmittel- / Wasser-Gemischen

10




Abschlussbericht AiF Forschungsvorhaben 12605 N

10 15 20 25 30 35 40 45

10 15 20 25 30 35 40 45

5

AN AN SN An N

10 15 20 25 30 35 40 45

Abbildung 6-8: Di-, tri- und tetramere Proanthocyanidine (v.0.n.u.) einer mit ASE

und ASPEC aufgearbeiteten Malzprobe, sowie das Gesamtsignal
zum Vergleich (MS-Detektion proanthocyanidinspezifischer Massen
und BasePeak).

11



Abschlussbericht AiF Forschungsvorhaben 12605 N

Insbesondere fur die Analyse von flissigen Brauprozessproben und Bier erweist sich
die Technik des ASPEC (automated sample preparation with extraction cartridges;
Gilson), die Probe durch die SPE-Kartusche zu dricken statt zu saugen, als grof3er
Vorteil. Unter der Verwendung manueller SPE-Technik treten dabei mitunter
Probleme mit dem Ausschaumen und —gasen der Flussigkeiten, insbesondere bei
Brauprozessproben und Bier, auf. Die optimierte Reinigung und Konzentrierung der
Proben hat verbesserte Nachweisgrenzen zur Folge, sodass auch dadurch nun
weitere Verbindungen analytisch zuganglich werden.

Zur Analytik der Hopfenbittersauren (Humulone, Lupulone) muss auf ein anderes
Adsorptionsmaterial zurlickgegriffen werden, da sie auf Polyamid nicht ausreichend
adsorbiert werden. In diesem Fall werden RP18-Kartuschen verwendet, die die
Bestimmung dieser Verbindungen ermoglichen. Durch das Waschen der SPE-
Kartusche mit einer Mischung von Methanol/H,O 30/70 und anschlieliende Elution
mit Methanol/H,O 90/10 gelingt gleichzeitig die Abtrennung unerwinschter
Storsubstanzen.

Gekoppelte Probenvorbereitung

Ende 2000 konnte in einer Demostellung am Bonner Institut die innovative Kopplung
der beschleunigten Losungsmittelextraktion (ASE) und der automatisierten Fest-
phasenextraktion (ASPEC) erprobt werden. Schon erste Ergebnisse machten das
Potenzial dieser Methodik deutlich. So konnte am Beispiel der Analyse von
Proanthocyanidinen in Malz in einem Zeitraum von etwa 3 Monaten erfolgreich eine
Methode entwickelt werden, mit der die frGheren Ergebnisse reproduziert werden
konnten. Sie bietet aber zusatzlich grol3e Vorteile gegentber der bisher verwendeten
manuellen Methodik.

Ende 2001 konnte durch die finanzielle Unterstutzung unter anderem der Wissen-
schaftsforderung der Deutschen Brauwirtschaft eine ASE-ASPEC-Kopplung zur
automatisierten Probenvorbereitung beschafft werden. Als generelle Vorteile dieser
Kopplung, neben der Zeit- und Arbeitsersparnis, stehen die verbesserte
Wiederfindung und Reproduzierbarkeit im Vordergrund.

Diese ASE-ASPEC-Einheit lasst sich direkt mit einer HPLC koppeln, so dass der
ASPEC hier als Autosampler fungiert. Der Analysengang kann dann nach der
Probeneinwaage und dem Fullen der Extraktionszellen bis zur Ausgabe der
Chromatogramme vollautomatisch ablaufen. Hierdurch kann die Reproduzierbarkeit
der Analysen nochmals verbessert werden.

Stabilitat der Analyten

Die Stabilitat der untersuchten Verbindungen ist flir die gesamte Analytik ein
entscheidender Faktor. Es wurde im Rahmen der Untersuchungen festgestellt, dass
insbesondere bestimmte Phenolcarbonsauren und Flavanole (z.B. Catechin,
Epicatechin) in ammoniakalischer Losung, wie sie Bestandteil einiger bestehender
Vorschriften zur Probenaufarbeitung ist, einem raschen Abbau unterliegen. Solche
Bedingungen mussen demnach vermieden werden, um das polyphenolische
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Spektrum unverandert zu erfassen und die Basis fir eine aussagekraftige Analytik zu
schaffen, um die dem Projekt zugrunde liegenden Fragestellungen beantworten zu
konnen.

Chromatographische Trennung der Polyphenole

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung mussen die interessierenden
Substanzen zunachst chromatographisch getrennt werden. Hierzu werden meist
HPLC-Saulen, gefullt mit RP18-Material, verwendet.

Verwendung von Narrow-bore-Saulen

Fir die hier dargestellten Untersuchungen erfolgte die Umstellung der bisher in der
Forschungsstelle 2 verwendeten HPLC-Methode (RP18-Saule mit 4.6 mm innerem
Durchmesser, Fluss 1 ml/min) auf Saulen mit 2 mm i.D.. Gleichzeitig mit dem Saulen-
volumen wurde hierbei auch das Volumen der UV-Messzelle verringert. Verwendung
findet nun eine Mikro-Kapillar-Messzelle mit einem Volumen von 140 nl anstelle einer
Standardmesszelle von 10 pl. Durch diese Umstellung auf sog. narrow-bore-Saulen
konnte eine Empfindlichkeitssteigerung am DAD um etwa den Faktor 2.5 erreicht
werden (Abbildung 9, 10). Die Kapillar-Messzelle erwies sich allerdings als stor-
anfallig und erfordert eine sehr sorgsame Behandlung.

Durch die Verwendung der narrow-bore-Saulen konnte die Empfindlichkeit der
massenspektrometrischen Detektion ebenfalls erhdoht werden, da der bisher
bendtigte Split des Eluenten vor dem Massenspektrometer durch die geringere
Flussrate entfallen kann. Dieser Split wurde im Rahmen der bisherigen Methode
bendtigt, um den Fluss zu verringern, da die lonisationsausbeute im Elektrospray-
Interface bei kleineren Flussraten erhoht ist. Ohne Split gelangt nun die gesamte
Analytmenge in die lonenquelle des Massenspektrometers.

Ein positiver Nebeneffekt der Umstellung auf narrow-bore-Saulen ist der deutlich
geringere Verbrauch an organischen Losungsmitteln.

Vergleich von Phasenmaterialien

Auf  herkdbmmlichem RP18-Material werden einige Phenolcarbonséauren,
insbesondere Gallus- und Protocatechusaure, nur schwach reteniert. Daher wurden
verschiedene neu entwickelte Phasenmaterialien unterschiedlicher Hersteller
(Tab. 1) miteinander verglichen, um eine optimale chromatographische Trennung der
Polyphenole zu erreichen. Diese Phasenmaterialien werden speziell zur Analyse
polarer Verbindungen angeboten und koénnen auch unter rein wassrigen
Bedingungen verwendet werden. Die Saulen wurden unter identischen
chromatographischen Bedingungen und mit denselben Proben (Standard-Losungen
[Gemisch aus Flavan-3-olen, Phenolcarbonsauren, Flavonolglykosiden], ASE-Extrakt
von Hopfenpellets, SPE-Eluat von Flaschenbier) untersucht.
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Abbildung 9, 10: UV-Chromatogramm einer Standard-Lésung auf Aqua, 4.6 mm i.D.
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Phasenmaterial

Dimension

Besonderheit

Thermo Hypersil
HyPURITY Advance

Fluophase PFP

54, 250x2.1 mm

5u, 250x2.0 mm

RP18 mit hydrophilem Endcapping und eingebetteter
polarer Gruppe

Pentafluorphenyl-Phase

Synergi Polar RP

4u, 250x2.0 mm

Aquasil C18 5u, 250x2.0 mm | RP18 mit hydrophilem Endcapping, optimiert fiir
wassrige Bedingungen
Phenomenex
Aqua 5y, 250x2.0 mm | RP18 mit hydrophilem Endcapping, optimiert fiir

wassrige Bedingungen
etherverlinkte Phenyl-Phase, optimiert flr polare
Analyten

Supelco
Discovery PEG

34, 150x2.0 mm

Polyethylenglykol, optimiert fiir polare Analyten

Tabelle 1: untersuchte Phasenmaterialien

Drei der untersuchten Phasenmaterialien zeigten unter den von uns gewahlten
Bedingungen verstarktes Tailing bzw. Fronting und erschienen daher fur die LCMS-

Analytik der Polyphenole in Bier und Braurohstoffen wenig geeignet.

Aquasil, Aqua und Synergi Polar RP zeigen sehr ahnliche Peakform und ahnliche
Selektivitat. Die beste Trennung der Polyphenole unter den untersuchten Be-
dingungen wurde mit Aqua erreicht (Abb. 11, 12). Dieses Phasenmaterial zeigte im
Vergleich zu herkdbmmlichem RP18-Material eine leicht veranderte Selektivitat,

insbesondere bei den Flavonol-Glykosiden.
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Optimierung der Trennbedingungen

In Bier und Braurohstoffen ist eine Vielzahl phenolischer Verbindungen nachzu-
weisen, hauptsachlich aus der Gruppe der Proanthocyanidine (monomere und
oligomere Flavan-3-ole), der Phenolcarbonsauren (Hydroxybenzoe- und -zimtsauren,
sowie deren Ester) und der Flavonolglykoside. Ziel der weiteren HPLC-Methoden-
optimierung war es, eine moglichst groRe Anzahl dieser phenolischen
Bierinhaltsstoffe in einem moglichst kurzen Zeitraum chromatographisch voneinander
zu trennen.

Die Wahl der zu verwendenden FlieBmittel wird eingeschrankt durch die Kopplung
der HPLC mit dem Massenspektrometer. Hierbei sollte auf nichtflichtige Puffer
verzichtet werden, da es ansonsten durch Auskristallisation zu Verschmutzungen
und Verschleppungen innerhalb der lonenquelle und des Massenspektrometers
kommen kann.

Durch die Verwendung einer geringeren PartikelgroRe des HPLC-Phasenmaterials
(3u anstatt 5y) werden zum Erreichen gleicher Trennleistung kirzere Trennsaulen
bendtigt. Die hierdurch erreichte verkirzte Chromatogrammlaufzeit ermoéglicht einen
erhohten Probendurchsatz.

In umfangreichen Untersuchungen wurde der Einfluss der Zusammensetzung des
organischen FlieBmittels, des Flusses, der Temperatur und des Gradientenverlaufs
auf die Trennung der Polyphenole betrachtet. Endpunkt dieser Optimierungen ist
eine LC-MS-Methode, die die Trennung der interessierenden Inhaltsstoffe (ca. 50
Verbindungen) innerhalb von 80 Minuten erreicht.

Detektion und ldentifizierung

Auller den Phenolcarbonsauren sind nur sehr wenige der phenolischen Bierinhalts-
stoffe als kaufliche Standards erhaltlich, oftmals auch nur in ungenugender Reinheit.
Daher muss zu ihrer Identifizierung auf Analysenmethoden zur Strukturaufklarung
zuruckgegriffen werden. Hierfir steht ein Massenspektrometer mit lonenfalle
(lonTrap) zur Verfugung (LCQ, ThermoFinnigan), das innerhalb eines Analysenlaufs
mehrstufige Fragmentierungsexperimente bis maximal MS'™ erméglicht. Zur
lonisierung wird das besonders schonende Elektrospray-Interface verwendet, mit
dem zunachst Quasi-Molekularionen entstehen, die anschliefend in der lonenfalle
fragmentiert werden konnen. Man erhalt zusatzlich zu den Informationen uUber das
Molekulargewicht fur jede Verbindung spezifische Fragmente und innerhalb der
einzelnen Verbindungsklassen charakteristische Fragmentierungsreaktionen. Uber
die bei der Fragmentierung entstandenen Bruchstlcke kann auf die Struktur des
Molekdls riickgeschlossen werden. So kann die Sequenz der Monomerenbausteine
in Proanthocyanidinen bestimmt werden (Friedrich, 2000) oder die Art der
gebundenen Zucker in Glykosiden (Roeder, 1997).
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Verhaltnisses, UV-Signal bei 280 nm; v.o.n.u.)
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Qualitative und quantitative Aussagen Uber das Polyphenol-Spektrum von Bier und
Braurohstoffen kdnnen nur durch das Zusammenspiel von UV- und massenspektro-
metrischer Detektion gemacht werden. Einige Substanzen, die ein deutliches UV-
Signal erzeugen, sind im Massenspektrometer nicht zu detektieren. Ebenso gibt es
Verbindungen, die ein deutliches MS-Signal ergeben, ohne im UV-Bereich zu
absorbieren (Abbildung 13, Beispiele markiert).

In Hopfenproben, die mit Hilfe der ASE gewonnen wurden, konnten verschiedene
Quercetin- und Kampferol-Glykoside massenspektrometrisch identifiziert werden.
Anhand der UV-Spektren allein lassen sich die Substanzen jedoch nicht
unterscheiden, es ist nur eine Differenzierung zwischen Kampferol- und Quercetin-
Derivaten moglich (Abb. 14).

Erst mit Hilfe des Massenspektrometers und der erhaltenen spezifischen Zerfalls-
reaktionen in der lonenfalle kann die Struktur der Analyten hergeleitet werden. Die
Identitat der Aglykone wird abgesichert und es konnen Aussagen uber die Art des
gebundenen Zuckers getroffen werden (Abb. 15).
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Abbildung 14: UV-Spektren der Quercetin- und Kampferol-Derivate
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Gefriertrocknung (Probenaustausch, Lagerung)

Zum Austausch von Probenmaterial zwischen den beiden weit voneinander ent-
fernten Forschungsstellen und zur Aufbewahrung von Proben wurden Unter-
suchungen zur Eignung der Gefriertrocknung durchgefihrt. Hierbei handelt es sich
um ein sehr schonendes Verfahren, das sich auch aus Platz- und Gewichtsgriinden
zum Probenaustausch anbietet.

In diesen Versuchen konnten bei einigen Verbindungen Unterschiede zwischen dem
flussigen und dem gefriergetrockneten Bier festgestellt werden. Signifikante
Unterschiede =zeigten sich allerdings nur bei Probenmaterial, das nach der
Gefriertrocknung langere Zeit bei Raumtemperatur gelagert wurde. Bei einer kurzen
Lagerzeit bei Raumtemperatur zeigte sich gute Ubereinstimmung zwischen dem
ursprunglichen und dem gefriergetrockneten Bier (Abb.16).

Diese Madglichkeit des Probenaustauschs gefriergetrockneter Biere wurde nicht
weiter verfolgt, da sie sich aufgrund des zeitlichen Aufwandes als unpraktikabel
erwiesen hat. Der Austausch erfolgte stattdessen in geschlossenen Flaschen, die vor
und nach dem Versand bei 4°C gelagert und schnellstmdglich der Proben-
vorbereitung unterzogen und anschlief3end analysiert wurden.
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Methoden zur Untersuchung antioxidativer Eigenschaften

Entwicklung des antiradikalischen Potenzials (ARP)

Um die antioxidative Aktivitdt der phenolischen Substanzen beurteilen zu kénnen,
war es notig, eine entsprechende Analytik zu verwenden. Die Messung der endo-
genen antioxidativen Aktivitat (Lag-Time) wird deutlich vom Gehalt an freiem
Schwefeldioxid in der Probe beeinflusst (siehe auch Kapitel Lag-Time). Es wurde
versucht, die Scavenging-Effekte von Polyphenolen auch mit der Spintrap-Methode
am Elektronenspinresonanz-Spektrometer (ESR) zu messen. Dies fuhrte selbst bei
Konzentrationen von 100 mg/l zu keinen signifikanten Unterschieden. Eine Erklarung
ist, dass das Spintrap-Reagenz selbst deutlich schneller mit Radikalen reagiert als
die phenolischen Substanzen.

Um trotzdem eine Aussage uber die antiradikalische Aktivitat treffen zu kénnen,
wurde auf die Methode von Brand-Williams (1995) zurtckgegriffen, die die Reduktion
des freien stabilen Radikals DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl) spektral-
photometrisch verfolgt. Kaneda (1995) hat diese Methode auf Bier angewandt.
Allerdings zeigte sich, dass die spektralphotometrische Methode relativ ungenau und
in dunklem Bier nicht anwendbar ist. Kaneda berucksichtigt zudem nur die Abnahme
der Extinktion Uber 10 Minuten, allerdings nicht den Verlauf des Graphen. Aus
diesem Grund wurde versucht, diese Methode auf ein ESR zu Ubertragen.

Als stabiles freies Radikal kann das DPPH direkt mittels ESR gemessen werden,
ohne dass sekundare Effekte einen Einfluss haben. Die DPPH-L6sung wird nach
Kaneda (1995) auf eine Konzentration von 1,86 x 10 mol/L eingestellt. Dies hat sich
auch am ESR-Gerat als sinnvoll erwiesen. Der pH-Wert der Losung wird auf 4,3
eingestellt.

Die Parameter fur die DPPH-Messung mit dem JES-FR30 von JEOL (Japan) sind:
Power: 4 mW, C.Field: 339 mT, SwWid: 5 mT, SwTime: 0.5 min, ModWid: 0.1 mT,
Amp: 79, TimeC: 0.03 s.

Die Parameter fur die DPPH-Messung mit dem escan von BRUKER (Deutschland)
sind: Power: 2.51 mW, C.Field: 349 mT, SwWid: 2 mT, SwTime: 2.62 s, ModWid:
0.226 mT, Amp: 224, TimeC: 10.24 ms.

Das Mischungsverhaltnis zwischen der DPPH-L6sung und dem Bier ist 2,8 ml zu
0,2 ml. Dieses Verhaltnis hat sich als geeignet erwiesen. Ansonsten verlauft die
Reaktion je nachdem zu langsam bzw. deutlich zu schnell.

Die ursprungliche Messmethode wird mittels 1Csp ausgewertet, d.h. es wird eine
Verdunnungsreihe angelegt und die Konzentration Uber die reduzierte Menge an
DPPH aufgetragen. Gesucht wird die Konzentration, die 50 % des Radikals reduziert.
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Abbildung 17: Spektrum von DPPH am ESR

Da das Anlegen einer Verdunnungsreihe aufwendig ist, wurde ein neues Verfahren
gewahlt. Hierzu wird neben der reduzierten Menge an DPPH auch der Verlauf des
Graphen berlcksichtigt, indem die Flache unterhalb des Graphen ausgewertet wird.
Je kleiner diese Flache ist, um so besser ist das antiradikalische Potenzial.
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Abbildung 18: Auswertung des antiradikalischen Potenzials

Flr eine prozentuale Auswertung wird die Flache unterhalb des Graphen
herangezogen. Die Darstellung des Graphen erfolgt in Prozent. So ist die theoretisch
maximale Flache 1000. Die Differenz beider Flachen, bezogen auf die maximale
Flache, entspricht dem Potenzial.
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Zur Berechnung der Probe wird zum Beispiel folgendermalien vorgegangen:
Flache unterhalb des Graphen: 180

Differenz zur maximalen Flache: 1000 — 180 = 820

Antiradikalisches Potenzial (%) = 820 *100 % /1000 = 82 %

Das antiradikalische Potenzial ist in erster Linie vom Gehalt an phenolischen
Substanzen abhangig, jedoch nicht von Schwefeldioxid.
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Abbildung 19 : ARP von Bier mit Zudosage von Bisulfit

Die Methode ist nicht nur auf Bier anwendbar, mittels eines anderen Mischungs-
verhaltnisses ist es auch mdglich, einzelne phenolische Substanzen in ihrem
antiradikalischen Potenzial zu unterscheiden. Hierzu hat es sich als positiv erwiesen,
die Losungen mit den phenolischen Substanzen in der gleichen Konzentration wie
die DPPH-Losung (1,84 x 10™ Mol/lL) anzusetzen. Es werden dann gleiche
Volumenanteile der Losungen vermischt. Es zeigen sich deutliche Unterschiede in
der Aktivitat zwischen den Substanzen, wodurch es mdglich ist, diese in ihrem
Potenzial zu klassifizieren.
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Abbildung 22: Antiradikalisches Potenzial von Flavonoiden
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Harne SRF [H]
1 |Sinzpireauns a4
2 |Galluss3ure a2
3 |Kaffeesdure it
4 |Epigllocatechingallst 7
3 |Chlorogensaure B3
£ |Gertisinsaors a8
T |Epigllocatachin a6
4 |Epicatechin a3
3 |darthohumnol 52
10 |lzoxarthohomal 47
11 |Protocatechussdune 29
12 |Ferdazaore 29
13 |Syningasaore 28
14 |pCumnarsaore 26
15 |Epicatechingallst 23
16 |pHydronyberzoessurne 16
17 |arillinsaore ik
18  |Geristein 3

Tabelle 2: Klassifizierung einzelner phenolischer Substanzen aufgrund ihres anti-
radikalischen Potenzials

Die Reihenfolge ist sehr gut mit den Ergebnissen aus der Literatur vergleichbar. Es
ist Uberraschend, dass nicht die Flavanoide zu den reaktivsten Substanzen zahlen,
sondern die Phenolcarbonsauren, die schon im Malz vorhanden sind, was flr den
Brauprozess besonders wichtig ist. So ist nicht nur die Dosage und Qualitat des
Hopfens von Bedeutung, sondern auch das Spektrum an phenolischen Substanzen
im Malz. Es zeigt sich, dass die Polyphenole gerade beim Maischen einen positiven
Einfluss haben kdnnen.

Beurteilung des antiradikalischen Potenzials in Bier

Die phenolischen Substanzen werden uber die Rohstoffe Gerste, Weizen und
Hopfen dem Brauprozess zugeflihrt. So dient diese Messung zur Beurteilung aller
Biersorten. Es mul} allerdings darauf geachtet werden, dass Weizenmalz einen
geringeren Gehalt an phenolischen Substanzen enthalt als Gerstenmalz. Auch wird
zum Beispiel Weizenbier geringer gehopft und enthalt schliel3lich in der abgeflillten
Flasche weniger Polyphenole als ein vergleichbares untergariges Pilsener. So sind
die Ergebnisse der Weizenbiere etwas schlechter.

Alkoholfreie Biere kdonnen ebenfalls, unabhangig davon, ob sie mittels gestoppter
Garung hergestellt wurden oder der Alkohol nachtraglich entzogen wurde, bewertet
werden.
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Abbildung 23: Das antiradikalische Potenzial verschiedener. A: 73 %, B: 78 %,
C: 84 %, D: 64 %, E: 58 %

Ermittlung der Lag-Time

Zur Ermittlung der Lag-Time wird die Methode nach Uchida etal. (1996)
angewendet. Die Lag-Time wird mit Hilfe des Elektronenspinresonanz-Spektrometer
(ESR) bestimmt.

Die zu untersuchende Probe wird bei 60 °C einem oxidativen Forciertest unterzogen.
Dabei entstehen aus dem Sauerstoff aktive Formen, wie das Superoxidradikalanion.
Die Reaktion geht weiter lUber das Wasserstoffperoxid und die Fenton-Reaktion bis
zum Hydroxylradikal. Dieses Radikal reagiert sehr schnell unspezifisch weiter.
Dadurch kann es nur schwer direkt gemessen werden. Um dies zu ermdglichen, wird
der Probe ein Spin-Trap Reagenz zugegeben. An der Forschungsstelle | wird mit
N-tert-butyl-a-phenyl-nitron (PBN) gearbeitet. Dieses reagiert mit den entstehenden
Radikalen und bildet ein stabiles Spinaddukt, das mittels ESR gemessen werden
kann. Das Hydroxylradikal reagiert zuerst noch mit Ethanol zum 1-Hydroxy-ethyl-
radikal, welches letztendlich erfasst wird, was anhand der aufgenommenen Spektren
erkennbar ist.

Die Einstellungen fur die Spintrap-Messung am JES-FR30, JEOL ( Japan) sind:
Power: 4 mW, C.Field: 339 mT, SwWid: 5 mT, SwTime: 4 min, ModWid: 0.1 mT,
Amp: 200, TimeC: 1 s.

Die Einstellungen flr die Spintrap-Messung am escan von BRUKER (Deutschland)
sind: Power: 1.99 mW, C.Field: 349 mT, SwWid: 2 mT, SwTime: 2.62 s, ModWid:
0.25 mT, Amp: 224, TimeC: 10.24 ms.
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Abbildung 24: Spektrum von PBN am ESR

Bierinhaltsstoffe vermogen die Entstehung dieser Radikale zu unterbinden oder
fangen diese direkt ab. So kann der Verlauf der Radikalentstehung zu Beginn flach
sein und erst nach einer spezifischen Zeit kommt es zu einem Anstieg in der
Radikalbildung. Mittels zweier Regressionsgeraden kann der Knickpunkt berechnet
und als die Lag-Time dargestellt werden.
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Abbildung 25: Ermittlung der Lag-Time

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass ein klarer Zusammenhang zwischen dem
Gehalt an Schwefeldioxid und der Lag-Time besteht. Das Schwefeldioxid wird
naturlich von der Hefe wahrend der Hauptgarung gebildet. Es kann somit im
Sudhaus bzw. in der Wurze noch keine Lag-Time ermittelt werden. Der maximal
zulassige Wert in Bier ist in Deutschland 10 mg/l. Fir eine einheitliche prozentuale
Auswertung wird folgendermalien vorgegangen. Als maximale Lag-Time, die 100 %
entspricht, wurden 120 Minuten festgelegt. Dies geht aus einer statistischen
Auswertung der Messungen der vorangegangenen Jahre hervor.

Dies ergibt zum Beispiel fur eine gemessene Lag-Time von 94 Minuten:
Lag-Time (%) = 94 min *100 % / 120 min =78 %
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Das antiradikalische Verhalten (ARV)

Bei der Messung der Lag-Time wurde bisher nur der Bereich berucksichtigt, bis der
Graph zu einem bestimmten Zeitpunkt ansteigt. Da es Biere gibt, die keine Lag-Time
besitzen, wie zum Beispiel obergarige Biere, wurde eine zweite Auswertung in
Betracht gezogen.

Der Anstieg des Graphen nach der Lag-Time, oder sogar schon vom Startzeitpunkt
der Messung an, gibt Aufschluss daruber, wieviel Radikale pro Zeit entstehen. Somit
kann aus dieser Steigung ein antiradikalisches Verhalten bzw. eine antiradikalische
Aktivitat abgeleitet werden. Da sich die Auswertung der Steigung des Graphen als
schwierig erweist, wird die Flache unterhalb des Graphen als Messparameter
herangezogen. Diese wird durch Integration des Graphen bis 120 Minuten ermittelt.
Hiermit wird zugleich die Menge an entstandenen Radikalen, aber auch die
Entstehungskinetik berucksichtigt. Je kleiner diese Flache ist, umso weniger
Radikale sind entstanden. Um eine gleichmaRige Auswertung zu gewahrleisten, wird
die Flache unterhalb des Graphen auf eine ReferenzgroRe bezogen. Diese entspricht
der maximal moglichen Flache, die ein schlechtes ARV darstellt. Diese sogenannte
Null-Probe wurde empirisch ermittelt. Die Differenz dieser beiden Flachen entspricht
der eigentlichen Reaktivitat. Fur eine prozentuale Auswertung wird diese errechnete
Differenz auf die maximal mogliche Flache bezogen. Die Ermittlung dieser Flachen
ist geratespezifisch und somit nicht einfach auf andere Laboratorien Ubertragbar, da
die Messung der absoluten Mengen an Radikalen von der Empfindlichkeit des
Gerates abhangt. Um die Vergleichbarkeit zu ermdglichen, kann der gemessene
Wert am Gerat auf einen stabilen Standard umgerechnet werden. Hierzu dient zum
Beispiel das stabile Radikal 4-Hydroxy-Tempol, das kauflich erwerblich ist.
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0.10 \,‘ N\ .
- A \\\
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Abbildung 26: Bestimmung des antiradikalischen Verhaltens (ARV)
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An der Forschungsstelle 1 ergibt sich als Flache fur die Null-Probe ein Wert von 8.
Um eine prozentuale Auswertung zu ermoglichen wird folgendermalien
vorgegangen:

Flache unterhalb des Graphen bis 120 Minuten: 2,72

Maximale Flache der O-Probe: 8

Differenz der Flachen: 8-2,72=5,28
Antiradikalisches Verhalten (%) = 5,28 *100 % / 8 = 65,6 % (gerundet 66 %)
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Abbildung 27: Das ARV verschiedener Biere: A: 86 %, B: 71 %, C: 87 %, D: 89 %

Abbildung 27 zeigt zwischen den Bieren deutliche Unterschiede in ihrem ARV. Das
ARV ist natirlich auch klein, wenn die Lag-Time sehr grof3 wird. So hat das SO,
indirekt einen Einfluss auf die Messung. Jedoch kénnen sich die ARV bei gleicher
Lag-Time stark unterscheiden. Besonders Polyphenole und allgemein reduzierend
wirkende Substanzen werden mit dem ARV erfasst. Es muss allerdings
bertcksichtigt werden, dass der pH-Wert und der Extraktgehalt der Probe das
Ergebnis ebenfalls beeinflussen konnen, da die Radikalentstehung von diesen
Parametern direkt abhangt. Je héher der Extraktgehalt ist, umso mehr Inhaltsstoffe
konnen unspezifisch Radikale abfangen.

Das Reduktionsvermogen

Eine weitere Methode zur Bestimmung antioxidativer Inhaltsstoffe in Bier ist das
Reduktionsvermogen nach MEBAK. Hierbei wird die Reduktion von
Dichloroindophenol spektralphotometrisch bei 520 nm Uber 1 Minute verfolgt. Aus
der Extinktionsdifferenz kann das Reduktionsvermdgen berechnet werden. An der
Forschungsstelle | wird hierzu das Tannometer von Pfeuffer, Kitzingen, verwendet.
Die Werte liegen normalerweise im Bereich zwischen 20 und 50 %. Uber 60 %
erreichen nur dunkle Biere aufgrund ihres erhdhten Gehaltes an Melanoidinen oder
Biere, denen ein Antioxidanz, zum Beispiel Ascorbinsaure, zugegeben wurde.
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Abbildung 28: Bestimmung des Reduktionsvermogens

Durch diesen Parameter ist es moglich, auf die thermische Belastung des Bieres im
Brauprozess zuriickzublicken. Auch kann er einen Uberblick lber die Qualitat des
eingesetzten Malzes geben, bzw. tiber den Zusatz dunkler Spezialmalze.

Entwicklung des Stabilitatsindex

Die erwahnten Analysen sind eine gute Moglichkeit, das antioxidative Potential von
Getranken, speziell von Bier, zu beurteilen, da sie vier Einflussgrofien bertck-
sichtigen. Die einzelnen Analysen konnen sowohl getrennt betrachtet werden, aber
es ist auch moglich, einen Summenparameter aus ihnen zu berechnen. Hierzu wurde
der Stabilitatsindex entwickelt. Er ist eine rechnerische Grof3e und das arithmetische
Mittel der Ergebnisse aller vier Messungen. Es gab Vorschlage, einzelne
Messungen, wie zum Beispiel die Lag-Time, starker zu gewichten. Dies fuhrte jedoch
nicht zu signifikanteren Ergebnissen. Im Gegenteil, es kommt zu einer ungleichen
Uberlagerung der weiteren Ergebnisse. Fir diesen Parameter wurden die einzelnen
Ergebnisse wie zuvor erwahnt in Prozent berechnet und somit ist diese auch die
Einheit des Stabilitatsindex.

Fir die Bewertung des Stabilitatsindex als Mal} flr das antioxidative Potenzial von
Bier wird folgende Einteilung vorgeschlagen:

Sehr gut > 60 %
Normal 50 -60 %
Schlecht <50 %

Diese Einteilung geht auf die Verteilung des Stabilitatsindex in deutschen Bieren
zuruck, die anhand eines grof3en Probenvolumens erstellt wurde.
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Abbildung 29: Verteilung des Sl in Bier (N=108)

Um einen

Zusammenhang

zwischen

dem

Stabilitatsindex

und

der

Alterungsverkostung zu prifen, wurde eine grof3e Zahl von Proben untersucht und
eine gute Korrelation festgestellt. Der kombinierte Parameter zeigt den besten
Zusammenhang im Gegensatz zu den Einzeluntersuchungen.
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Abbildung 30: Korrelation zwischen Stabilitatsindex und der Alterungsverkostung
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Anwendung der Chemilumineszenz-Messung

Neben der Messung des Stabilitatsindex und dessen Einzelanalysen, wurde auch die
Chemilumineszenz-Messung und verschiedene Applikationen fir das Gerat
angewendet.

Direkte Messung der Chemilumineszenz in Bier und Malz

Eine einfache Anwendung der Chemilumineszenz-Messung (CL) ist das direkte
Messen der Photonen, die bei einem oxidativen Forciertest entstehen. Dazu wird das
Bier auf 60 °C erhitzt und Uber 2 Stunden die Intensitat des ,Lichtes” gemessen. Es
zeigten fruhere Veroffentlichungen, dass in einem gealterten Bier die Intensitaten
deutlich héher sind als in einem frischen Bier. Da die Werte sehr gro3 sind, bis zu
10°, ist die Empfindlichkeit der Messung klein. Zur Beurteilung der
Geschmacksstabilitat werden daher die ESR-Methoden (Lag-Time) angewendet.

Zudem wird die Summe aller Oxidationsreaktionen aufgenommen. Es ist mit dem zur
Verflugung stehenden Gerat nicht mdglich, spezifische Reaktionen zu messen. Es
ware allerdings moglich, spezielle Wellenlangen mit Hilfe von Filtern zu detektieren,
um so einzelne Reaktionen zu verfolgen.

Neben flissigen Proben ist es auch moglich, Feststoffe zu messen. So konnten
Oxidationsreaktionen im gemahlenen Malzpulver bei 60 °C verfolgt werden.
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Abbildung 31: Vergleich der Chemilumineszenz verschiedener Malze und Gerste

Beurteilung der antiradikalischen Aktivitat von Polyphenolen und Sulfit mittels
der Chemilumineszenz-Messung

Wie das antiradikalische Potenzial ist auch die Chemilumineszenz-Messung zur
Beurteilung des antoxidativen Effektes einzelner Substanzen anwendbar.

Die zu testende Substanz wird in dem nicht ganz vollstandigen Reaktionsgemisch
vorgelegt. Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid wird die Radikalentstehung
gestartet und der Inhibitionseffekt der zu untersuchenden Substanz kann gemessen
werden.
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Abbildung 32: Darstellung der Chemilumineszenz-Methode und Inhibitionseffekt von

Einfluss des pH-Wertes auf die antiradikalische Aktivitat der Polyphenole

Sulfit

Es sollte geklart werden, welchen Einfluss der pH-Wert auf die Reaktionskinetik von
phenolischen Substanzen hat. So zeigt sich, dass bei einem typischen Bier pH-Wert
von ca. 4,3 die antiradikalische Reaktion der Polyphenole gegenlber Superoxid-
radikalanionen und Hydroxylradikalen nicht nachweisbar ist. Bei einem pH-Wert von
7 kann eine deutliche Reaktivitat gemessen werden.

Der Gehalt an Sulfit dagegen zeigt bei diesen Messungen bei beiden pH-Werten eine

Reaktivitat.
PH pH 4.3 pH 7.0
Test compound Hydroxyl | Superoxid Hydroxyl Superoxid

Active oxygen r[anv.:lllhn:;l?l e (mh radical (mM) e (mh

Catechin MAYGEOP | NA. (59 29x100 20%10°
Ferulic acid WA (24) 1ax10P | WA (24 §0x10°
p- MA (85 | NA (85 Bax 107 NA (G5
Hydroxyhenzoic
acid
Gallic acid MA (8.3) 49%10F gox10?f 11 %10°
Vanillic acid MA (48 | NA (47 g0 62k 10?
Sulfite taxidf | 2ex10? 43x10?  s8x10¢

Tabelle 3: Antiradikalische Reaktivitaten der einzelnen phenolischen Substanzen
und des Sulfit bei verschiedenen pH-Werten. In Klammern sind die
maximal verwendeten Konzentrationen angegeben (Nakamura et al.
2001)
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Das antiradikalische Potenzial dagegen zeigt, dass die phenolischen Substanzen mit
DPPH auch bei pH 4,3 reagieren und so eine Unterscheidung maoglich ist. Diese
Ergebnisse stehen in keinem Widerspruch. Es ist somit wichtig, anzugeben, welcher
Test mit welchem Radikal verwendet wurde. So ist festzuhalten, dass phenolische
Substanzen gegenuber dem Hydroxylradikal bei pH 4,3 keine Wirkung zeigen. Dies
kann aber auch damit begrundet werden, dass die Radikalentstehung sehr gering ist.
So ist die Affinitat der Polyphenole gegenlber diesem speziellen Radikal bei
geringen Konzentrationen nicht ausreichend, um ein messbares Ergebnis zu
erlangen, zumal die Radikale auch unspezifisch schnell weiter reagieren. Dies ist bei
DPPH nicht der Fall, da dieses selbst stabil ist und so die Affinitat der Polyphenole
gegenuber diesem speziellen Radikal verfolgt werden kann.

Zusammenhang zwischen einzelnen phenolischen Substanzen und den
antioxidativen bzw. nasschemischen Analysen

Die Auswertungen der Ergebnisse der Forschungsstelle 2 tber den Gehalt an
einzelnen phenolischen Substanzen wurden mit den Ergebnissen der nass-
chemischen und antioxidativen Tests der Forschungsstelle 1 verglichen.

So zeigte sich ein sehr guter Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Flavonoiden,
bzw. Proanthocyanidinen und den Messungen der Gesamtpolyphenole,
Anthocyanogene und Flavonoide. Der beste Zusammenhang zeigte sich mit dem
Gehalt an Tannoiden der Probe.
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Abbildung 33: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Catechin und der
Bestimmung der Tannoide in Bier

Die von der Forschungsstelle 2 bestimmten Phenolcarbonsauren hingegen werden
mit diesen Methoden scheinbar nicht erfasst, da sich kein Zusammenhang erkennen
|lakt. Sie korrelieren dagegen sehr gut mit der Bestimmung des antiradikalischen
Potenzials. Unter den Phenolcarbonsauren hebt sich besonders die Sinapinsaure
hervor, die auf einem hohen Niveau mit dem ARP korreliert.
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Sinapinsdure und dem
antiradikalischen Potenzial

Die Sinapinsaure kann somit eventuell als Indikatorsubstanz fir das Spektrum an
phenolischen Substanzen und ihrem antiradikalischen Potenzial verwendet werden.
Gerade das Spektrum im Malz ware von Interesse, da es einen positiven Einfluss auf
die Maischarbeit haben kann.

Untersuchungen im Bierbereitungsprozess

Untersuchung des Malzes auf Polyphenole und ihr antioxidatives Potenzial

Um den Rohstoff Malz zu beurteilen, wurden Malzkaltauszlige hergestellt. Zuerst
wurde das Malz bei konstanter Temperatur (~20 °C) fein vermahlen. Damit die
phenolischen Substanzen nicht oxidiert werden, wurde fur die Kaltauszige eine
Hydrazinsulfat-Lésung verwendet.
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Abbildung 35: Polyphenole und der Stabilitatsindex wahrend der Malzung (Gpolys =
Gesamtpolyphenole, Anthos = Anthocyanogene)
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Es zeigt sich, dass bereits in Malzkaltausziigen der Stabilitatsindex reproduzierbar
gemessen werden kann. Um die Ergebnisse der verschiedenen Malze zu
vergleichen, mussen diese auf einen einheitlichen Extraktgehalt bezogen werden, da
bei unterschiedlichem Losungsgrad die Extrakte in den Auszugen voneinander
abweichen. Ebenso ist zu berlcksichtigen, dass die Hydrazinsulfatidsung einen
niedrigen pH-Wert von ungefahr 3,2 hat. Da die Radikalentstehung und die
antiradikalische Reaktion von Polyphenolen vom pH-Wert abhangen, muss dieser
berucksichtigt werden. Die Reaktivitat der Malze ist zwar untereinander vergleichbar,
es ist jedoch noch keine Vorhersage fur die entstehende Maische und Wiuirze
mdglich, da dort die pH-Werte deutlich héher (> 5) liegen.

Es ist festzuhalten, dass der Stabilitatsindex bzw. die einzelnen Analysen zur
Bewertung des Malzes herangezogen werden konnen und das antioxidative
Potenzial bestimmt werden kann.

Des Weiteren ist es mdglich, bereits im Feststoff Malz freie Radikale mittels ESR zu
messen. So konnen zwischen Malzsorten signifikante Unterschiede gemessen. Es
hat sich gezeigt, dass mit zunehmendem Ldsungsgrad, die Menge an freien
Radikalen im fertigen Malz zunimmt (Takoi et al. 2002). Dieser Parameter kdnnte als
zukunftige Spezifikation fur das Malz Anwendung finden und wird an der
Forschungsstelle 1 ebenfalls gemessen.
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Abbildung 36: Freie Radikale in unterschiedlichen Malzen gemessen mittels ESR

Inwieweit dieses Potenzial in die Maische Ubertragbar ist und dort schutzend wirken
kann, muss noch geklart werden. Es kann somit der Einfluss des Malzens auf das
antioxidative Potenzial des Malzes von Interesse sein. Es hat sich gezeigt, dass,
unabhangig vom Malzungsverfahren, die gleiche Abnahme an phenolischen
Substanzen und des Stabilitatsindex beobachtet werden konnte. Es bietet sich im
Bereich der Malzung somit noch ein grofes Forschungsgebiet an.
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Untersuchung der Polyphenole in der Maische

Es ist bekannt, dass sauerstofffreies Maischen zu besseren Geschmacksstabilitaten
der Biere fuhrt. Dies setzt voraus, dass im weiteren Brauprozess keine negativen
Einflusse (Hefequalitat, Sauerstoffeintrag beim Abflllen, thermische Belastungen)
zum Tragen kommen. So zeigt sauerstofffreies Arbeiten in der Wirze hoéhere
Gehalte an Tannoiden und einen niedrigeren Polymerisationsindex (siehe nachstes
Kapitel). Problematisch fur die Untersuchung der Maischarbeit ist die Probennahme.
Da die Enzyme noch wirksam sind, mussen sie deaktiviert werden. Dabei ist es aber
schwierig, die Matrix der Probe (Temperatur, pH-Wert) nicht zu verandern.

Einfluss der biologischen Sauerung auf den Polyphenolgehalt und die
Geschmacksstabilitat der Biere

Das Sauern der Maische mittels biologisch hergefuhrter Milchsaure fuhrt zu
geschmacklichen Vorteilen und auch die Geschmacksstabilitdit kann gesteigert
werden. Es wurden Versuche durchgefuhrt, um mit den neu erarbeiteten Methoden
diese Erfahrung zu bestatigen und neue Erklarungsmaoglichkeiten zu finden.

Es zeigt sich, dass die Geschmacksstabilitat mittels biologischer Sauerung gesteigert
werden konnte. Es ist besonders wichtig, moglichst sauerstofffrei im Bereich des
Maischens zu arbeiten, da sonst der scheinbar positive Effekt der Polyphenole
analytisch nicht nachvollziehbar ist. Auffallend ist, dass durch diesen
technologischen Schritt der Gehalt an Tannoiden auf einem deutlich hohen Niveau
verbleibt (in  Abhangigkeit des  Ausgangswertes). Auch nimmt der
Polymerisationsindex nur gering zu. Dies deutet auf einen Schutz vor Oxidationen
hin. Im Vergleich zu einem ungesauerten Vergleichssud waren die Werte deutlich
erhoht und bestatigen den positiven Einfluss.
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Abbildung 37: Einfluss der biologischen Maischesauerung auf den Tannoidgehalt
und den Stabilitatsindex im fertigen Bier (1: Null-Sud, 2 und 3:
Maischesauerung, Akz = Alterungsakzeptanz)

40



Abschlussbericht AiF Forschungsvorhaben 12605 N

Die fertigen Biere aus den Maischsauerungsversuchen zeigen einen sehr guten
Zusammenhang zwischen der Alterungsverkostung und dem Stabilitatsindex
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Abbildung 38: Korrelation zwischen dem Stabilitdtsindex und der Alterungs-
verkostung

Die Probenzahl war fur eine statistische Auswertung nicht grold genug, doch ist die
Tendenz eindeutig.

Einfluss der Garung auf den Stabilitatsindex und die Geschmacksstabilitat der
Biere

Grundsatzlich zeigen sich in der Wirze keine Veranderungen auf das antioxidative
Potenzial durch das Anstellen, bzw. das Bellften. So wird der Sauerstoff, der zu
Garbeginn zugegeben wird, von der Hefe sehr schnell aufgenommen, bevor er zu
messbaren Oxidationen der Wirzeinhaltsstoffe flhrt.

Da sich die Lag-Time erst wahrend der Hauptgarung mit der Entstehung von SO,
ausbildet, wird in diesem Bereich auch der Stabilitatsindex positiv verandert. Da SO,
einen sehr guten Oxidationsschutz darstellt, ist mit seinem Gehalt auch die
Geschmacksstabilitat des Bieres zu einem Grofdteil bestimmt. Bis 10 mg/l im Bier ist
es nicht deklarierungspflichtig.

Interessant ist, dass frisch hergeflihrte Hefe nur bis zu 1,5 mg/l SO, bildet, dagegen
Erntehefe, die zum Beispiel viermal gefuhrt wird, Werte bis zu ~10 mg/| erreicht.

Phenolische Substanzen, gemessen als Gesamtpolyphenole, Anthocyanogene und
Tannoide, nehmen hingegen deutlich wahrend der Hauptgarung ab. Es muss
allerdings bericksichtigt werden, dass auch der pH-Wert des Jungbieres weit unter
dem der Wurze liegt. Dies hat auch auf die Analytik einen Einfluss. Es ist schwierig,
die Ergebnisse direkt zu vergleichen.
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Da heutzutage oft nur noch Reinzuchthefe verwendet wird, sind die SO,-Gehalte im
Bier relativ niedrig. Dies ermoglicht jetzt erst, die Wirkung der Polyphenole besser zu
erkennen, da diese zuvor vom Effekt des SO, Uberdeckt war. Das Niveau des
Stabilitatsindex bleibt im Bereich der Lagerung konstant, auf’er es kommt zu
deutlichen Sauerstoffaufnahmen, die die Hefe nicht schnell genug aufnehmen kann.
Der Stabilitatsindex kann so bereits als Qualitatsmerkmal fur das antioxidative
Potenzial des Jungbieres herangezogen werden. Sind hier Unterschiede erkennbar,
sind diese im Lagerkeller durch verschneiden unterschiedlicher Chargen
kompensierbar.

Einfluss der Stabilisierung und Filtration auf die phenolischen Substanzen und
die Geschmacksstabilitat der Biere

Die Filtration und speziell die Stabilisierung der Biere mit PVPP haben einen grol3en
Einfluss auf das Spektrum der phenolischen Substanzen. Gerade der Gehalt an
Tannoiden wird mit PVPP deutlich reduziert. Das kann soweit gehen, dass kein
Gehalt mehr messbar ist. Dies ist aus Sicht der kolloidalen Stabilitdt notwendig, um
die Biere im Rahmen der Mindesthaltbarkeit tribungsstabil zu halten. Der Filtration
uber Kieselgur/PVPP vor der Abfullung des Bieres kommt im Hinblick auf den
Polyphenolgehalt somit eine besondere Bedeutung zu.

Der Einfluss unterschiedlicher Stabilisierungsmalinahmen auf das Polyphenolmuster
von Bieren wurde von beiden Forschungsstellen parallel untersucht. Hierzu wurden
Biere betrachtet, die gar nicht, mit PVPP, mit Kieselgel und mit einem Gemisch aus
PVPP und Kieselgel stabilisiert wurden.

Bei den monomeren und kondensierten Flavanolen (Proanthocyanidinen) zeigt sich
durch den Einsatz von PVPP eine deutliche Reduzierung der Konzentrationen
(Abb. 39). Es ist nicht relevant, ob das PVPP allein oder im Gemisch mit Kieselgel
angewendet wird. Kieselgel allein zeigte bei dieser Substanzklasse nur einen
geringen Effekt.
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Abbildung 39: Einfluss der Stabilisierungsmittel auf den Proanthocyanidin- und
Isoxanthohumolgehalt des Abzugs
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Die Gehalte an Phenolcarbonsauren werden zumeist durch die Stabilisierung nur in
geringem Male beeinflusst (Abbildung 40). Bei Ferulasdure und p-Cumarsaure
zeigte sich ein bisher noch nicht erklarter Effekt, namlich eine starke Zunahme
wahrend der Stabilisierung. Erklarungsansatze fir diesen Effekt setzen u.a. bei der
Trubung des unstabilisierten Bieres an. Als Bestandteile dieser Trubung konnten die
Hydroxyzimtsauren der Bestimmung im unstabilisierten Bier entzogen werden.
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Abbildung 40: Einfluss der Stabilisierungsmittel auf die Gehalte phenolischer
Sauren

Die nasschemischen Tests der phenolischen Substanzen werden entsprechend
beeinflusst. So nimmt der Gehalt an Tannoiden und Anthocyanogenen in gleichem
Male wie die Einzelsubstanzen ab.
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Abbildung 41: Abnahme der Polyphenole wahrend der Stabilisierung und Filtration
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Im Weiteren wurden der Filterein- und —auslauf eines Kieselgur-/PVPP-Kerzenfilters
sowie die auf dem Filter adsorbierten Verbindungen untersucht (Abbildung 42). Die
Konzentrationen von Catechin sowie di- und trimeren Proanthocyanidinen im Bier
werden dabei wie erwartet durch die Filtration deutlich gesenkt, entsprechend finden
sich diese Verbindungen auf dem Filtermaterial adsorbiert wieder. Aber auch
Isoxanthohumol sowie Flavonolglykoside werden vom Filtermaterial zurickgehalten,
sodass auch die Konzentrationen von im Bier durchaus erwunschten Verbindungen
durch die Filtration gesenkt werden. Die hier gewonnenen Erkenntnisse konnten die
Brauereien bei der Formulierung von Zielvorstellungen fur die Eigenschaften
optimierter Filtermaterialien unterstutzen.

5 10 15 20 25 30 35 40  [min]

5 15 25 35 45 55 65 75 85

Abbildung 42: HPLC-Chromatogramme des Bieres am Filterein- (hell) und -auslauf
(dunkel) nach SPE-Aufarbeitung (oben) und der vom Filtermaterial
gewonnenen Polyphenole (unten)

Abbildung 43 zeigt, wie das antiradikalische Verhalten nach der Filtration abnimmt,
bzw. die Flache unterhalb des Graphen zunimmt. Es wird deutlich, wie stark der
Einfluss durch die PVPP-Stabilisierung und die Filtration auf die Inhaltsstoffe des
Bieres sind. Die Lag-Time bleibt hingegen gleich, auler es kommt zur
Sauerstoffaufnahme in diesem Prozessschritt.
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Abbildung 43: Verlauf der Radikalbildung im Lagertank und vor der Abflllung

Die Veranderung des naturlichen Spektrums an phenolischen Substanzen am Filter
hat in erster Linie einen Einfluss auf die Analytik, speziell auf den Stabilitatsindex. Es
wurden Alterungsverkostungen mit diesem Parameter verglichen. Wurden die Biere
nach ihrem Grad der Stabilisierung geordnet, so war ein sehr guter Zusammenhang
zwischen der Analytik und der Verkostung zu erkennen. Das bestatigt die sehr guten
Ergebnisse innerhalb einer Brauerei, wo die Stabilisierung relativ konstant
durchgefuhrt wird.
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Abbildung 44: Korrelation zwischen dem Stabilitatstindex und der Alterungs-
verkostung im Biertyp Helles (Akz = Alterungsakzeptanz, Alt.note =
Alterungsnote)
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Grundsatzlich muss bertcksichtigt werden, dass die Polyphenole scheinbar keinen
deutlichen Einfluss auf die Geschmacksstabilitat im abgefullten Bier haben, da bei
einem pH-Wert von ca. 4,3 deren Reaktivitat gering ist. Inre groRe Bedeutung liegt
wohl im Bereich des Sudhauses, vor allem beim Maischen, da hier pH-Werte von
uber 5 vorliegen. Wie vorher erwahnt, zeigt die Schonung der Tannoide im Sudhaus
einen positiven Effekt auf die Geschmacksstabilitat. Sie wirken womdglich als
Indikatoren fUr eine sauerstofffreie Maischarbeit. |hr Gehalt muss vor dem Filter
bestimmt werden. Ist dieser sehr hoch, so kann darauf zurlickgeschlossen werden,
dass im Sudhaus positiv gearbeitet wurde und die 2zu erwartende
Geschmacksstabilitat hoch ist. Im abgefillten Bier ist der Tannoidgehalt aufgrund der
PVPP-Stabilisierung nicht mehr aussagekraftig.

Es wurde daraufhin versucht, den Stabilitatsindex bereits vor der Stabilisierung zu
messen, um den negativen Einfluss des PVPP zu umgehen. Dies setzt allerdings
voraus, dass die Stabilisierung und Filtration im Hinblick auf die Geschmacksstabilitat
auf einem hohen Level ablaufen. Bei Versuchen im Praxismalstab zeigte sich ein
negativer Einfluss wahrend der Filtration in Form von Sauerstoffaufnahme, wodurch
neben den Polyphenolen auch die Lag-Time beeinflusst wird. Diese verringert sich
ebenso, wenn zum Beispiel die Kieselgur stark eisenhaltig ist. Die Eisenionen
unterstutzen katalytisch die Radikalentstehung im Bier.

Die PVPP-Stabilisierung hat somit nur einen Einfluss auf die Steigerung der
kolloidalen Stabilitat. Ursprunglich wurde davon ausgegangen, dass die antioxidativ
wirkenden Polyphenole auch an den Trubungen beteiligt sind. Versuche haben
jedoch gezeigt, dass es sich wohl um unterschiedliche Reaktionsmechanismen
handelt. So sind Polyphenole, die antioxidativ besonders wirksam sind, nicht
unbedingt Tribungsbildner. Fir eine bessere kolloidale Stabilitdt kdnnen derartige
phenolische Substanzen beruhigt entfernt werden. Da gerade niedermolekulare
Polyphenole antiradikalisch aktiv sind und diese wahrend der PVPP-Stabilisierung
kaum entfernt werden, hat dieser Schritt keinen signifikanten Einfluss auf die
Geschmacksstabilitat.
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Abbildung 45: Vergleich des Trubungsbeitrages mit dem antioxidativen Beitrag
phenolischer Substanzen (jeweils auf deren durchschnittlichen
Gehalt in Bier bezogen)
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Veranderung der phenolischen Substanzen im Bier wahrend der Lagerung und
ihr Beitrag zur Geschmacksstabilitat

Zur Untersuchung der Veranderung der phenolischen Substanzen wahrend der
Bieralterung wurden die Biere 24 Stunden geschuttelt und 4 Tage bei 40 °C im
Warmschrank dunkel gelagert. Neben den klassischen nasschemischen Mess-
methoden an der Forschungsstelle | wurden die Biere an der Forschungsstelle Il auf
die einzelnen phenolischen Substanzen hin untersucht.

Beim direkten Vergleich des frischen und forciert gealterten Bieres sind geringe
Unterschiede festzustellen (Abb. 46). Bei Betrachtung der prozentualen Abnahme
einzelner Verbindungen zeigten sich Unterschiede zwischen den verschiedenen
Stoffgruppen. So war bei den untersuchten Proanthocyanidinen eine geringe
Abnahme beobachten (Abb. 47). Bei den Phenolcarbonsauren konnte in der
Tendenz ebenfalls eine geringe Abnahme festgestellt werden, jedoch mit starkeren
Schwankungen (Abb. 48). Die Flavonolglykoside scheinen im Verlauf der forcierten
Alterung leicht zuzunehmen (Abb. 49). Eine mdgliche Erklarung hierflr ist die
Spaltung von Flavonolglykosiden mit mehreren gebundenen Zuckern. Diese
Precursoren konnten jedoch bisher nicht identifiziert werden.
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Abbildung 46: Ubereinander liegende Chromatogramme von frischem (hell) und forciert gealtertem (dunkel) Bier nach SPE-
Aufarbeitung (PA); gezoomter Bereich: u.a. Procyanidin B3, Catechin, weitere Proanthocyanidine
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Abbildung 47-49: prozentuale Abnahme der untersuchten Proanthocyanidine,
Phenolcarbonsauren und Flavonolglykoside (v.o0.n.u.)
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Trotz einer deutlichen Geschmacksveranderung wahrend der forcierten Alterung
zeigten sich weder im nasschemischen Bereich (Gesamtpolyphenole, Anthocyano-
gene und Tannoide) noch bei einzelnen Substanzen wahrend der Alterung signifi-
kante Veranderungen. Ebenso wenig konnten spezifische Unterschiede zwischen
den untersuchten Biersorten Pils und Helles infolge der forcierten Alterung festge-
stellt werden.

Wird davon ausgegangen, dass Alterungscarbonyle in deutlich geringeren
Konzentrationen als die untersuchten phenolischen Substanzen enthalten sind, ist im
Augenblick keine Aussage dariber mdoglich, ob die diese schutzende Wirkung
haben.

Als Grund fur das Ergebnis kann die Abhangigkeit der antioxidativen Aktivitat vom
pH-Wert genannt werden. Bei einem Wert von ca. 4,3 in Bier ist diese nicht
nachweisbar gewesen. Der Heillbereich der Brauerei, in dem pH-Werte von uUber 5
vorliegen, ist der positive Einfluss wahrscheinlicher. Die Untersuchung der
Produktionsschritte im Sudhaus, speziell des Maischens, sollten in Zukunft im
Vordergrund stehen.

Aufgrund der bisherigen Untersuchungen lassen sich die sensorischen Unterschiede
zwischen frischem und forciert gealtertem Bier nicht auf eine einzelne Substanz oder
eine Verbindungsklasse zurtckflihren. Nach Abschluss dieses Forschungsvorhabens
ist im Rahmen des Fortsetzungsantrags die Isolierung phenolischer Einzel-
substanzen geplant, um deren Beitrag zu den Geschmacksveranderungen aufgrund
von Alterungsvorgangen bzw. deren Einfluss (z.B. oxidativer Schutz durch
verstarktes antioxidatives Verhalten) auf geschmacklich relevante Stoffe zu
untersuchen.
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