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Ausgangssituation:

Proteine nehmen als Struktur gebende und sen-
sorisch relevante Komponenten bei Bier eine
wichtige Rolle ein. Dabei existieren solche, die z.
T. erwinscht und notwendig sind, z. B. fir die
spater angestrebte Schaumstabilitét und die
Vollmundigkeit, und solche, die ausgefallt und
abgeschieden werden missen, insbesondere um
eine ausreichende Tribungsstabilitat zu gewahr-
leisten. Uber den Brauprozess hinweg unterlie-
gen die proteinischen Fraktionen bzw. die Pro-
teinzusammensetzung in den einzelnen Prozess-
schritten vom Rohstoff bis hin zum fertigen Bier
fortlaufenden Veranderungen. In Verbindung mit
anderen Stoffen beeinflussen Proteine den ge-
samten Brauprozess ganz malgeblich. Sie stabi-
lisieren als Protein-Protein-Verbindungen Bier-
schaume und sind in Protein-Polyphenol-Verbin-
dungen fir die Tribungsbildung verantwortlich.
Die Festlegung des proteinischen Ausgangspo-
tentials beginnt bei der Auswahl der Braugerste
und wird bei der Malzung und spater im Maisch-
prozess Uber die jeweiligen enzymatischen Um-
satzraten beeinflusst. Der Fokus bisheriger Un-
tersuchungen richtete sich vor allem auf die
Beeintrachtigung der chemisch-physikalischen

Stabilitat durch proteinische Substanzen im fer-
tigen Bier.

Proteinkomponenten sehr selektiv Gber die fort-
laufende Prozessierung zu betrachten, ist bei
speziellen Lebensmittelgruppen seit Jahren Ge-
genstand intensiver Forschungsarbeiten. In der
Herstellung von Milchprodukten oder bei Emulsi-
onen und Schaumen wird das daraus gewonne-
ne Wissen gezielt genutzt, um mittels einer defi-
nierten vorgelagerten Erhitzung bestimmte
Denaturierungsreaktionen auszulésen, welche
wiederum bestimmte Zieleigenschaften festlegen
(z. B. Serumhaltevermogen und Festigkeit des
entstehenden Joghurtgels, Emulsionsfahigkeit
von Eigelbproteinen oder Schaumféahigkeit von
Eiklarproteinen).

Trotz ihrer substantiellen Bedeutung in Bier und
trotz zahlreicher Untersuchungen der letzten
Jahre ist die Kenntnislage Uber die fur die Voll-
mundigkeit und Tribungsstabilitdt verantwortli-
chen Proteinfraktionen bisher liickenhaft. Waren
diese Fraktionen bekannt, kénnten die brauerei-
spezifische EiweiRanalytik und die Rohstoffaus-
wahl darauf angepasst werden oder es konnte
eine gezielte Einstellung der Technologie bzw.
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der Verfahrenstechnik erfolgen. Insbesondere fir
den Einfluss der Proteinzusammensetzung auf
die Vollmundigkeit des Bieres und den Ge-
schmack sind trotz zahlreicher empirischer Stu-
dien die Zusammenhdnge wissenschaftlich bis-
her nur wenig belastbar.

Ziel des Forschungsvorhabens war es deshalb,
mittels praparativer Trenntechniken und konzen-
trationsabhédngiger Rekombinationsversuche die
fur die Vollmundigkeit, den Geschmack und die
Tribungsstabilitdt relevanten Proteinfraktionen
in der Bierherstellung zu identifizieren, zu cha-
rakterisieren und daraus MalBnahmen zur Tech-
nologieverbesserung abzuleiten.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Projekts wurde angestrebt,
Kenntnisse Uber proteinische Fraktionen zu er-
langen, die zur Verbesserung des sensorischen
Profils (Vollmundigkeit) fihren, vor allem bei oft
als wenig vollmundig empfundenen Bieren, z. B.
Light-Bieren, alkoholfreien Bieren, die derzeit ei-
nen zunehmenden Absatzmarkt darstellen. Des
Weiteren wurden verbesserte proteolytische
Spezifikationen angestrebt, die eine geeignete
Rohstoffauswahl ermdglichen.

Um dies zu erreichen und die chemisch-
physikalische Stabilitdt zu evaluieren, wurden
Filtrationen von stark proteinhaltiger Vorderwdir-
ze an einer Crossflow-Filtrationseinheit durchge-
fihrt und der Einfluss von Prozessbedingungen
auf die Filtrations- und Fraktionierungsleistung
ermittelt.

Verfahrensinnovation: Im ersten Schritt wurde
der Transmembrandruck im Bereich von 1 bis 2
bar variiert. Eine Druckerhéhung von 1 auf 1,5
bar resultierte dabei in einer Steigerung des
Fluxes der 70 kDa-Membran. Bei weiterer Stei-
gerung auf 2 bar konnte keine Fluxerhéhung
mehr beobachtet werden. Es fand eine Kompen-
sation der Drucksteigerung durch eine verstarkte
Deckschichtbildung statt. Im Anschluss wurde
der Einfluss der Wandschubspannung in Form
des Druckabfalls entlang der Membran unter-
sucht. Eine Variation des Druckabfalls entlang
der Membran im Bereich von 0,5 bis 1,5 bar
ergab ein Fluxmaximum im mittleren Druckbe-
reich. Dies kann durch eine Verschiebung des
abgelagerten PartikelgréRenspektrums und einer
dadurch verénderten Deckschichtstruktur mit
steigender Wandschubspannung erklart werden.
Das Fraktionierungsergebnis wurde von den un-
tersuchten Prozessbedingungen nicht beein-
flusst. Bei allen Filtrationen findet eine Abreiche-

AiF 17037 N

rung der 40 kDa-Fraktion im Permeat statt. Auf-
grund des von den untersuchten Prozessparame-
tern weitgehend unabhangigen Trennergebnisses
erfolgte die Auswahl der optimalen Fraktionie-
rungsbedingungen anhand der stationdren
Fluxwerte. Da eine Steigerung des Transmem-
brandruckes von 1,5 auf 2 bar keine Fluxerho-
hung bewirkte, wurde 1,5 bar als optimaler Fil-
trationsdruck festgelegt. Des Weiteren wurde
ein Druckabfall entlang der Membran von 1 bar
ausgewahlt, da hier der Flux maximal war.
Nachdem mittels Membranfiltration ein Permeat
gewonnen wurde, bei dem die 40 kDa-Fraktion
stark abgereichert wurde, sollten die weiteren
Proteinfraktionen chromatographisch separiert
werden. Dabei handelt es sich um zwei Fraktio-
nen im Molekulargewichtsbereich von ca. 6-
20 kDa. Dafiir wurden verschiedene lonenaus-
tauschliganden sowie verschiedene pH-Werte
zur Adsorption untersucht. Bei den stationaren
Phasen handelt es sich um einen starken Katio-
nen- und Anionentauscher (Q und S) sowie um
einen salztoleranten Anionentauscher (PA). Die
Liganden sind an eine pordse Celluloseacetat-
Membran gebunden, welche in Form von 96-
well plates als Einwegadsorber im Labormal3stab
zur Verfligung standen. Es wurde die Bindung
und die Elution der Zielproteine bei drei pH-
Werten zwischen 5,5 und 7,7 untersucht. Bei
diesen pH-Werten waren die drei Hauptprotein-
fraktionen der Bierwiirze unterschiedlich gela-
den. Bei Verwendung eines Kationentauschers
konnte keine Adsorption von positiv geladenen
Proteinen festgestellt werden. Auch bei dem
starken Anionentauscher wurde entweder nur
wenig Protein gebunden, was an den sehr
schwachen Banden der Eluate auf den SDS-
PAGE-Gelen zu erkennen war oder es adsorbier-
ten alle Fraktionen. Damit ist eine Trennung
nicht moglich. Bei der Verwendung eines salzto-
leranten Anionentauschers bei pH 5,5 wurde ei-
ne signifikante Menge an Zielprotein gebunden.
Das war an den tiefschwarzen Banden der Elua-
te mittels SDS-PAGE-Analysen ersichtlich. Das
LTP befand sich nach der Beladung noch in der
Bierwilirze, wahrend die Hordeinfraktion voll-
standig adsorbiert wurde. Bei den héheren pH-
Werten 6,5 und 7,7 wurde wiederum nahezu
kein Protein gebunden. Fir eine Anwendung der
membranbasierten lonenaustauschchromatogra-
phie bedeuten die Ergebnisse, dass die tribungs-
relevante Hordeinfraktion mit PA-Liganden aus
dem Bierwirzepermeat entfernt werden kann.
Dieses kann nach der Bindung durch einen Puf-
fer mit saurem pH-Wert oder hohem Salzgehalt
von 1 M NaCl wieder abgetrennt werden. Die
erwlinschten Wirzeproteine bleiben im Wirze-
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permeat unverandert enthalten.

Produktinnovation: Um den Einfluss der Rohstof-
fe auf die Proteinzusammensetzung und die spéa-
tere Verarbeitung im Brauprozess zu ermitteln,
wurden zwei Malze aus zwei Gerstensorten mit
unterschiedlichen Rohproteingehalten sowie un-
terschiedlichen Losungseigenschaften (hochl6-
send bzw. moderat I6send, bezogen auf die pro-
teolytischen und cytolytischen Ldsungseigen-
schaften) hergestellt. Zur Auswahl der Mal-
zungsparameter wurde zuerst der Einfluss der
Temperatur, der Zeit und des Weichgrades auf
die proteolytische, amylolytische und cytolyti-
sche Losung beurteilt. Durch Variation der Mal-
zungsparameter wurden unterschiedliche Malz-
I6sungsgrade bei maoglichst  gleichwertiger
cytolytischer und amylolytischer Lésung erzielt.
Aus den erhaltenen Malzen wurden Wirzen her-
gestellt, welche mittels der Crossflow-Mem-
branfiltration in Proteinfraktionen getrennt wur-
den. Die Untersuchung der erhaltenden Protein-
fraktionen, Retentat und Permeat, mittels
Bioanalyzer fihrte zu folgender Einteilung der
ProteingréfRenbereiche: niedermolekulare Protei-
ne < 5 kDa, mittelmolekulare Proteine 5-30 kDa
und hochmolekulare Proteine > 30 kDa. Die er-
haltenen Proteinfraktionen wurden im fliissigen
Zustand vergoren und analysiert. Die Ergebnisse
zeigen die unterschiedlichen Auswirkungen der
Fraktionen auf die Produktmatrix. Hier sind be-
sonders die sehr hohen Viskositadtswerte und B-
Glucan-Gehalte sowie die hoheren Farbwerte fiir
das Retentat zu erwahnen. Dadurch ergaben
sich fiir die weiteren Dosageversuche gewisse
Einschrankungen, da sich zu hohe Anteile der
Fraktion mdglicherweise negativ auf die Verar-
beitung und die Produktqualitat auswirken kon-
nen, die jedoch nicht auf die Proteine zuriickge-
fuhrt werden kann, wie z. B. bei der Fil-tration,
oder ein stark verandertes Mundgefihl des ferti-
gen Biers. Um dies zu prifen, wurden beide
Fraktionen (< 40 kDa und > 40 kDa angerei-
chert) nach der Garung zusétzlich getrennt ver-
kostet. Die Fraktionen wurden sehr unterschied-
lich bewertet, auffallend waren die starke
Wahrnehmung von Diacetyl sowie der stfliche
Geschmackseindruck trotz geringerem Restex-
traktgehalt im Permeat.

Durch Dosageversuche zu einer Standardwirze
wurden Matrixeffekte erfasst und die Auswir-
kungen verschiedener Proteinfraktionen tber den
Prozess und auf das Bier evaluiert. Den grof3ten
Einfluss auf die Zusammensetzung der Biere be-
sald erwartungsgemald der Lésungsgrad des
Malzes. Bemerkenswert ist, dass der Anteil der
hochmolekularen Proteine mit zunehmender L6-

AiF 17037 N

sung anstieg. Die Trlibungen stiegen ebenfalls
mit zunehmenden Protein- und Polyphenolgehalt.
Protein- und Polyphenolgehalt nahmen wiederum
mit dem Lésungsgrad des Malzes zu. Tendenziell
erhéhten sich mit steigendem Anteil der hoch-
molekularen Proteine die Tribungen im Bier. Die
Unterschiede zwischen den Bieren mit Fraktion
und den Vergleichsbieren waren verhaltnismaRig
gering. Die Schaumbhaltbarkeit sank mit steigen-
der Lésung des Malzes aufgrund der abnehmen-
den B-Glucangehalte und Viskositats-Werte. Die
Proteinanalytik zeigte einen Verlust an Proteinen
mit einem Molekulargewicht von 9,5 kDa. Dabei
handelte es sich vermutlich um LTP1, ein Sub-
strat von Proteinase A, das an der Schaumstabi-
lisierung beteiligt ist.

Letztendlich wurden mittels Zugabe verschiede-
ner Enzyme die proteinseitigen Triibungskompo-
nenten identifiziert. Daflir wurde einem untergéa-
rigen Vollbier unterschiedliche Konzentrationen
an Fraktionen zugesetzt und anschlieBend mit
den Enzymen Papain, Pepsin und dem Enzym-
gemisch Ultraflo Max (B-Glucanase/Xylanase)
versetzt. Durch Zugabe der proteolytischen En-
zyme konnten die Tribungswerte in den Proben
erheblich gesenkt werden. Somit konnte eindeu-
tig festgestellt werden, dass Triibungen sowohl
im Permeat als auch im Retentat proteinischer
Natur sind. Trotzdem wurde die Tribung mittels
proteolytische Enzyme nicht komplett abgebaut.
Zusatzlich wurde der Gehalt an Fettsduren in
den Fraktionen untersucht, wobei im stark tri-
benden Retentat wesentlich héhere Gehalte an
Gesamtfettsduren sowie Palmitin- und der Linol-
saure nachgewiesen wurden. Die sensorische
Evaluierung der mit den Fraktionen versetzten
Biere zeigte eine Zunahme der Vollmundigkeit
bei steigender Konzentration beider Fraktionen.
Das Retentat weist eine allgemein hdhere Voll-
mundigkeit auf als das Permeat bei direkter
Dosage in Bier. Trotzdem weisen die Biere nach
Zugabe der Fraktionen eine deutlich stfRRe und
nach Vorderwilrze schmeckende Note auf.

Aufgrund des bisherigen Wissens Uber Protein-
strukturen und deren Funktionen ist deutlich er-
kennbar, dass sich die Eigenschaften der Protei-
ne Uber den Bierbereitungsprozess andern, eben-
so die Proteinzusammensetzung und deren Kon-
formation. Die Festlegung des proteinischen
Ausgangspotentials beginnt bei der Auswahl der
Braugerste und der anschlieRenden Vermalzung.
Letztendlich lag der Fokus im Rahmen dieser
Forschungsarbeit auf der Charakterisierung der
Proteinfraktionen in Wirze, um die Trenntechnik
bzw. -leistung zu beurteilen. Eine Charakterisie-
rung von angestrebten Proteinunterfraktionen
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und deren Anreicherung im Bier zur Beurteilung
der resultierenden Tribung und Vollmundigkeit
konnte nur bedingt umgesetzt werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Von den Ergebnissen profitieren (ber 1.000
kleine und mittelstdndische Unternehmen (KMU)
der Malz- und Brauwirtschaft. Seit Jahrzehnten
stellt die chemisch-physikalische Stabilitat ein
bedeutendes Kriterium der Produktqualitét dar,
das in hohem MalRe die Marktakzeptanz von Bier
festlegt. Die Verbesserung der Triibungsstabili-
tat und des sensorischen Eindrucks auch uber
langere Distributionswege, bei langen Lagerzei-
ten und bei unglnstigen Lagerbedingungen stel-
len insbesondere flir KMU einen wirtschaftlichen
Vorteil dar, da Geschmacksfehler beim Kunden
nicht akzeptiert und umgehend reklamiert wer-
den. Eine unzureichende chemisch-physikalische
Stabilitat fihrt daher sowohl zu wirtschaftlichen
Schéaden als auch zu Imageverlusten. Insbeson-
dere in Erntejahrgdngen mit erhéhten Eiweil3ge-
halten sind vermehrt auftretende Probleme in der
Trdbungsstabilitat ein bekanntes Phanomen in
der Brauindustrie. Da der Exportmarkt in der Ge-
trankeindustrie steigt, gewinnt die Thematik zu-
nehmend an Aktualitat. Die Ergebnisse erlauben
der Malz- und Getrankeindustrie, vor allem der
Brauwirtschaft, Uber die Rohstoffauswahl gezielt
Einfluss auf die chemisch-physikalische Stabilitat
zu nehmen und diese zu steigern.

Durch die Variation der Malzungsparameter und
der Sorteneigenschaften mit dem Ziel der quan-
titativen Anreicherung einzelner funktioneller
Proteinfraktionen konnte das proteolytische Lo-
sungsverhalten analytisch besser charakterisiert
werden. Die Ergebnisse erlauben eine Charakte-
risierung der Malzproteine in Abhangigkeit vom
Loésungsgrad und dem Rohproteingehalt des
Malzes und liefern die Basis zur Prazisierung der
proteolytischen Malzanalytik.

Letztendlich konnte aufgrund der komplexen
Matrix mit der gewahlten Trenntechnik (Mem-
branadsorptionschromatographie) jedoch nur ei-
ne Abreicherung der 40 kDa-Fraktion im Per-
meat erzielt werden, eine weitere Fraktionierung
der Proteinfraktionen < 40 kDa war mit den
membrantechnischen Methoden nicht mdglich.
Diese stellt jedoch den im Bier vornehmlich vor-

AiF 17037 N

handenen GréRenbereich dar; zu diesem Aspekt
bedarf es folglich weiterer Forschungsaktivita-
ten. Im Rahmen des Projektes konnten jedoch
erfolgversprechende chromatographischen Me-
thoden (lonenaustauscherchromatographie) an-
gewandt werden. Die im Kleinmaf3stab erprobte
Trenntechnik muss weiter prazisiert werden, um
sie auf den industriellen MaRstab Ubertragen zu
kénnen. Hier bedarf es weiterer Unterstlitzung
von Seiten der Membranadsorberhersteller und
des Anlagenbaus.
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