FORSCHUNGSKREIS DER

ERNAHRUNGSINDUSTRIE E.V.

AiF 18681 N

Einfluss veranderter Malzqualitaten und Hopfenregimes
auf die Tribungsneigung von Bier

Koordinierung:

Forschungsstelle(n):

Forschungskreis der Erndhrungsindustrie e. V. (FEI), Bonn

Technische Universitat Minchen

Wissenschaftszentrum Weihenstephan WZW
Lehrstuhl fur Brau- und Getranketechnologie, Freising
Prof. Dr. Thomas Becker/Dr. Martina Gastl

Technische Universitat Miinchen

Wissenschaftszentrum Weihenstephan WZW

Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie und Molekulare Sensorik, Freising
Prof. Dr. Thomas Hofmann/Leb.-Chem. Andreas Dunkel

Industriegruppe(n):

Deutscher Malzerbund e.V., Frankfurt

Deutscher Hopfenwirtschaftsverband e.V. (DHWYV), Pfaffenhofen

Projektkoordinator:

Laufzeit: 2015 - 2017

Zuwendungssumme: € 489.160,--

Sascha Wunderlich
Flensburger Brauerei
Emil Petersen GmbH & Co. KG, Flensburg

(Forderung durch BMWi via AiF/FEI)

Ausgangssituation:

Fir die Brauwirtschaft stellt die chemisch-phy-
sikalische Stabilitdt von Bieren und insbeson-
dere das Vermeiden unerwunschter Trubun-
gen eine stiandige Herausforderung dar. Da
der Verbraucher mit solchen Triibungen eine
nicht akzeptable Qualitdtsminderung verbin-
det, hat eine nicht ausreichende chemisch-
physikalische Stabilitat von Bieren in der Re-
gel sowohl finanzielle Schiden als auch einen
Imageverlust zur Folge.

Als Hauptverursacher der Tribungen werden
Proteine und Polyphenole aus den Rohstoffen
Gerste und Hopfen diskutiert, aber auch Me-
tallionen, wie z. B. Eisen, oder auch iso-a-Sau-
ren sollen die Tribungsneigung von Bieren
unterstitzen. Rein Polysaccharid-basierte Tru-
bungen sind meist Folge eindeutiger techno-
logischer Verfahrensfehler und als solche
identifizierbar. Erwartungsgemald haben die
Verarbeitung der Rohstoffe sowie die ange-
wandten Technologien einen mal3geblichen
Einfluss auf die Triibungsstabilitdt der Biere.

Die stoffliche Zusammensetzung sowie die
Lésungseigenschaften von Braugersten ha-
ben sich durch den enormen Zichtungsfort-
schritt der letzten Jahre deutlich verandert.
Zudem unterliegt der durchschnittliche Ei-
weil3gehalt der Braugersten grof3en Jahr-
gangsschwankungen (10,1-11,2 % in den letz-
ten 5 Jahren). Dies fiihrt in Jahren mit knapper
Versorgungslage dazu, dass Qualitatszuge-
standnisse, insbesondere in Hinblick auf hete-
rogene der erhohte EiweilRgehalte (8,5-12,5
%), gemacht werden miissen. Im Vergleich zu
vergangenen Jahrzehnten ist heute aufgrund
der wettbewerblichen Rohstoff- und Marktsi-
tuation auch eine Verarbeitung von Gersten
mit erhohten Proteingehalten jahrgangsbe-
dingt unumganglich. Die aus diesen Gersten
produzierten Malze zeigen veranderte Qualita-
ten und die resultierenden Biere weisen hau-
fig ein deutlich erhohtes Triibungspotential
auf, was insbesondere kleinere Produzenten
vor enorme Herausforderungen stellt.

Neben den veranderten Braugersteneigen-
schaften wird die Tribungsstabilitdt von Bie-
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ren auch durch die in den letzten Jahren wie-
derentdeckten alternativen Hopfungstechno-
logien beeinflusst. Dabei kommen zuneh-
mend veranderte Hopfenregimes zum Einsatz,
die auf hohen und spaten Hopfengaben basie-
ren. Wahrend die Hopfung friiher meist zu Be-
ginn der Kochung erfolgte, geht der Trend in-
zwischen hin zu einer spateren und deutlich
hoheren Hopfengabe, vor allem zur Herstel-
lung von hopfenaromatischen Bieren. Wie
sich ein erhohter Eintrag bestimmter Poly-
phenole auf die Tribung auswirkt, ist nicht be-
kannt. Durch die veranderten Hopfengaben
(Hopfensorte, Dosagemenge, Dosagezeit-
punkt) sind ebenso erhohte Transferraten von
Hopfenproteinen ins fertige Bier zu erwarten.
So werden bei einer Hopfengabe von 5 g/l
Hopfen bei einem Proteingehalt von etwa 20
% umgerechnet 1 g/l Peptide und Proteine do-
siert. Bereits bei einer Transferrate von ledig-
lich 1/1.000 ist bereits eine gesteigerte Tri-
bungsneigung im Bier zu erwarten. Obwohl
keine belastbaren Daten beziiglich der Uber-
gangsraten einzelner Proteine existieren, las-
sen praktische Erfahrungen ein Vielfaches
dessen erwarten.

Die notwendigen Konzentrationsverhéltnisse
bzw. die an der Tribung beteiligten Schlissel-
molekile aus der Gruppe der Proteine und Po-
lyphenole bzw. weiterer tribungsbeglinsti-
gender Faktoren (Ubergangsmetallionen, Bit-
terstoffe etc.) sind bislang unbekannt. Gezielte
Strategien zur Vermeidung von Tribungen
konnen daher bisher nicht wissensbasiert ent-
wickelt werden.

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher,
die zur Tribung von Bier fiihrenden Verbin-
dungskomplexe unter Anwendung eines ho-
listischen, ergebnisoffenen Forschungsansat-
zes analytisch zu charakterisieren und einen
kausalen Zusammenhang der molekularen
Ursachen der Komplexbildung und der Tru-
bungserkennung herzustellen. Basierend auf
diesem molekularen Verstandnis sollten tech-
nologische Empfehlungen zur Auswahl bzw.
zum Einsatz von Rohstoffen in Hinblick auf
eine Erhohung der chemisch-physikalische
Stabilitat von Bieren abgeleitet werden.

Forschungsergebnis:

An Forschungsstelle (FS) 1 wurden Biere unter
Variation des Gerstenrohproteingehaltes, des
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Malzlésungsgrades, des Brauwassermineral-
stoffgehaltes, der Hopfensorte und des Hop-
fenproduktes hergestellt. Als weiterer Ein-
flussfaktor wurde eine spate Hopfengabe in
Form einer Whirlpool-Hopfung eingesetzt.
Durch vorangehende Malzungsversuche soll-
ten Malze mit unterschiedlichen Modifikatio-
nen hergestellt werden. Ziel der anschlie3en-
den Brauversuche war es, durch den Rohstof-
feinsatz unterschiedliche Trubungsbilder im
Bier zu erzeugen.

Mit Hilfe der Variation des Weichgrades konn-
ten Malze mit unterschiedlichen Losungsei-
genschaften hergestellt werden. Sowohl die
proteolytischen als auch die cytolytischen Ei-
genschaften wurden durch die Malzl6sung be-
einflusst.

Der Eintrag stickstoffhaltiger Substanzen
durch die spate Hopfung konnte in den meis-
ten Fallen nachgewiesen werden. So erhohten
sich durch die Whirlpool-Hopfung der Ge-
samtstickstoffgehalt, der freie Aminostick-
stoffgehalt sowie der Anteil an niedermoleku-
laren Stickstoffverbindungen. Gleichzeitig be-
wirkte dies eine Verminderung der hochmole-
kularen Stickstoffsubstanzen. Die Whirlpool-
Hopfung fiihrte zudem zu einer Erhéhung des
Gesamtpolyphenolgehaltes. Verkostungen
nach DLG-Priifschema der frischen und for-
cierten Biere ergaben, dass eine Whirlpool-
Hopfung gegentiber einer konventionellen
Hopfung mit Extrakt oder Pellets tendenziell
zu besseren Bewertungen fihrte. Die Tri-
bungsneigung der Biere wurde durch die
Malzeigenschaften starker beeinflusst als
durch das Hopfenregime. Die Triibungsstabi-
litat wurde bei geringerem Rohproteingehalt
und héherem Malzlosungsgrad deutlich er-
hoht. Die beste Kombi-nation dieser Malzei-
genschaften ergab sich bei gleichzeitiger Ver-
wendung eines Hopfen-extraktes. So konnte
die Trubung gegenuber niedrigerer Malzl6-
sungen sowie einer Ver-wendung von Pellets
oder einer Whirlpool-Hopfung reduziert wer-
den. Diese Beobachtung bestatigte sich in den
durchgefiihrten Forciertests und stimmte mit
dem zeitsparenden Formaldehydtest Gberein.
Gute, reproduzierbare Ergebnisse liefert zu-
dem die Ammoniumsulfatfallungsgrenze.
Durch Anwendung mehrerer Tests kann die
Tribungsbildung aufgrund unterschiedlicher
stofflicher Spezifitditen besser vorhergesagt
werden.
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Die Biere wurden zudem Messungen der Par-
tikelgroRe und -form unterzogen. Dabei wur-
den die frischen und forcierten Biere miteinan-
der verglichen. Die Forcierung der Biere flihrte
unabhangig vom Rohstoff und der Hopfung zu
einer Vergroberung der Partikel. Des Weiteren
bestand durch die Forcierung ein Einfluss auf
die Partikelform. Die Partikel bildeten wahrend
der Bieralterung eine rauere Oberflache aus.
Zudem fand die Partikelvergroberung unsym-
metrisch statt und resultierte in langlichen
Partikeln mit einem weniger kreisrunden Par-
tikelumriss.

Ein weiterer getesteter Einflussfaktor fiir die
Tribungsneigung war der Mineralstoffgehalt
des Brauwassers mit Fokus auf die Ca*-Men-
ge, wobei die Ergebnisse mit einer protein-
und polyphenolseitigen Stabilisierung vergli-
chen wurden. Die Verwendung von Brauwas-
ser mit erhohtem Ca%-Gehalt fihrte im Ge-
gensatz zu normalem Brauwasser oder destil-
liertem Wasser zu deutlich geringeren Tru-
bungen. Diese sanken nach zweimonatiger La-
gerung sogar noch unterhalb des Ausgangs-
wertes direkt nach der Abfillung. Die Resul-
tate der Biere aus Ca%**-angereichertem Was-
ser erreichten die Qualitat einer Kieselgel-Sta-
bilisierung. Einzig die Verwendung von Po-
lyvinylpolypyrrolidon (PVPP) fihrte zu noch
besseren Werten.

Es ist festzuhalten, dass bei einer konventio-
nellen Hopfung der gréf3te Tribungseinfluss
von der Malzqualitdt abhangt. Nur hochge-
I6ste Malze fiihren zu einer befriedigenden
kolloidalen Stabilitat. Wird Malz mit einem ge-
ringen Losungsgrad verwendet, verschlech-
tert sich die chemisch-physikalische Stabilitat
erheblich. Ebenso kritisch ist die alternative
Hopfengabe im Whirlpool zu sehen. Hierdurch
wird die Trubungsstabilitdt deutlich reduziert.
Eine Erhéhung des Brauwassermineralstoff-
gehaltes mit Blick auf die Ca?-Konzentration
verminderte die Triibung und verbesserte die
kolloidale Stabilitat erheblich. Geringere Kon-
zentrationen fiihrten zu Bieren mit einer redu-
zierten Stabilitat.

Der Gesamtproteingehalt ebenso wie der Kris-
tallwassergehalt wurden nach erfolgreicher
Triibungsisolierung in Biertriibung mittels
Elementaranalyse bzw. Titration nach FI-
SCHER bestimmt. Wahrend der Proteingehalt
im Mittel bei rund 43 % liegt, belauft sich der
sehr niedrige Wassergehalt nach

Gefriertrocknung auf 1-3 %. Proteomanalysen
zeigten zum einen, dass Protein Z4 und Lipid-
transferprotein 1 (LTP 1) die beiden abundan-
testen Proteine in der Biertriibung darstellen
und zum andern, dass vermutlich spezifische
Protein-Wechselwirkungen einzelner Protei-
nisoformen zur Tribungsausbildung fihren.
Wahrend in Biertribung das LTP 1 nach tryp-
tischem Verdau eindeutig nachweisbar ist,
konnte LTP 2 nicht detektiert werden. Ebenso
verhdlt es sich fiir die Isoformen von Protein
Z4 und Z7, wobei nur Protein Z4 in Biertri-
bung nachweisbar ist. Auf niedermolekularer
Ebene wurde Calcium als triibungsrelevante
Komponente identifiziert. Wahrend es sich in
Biertribung bis zu Gehalten von 3 g/kg anrei-
chert und damit das mengenmalig deutlich a-
bundanteste lon darstellt, konnte in Forcie-
rungsexperimenten gezeigt werden, dass Pro-
ben, denen das Calcium durch Komplexierung
mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) ent-
zogen wurde, weniger stark zur Triibungsbil-
dung neigen. Des Weiteren lasst sich auf
Grundlage der durchgefiihrten Experimente
vermuten, dass insbesondere die unpolaren
Isomere einiger Verbindungen an der Tru-
bungsbildung beteiligt sind. Im Falle der bei-
den Isomere Isoxanthohumol und Xanthohu-
mol, deren Verhaltnis in Bier bei rund 80:1 auf
Seiten des polareren Isoxanthohumols liegt,
verschiebt sich ebendieses Verhiltnis in der
Biertribung auf bis zu 3:1. Dies kénnte auf
hydrophobe Interaktionen lipidbindender Pro-
teine (z. B. LTP 1) mit unpolaren Analyten der
niedermolekularen Bierfraktion zurtckzufiih-
ren sein. Im Allgemeinen kann fir die Struk-
turklasse der Polyphenole festgestellt werden,
dass deren Rolle ggf. geringer als bisher ange-
nommen ist. Basierend auf massenspektro-
metrischen Untersuchungen konnte fiir unter-
schiedliche Tribungen festgestellt werden,
dass die erwartete Vielfalt von Polyphenolen
in Biertriibung nicht nachweisbar ist. Wah-
rend sich Hopfenbitterstoffe stark in der Tru-
bung anreichern, ist ihr Einfluss auf die Tri-
bungsbildung vermutlich eher gering.

Im Zuge einer aktivitatsorientierten Fraktionie-
rung wurde das komplexe System Bier auf
eine trubungsaktive MPLC-Fraktion reduziert.
Die hochmolekulare, proteinreiche Bierfrak-
tion (HMW > 1 kDa) diente hierbei als Matrix,
welcher potentiell tribungsaktive Analyten,
Substanzmischungen oder Fraktionen zuge-
setzt und die Proben daraufhin einer forcierten
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Alterung unterzogen wurden. Die triibungsak-
tive MPLC-Fraktion wies unter anderem hohe
Gehalte an Guanosin auf, welches bereits in
friheren Studien in Biertribung nachgewie-
sen werden konnte, dessen genauer Einfluss
bislang aber noch unklar ist.

AbschlieBend ist damit zusammenzufassen,
dass im Rahmen des Vorhabens tiefreichende
Einblicke in die Chemie der Triibungsbildung
gewonnen wurden und die Tribungspartikel
weitgehend auf molekularer Ebene charakteri-
siert werden konnten. Die Biertribung und die
hierflir verantwortlichen Faktoren sind deut-
lich komplexer als bislang angenommen und
zwar sowohl hinsichtlich der Vielfalt der Ana-
lyten, die in Biertribung nachgewiesen wer-
den konnen, als auch hinsichtlich der moleku-
laren Interaktionen und der mal3geblich betei-
ligten Substanzen, die zur Prazipitation fiih-
ren.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Pro Jahr werden in Deutschland ca. 1,8 Mio. t
Malz aus Gerste hergestellt. Der Gesamtum-
satz der Malzbranche liegt bei ca. 800 Mio. €.
Ein Grol3teil der Mélzereien gehort zu den klei-
nen und mittelstdndischen Unternehmen und
verzeichnet Produktionsmengen zwischen
1.000 t bis 250.000 t. Auch die deutsche Brau-
wirtschaft ist trotz zunehmender Zusammen-
legung zu grof3en Konzernen nach wie vor
mittelstandisch gepragt. Derzeit gibt es in
Deutschland ca. 1.300 Braustiatten mit ca.
35.000 Beschaftigten, die einen Umsatz von
ca. 9 Mrd. € erwirtschaften.

Eine Verbesserung der chemisch-physikali-
schen Stabilitdt von Bier auch bei langeren
Distributionswegen und langer Lagerzeiten
sowie in Jahrgdngen mit ungunstigen Roh-
stoffqualitdten oder bei Anwendung alternati-
ver Hopfungstechnologien stellt insbesondere
fir kleinere Unternehmen eine wirtschaftliche
Herausforderung dar. Triibungen werden vom
Lebensmittelhandel und von den Verbrau-
chern als Zeichen eines Produktverderbs an-
gesehen und umgehend reklamiert. In der
Folge flihren sie zu direkten Kosten, die aus
Rickgabe- oder Rickholaktionen resultieren.
Der sekundare Effekt eines Imageverlustes ist
demgegenuber noch schwerwiegender einzu-
stufen.
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Insbesondere bei der Verarbeitung von Ernte-
jahrgangen mit erhohten Eiweil3gehalten ist
das vermehrt auftretende Problem der Tri-
bungsstabilitat ein bekanntes Phdnomen in
der Brauindustrie. Nach Schatzungen der In-
dustrie sind bis zu 15 % der Reklamationen auf
eine unzureichende chemisch-physikalische
Stabilitat zurtickzufiihren.

Weltweit besteht ein zunehmendes Interesse
an hochwertigen Spezialbieren; der Export
von deutschem Bier steigt deshalb. Aufgrund
der langeren Distributionswege stellt eine
ausreichende chemisch-physikalische Stabili-
tat allerdings eine wichtige Voraussetzung
dar, um die international hohe Reputation von
deutschem Bier langfristig zu sichern. Die vor-
nehmlich als filtrierte Biere angebotenen
Biersorten Pils und Export besitzen gemein-
sam fast 70 % Marktanteil. Eine Reduktion
bzw. Vermeidung von Tribungsproblemen
wird deshalb zur Steigerung der Wettbe-
werbsfahigkeit deutscher Unternehmen im in-
ternationalen Wettbewerb beitragen.
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