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C. Clasen, W.-M. Kulicke

Zum Gelbildungsprozef3 von (1 - 3)(1 - 4)-B-p-
Glucanen

Die Gelierung von (1- 3)(1 - 4)-B-p-Glucanen im Unfiltrat von Bier fihrt zur Verstopfung der Filtermassen wahrend des
Brauprozessesund damit zu niedrigen Filter standzeiten, erhdhtem Verbrauch an Filter hilfsmitteln, einem verringerten
Bierausstol3 und damit zu erhéhten Produktionskosten. Neue Unter suchungen zum Gelbildungsmechanismus zeigen zwei
unter schiedliche Typen der Gelierung. Die spontane Gelierung tritt unabhéngig von der Molmasse ober halb einer kriti-
schen Glucankonzentration (c =1 %) auf und folgt einer pseudo-ather mischen Bildungskinetik mit einem mindestens
zweidimensionalen Wachstum der Gelkeime. Die Bildung der Ausgangskeime Uiber geeignete Kontaktstellen der Glucane
erfolgt sehr viel schneller alsdie eigentliche Gelbildung und die Gelbildungsgeschwindigkeit wird allgemein durch die
nieder molekularen Glucanfraktionen unterhalb 100 000 g/mol kontrolliert. Eine Gelkeimbildung erfolgt auch unterhalb
dieser kritischen Glucankonzentration der spontanen Gelierung. Allerdingstritt unterhalb der kritischen Konzentration
von c=1% eineldsungslbergreifende Gelierung mit Bildung eines Gelkor per snur dann ein, wenn eine hochmolekulare
Fraktion (M > 100 000 g/mol) der Glucanmolekiile vorliegt und eine zusatzliche Erhdhung der Assoziationskontakte u. a.
durch Scherkrafteintrag eintritt. Des Weiteren konnte dur ch enzymatischen Abbau und polymer analytische Fraktionie-
rung gezeigt werden, dai® die Assoziation der Glucane nicht wie bislang angenommen Uiber lange cellulosear tige Sequenzen,

sondern Uber regelmanige Abfolgen von Cellotriosebldcken entlang der Glucankette erfolgt.
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1 Einleitung

Bel der Bierherstellung liegt als Produkt der Garung und Reifung
im Tank getribtes Bier vor. Um die fur den Verkauf benétigte
klare Form zu erhalten wird das Unfiltrat durch einen Filtrations-
prozess von Kolloiden und suspendierten Festkdrpern getrennt.
Insbesonderegel artige Kolloidstrukturen, diein der Lagerperiode
bei tiefen Temperaturen unerwartet auftreten konnen, fihren
dabei zu einer erhdhten V erstopfungsrateder Poren der Filtermas-
se und setzen damit die Effektivitét der Filter stark herab[1]. Die
darausresultierenden niedrigen Filterstandzeiten und der erhéhte
Verbrauch an Filtermaterial wie auch der verringerte Bierausstol3
fhren zu einer Erhthung der Produktionskosten des Brauprozes-
Ses.

Diewesentlich fur die Gelbildung im Unfiltrat des Bieres verant-
wortlichen Substanzen sind neben geringen Mengen anderer
Polysaccharide vor allem die 3-Glucane der Braugerste. Dasim
Endosperm der Braugerste vorhandene (1 - 3)(1- 4)-B-o-Glu-
canwird wéahrend desMai sch- und Brauvorgangesnicht vollstén-
dig von den endogenen Enzymen der Gerste abgebaut. Die hoch-
molekularen Anteile des wasserl6slichen (1 - 3)(1 - 4)-B-o-Glu-
cans erhdhen dabel zunéchst die Viskositét der Wirze [2, 3] und
flhren deshalb zu einer Verrringerung der Extraktausbeute durch
eine Behinderung des Enyzmangriffsund einer Verringerung der
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Abléutergeschwindigkeit. Dariber hinauskann die A ssoziations-
fahigkeit des (1- 3)(1- 4)-B-p-Glucans zu der unerwinschten
Bildung des Gels fihren, das bei der abschlieffenden Filtration
eine Verstopfung der Filter hervorruft.

Eine allgemeine erhthte Gelbildungstendenz des (1 - 3)(1 - 4)-
B-p-Glucanssoll durch einen hohen Stammwurzegehalt[4], einen
hohen Alkoholgehalt [4, 5], niedrige Temperaturen [ 6] und Scher-
kréfte[6—8], diebei Pump- und Separationsvorgangen auftreten,
verursacht werden. Durch Ultrafiltrationsexperimente konntenin
Glucangelen relativ hohe M olmassen bestimmt werden [6]. Ins-
besondere diesen hochmolekularen Anteilen des B-Glucans,
dievor alem durch unzureichende Malzungs- und Maischprozes-
se beglnstigt werden, wird deshalb eine verstérkte Gelbildungs-
tendenz zugesprochen [9 — 11], wéhrend die niedermolekularen
Anteile keinen Einfluss auf die Filtrierbarkeit haben sollen [12].
Der Gesamtgehalt an (1 - 3)(1 - 4)-p-p-Glucan in Wirze und
Bier kann demnach nicht direkt mit den Filtrationsproblemen
korreliert werden [8, 13, 14].

Uber den eigentlichen Gel bil dungsmechanismusdes(1 - 3)(1 - 4)-
B-p-Glucans ist bislang wenig publiziert worden. Zwar wird in
der Literatur die Auffassung vertreten, dal? eine Assoziation der
Glucanketten Uber bis zu 15 Einheiten lange celluloseartige 3-
(1 - 4)-verknupfte Glucoseeinheiten erfolgt [1, 7, 15, 16], dieser
Hypothesewird aber u.a. von Wood et al. und | zawa et al. [17, 18]
wiedersprochen.

Zu einem genauen Assoziationsmechanismus, der Gelkeimbil-
dung, der Gelbildungskinetik sowie der Abhangigkeit dieser
Grolen von den molekularen Parametern der Losung wie Kon-
zentration, M olmasseund chemi schePolymerkettenstruktur konn-
ten bislang keine Angaben gefunden werden. Ziel desvorliegen-
den Beitragesist deshalb, detaillierte Untersuchungen zum Gel-
bildungsmechanismus des (1 - 3)(1 - 4)-p-p-Glucans verschie-
dener Molmassen und verschiedener Nativitét und damit unter-
schiedlicher chemischer Struktur darzulegen, die mit Hilfe poly-
meranalytischer Untersuchungsmethoden genau charakterisiert
wurden.




Monatsschrift fiir Brauwissenschaft

Heft 9/10, 2003 162

2 Material und Methoden
2.1 Isolierung von Glucan

DieGerste (Braugerste aus Niedersachsen, Erntejahr 1996,150 g)
wurde in einer Siebmihle (Maschenweite 0,5 mm) gemahlen
(Retsch, ZM 1000, Haan). Die endogene Enzymaktivitat wurde
durch Kochenin 750 ml Ethanol (80 % v/v) Uber 30 min zerstort.
Es folgte Nachwaschen in Ethanol (96 % v/v) und Trocknen bei
80°C. EineAufschlammung desM ehlsin Phosphatpuffer (0,01 M,
pH 6) wurdeim Wasserbad bisauf 95 °C erhitzt. Bei 70 °C wurde
warmeresistente a-Amylase (3,5ml, Sigma, A3306) hinzuge-
fugt. Nach 1 h wurde der Riickstand durch Zentrifugieren abge-
trennt und zweimal mit je 250 ml Wasser ausgewaschen.

Die gesammelten Zentrate wurden an einer Digfiltrationsappara-
tur (Minitan, Biomax-Membran, Ausschlussgrenze 30 000 g/mal,
Millipore, Bedford, England) auf 0,5 | eingeengt. Die Zugabevon
Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration von 30 % (w/v)
und Lagerung Uber Nacht bei 4 °C bewirkte die Ausféllung von
[B-Glucan und Eiwei3en.

Die Muitterlésung wurde dekantiert und der Niederschlag mit
Ethanol (20 und 96 % v/v) gewaschen. Nach Wiederauflésen in
deionisiertem Wasser bei 80 °C und Filtern Uber Cellite (Sigma,
acid-washed) wurde das [3-Glucan durch Zugabe des gleichen
Volumens Ethanol (96 % v/v) ausgeféllt, nochmals mit Ethanol
(96 % v/v) gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Kommerziell erhdtliche (1 - 3)(1 - 4)-B-p-Glucane aus Gerste,
(1-3)(1- 4)-B-p-Glucan Standards sowie (1 - 3)(1- 4)-B-p-
Glucane aus Lichenan und Hafer wurden von der Firma Mega-
zyme, Bray, Ireland bezogen.

2.2 Isolierung von Glucan durch scherinduzierte Gelierung

Ultrafiltriertes Bier, von 11 auf 200 ml eingeengt, (Minitan,
Biomax-Membran, Ausschlufdgrenze 30 000 g/mol, Millipore,
Bedford, England) oder kommerziell erhaltliche 3-Glucanl Gsungen
mit 0,25 % (w/w) B-Glucan in wassrigem Ethanol (5 % v/v) wur-
denineinemHomogenisator (Ultraturrax T50 mit Dispergierkopf
G45G, Ika, Staufen) tUber 90 min bei 5000 U/min starker Scher-
kraftbel astung ausgesetzt. Ein thermostatisierbares Gefél stellte
ein konstante Innentemperatur von 18 °C sicher.

Die gescherten L dsungen wurden anschlief3end fir 3 Wochen bei
5°Cgelagert. DasGel wurdedurch Zentrifugationisoliert (10 min,
10 000 G), dreimal mit Ethanol (5 % v/v) gewaschen und lyo-
philisiert.

2.3 Molmassen- und Molmassenverteilungsbestimmung

Die Proben wurden auf drei hintereinandergeschalteten Grofen-
ausschlusschromatographi e-Saulen (SEC) mit abnehmender Aus-
schlussgrenzefraktioniert (TSK-Gel PW,  G4000, G5000, G6000,
Toso Haas, Stuttgart) unter VVerwendung von filtrierter (Anodi-
sc 47, PorengrofRe 0,02 mm, Whatman, Maidstone, England)
Natriumnitratlésung (0,1 M, mit 0,02 % w/w Natriumazid) as
Eluent und Probenlsungsmittel. Die Saulen waren mit einem
Vielwinkel-Laserlichtstreuphotometer (MALLS)(DAWN-F,
Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, USA) zur Ermitt-
lung der Molmassen und einem Differentialrefraktometer (DRI)
(Shodex RI SE 51, Showa Denko, Tokyo, Japan) zur Ermittiung
der Konzentration gekoppelt [19]. Die Saulen waren auf 77,5 °C
temperiert. Vor demVermessenin MALL S/DRI wurde das Eluat
in einem Wasserbad auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Fluss-
rate betrug 0,5 ml/min.

2.4 Ultraschalldegradation

Molmassenreduzierung durch Ultraschall erfolgte aus etwa 1%
(w/w) Losungen der Glucane in deionisiertem Wasser mittels
eines 19 mm Ultraschallresonators (W-450, Branson, Heusen-
stamm) bei mittlerem Energieeintrag Uber 2 h [20, 21].

DieProben GG50 und HG40 wurden bei 65 °C durch Degradation
bis zur Grenzmolmasse aus GG165 bzw. HG220 erzeugt, wohin-
gegen die halbabgebaute Probe GG70 aus GG100 bel 18°C
entstand. Bei dieser niedrigen Temperatur gelierte das Glucan
wahrend der Beschallung aus und entzog sich somit der Degrada-
tion bis zur Grenzmolmasse.

Der Titanabrieb des Resonators wurde durch Zentrifugation (30
min, 10 000 G) entfernt.

2.5 Viskosimetrie

Dieviskosimetrischen Daten wurden mit einer Ubbel ohde-K apil-
lare (Typ 536 13, Schott, Hofheim) bei 25 + 0,1 °Cin deionisier-
tem Wasser (mit 0,02 % (w/w) Natriumazid stabilisiert) aufge-
nommen. Die Durchlaufzeiten wurden automatisch mit einem
Viscoboy 2 (Lauda, Lauda-Konigshofen) ermittelt. VVorherge-
hende rheol ogische M essungen stellten sicher, dal3 bei den einge-
setzten K onzentrationenim Newtonschen Bereich gemessenwur-
de[22].

2.6 Rheologie

Schermessungen und parallel dazu durchgefiihrte Oszillations-
messungen, Multiwaveexperimente sowie Kriechversuche wur-
den auf einem UDS 200 (Physica, Stuttgart) vorgenommen. Alle
anderen Oszillationsmessungen, Oszillationszeitversuche und
Deformationssprungversuchewurden auf einem RFS 8500 (Rheo-
metric Scientific, Bensheim) durchgefihrt. Schermessungen mit
Normal spannungen wurden auf zwel ARES-Rheometern (Rheo-
metric Scientific, Bensheim) mit 10 g bzw. 2000 g Transducer
detektiert. Oszillationsmessungen mit Temperaturrampen und
Gelbruchexperimente erfolgten auf einem Bohlin CS 50 (Bohlin,
Muhlacker).

Zum Prinzip rheologischer Messungen sei auf Referenz [23]
verwiesen.

Die Proben wurden vorgelegt, mit Wasser (mit 0,02 % w/w Na-
triumazid zur Stabilisierung) versetzt, intensiv geschittelt und
bei 85 °C his zur vollstdndig homogenen Auflésung gelagert.
Erst kurz vor Gebrauch wurden die Proben im Wasserbad abge-
kihlt. Gelierte Proben konnten durch ca. einstiindiges Erhitzen
auf 85 °C wieder verwendbar gemacht werden. Fir Messungenim
Solzustand und firr Sol-Gel-Ubergénge wurden Kegel-Platte-
Geometrien verwendet. Alle rheologischen Messungen fanden
bei 25 °C statt, sofern nichts Gegenteiliges angegeben ist.

Fur Zeit- und Temperaturversuche wurden die Proben mit Paraf-
findl bedeckt, um Lésungsmittelverluste zu verhindern.

2.7 Rheo-Optik

Fur rheo-optische stationdre und transiente Schermessungen zur
Strémungsdi chroismusbestimmung wurde eine selbstgebaute
Messstrecke mit Couette-Geometrie genutzt. Eine detaillierte
Beschreibung dieser Methode ist in den Referenzen [24, 25]
gegeben.
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2.8 Enzymatischer Abbau von (1- 3)(1- 4)-B-o-Glucanen und
quantitative Oligomerenanalyse

Die Proben (25 mg) wurden vollstdndig in 5 ml Phosphatpuffer
(0,05 M, pH 6,5) im kochenden Wasserbad gel 6st. Nach Tempe-
rieren auf 40 °C wurden 0,5ml Lichenase (E.C. 3.2.1.73) in
Phosphatpuffer (10 U) hinzugefigt. Nach 1 h wurde nochmals
0,35 ml Lichenase zugegeben und die Digestion weitere 30 min
fortgefuhrt. Die Umsetzung wurdedurch Aufkochenbeendet. Die
Proben wurden Uber Nacht bei 4 °C gelagert und der weil3e
Niederschlag abzentrifugiert (5 min, 10 000 G). Das Zentrat wur-
de lyophilisiert, in Natronlauge (0,1 M) aufgenommen und in
einer Anionenaustauschchromatographie (AEC) analysiert bzw.
in Wasser aufgenommen und in einer Gréf3enausschlusschroma-
tographie (SEC) aufgetrennt.

Die qualitative Analyse erfolgte auf der AEC (Dionex-System,
CarboPac PA1-Saule, Dionex, |dstein) mit gepul ster amperome-
trischer Detektion. Der Eluent bestand aus zwei Komponenten:
Natronlauge (0,1 M) (&) und 0,1 M Natriumacetat in Natronlauge
(0,2 M) (b). Die Saule wurde mit einem Gradienten ausgehend
vona: b=95: 5uber 20 min, 70 : 30 tber 10 minund 95 : 5 tiber
15 min wéhrend des 45-minutigen Zyklusses gefahren.

2.9 NMR-Spektroskopie

Die C-NM R-Spektren wurden auf einem Bruker MSL 300 bei
einer Messfrequenz von 75,47 MHz und einer Temperatur von
100°Cin DMSO-d, bzw. bei Raumtemperatur oder 80 °CinD,O
aufgenommen. Zur quantitativen Auswertung der Spektren wur-
de das IGATED-Pulsprogramm mit einem 90°-Puls und einem
Relaxationsdelay von 3 s gewahlit [26 — 28].

3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Polymeranalytik der (1- 3)(1- 4)-B-o-Glucane

Daswasserl6sliche (1 - 3)(1 - 4)-B-p-Glucantrittin der Natur als
Zellwandbestandteil von Gersten- und Hafersamen, Lichenan
(Islandmoos) und Hefen (Saccharomyces Cerevisiae) auf.
(1-3)(1-4)-B-o-Glucan ist ein unverzweigtes Homopolymer
aus p-Glucoseeinheiten, die tber 3-(1 - 3) und 3-(1 - 4) glycosi-
dische Bindungen in einem Verhaltnis von 3 : 7 verkniipft sind
[29 —32]. Die Bindungsverteilung ist dabei nicht vollig unregel-
maldig [32 —34], Blocke von Uberwiegend zwel bisdrei 3-(1- 4)
Bindungen [15], dievereinzelt aber auch biszu 14 Einheitenlang
werden [18], werden durch statistisch verteilte 3-(1 - 3) Bindun-
gen unterbrochen (siehe Abbildung 1).

Die Isolierung von intakten (1 - 3)(1 - 4)-B-p-Glucangelen di-
rekt aus der Wirze oder Bier stellt ein nicht unerhebliches Pro-
blem dar. Zum einen wird die Gelbildung durch die zahlreichen
Inhaltsstoffe des Bieres, inshesondere durch die chemisch &hnli-
chen Strukturen anderer niedermol ekularer Zucker beeinfluf3t[7],
eine alleinige Beurteilung des Einflusses der molekularen Para-
meter des Bieres ist damit nicht mehr moglich. Dartber hinaus
gibt eineUntersuchung bereitsgelierter AnteiledesBiereskeinen
Aufschluss Uber die Kinetik der Gelierung. Die Gelpartikel, die
aus der Filtermasse des Brauprozesses isoliert werden kénnen,
sind nicht frei von Verunreinigungen und werden wéahrend des
Filtrationsprozessesinden PorendesFiltermaterial sstarken Dehn-
strdmungen ausgesetzt, die die Struktur des Gelkorpers nachhal -
tig veréndern konnen. Die nachfolgend dargestellten Untersu-
chungen sind deshalb neben ausBierisolierten (1 - 3)(1 - 4)-B-p-
Glucanen insbesondere an direkt aus der Gerste isolierten und
aufgereinigten Glucanen durchgef iihrt worden. Um den Einfluss

OH

lﬁX&il\ _-,”‘._Zr%;}_?* HO .

OH

OH 0

Abb. 1

Schematische Darstellung eines (1- 3)(1-4)-B-o-
Glucans. Die B-(1- 4)-Bindungen sind grau, die B-(1- 3)-Bin-
dungen schwar zdar gestellt, der Pfeil markiert einecellulosear -
tige Sequenz als seltenes Strukturelement

der Molmasse auf die Gelierung vertieft untersuchen zu kénnen,
sind die Proben teilweise durch Ultraschallabbau zu geringeren
Molmassen degradiert worden. Durch Ultraschallabbau wird, im
Vergleich zu anderen Degradationsmethoden, die Molmassen-
verteilung nicht verbreitert und der Polymerkettenbruch verlauft
ohne Abspaltung von Monomereinheiten in der Mitte der Poly-
merkette [21].

Die eingesetzten Glucane sind hinsichtlich ihrer zahlen- und
gewichtsmittleren Molmasse, ihrer Molmassenverteilungsbreite
(Polydispersitét) Uber kombinierte Grof3enausschluf3chromato-
graphie/ Vielwinkellichtstreuung/ K onzentrationsdetektion (SEC/
MALLS/DRI) und hinsichtlich ihres Staudingerindex Uber Vis-
kosimetrie charakterisiert worden. Die Ergebnisse sind in Tabel-
lel dargestellt.

3.2 Scherinduzierte Gelierung

Unter normalen Umsténdenist ein Bier stabil gegen eine spontane
Gelierung des B-Glucananteils. Berichte Ulber einen gelartigen
Niederschlag im fertigen Gebinde sind dementsprechend selten
und derartige ,, spontane” Gele, entstanden nach der finalen Bier-
filtration, konnten im Rahmen des Projektes nicht untersucht
werden. Durch gezielten Scherkrafteintrag kdnnen aber auch die
relativ niedrigen -Glucankonzentrationen des Bieres als Gel
abgeschiedenwerden [6, 8]. Durch diein Kapitel 2.2, , 1solierung
von Glucan durch scherinduzierte Gelierung®, beschriebenen
Techniken zur Erzeugung extremer Scherstromfelder kann biszu
50% des im Bier enthaltenen [3-Glucans ausgeliert werden. Das
auf diese Weise aus einem normalen und hinsichtlich der Gelbil-
dungstendenz al s unproblemati sch angesehenem Bier abgeschie-
dene B-Glucan zeigt mit 56 000 g/mol eine relativ geringe ge-
wichtsmittlere Molmasse (zum Vergleich siehe Tabelle 1).

Eineandere M ethode, die das 3-Glucan ausder gleichen Bierpro-
be durch Ausfrieren isolierte [35], ergab eine dhnlich geringe
gewichtsmittlere M olmasse, dieim Rahmen der M essgenauigkeit
der verwendeten GrofRenaufschlusschromatographie (SEC) mit
der der scherinduzierten Gelierung Ubereinstimmt. Direkt aus
Gerste nach der Methode von McCleary [36] isolierte B-Glucane
wiesen demgegeniber mit 374 000 g/mol eine wesentlich héhere
Molmasse auf, die auch den hohen Molmassen der kommerziell
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Tabellel Zusammenstellung der polymeranalytischen Daten

aller untersuchten Proben. Gewichtsmittlere Molmasse M,

zahlenmittlere Molmasse M, und Polydispersitat M, /M, be-

rechnet aus SEC/MALL S/DRI-Daten sowie Staudingerindex

[n] aus viskosimetrischen Daten.

Code Herkunft M, M, MM, [n]

(10g/mol) (103g/mol) (cm®lg)

Gerstenglucane

GG375  ausGersteisoliert 374 236 16 509

GG300 Megazyme 298 206 15 458

GG275  Megazyme, St.* 274 179 15 444

GG200  Megazyme, St.* 202 140 14 333

GG165  Megazyme 166 86 19 255

GG140  Megazyme, St.* 140 0 1,6 256

GG100  Megazyme 103 74 1,4 211

GG70 Ultraschal l-Ab- 72 a7 15 172
bau GG100

GG50 Ultraschall-Ab- 43 33 13 115
bau GG165

GGBiergel aus geschertem 56 36 1,6 n.b.
Bier

Haferglucane

HG220 Megazyme 218 152 1,43 335

HG40 Ultraschall-Ab- 40 32 125 nb.
bau HG220

Lichenan

LN55 Megazyme 55 32 1,72 nb.

* St. = Standard

n.b. = nicht bestimmt

erhdtlichen, aus Gerste isolierten (1 - 3)(1- 4)-B-p-Glucanen
entspricht (siehe Tabelle 1). Auch in der Literatur wird diesen
hochmolekularen Anteilen der (1- 3)(1- 4)-p-p-Glucane das
eigentliche Gelbildungspotential zugesprochen, wahrend nieder-
molekulare Anteile mit Molmassen unterhalb 100 000 g/mol an
der Gelierung nicht beteiligt sein sollen [12].

Zur Untersuchung des genauen Einflusses der Molmasse auf die
scherinduzierte Gelbildung wurde deshalb ein Glucanstandard
mit einer gewichtsmittleren Molmasse von 165 000 g/mol ge-

Elutionsvolumen (ml)

Abb. 2 Eluationsdiagrammeder Grofenausschluss-Chroma-
tographie (DRI-Signale) des Ger stenglucans GG165. Die hohen
Molmassen eluieren als erstes. Die durchgezogenene Kurve
entspricht einer frisch praparierten Loésung. Die gepunktete
Liniestellt dasSignal einesGlucangelsdar, dasdurch Scherung
in einem Homogenisator (90 min) und durch 7-tagige L agerung
bel 4 °C auseiner Ldsung von ¢ = 0,0025 g/g in 5%iger ethano-
lischer Losung ausgeliert und anschlief?end in 85°C warmem
H,O gelost wird. DiegestrichelteLinieentspricht dem im Uber -
stand geldsten Glucan der scherinduzierten Gelierung nach der
L agerperiode

wahlt der mit einer Molmassenverteilung von M /M =19 eine
relativ breiteV erteilung aufwel st und dementsprechend das Spek-
trum der in realem Bier mdglicherwiese vorkommenden Glucan-
anteile abdeckt. Die Konzentration von ¢ = 0,0025 g/g entspricht
damit ungeféhr dem Funffachen des durchschnittlich in Bier
vorhandenen Glucans, liegt aber nach der Einstein’ schen Korre-
lation von Staudingerindex [n] und Raumerfillung fur sphérische
Polymerknaule mit konstanter Dichte

=25 @

[7]

noch einen Faktor 5 unterhalb der kritischen Konzentration ¢, *
(siehe Tabelle 1). Unterhalb der kritischen Konzentration liegen
die Glucanpolymere réumlich getrennt vor, trotzdem kann aus
der so préparierten Losung das Glucan durch Scherkrafteintrag
und eine L agerperiode von 3 Waochen bei 5 °C nahezu quantitativ
(Wiederfindungsrate 95%) ausgeliert werden (Abbildung 2). Die
niedermolekularen Anteile des Glucans werden demnach voll-
sténdig mit in das Gel eingebunden. Ein Abbruch des Versuches
vor Abschlussder quantitativen Gelierung nach sieben Tagen und
ein Vergleich der Molmassenanteile in dem Gelkorper und dem
Uberstand durch Fraktionierung tiber GroRenausschlusschroma-
tographie (SEC) istin Abbildung 2 dargestellt. Danach enthélt der
Gelkorper der ersten Gelierphase nur diehochmolekularen Antei-
le(mit geringen Eluationszeiten), wahrend dieniedermol ekularen
Anteile erst in der Endphase der Gelierung an das Gel assoziiert
werden. Eine scherinduzierte Gelierung wird demnach durch die
hochmolekularen Anteile hervorgerufen. Eine bereitsdirekt nach
der Scherung einsetzende Trilbung lasst dabei auf eine durch
die Scherung erzwungene Ausbildung von isolierten kolloidalen
Assoziaten mit Grof3enordungen im Bereich des sichtbaren Lich-
tes schlief3en, die in der Ruhephase der Gelierung als Keime fir
die Anlagerung der restlichen Glucanmolekiile dienen.

Auch ohne diese erzwungene Gelkeimbildung kann durch die
Lagerzeit und die tiefen Temperaturen von 4 °C eine Gelierung
hervorgerufen werden [7]. Allerdings setzt diese Methode eine
Wartezeit von mehreren Wochen voraus [37] und fihrt auch nur
bei problematischen Bieren zu einer Gelbildung. Diese Beobach-
tungen legen nahe, dass (3-Glucanldsungen allgemein in einem
instabilen Zustand vorliegen, die Gelbildungskinetik aber sehr
verlangsamt ist durch sehr geringe Zahl von mdglichen Assozia-
tionskontakten in einer gering konzentrierten L 6sung. Unterstitzt
wird diese Annahme durch die Berichte einer kritischen Konzen-
tration, oberhalb derer eine spontane Gelierung von hochmol eku-
larem [-Glucans aus der Lésung erfolgt [8].

3.3 Gelbildungsgeschwindigkeit

Eine spontane Gelierung des [3-Glucans aus einer hther konzen-
trierten LAsung konnte in der Tat beobachtet werden. In Abbil-
dung 3 ist hierzu der frequenzabhangige Verlauf desVerlustmo-
dulsG", des Speichermoduls G' und der komplexen Viskositat n*
eines rheologischen Schwingungsexperimentes fir eine frisch
praparierte B-Glucanldsung dargestellt.

DieModulezeigendenfur eine Polymerl 6sung typischenlinearen
Anstieg mit der Frequenz, der Speichermodul liegt dabei bei
niedrigen Frequenzen unterhalb des Verlustmoduls [23, 38].
Demgegentiber zeigt die gleiche Losung nach drei Tagen den
typischen Verlauf einer vernetzten, gelartigen Struktur mit einem
konstanten Speichermodul fast eine Dekade oberhalb desVerlust-
moduls. Das Schwingungsexperiment stellt dabei, andersalseine
Scherung, eine nicht-invasive Detektionstechnik dar, der Gel-
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Abbildung3 Speichermodul G', Verlustmodul G" und komple-
xeViskositat |n*|alsFunktion der Schwingungsfrequenzw einer
frisch préaparierten L 6sung desGer stenglucans GG165 (c=0,06
g/g, offene Symbole) und der selben Probenach 72 h (geschlosse-
nene Symbole)

10°
10° ool 0 T TR L
= 10° 1-' \ > [.= 0,05 W
[T I.=091h"
g e ==+ *(3G50
; | l.=(dlog G/dt) | - — GG300
10 ¥ T ¥ T ¥ T d T ?
0 10 20 30 40 50
t (h)

Abbildung 4 Speichermodul G' einer konstanten Oszillations-
frequenzvon w=10rad/sund einer konstanten Defor mation von
y = 0,01 als Funktion der Zeit fur frisch préaparierte wassrige
Lésungen von Gerstenglucanen unterschiedlicher Molmasse
(c = 0,1 g/g). Die Pfeile kennzeichnen die Punkte maximaler
Steigung, die nach Gleichung (2) zur Berechnung des Elastizi-
tatsinkrementesl _alsM a3 fur dieGelier geschwindigkeit heran-
gezogen wer den

bildungsmechanismus wird nicht durch das Experiment beein-
flusst. Dartiber hinaus kann auf diese Weise auch die Struktur
eines fliel¥fahigen Mikrogels detektiert werden, bei dem keine
globaleVernetzung eintritt, sondernlediglich lokale, sedimentar-
tige Gelkorper, wiesiein den verdiinnten Glucanldsungen undim
Bier beobachtet werden [35].

Uber das Schwingungsexperiment kann die spontane Gelierung
von B-Glucanlésungen oberhalb der kritischen Konzentration

Cott auch kontinuierlich verfolgt werden. Dabel wird das Spei-
chermodul G' als MaR fir die elastischen Anteile bei einer kon-
stanten Frequenz w im zeitlichen Verlauf bestimmt. Wie in
Abbildung 4 dargestellt, liegt eine spontan gelierende 3-Glucan-
[6sung zunéchst wahrend einer Induktionsperiode noch als L6-
sung vor, bevor der makroskopische Gelierprozess einsetzt und
der Speichermodul ansteigt. Der Speichermodul néhert sich dann
wahrendder vollstandigenV ernetzung asymptoti sch einem Grenz-
wert an. Zur Bestimmung einer schwingungsfrequenzunabhangi-
gen Geliergeschwindigkeit aus diesen Kurven kann das El astizi-
tatsinkrement 1_ verwendet werden, das, wie in Abbildung 4
angedeutet, der maximalen Steigung der Speichermodul-Zeit-
Kurven entspricht:

I = (dk’d—%Gj @

Ausder Selbstahnlichkeit der Kurvenin Abbildung 4 fir konstan-
te Temperaturen folgt, dass das El astizitétsinkrement sowohl als
Mal3fir die Geliergeschwindigkeit alsauch fir den Gelbildungs-
zeitpunkt angenommen werden kann [39]. Die so ermittelten
Elastizitétsinkremente | _sind fir eine Reihevon (1 - 3)(1 - 4)-3-
p-Glucanen verschiedener Molmassen und fur Konzentrations-
reihen im Bereich der spontanen Gelierung in Abbildung 5 dar-
gestellt.

Wie erwartet nimmt die Geliergeschwindigkeit der spontanen
Gelierung mit der Konzentration und damit der absoluten Seg-
mentdichte des -Glucans in Lésung zu. Allerdings wird eine
Zunahmeder Geliergeschwindigkeit mit abnehmender Molmasse
beobachtet. Danach zeigen B-Glucane die hochsten spontanen
Geliergeschwindigkeiten bei einer gewichtsmittleren Molmasse,
die der hinsichtlich der Geliertendenz als unproblematisch ange-
sehenen Glucane in Bieren entspricht. Eine mogliche Erklérung
fr dieDominanz der niedermol ekularen Flankebei der Gelierung
auskonzentrierter Losung liegt in der gesteigerten Beweglichkeit
der kurzen Polymerketten. Die zur Aushildung einesfesten Asso-
ziationspunktes bendtigte Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen
maoglichen Kontaktstellen der Polymerketten wird durch die Be-
weglichkeit kurzer K ettensegmente erhdht. Auf der anderen Seite
kann nur durch gentigend lange Ketten eine weitreichende Ver-
netzung des Glucans erreicht und ein Gelkdrper erzeugt werden.
Dementsprechend ist in Abbildung 5 fir hohe Molmassen von
300000 g/mol einegeringere Geliergeschwindigkeit zu beobach-
ten, die alerdings im Vergleich zu den geringeren Molmassen

10" 5
: GG50, M, /M, =125
GG70, M,/M_= 1,56
s 1 GG165, M/M_ = 1,93
~ 103 GG100, M /M_=1,39
= E
___-LLI
10" 4
_ | GG300, MM, =145
10-2 | FOATN PSR LG AN (NN TR PR A |
4 5 6 7 8 9 10
c (% wiw)

Abbildung 5 Elastizitétsinkremente | fur unterschiedliche
Konzentrationen von Gerstenglucanen unter schiedlicher Mol-
massen. Zusétzlich sind die M olmassenverteilungsbreiten M /
M, fur die einzelnen Glucanproben angegeben
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sehr viel weniger von der Konzentration abhéngt. Die Gelierge-
schwindigkeit der Ausbildung eines Gelkorpers wird in diesem
Fall durch die verbriickende Wirkung der langen Ketten be-
stimmt, die auch bei geringeren Konzentrationen durch die Aus-
dehnung der Polymerknéule in L&sung gegeben ist. Unterstitzt
wird diese Interpretation durch die beobachtete hohe Gelierge-
schwindigkeit der 3-Glucans mit einer gewichtsmittleren Mol-
masse von 166 000 g/mol. Diese Probe zeigt eine hthere Gelier-
geschwindigkeit als die Probe der Molmasse 100 000 g/mol, hat
aber eine wesentlich breitere Molmassenverteilung (M, /M, =
1,93) as die anderen Proben. Die durch die wesentlich grof3ere
niedermolekulare Flankeerhohte K ontaktwahrscheinlichkeit fuhrt
damit zu einer schnelleren Verbriickung der hochmolekularen
Anteile und somit zu einer im Vergleich zu den engverteilten
Proben erhéhten Geliergeschwindigkeit und Elastizitétsinkre-
ment | _.

Die Kontaktwahrscheinlichkeit der Assoziationspunkte kann in
spontan geliererenden Lésungen nicht nur durch eine héhere
Beweglichkeit durch niedermolekulare Anteile, sondern auch
durch Scherkrafteintrag erhéht werden. In Abbildung 6 ist die
Kriecherholung der gleichen 3-Glucanlésung aus Abbildung 4
mit einer Molmasse von 300 000 g/mol dargestellt, die nun
allerdings Zyklen von konstanten Scherungenvon2 minmit einer
Schergeschwindigkeit von 2 s und Ruhepausen von 10 min
unterworfen werden. Bereits nach dem dritten Zyklus und einer
Zeit von 60 min ist die Probe vollstdndig geliert, wie an der
100%igen Ruickdeformation zu erkennenist [ 38, 40]. Demgegen-
Uber befindet sich die gleiche Probe ohne Scherkrafteintrag in
Abbildung 4 nach 60 min noch in der Induktionsperiode vor
Einsetzen der spontanen Gelierung. Die Scherung erhdht dabei
nicht alleine die intermolekularen Kontakte pro Zeit, sondern
erhoht auch die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Assozia-
tionim FalleeinesK ontaktesdurch die Erhdhung der Anisotropie
der Polymerknéule und eine Orientierung der K ettensegmentein
Richtung der Hauptspannungsorientierung [41].

3.4 Gelbildungskinetik

Diese erhthte Assoziationstendenz durch Streckung und Orien-
tierung von hochmolekularen Glucanen fihrt wahrscheinlich
auch in den verdiinnten Glucanl 6sungen des Bieres zur beobach-
teten Assoziation und Gel bildung zunéchst der hochmolekularen
Anteile in Abbildung 2. Die vollsténdige Gelierung auch der
niedermol ekularen Anteile des Glucans nach Abbildung 2 erfolgt
dann Uber die hohe Beweglichkeit der niedermolekularen Anteile
durch Assoziation an den bereits bestehenden Gelkorpern. Die
hohe Beweglichkeit der niedermolekularen Anteilereicht in ver-
dunnter L 8dsung demnach nicht aus, um vernetzend assoziieren zu
kénnen und der hochmolekulare Anteil des Glucansin problema-
tischen Bieren ist zur Gelkeimbildung notwendig. Die Ruhezeit
nach der Scherbeanspruchung ist dabei fir die Ausbildung einer
haltbaren A ssoziationskontaktstelle V oraussetzung. Nach Whist-
ler [42] kann eine Assoziation nach erfolgreichem Kontakt nur
bestehen bleiben, wenn die K ontaktstellen gentigend lange Zeit in
relativer Ruhezur Ausbildung embryonal er Netzpunktehaben. In
Ubereinstimmung damit zeigt eine Probe des Glucans nach einer
Dauerscherung von 60 min bei einer Schergeschwindigkeit von
2 stkeinerlei Gelcharakteristika.

Auf eine Gelierung aus einzelnen embryonal en Gelkeimen deutet
auch die Form der Speichermodulkurvenin Abbildung 4 hin. Die
sigmoidale Form der Kurven weist auf eine Wachstumskinetik
ahnlich der Avrami-Gleichung fur Kristallwachstumskinetik hin
[43]:

Kriecherholung

120 l
[+)
] 26 % Kriechtest frisch
oy N\ _35%
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Abbildung 6 Kriechtests mit einer Schubspannungsbelastung
von s=153Palber 15sund einer Kriecherholungsphasevon 5,5
min an Ger stenglucan GG300in wassriger Losung (c=0,1g/g).
Ein Zyklus besteht aus einer konstanten Scherung bel einer
Scher geschwindigkeit von 2 s Giber 2 min und einer anschlie-
Benden Ruhephase von 10 min

X=1—exp(—kt”) ©)

X beschreibt den kristallierten Anteil. Der Avrami-Exponent n
hangt dabel vom Keimbildungstyp s (s = O fir eine athermische
Keimbildung, s = 1 fir eine themische) und der Wachstumsdi-
mension r des Keimes ab (r = 1 fir eindimensional es Wachstum,
r =2 flr scheibenférmigesund r = 3fur kugel férmigesWachstum
desKeimes):

N=s+r (4)

Ein sigmoidaler Kurvenverlauf ergibt sich fir Avrami-Exponen-
tenn> 1. EinegenerelleEinordungindieDimensionder Gelkeim-
bildung ist aus den Modulkurven allein alerdings nicht méglich,
da der Anteil der Gelkeime dem Speichermodul nicht direkt
proportional ist.

Der vorliegende Keimbildungstyp 183t sich allerdings durch Un-
tersuchung einer frisch praparierten Glucanlésung direkt nach
dem Abkihlen bestimmen. Im Falle einer athermischen Keimbil-
dung, wie sie unter anderem fir Starkel 6sungen diskutiert wird
[44], sollte schon zu Beginn der Induktionsperiode die Gelkeim-
struktur vorhanden sein. Zur Untersuchung der 3-Glucanl ésung
vor Beginn der Gelierung kann durch Detektion des Stromungs-
dichroismus auf eine etwaige Assoziatstruktur zurtickgeschlos-
sen werden. Der Stromungsdichroismus entspricht der anisotro-
pen Streuung und damit Absorptionvon polarisiertem Licht durch
Partikel in GrofRenordungen oberhalb der Wellenldnge des Lich-
tesineinem Scherfeld[45, 46]. Dadieeinzelnen Glucanmol ekile
zu klein sind, um einen Dichroismus hervorzurufen, ist eine
Detektion eines Dichroismus direkt auf das Vorhandensein von
Assoziaten bzw. Gelkeimen zurtickzuf iihren.

Ungeloste Bestandteile des B-Glucans als Ursache fir einen
Dichroismuskoénnen fiir dievorliegenden Proben ausgeschlossen
werden, damit Lichtstreuexperimenten bei den Préparationstem-
peraturen der Lésungen von 85 °C keine Uberstrukturen detek-
tiert werden konnten. Eine Abtrennung ungel 6ster Bestandteile
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Abb. 7 Transienter StrémungsdichroismusAn' als Funktion
der Deformation y fur Gerstenglucan der Molmasse M, =
285000 g/mol und einer Konzentration ¢=0.03 g/gin wassriger
Ldsung. Der transiente Dichroismusist fur verschiedene, kon-
stante Scher geschwindigkeiten y dar gestellt
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Abb. 8 Konstanter StréomungsdichroismusAn'' des Gleichge-
wichtsszustandes zwischen Deformation des Assoziates durch
hydrodynamischeKr&fteund der inneren elastischen Spannung
desAssoziatesfur ver schiedene Scher geschwindigkeiteny. Ab-
bildung a) beinhaltet Konzentrationen des (1- 3)(1-4)-B-o-
Glucansunterhalb der kritischen Konzentration der spontanen
Gelierung, Abbildung b) Konzentrationen oberhalb der kriti-
schen Konzentration

kann dabel ausgeschlossen werden, da die Wiederfindungsrate
der Grofenausschluf3chromatographie bei Uber 98 % lag [35].

Abbildung 7 zeigt, dai’ tatsachlich ein Dichroismus fur die Glu-
canldsungen beobachtet werden kann.

Das transiente Dichroismussignal eines Gerstenglucans einer
Molmasse von 285 000 g/mol ist fir verschiedene Scherge-
schwindigkeiten als Funktion der Deformation dargestellt. Die
aulRere Grenzlinie des Gelkeimes wird dabei im Scherfeld mit
zunehmender Deformation der Lésung anisotrop verformt, wie
aus dem anfanglich zunehmenden Dichroismus ersichtlich ist.
Mit zunehmender V erformung des Gelkeimesstellt sich dabei ein
Gleichgewicht ein zwischen den angreifenden hydrodynami-

schen Kréften des Scherfeldes und den innerhalb des assoziierten
Gelkeimesherrschenden Kréften, dieeiner Deformation elastisch
entgegenwirken. Nach Vermant et a. [47] zeigt der Verlauf des
transi enten Dichroi smusohne Uberschief?en, dassdie Struktur der
Gelkeime reversibel deformiert wird, ohne dabei aufzubrechen.
Ebenso deutet die Unabhangigkeit des transienten Dichroismus
von der Schergeschwindigkeit bei kleinen Deformationen nach
Yang et al. auf eine intakte Struktur Gber den Deformationsvor-
gang hin[48]. Dieathermisch vorhandenen Gelkeimesind danach
scherstabil, zumindest in dem untersuchten Schergeschwindig-
keitsbereich bis400 s™. Diese Stabilitat konnte nach Abbildung 8
Uber einen weiten Konzentrationsbereich gezeigt werden. Diein
diesem Fall dargestellten Dichroismuswerte entsprechen dem
Gleichgewichtszustand, dem der transiente Dichroismus nach
gentigend grofer Deformation entgegenstrebt.

Die Werte werden dabei unabhéngig von der V orgeschichte der
Scherung erhalten, die Gelkeime brechen bel hohen Scherge-
schwindigkeiten nicht auf. Auffallend ist, daid der Dichroismus
oberhalb einer kritischen Schergeschwindigkeit unabhéngig von
dieser wird. Die Gelkeime erreichen danach einen Zustand maxi-
maler Deformation, der von der inneren Struktur des Gelkeimes
bestimmt wird. Dader Dichroismuseinintegrales Signal entlang
des Strahlenganges darstellt, wird er in Abbildung 8 Uber die
Glucankonzentration normiert dargestellt, um die unterschiedli-
chen Plateauwerte der maximalen Deformation vergleichen zu
konnen. Fur Konzentrationen im Bereich unterhal b der spontanen
Gelierung (c < 1%) wird dabei ein hdherer Plateauwert erreicht,
die Gelkeime liegen in verdunnter LAsung unterhalb der kriti-
schen Konzentration mit einer veranderten Struktur vor. Eine
direkte Aussage Uber die Art der Struktur 1813t das Dichroismus-
experiment nicht zu, alerdings sind auch die Gelkeimstrukturen
in verdunnter Losung stabil gegen Scherkrafteintrag im unter-
suchten Schergeschwindigkeitsbereich.

Die Beobachtung eines Dichroismus direkt nach Abkuhlen einer
molekular dispers geldsten Glucanldsung deutet auf eine sehr
schnelle Gelkeimbildung hin. Die Gelkeime liegen, andersalsin
der Avrami-Kristallkinetik, einer athermischen K eimbildung, erst
unterhalb einer kritischen Temperatur vor. Allerdings kann von
einer athermischen Kinetik ausgegangen werden, da die Keim-
zahl imtransienten Dichroismusexperiment unverandert Uber den
Deformationszeitraum und Wiederholungsexperimente auftrat.
Im Unterschied zur Kristallkinetik einer Polymerschmelze wird
der Gelkeim des Gelierungsprozesses auch von der lokalen che-
mischen Struktur der Kontaktstellen bestimmt (siehe nachfol gen-
desKapitel). Wahrscheinlichtreten besondersgeeignete K ontakt-
stellen bei Abkuhlung der Glucanldsung sehr schnell zum Gel-
keim zusammen, die eigentliche vernetzende Gelierung erfolgt
dann auch Uber weniger geeignete Kontaktstellen entlang der
Polymerkette, die an den Gelkeim assoziieren [24]. Der Gelier-
prozess verlauft demnach wahrscheinlich nach einer pseudo-
athermischen Kinetik.

Aus einer athermischen Gelkeimbildung muss aber fir einen
sigmoidalen Kurvenverlauf die Wachstumsdimension des Gel-
keimes, anders als z. B. fur Stérkeldsungen beobachtet [44],
mindestens zweidimensional nach Gleichung (4) erfolgen.

3.5 Gelbildungsmechanismus

Die Bedeutung der lokalen chemischen Struktur der K ontaktstel-
len zur erfolgreichen Assoziation und der sich daraus ergebende
Assoziationsmechanismus soll im folgenden am Vergleich von
(1- 3)(1- 4)-B-o-Glucanen unterschiedlicher Herkunft darge-
stellt werden. Zum Vergleich der Geliergeschwindigkeiten wur-
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Tabelle2 ZahlenmittlereMolmassen M, und diel -Werteder
zum Vergleich der Gelierungsgeschwindigkeiten herangezoge-
nen Glucane (c = 0.01 g/g)

Probencode M, (g/moal) I.(h™)
LN55 32000 >50
GG50 38000 53
HG40 32000 0,86

Tabelle 3 Verhaltnisse der glycosidischen Bindungen (1,3) :
(1,4) in Lichenan, Hafer- und Ger stenglucan bestimmt aus den
BC-NMR-Spektren in Abbildung 9

Polysaccharid Bindungsverhaltnis (1,3) : (1,4)
Lichenan 27:73
Gerstenglucan 28:72
Haferglucan 29:70

Tabelle4 RelativeMengender Hauptfraktionender Lichenase-
Digestate mit Polymerisationsgrad P aus Abbildung 10

Substanz P=3:P=4:P=5
Lichenan 23 :1: 25
Gerstenglucan 25:1:012
Haferglucan 19 : 1:0,08

den hierzu Proben mit nahezu glei cher zahlenmittlerer Molmasse
ausgewdhlt, da die spontane Gelierung nach den vorangegange-
nen Ausfuihrungen durch die niedermolekularen Anteile domi-
niert wird. Ein Vergleich der Geliergeschwindigkeit Uber die
Elazitétsinkrementenach Tabelle 2flr Glucaneisoliert ausHafer,
Lichenan und Gerste zeigt dabei trotz anndhernd gleicher ge-
wichtsmittlerer Molmasse fur das Lichenanglucan eine anné-
hernd eine Dekade grofiere Geliergeschwindigkeit im Vergleich
zum Gerstenglucan.

Das Haferglucan weist demgegeniber eine um einen Faktor 6
kleinere Geliergeschwindigkeit auf. Die Glucane weisen ein an-
ndhernd gleichesVerhaltnisder glycosidischen (1 - 3) und (1 - 4)
Bindungen auf, wie aus den C-1 Signalen des *C-NMR Spek-
trums (Abbildung 9) ermittelt werden kann (Tabelle 3).

Alswesentlicher strukureller Unterschied der chemischen Struk-
tur zur Erkl&rung der unterschiedlichen Geliergeschwindigkeiten
kommt das Bindungsverhdltnis demnach nicht in Frage. Die
Bestimmung der Verteilung der (1-3) und (1-4) Bindungen
entlang der Polymerkette erfolgt Giber eine Oligomerenanalyse
der durch Lichenase (E.C. 3.2.1.73) enyzmatisch abgebauten
Glucane. Die spezifische Spaltung von auf (3-(1 - 3) Bindungen
folgende -(1-4) Bindungen erzeugt Oligomere, deren Bin-
dungszahl denen der reinen 3-(1 - 4) gebundenen, cellulosearti-
gen Blockeentlang der K ette entspricht [49]. Diewasserl6slichen
Oligomere mit Polymerisationsgraden P < 9 [15] kénnen durch
Anionenaustauschchromatographie mit gepulster amperometri-
scher Detektion in basischem Medium getrennt werden, wie in
Abbildung10 dargestellt ist.

Eine exakte planimetrische Integration der Peak-Flachen in Ab-
bildung 10 erlaubt die Bestimmung der Verhéltnisse von Oligo-
meranzahl mit unterschiedlichen Polymerisationsgraden P wiein
Tabelle 4 dargestellt.

Danach bildet, wie aus dem Verhdltnis der Bindungsarten von
~ 28:72 nach Tabelle 3 erwartet, das Oligomer mit dem Polyme-

C-1
1,3- | 1.4-Verknipfung

\m Lichenan
\ l Haferglucan

" Gerstenglucan

ppm

-

-

3

Abbildung9 Vergleich der *C-NMR-Spektren von Lichenan,
Gerstenglucan und Hafer glucan in DM SO-d, bei 100 °C
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risationsgrad von P = 3, dasin der Glucankette einem Block von
drei Uber B-(1 - 4) Bindungen verkniipften Glucoseeinheiten ent-
spricht (sog. Cellotrioseeinheit) den Uberwiegenden Anteil des
Enyzmabbaus dar, wie auch schon anderweitig berichtet wurde
[17,31,50,51]. DieBindungsverteilung ist dabei zwar statistisch,
allerdings nicht regellos [32]. Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, ist
das Verhaltnis von Cellotrioseeinheiten zur néchstgrofReren Cel-
lotetroseeinheit im Lichenan um den Faktor 10 gréfer als im
Gerstenglucan, das wiederum ein um den Faktor 1,4 groReres
VerhaltnisimV ergleichzumHaferglucan aufweist. DasLichenan
stellt somit das einheitlichste Polymer dar und besteht fast aus-
schliefdlich ausCellotriosebl dcken, diemiteinander Uber 3-(1 - 3)
Bindungen verkntipft sind. Haferglucan weist demgegentiber die
grofite Uneinheitlichkeit auf, wahrend das Gerstenglucan eine
Mittelstellung einnimmt, dem Haferglucan aber hnlicher ist als
dem Lichenan.

Diese Strukturparameter korrelieren mit den beobachteten Unter-
schieden in der Geliergeschwindigkeit .. Als ein neues Modell
flr den Gel bildungsmechanismus kann daraus abgel eitet werden,
dass die zur Assoziation beféhigten Strukturelemente die regel-
mafigen Abfolgen von Cellotriosebldcken sind (Abb. 11). Die
»Fehlstellen” von grofReren celluloseartigen Sequenzen begren-




Monatsschrift fiir Brauwissenschaft

Heft 9/10, 2003 170

celluloseartige
Sequenz

Cellotriose-
Einheit

Abb.11 a)Inder Literatur haufigzitiertesM odell der Gelierung
von (1 - 3)(1- 4)-B-p-Glucan tiber lange Cellulosesequenzen. b)
neuesM odell der Assoziation Uiber regelméaiiige Abfolgen von 3-
(1- 3)-verknipften Cellotrioseeinheiten

zen danach die Assoziation, bewirken aber auch, dassdasMolkdl
wasserldslich bleibt, da eine molekuiltibergreifende Assoziation
zum Ausfallen des Glucans aus der L 8sung fhren wiirde. Dieses
Modell widerspricht dem von Letters aufgestellten [7] und seit
deminder Literatur weitverbreiteten Modell, dassdie A ssoziation
Uber die biszu 15 Glucoseeinheiten langen Cellul ose-Sequenzen
erfolgt (siehe Abb. 11). Gerade fur Lichenan wurde aber ein
besonders geringer Anteil an langen Cellulosesequenzen mit
Polymerisationsgrad P > 9 im Lichenase-Abbau gefunden [17].

Weiter unterstiitzt wird das neue Model fir den Gelbildungsme-
chanismus von (1- 3)(1- 4)-B-p-Glucanen durch Transmissi-
onsuntersuchungen von Glucangel kdrpern. Nach Bohmet al. sind
Haferglucangel ewesentlich transparenter al s Gerstenglucan- und
Lichenangele[35]. Diemit der Clustergrofie korrelierende Trans-
parenz der Gele deutet danach auf wesentlich kiirzere, assoziati-
onsfahige Sequenzen in der Haferglucanstruktur hin, die in der
unregel mafigeren K ettenstruktur desHaferglucansmit denregel -
mal3igen Cellotriosesequenzen korrelieren.

4 Zusammenfassung

(1- 3)(1- 4)-B-o-Glucane zeigen zwei unterschiedliche Typen
Gelierung. Die spontane Gelierung tritt oberhalb einer kritischen
Glucankonzentration auf und folgt einer pseudo-athermischen
Bildungskinetik mit einemmindestenszweidimensionalen Wachs-
tumder Gelkeime. DieBildung der Ausgangskei me Uiber geeigne-
te Kontaktstellen der Glucane erfolgt sehr viel schneller als die
eigentliche Gelbildung. Die Gelkeimbildung erfolgt auch unter-
halb der kritischen Glucankonzentration der spontanen Gelie-
rung. Die Gelbildungsgeschwindigkeit wird allgemein durch die
niedermolekularen Glucanfraktionen unterhalb 100 000 g/mol
kontrolliert. Eine 16sungstibergreifende Gelierung mit Bildung
eines Gelkorperswird durch die hochmol ekularen Glucanfraktio-
nen kontrolliert. Eine Gelierung aus verdinnten, bieréhnlichen
Losungen ist auch bei hochmolekularen Glucanen nur durch
zusétzliche Erhdhung der Assoziationskontakteu. a. durch Scher-
krafteintrag moglich. Die Assoziation der Glucane erfolgt nicht
wie bislang angenommen Uber lange cellul oseartige Sequenzen,
sondern Uber regelméldige Abfolgen von Cellotriosebl 6cken ent-
lang der Glucankette.
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5 Summary / Résumé

Clasen, C. and Kulicke, W.-M.: The gelation of (1 3)(1- 4)-B-p-
glucans— Monatsschrift fir Brauwissenschaft 56, No. 9/10, 161 — 170,
2003.

BC 03 Chemistry

Thegelation of (1- 3)(1 - 4)-B-p-glucansin non-filtrated beer leadsto a
clogging of the filter media during the beer-brewing process and an
increased filter media usage, reduces the beer output and increases the
production costs. New investigations of the gelation mechanism show
different typesof gelation. A spontaneousgel ation occursindependent of
the molar above acritical glucan concentration (c = 1 %) and followsan
athermic kinetic with an at least two-dimensional seed growth. The
formation of thegel seedsat suitabl eassociation pointsismuch faster than
theregular gelation. In general, the speed of gelationis controlled by the
low molar massfraction (M,, < 100 000 g/moal) of the glucan. A gel seed
formation occursal so below thecritical concentration of the spontaneous
gelation. However, below the critical concentration of 1 % an overall
gelation of the solution with the formation of asolid gel particlesisonly
possiblefor highmolar massfractionsof theglucan (M,, > 100000 g/mol)
and an additional increase of the contact ratefor exampleviashear forces.
An analysis of the olygomeric composition of an enzymatic degradation
of glucans alowed the formulation of a new gelation mechanism via
regular cellotriose units along the glucan backbone in contrast to the
widely assumed association vialong cellulose-like units.

Clasen, C., et Kulicke, W.-M.: La gélification des (1 - 3)(1- 4)-B-o-
glucanes— Monatsschrift fir Brauwissenschaft 56, No. 9/10, 161170,
2003.

BC 03 Chimie

La gédlification des (1- 3)(1- 4)-B-p-glucanes présents dans la biere
filtrée conduit a la colmatation des dispositifs de filtration durant le
brassageindustriel delabiére. Ainsi lestemps defiltrage sont réduits, la
consommationdefiltresest é evée, laproductionenbiéreest réduiteet les
codts de production sont élevés. De récentes études sur le mécanisme de
gélification mettent en évidence deux différentstypesde gélification. La
gélification spontanée se produit indépendamment de la masse molaire,
au-dela d'une concentration critique de glucane (¢ = 1%) et suit une
cinétiquedeformation athermi queavec unecroi ssanceau moinsbidimen-
sionnelle de graines géliques. Laformation de ces graines d’ origine sur
deslocationsappropriéesdu glucaneest bien plusrapi dequ’ unecinétique
de gélification homogéne. La vitesse de gélification est, en général,
controlée par |es faibles masses moléculaires de glucane (M,, < 100 000
g/mol). Une formation de graines géliques se produit également en
dessousdelaconcentration critiquedegélification spontanée. Néanmoins
en dessous d’ une concentration critique de 1%, lagélification globalede
lasolution avec formation de particules solides de gel n’est possible que
pour des masses moléculaires €levées (M, > 100 000 g/mol) et une
augmentation additionnelle des contacts d’ association (par exemple par
I" apport de forces de cisaillement). Par ailleurs, |a dégradation enzyma-
tique et I’ analyse de la composition des polymeéres ont permis de mettre
en évidence que |’ association des glucanes ne se produit pas, comme
assumé jusqu’ici, par I'intermédiaire de longues séquences de type
cellulose, mais par des séquencesréguliéres de blocs cellotrioses passant
le long du squelette glucane.
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