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Grundlegendes zur Elektronenspinresonanz-Spek-
troskopie (ESR) und Untersuchungen zum Zusam-
menhang zwischen oxidativer Bierstabilitat und

dem SO_-Gehalt

Esist inzwischen klar nachgewiesen wor den, dass Schwefeldioxid als die Hauptkomponente des antioxidativen Potentials
eines Bieres zu betrachten ist. Diese endogene antioxidative Puffer eigenschaft fir reaktive Radikale, die hauptsichlich
durch aktivierten Sauer stoff erzeugt werden, kann durch die Lag-Time Bestimmung eines Bieresin einem For ciertest
quantitativ durch die Elektronenspinsesonanz (ESR)-Spektr oskopie abgefragt wer den. Detaillierte Lag-Time M essungen an
ver schiedenen Bier proben mit unter schiedlichem SO_-Gehalt bestéatigen frihere Befunde, zeigen aber auch, dasseine
signifikante nicht-linear e Abhangigkeit besteht, deren Ursache noch nicht aufgeklart ist. Im Zusammenhang mit der
ausgepragten Abhangigkeit der Lag-Time vom SO,-Gehalt eines Bieres, wird die Komplexbildung von SO, mit Alterungs-
carbonylen diskutiert. In einem Abschnitt werden die Grundlagen der ESR-Spektr oskopie kompakt vor gestellt, die
insbesonder e fiir dielnterpretation der L 8sungsspektren der bei der Lag-Time Messung gebildeten Spin-Trap-Radikal-

Adduktevon Bedeutung ist.

BC 25 Bier

(Deskriptoren: Elektronenspinresonanz, L ag-Time, Spektrenana-
lyse, Spin-Trap, SO,-Gehalt.

Descriptors. Electron spinresonance, lag time, spectral analysis,
spin trap, SO,-content).

1 Einleitung

Seit einiger Zeit wird die Elektronenspinresonanz (ESR)-Spek-
troskopie vermehrt eingesetzt, um Uber eine beschleunigte Alte-
rung bei erhéhten Temperaturen (Forciertest) fir ein Bier die
sogenannte Lag-Time zu bestimmen. Der Wert der Lag-Time
wird dabel as ein Kriterium flr das endogene antioxidative
Potential desBieresbetrachtet, dasseinerseitsmit der Geschmacks-
stabilitét desBieresin einem direkten Zusammenhang stehen soll.
Bel diesem Verfahren wird die Eigenschaft der ESR-Spektrosko-
pieausgenutzt, in dem komplexen System Bier mit einer Vielzahl
von verschiedensten Inhaltsstoffen selektiv Radikale mit hoher
Empfindlichkeit nachzuweisen. Diese Radikale entstehen meist
Uber verschiedene Formen von aktiviertem Sauerstoff, dem damit
einebesondereRollebei der Entstehung desAlterungsgeschmacks
zukommt. Insbesondereist esdas Ziel, dieradikalischen Mecha
nismen, die im Bier ablaufen, genauer zu verstehen, um mit
diesem Wissen gezielt die oxidative Bierstabilitét zu verbessern.
Da Radikale in wassrigen Losungen meist nur eine sehr kurze
L ebensdauer haben, wird bei dem Verfahren der Lag-Time Mes-
sung ein Radikalféanger (Spin Trap) eingesetzt, der diffusible
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Radikale anlagern kann. Dabei entsteht ein weitaus stabileres
Nitroxid-Radikal, dasin ausreichendem Mal3e akkumuliert wird
und dann mit der ESR anhand seiner spektralen Charakteristika
nachgewiesen werden kann.

In diesem Beitrag sollen zundchst die Grundlagen der ESR-
Spektroskopi e etwasgenauer beschriebenwerden. Dabei wird auf
die Entstehung der charakteristischen Spektren verschiedener
Nitroxid-Radikal e eingegangen und die Theorie der mal3geben-
den magnetischen Wechselwirkungen qualitativ und quantitativ
erlautert. Zudem werden die wesentlichen Prinzipien der ESR-
Messtechnik und die fur die Qualitét der Spektren mal3gebenden
Geréateparameter beschrieben. In einem weiteren Teil werdendie
Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen der gemessenen
Lag-Time und dem SO,-Gehalt von entalkoholisierten und , nor-
malen“ Bierprobendargestellt. Invielen Veréffentlichungenwird
auf einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Gesamt-
schwefeldioxidgehalt im Bier und der gemessenen Lag-Timeim
Hinblick auf die Geschmacksstabilitét desBiereshingewiesen[1/
13/15]. Die wichtigste endogene Schwefelverbindung, die als
natlrliches Antioxidans fungieren kann, stellt das wéahrend der
Gérung a's Stoffwechsel produkt der Hefe gebildete Schwefeldi-
oxid oder Sulfit dar. Aber auch die antioxidative Wirkung von
Bisulfitverbindungen, die in Form von Natrium- und Kalium-
Metabisulfiten dem Bier vor der Abfullung zugesetzt werden
kénnen, ist seit langem bekannt. Bei Bieren nach dem deutschen
Reinheitsgebot istjedoch dieser Zusatz von Schwef el dioxid ganz-
lich verboten. Fur die positive Wirkung von Schwefeldioxid auf
dieoxidative Bierstabilitdt werden zwel Hauptmechanismen ver-
antwortlich gemacht [13].

Zum einen kann Schwefeldioxid als natirliches Antioxidans
Sauerstoff reduzieren (und binden) und ist somit ein wichtiger
Bestandteil desendogenen antioxidativen PotentialseinesBieres.
Dasdabei entstehende Sulfat-lonist fiir dieAlterungsvorgangeim
Bier unschadlich. Auferdem kann Schwefeldioxid als Komplex-
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bildner fungieren und diewéahrend des Alterungsvorgangs entste-
henden Alterungscarbonyle binden, wodurch potentielle Alte-
rungsaromastoffe der sensorischen Wahrnehmung entzogen wer-
den. Die dadurch entstehenden Sulfit-Carbonyl-Komplexe sind
im Gegensatz zu den Alterungscarbonylen nicht oder nur schwach
aromaaktiv. Da die Reaktion zur Bildung der Sulfit-Carbonyl-
Komplexe beim pH des Bieres reversibel ist, besteht jedoch die
Maoglichkeit einer spéateren Freisetzung der Alterungscarbonyle
im abgefillten Bier [13/16]. Dieses wiirde einem direkt linearen
Zusammenhang zwischen der Lag-Time, welche tber den SO,-
Gehatim Bier beeinflusst wird und der sensorischen Geschmack-
stabilitét eines Bieres entgegenstehen. Auch aus diesem Grunde
sind die Zusammenhange zwischen der SO_-Konzentration und
dem endogenen antioxidativen Potential (Lag-Time) einesBieres
naher zu untersuchen.

2 Methodik der Lag-Time Messung

Die Geschmacksstabilitét stellt eines der wichtigsten Qualitéts-
merkmale eines Bieres dar. Wahrend der Lagerung fuhrt der
natiirliche Alterungsvorgang e nes Bieres abhangig von Biersorte
und Lagerbedingungen (Temperatur, Licht,..) zu geschmackli-
chen Veranderungen [1]. Der dabei entstehende Oxidationsge-
schmack wird hauptséchlich durch aromaaktive Carbonylverbin-
dungen, insbesondere ungeséttigte aliphatische Aldehyde verur-
sacht, die unter Beteiligung von Radikal reaktionen gebildet wer-
den [2/3]. Diese werden wiederum durch die Gegenwart von
aktiviertem Sauerstoff in der Probe initiiert, so dass dem Sauer-
stoffgehalt im abgefillten Bier eine entscheidende Rolle bei der
Bieralterung zukommt.

Molekularer Sauerstoff gelangt wahrend des Brau- und Abfll-
prozesses, sowie durch Diffusion tiber den Kronkorken ins Bier.
Hierbei ist zu beriicksi chtigen, dassder im Kopfraum vorhandene
noch nicht gel6ste Sauerstoff Ulber einen gewissen Zeitraum ins
Bier diffundiert. Damolekularer Sauerstoff relativ stabil ist, muss
er erst aktiviert werden, bevor er mit anderen Verbindungen
Resaktionen eingehen und seine schédigende Wirkung im abge-
flllten Bier entfalten kann (s. Abb. 1).

Im Grundzustand liegt molekularer Sauerstoff hauptsachlich im
Triplett-Zustand *0, vor. Dabei befindensichinzwei energieglei-
chen, antibindenden *-Molekilorbitalen (MO) je ein Elektron
mit parallelem Spin (paramagnetischer Zustand). Der Triplett-
Sauerstoff %O, steht mit demkurzlebigen, energiereicheren Singu-
lett-Sauerstoff 'O, im Gleichgewicht, bei dem die beiden t*-
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Abb. 1 Die Aktivierung von Sauerstoff bei der Bieralterung
[nach 5]

Fenton-Reaktion: Fe~ + HA), — Fev + OH - OH

Fe* + HO. — P + O;*+ 28

Netto: 2 HO. . oOHe — OH + O.%+ 2H

Huber-Weiss Reaktion: Cy*' - OO0 —  Cu + (),
Cuo -~ H0. — Cu® - OHy + OH
Netto: 0% + HO. —= 0O, + OH* - OH

Abb. 2 Entstehung des Hydroxylradikals Uiber die Mechanis-
men der Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion

Elektronen einen antiparallelen Spin besitzen (diamagnetischer
Zustand) [4].

Der Triplett-Sauerstoff *O, wird durch Aufnahme einesEl ektrons
zu dem reaktiveren Superoxidradikalanion O, reduziert. Durch
die weitere Aufnahme eines Elektrons entsteht das Peroxidanion
O3, dessen Protonierung schiiefdlich zum Wasserstoffperoxidfuhrt.
Bel Wasserstoffperoxid handelt es sich um eine sehr schwache
Séaure K_= 102 [4], die hauptsachlich in undissozierter Form als
H,O, vorliegt. Das Wasserstoffperoxid wird unter katalytischer
Wirkung der im Bier vorhandenen Metallionen (z.B. Fe*, Cu?)in
das aulerst reaktive Hydroxylradikal OH" und ein Hydroxylion
OH- gespalten, wie es die Fenton- und Haber-Weiss-Reaktionen
beschreiben (s. Abb. 2).

Das gebildete Hydroxylradikal reagiert unselektiv mit organi-
schen Bierinhaltsstoffen und nimmt deshalb bei der Bieralterung
eine Schllissel position ein. Kann die Entstehung des Hydroxylra-
dikals verhindert bzw. vermindert werden, so verzégert sich das
Auftreten des Alterungsgeschmacks. In diesem Zusammenhang
kommt vor allem reduzierenden Verbindungen eine bedeutende
Rolle zu, dasie die verschiedenen aktivierten Formen von Sauer-
stoff abfangen, aus denen die reaktiven Hydroxylradikal e entste-
hen. Dadiesereduzierenden V erbindungen wie Reduktone, Poly-
phenole [6], Maillardreaktionsprodukte [7] oder Bisulfitverbin-
dungen [8/9/10] natirliche Inhaltsstoffe des Bieres sind, spricht
man von der endogenen antioxidativen Aktivitat des Bieres[1].

Ein mechanistisches Modell zur Aushildung des Alterungsge-
schmacks ist schematisch in der Abb. 3 zusammengefasst.
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Abb. 3 Hypotheseder AusbildungdesAlterungsgeschmacksim
Bier [nach 8]
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Verschiedene Bierinhaltsstoffe werden oxidiert und es entstehen
aktivierte Sauerstoff-Spezies. Das unter Beteiligung von Metall-
ionen aus Wasserstoffperoxid entstehende Hydroxylradikal rea-
giert seinerseits mit Alterungsvorstufen und oxidiert diese zu den
entsprechenden Alterungsaromastoffen [1]. Durch das Abfangen
der aktiven Sauerstoffformen Uber die endogene antioxidative
Aktivitét des Bieres wird die Hydroxylradikalbildung solange
behindert, bis die dafur verantwortlichen Inhaltsstoffe des Bieres
»verbraucht” sind. Der Zeitraum, ab dem die Hydroxylradikal bil-
dung ungehindert ablaufen kann, ergibt die Lag-Time, die somit
ein Mal3 fir die endogene antioxidative Aktivitét von Bier dar-
stellt und die jeweils vorliegende oxidative Bierstabilitét be-
schreiben kann. Die Lag-Time ist, auf3er von der Konzentration
der beschriebenen Inhaltsstoffe, von Faktoren wie Temperatur,
Licht usw. abhangig.

Die Lag-Time wird meist durch einen Forciertest (bei erhthter
Temperatur, z.B. 60 °C) unter Verwendung der Elektronenspin-
resonanz (ESR)-Spektroskopiebestimmt. Dabei wird dieBildung
diffusibler Radikale quantitativ Uber ihre Stabilisierung an soge-
nannten Spin-Trapserfasst und ihr zeitlicher Verlauf aufgezeich-
net. Dieser kann dann mit der endogenen antioxidativen Aktivitét
einesBiereskorreliert werden und Hinwei se auf die Geschmacks-
stabilitét liefern. Ein wesentlicher Gesichtspunkt unserer Unter-
suchungen war es, die Abhangigkeit der gemessenen Lag-Time
von den verschiedenen Parametern des Forciertests detailliert zu
ermitteln. Diesist insbesondere dann von Bedeutung, wenn eine
experimentell bestimmte Lag-Time mit dem endogenen antioxi-
dativen Potential oder der, weit weniger scharf zu erfassenden
Geschmacksstabilitét reproduzierbar korreliert werden soll.

3 Grundlegendes zur ESR-Spektroskopie

Bel der ESR (oder auch EPR)-Spektroskopie handelt es sich um
die selektive Absorption von Mikrowellen-Strahlung durch para-
magneti sche Substanzen mit mindestenseinem ungepaarten Elek-
tronim Orbital system. Dabei werden Ubergénge zwischendenin
einem auRReren Magnetfeld aufgespaltenen Energieniveaus des
ungepaarten Elektronenspinsinduziert. Diese Ubergangewerden
von den Wechselwirkungen der Spinmomente mit ihrer Umge-
bung beeinflusst, so dassdarausauf strukturelleund elektronische
Parameter des paramagnetischen Zentrums geschl ossen werden
kann.

DieESR-Spektroskopiefindet deshalb Anwendungbel der Unter-
suchungvonfreien Radikal en, diein chemischen Reaktionen oder
durch die Wechselwirkung ionisierender Strahlung mit organi-
schen Substanzen erzeugt werden [11]. Die meisten freien Radi-
kale sind jedoch von Natur aus derart kurzlebig, dass sie nicht
direkt gemessen werden kdnnen. Um diese Radikal e dennoch mit
Hilfe der ESR-Spektroskopie detektieren zu kénnen, werden
chemische Verbindungen eingesetzt, die selbst nicht radikalisch
sind, aber mit Radikalen stabile Addukte bilden und gleichzeitig
den ungepaarten Zustand des Elektrons erhalten (Spin-Traps).

Im Folgenden sollen die wesentlichen Grundlagen der ESR-
Spektroskopi edargestellt werden, diezum Verstdndnisder durch-
gefuihrten Messserien und der erhaltenen Spektren notwendig
sind.

Die zunéchst zu betrachtende fundamentale Eigenschaft eines
Elektronsist sein Eigendrehimpuls, der sogenannte Spin. Er wird
von der Eigenrotation des Elektrons verursacht und induziert ein
magnetisches Moment .

Hs=-9- M-S D
wobei g der dimensionsose Lande-Faktor und |, das Bohr’ sche

Magnetonist. Dasmagnetische Moment i, und der Eigendrehim-
puls S sind vektorielle Grdssen. Das negative Vorzeichen resul-
tiert aus der Ladung des Elektrons, so dass die beiden Vektoren
entgegengesetzt orientiert sind. Die Gleichung (1) gilt fir ein
»bahnloses* Elektron, fir das die mdglichen Beitrage zum mag-
netischen Moment aus dem Bahndrehimpuls L (entsprechend
einem Kreisstrom der Elektronenbahn um denKern, 1, ) vernach-
lassigbar klein sind. Der g-Faktor liegt dann sehr nahe an dem
Wert von g.=2.00232 fir ein sogenanntes freies Elektron ohne
jede additive Beteiligung desBahnmomentes. Diestrifft auf viele
organische Radikale zu, bei denen der g-Faktor nur unwesentlich
von g, abweicht. In speziellen Fallen und vor allem fur Uber-
gangsmetall-lonen muss jedoch das Bahnmoment explizit be-
ricksichtigt werden, das eine erhebliche Abweichung des g-
Faktors von g, bewirken kann [12]. Die resultierenden magneti-
schen Wechselwirkungen werden unter dem Begriff ,, Spin-Bahn-
Kopplung“ zusammengefasst. Das magnetische Moment des
Bahndrehimpulsfihrt zu einer Verstérkung oder Abschwéchung
des aulleren Magnetfeldes. Die ESR-Absorptionslinie ist dann
relativ zum g-Faktor des freien Elektrons (g, = 2.00232) zu
anderen Feldwerten (g-Faktoren) verschoben.

Bringt man nun ein Radikal, mit einem alsfrei bzw. ,,bahnlos* zu
betrachtenden Elektron, in ein zeitlich konstantes homogenes
Magnetfeld, mit der magneti schen I nduktion (magneti schen Fluss-
dichte) B, so wird sich das magnetische Moment des Spin g
relativ zum Magnetfeld ausrichten. Es stellt sich ,, parallel oder
»antiparallel” zur Magnetfeldrichtung B, unter einem von den
Gesetzen der Quantenmechanik vorgegebenen Winkel dein [12]
(s. Abb. 4).

SI= Vi &

IS,]=m.=+172h

IS,]=m=-172 &

Abb. 4 Erlaubte Spineinstellungen des Elektrons mit S=1/2 in
einem Magnetfeld B,
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Die Projektion des Spinvektors S auf die Magnetfeldrichtung
entspricht dann seiner S, Komponente. Der Betrag der Projektion
ist entlang der z-Achse Uber die magnetische Quantenzahl mg
gequantelt (d.h. [S|=m), diefir einfreiesElektronmit S = Y2nur
dieWerte+1/2 und -1/2 annehmen kann. Allgemein ergeben sich
aus der Spinquantenzahl S im angelegten Magnetfeld 2S+ 1
Einstellmoglichkeiten mit m_=S§,S-1,S-2,...-S.

Das, mit dem magnetischen Moment p, entsprechend Gleichung
(1) verknupft ist, gilt

Il = mggy, = £1/2 g, )
Aus der klassischen Beziehung fur die Energie eines Dipols in
einem statischen Magnetfeld

Eypy = -HB =l - B 3)
folgt, dass die Energie eines freien Elektrons in zwei Niveaus

aufspalten wird, deren Energieseparation von der magnetischen
Flussdichte B, abhangt:

E=mggW, B, =+1/2-gu, B, 4

Die Aufspaltung entarteter Energiezusténde in einem auf3eren
Magnetfeld wird als Zeeman-Effekt bezeichnet, die aufgespalte-
nen Niveaus als Zeeman-Niveaus.

Wird einem solchen System Energie durch elektromagnetische
Strahlung zugefihrt, so kann es durch Absorption von einem
niedrigerenineinenhéheren Energiezustand tibergehen(s. Abb. 5).
Dabel mussdie Energie der Quanten, gegebendurchE=h-v (5),
gleich dem Betrag der Differenz der Energien von Ausgangs- und
Endzustand sein. Aulzerdem gilt die Auswahlregel Am_=+1, so
dass man a's Grundgleichung der ESR-Spektroskopie die Reso-
nanzbedingung erhdlt:

AE =hv =g, B, (6)

Typischerweise liegen die bei der ESR-Spektroskopie gebrauch-
lichen Flussdichten B_ bei 0.1 -1 Tesla(1 Tesla= 10" GauR), so
dass die Anregung durch Mikrowellen im Zentimeterbereich
erfolgt.

3.1 Boltzmann-Verteilung und Relaxationsmechanismen

Die Ubergénge zwischen den Energiezustanden kénnen in beide
Richtungen erfolgen, also fir dasBeispiel mit S = %2vonm_=+2

/E(ms =+1/2)=+12 gp,'B

f

E &

El] AE = g‘uB‘Bu = h'V

r

\ E(m,=-1/2)=-1/2 g-,vB

: B
B €50

)

Abb. 5 Energiezustandefir S=%, d.h. m =+ %, in Abhangig-
keit vom externen Magnetfeld B_,

zum_=-% und umgekehrt. Da Absorption und Emission gleich
wahrscheinlich sind, ist die absolute Zahl der stattfindenden
Absorptions- und Emissionsprozesse abhangig von der durch die
Boltzmann-V erteilung vorgegebenen Besetzungszahl en der Zee-
man-Niveaus. Die jeweilige Besetzungszahl n_und n fur das
obere bzw. untere Energieniveau sind tiber die Boltzmann-Kon-
stante k direkt abhéngig von der Temperatur T und dem Energie-
unterschied AE zwischen den Energieniveaus (siehe Gl. 7).

h-v
=¢ kT )

AE g-,uB-BO
kT

Dt o kT =g

1.

Aufgrund der Boltzmann-Verteilung ist das obere, htherenerge-
tischeEnergieniveauumso schwécher besetzt, jetiefer die Tempe-
ratur der ESR-Probe ist. So ist z.B. fir die spater ausschliefdlich
benutzte ESR-Frequenz von 9.5 GHz (X-Band) bei Raumtempe-
ratur (RT) n/n =0.99993 und bei 77K n/n = 0.995. Daim
thermischen Gleichgewicht n >n_ist, erhélt man alsNetto-Effekt
eine Absorption der eingestrahlten Mikrowellenenergie, die pro-
portional zu dieser Besetzungsdifferenz ist. Die Absorption und
damit die Intensitdt des ESR-Signalswird somit um so grol3er, je
niedriger die Temperatur und je héher die Magnetfeldstarke ist
(groleres AE, siehe Gl. 7).

W rdedie so absorbierte Energiejedoch nicht wieder abgegeben,
kéme es relativ schnell zu einer Gleichbesetzung der Energieni-
veaus und somit zum Verlust der Netto-Absorption (Séttigung),
d.h. das ESR-Signal wiirde verschwinden. Dem wirken jedoch
zwel Relaxationsprozesse entgegen. Die sogenannte Spin-Gitter-
Relaxation gibt die Anregungsenergi e tiber den thermischen K on-
takt des Spin-Systems zu seiner Umgebung wieder ab. Diedurch
den Absorptionsprozess gestdrte Boltzmann-Verteilung wird
wieder eingestellt, dadas Spin-System den Ausgangszustand des
thermischen Gleichgewichts anstrebt. Die Zeit, die das System
dazu bendtigt, um die Ausgangsverteilung zu ca. 66.6% (1/e)
wiederherzustellen, wird as Spin-Gitter-Relaxationszeit T, be-
zeichnet. Aufgrund der besseren Kopplung des Spin-Systems an
dieUmgebungist T, inFestkérpern meist kiirzer alsin Flissigkei-
ten.

Der zweite Mechanismus wird durch die sogenannte Spin-Spin-
Relaxation beschrieben. Hierbei wird die Energie tber magneti-
sche Dipol-Dipol-Wechselwirkungen Ubertragen, so dass be-
nachbarte paramagnetische Molekdile ihre Spinzusténde austau-
schen kénnen. Dieses fiihrt zwar nicht zu einer Veranderung des
Verhéltnisses der Besetzungszahlen (n/n,), hat aber einen Ein-
fluss auf die Lebensdauer des Spinzustandes. Nach der Heisen-
bergschen Unschérferel ationist das Produkt aus Energieunschér-
fe (AE) und Lebensdavuer (1) eine Konstante. Eine kurze Lebens-
dauer fuhrt somit zu einer groRen Energieunschérfe, woraus
wiederum eine Zunahme der Breite der Resonanzlinien resultiert.

In Losungen, wie z.B. im Bier, ist die Linienbreite in etwa
proportional der reziproken Spin-Spin-Relaxationszeit (1/T,), da
die Kopplung an das Gitter vergleichsweise gering ist und die
Linienbreitefast ausschlielichdurch T, (Spin-Spin-Relaxations-
zeit) bestimmt wird.

3.2 Hyperfeinstruktur-Aufspaltung

Eine wesentliche Information Uber das untersuchte Spinsystem
kann aus der sogenannten Hyperfeinaufspaltung der ESR-Spek-
tren gewonnen werden, die aus der Wechselwirkung des Elektro-
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nenspins mit dem magnetischen Moment eines Atomkernsin der
Umgebung des Elektronenspins resultiert. In der Praxis werden
oft Wechselwirkungen mit Protonen *H (Kernspin 1=1/2) oder
Stickstoffkernen N (Kernspin I=1) beobachtet. Die Hyperfein-
Wechselwirkung ist auf eine Verstarkung oder Abschwéachung
des duRReren Magnetfeldes zuriick zu fihren, wobei sich das
effektiv wirkende Magnetfeld B, aus der Addition des lokaen
Magnetfeld B ,, das durch den Kernspin erzeugt wird, mit dem
externen Magnetfeld B ergibt(s. Gl. 8).

Beff = BO + BIok (8)

Analog zum Elektron kannein Kern mit einem Kernspin (21 + 1)
Einstellungen zum externen Magnetfeld annehmen, diealsKern-
spin-Quantenzahlen m, bezeichnet werden. Daraus ergeben sich
auch (21 + 1) Werte fur daslokale Magnetfeld B, . Im einfachs-
ten Fall bei einem Kernspin| = 1/2 fihrt dies zu zwel verschiede-
nen effektiven Magnetfeldern B, und somit zu einer Aufspaltung
der Zeeman-Niveaus(s. Abb. 6). Diedarausresultierende Hyper-
feinstruktur ergibt sich also aus 2 S(2 1+ 1) Energielibergangen
und fuhrt zu einer entsprechenden Anzahl an ESR-Linien, deren
Absténde durch die Hyperfein-K opplungskonstante a wiederge-
geben wird, diefur die jeweilige Substanz eine charakteristische
GroReist.

3.3 Spektrale Anisotropie

In der bisherigen vereinfachten Betrachtung sind sowohl der g-
Faktor alsauch die Hyperfeinkopplung als skalare Grofien behan-
delt worden. Im allgemeinen besitzen diese Parameter jedoch
Vorzugsrichtungen, die aus der Struktur des Molekills und den

Abb. 6 Hyperfein-Aufspaltung dur ch Wechselwirkung desun-
gepaarten Elektrons (S =%2) mit den magnetischen Momenten
eines Kernspins (I = ¥2). Die Energieniveaus von Abbildung 5
ohneHyperfeinkopplung sind gestrichelt gezeichnet. Diedurch
dieWechselwirkung mit dem Kernspin erzeugten Hyperfeinni-
veaus sind zu héheren bzw. niedrigen Energien verschoben
(dur chgezogeneL inien). Diemit Pfeilen gekennzeichneten Uber -
gange ergeben zwei Resonanzlinien, die durch die Hyperfein-
Konstante a getrennt sind.

ﬁ B, || x

FBu |z
g = 2.0036

Abb. 7 Struktur des Nitroxid-Spinlabels Tempol und sein mo-
lekulares Achsensystem (x,y,z). Die abgebildeten Spektren wer -
denim Einkristall fur Orientierungen desMolekilsparallel zur
z-Achse (unten) bzw. zur x-Achse (oben) erhalten. Die z-Achse
ist mit dem p-Orbital desN-K ernsverknupft, dashauptséachlich
mit dem ungepaarten Spin besetzt ist.

Molekulorbitalen resultieren. Folglich kénnen aus ihnen auch
strukturelle Informati onen abgeleitet werden. Die spektrale Ani-
sotropie soll hier am Beispiel eines stabilen Nitroxid-Radikals
(Spin-Label Tempol Abb. 7) erkléart werden.

Das ungepaarte Elektron dieser Substanz ist im Wesentlichen am
Stickstoff der Nitroxid-Gruppe lokalisiert. Dader “N-Kern einen
Kernspinvonl=1aufweist, werdendrei Hyperfeinlinien(m=1,0,-1)
erwartet (Triplett-Muster Abb.°7). Zusétzliche, wesentlich klei-
nere Kopplungen der benachbarten M ethyl protonen kénnen unter
speziellen Bedingungen ebenfalls detektiert werden.

Wenn nun die Molekile orientiert und ortsfest in einer festen
Matrix, z.B. im Gitter eines Einkristalls, eingebaut sind, kann die
Hyperfeinkopplung fir verschiedene Anordnungen des Kristalls
beziiglich des duReren Magnetfelds in einem ESR-Experiment
abgefragt werden. Man findet, dass die grofite Hyperfeinaufspal -
tungdesTriplettsvonca. 3.1 mT dannzu beobachtenist, wenndas
aullere Feld senkrecht zum Ringsystem, also paralel zum p-
Orbital des Stickstoff orientiert ist. Diese Richtung wird im
Molekillsystem haufig als z-Achse bezeichnet. Die kleinsten
Wertevon ca. 0.5mT werden fur Orientierungen in der Ebenedes
Ringsystems (x,y-Richtungen im Molekil) gemessen. Entspre-
chend werden fir ale anderen Einstellungen Werte zwischen
diesen Extremagefunden. Die Hyperfeinkopplungen an den Ach-
sen des Mol ekillsystems werden al's die Hauptkomponenten des
Hyperfein-Tensors bezeichnet, der die vollstandige Richtungsin-
formation enthat. Wenn zwei der Hauptkomponenten gleich
sind, spricht man von einem axialen System, fallsalledrei unter-
schiedlich sind von einem rhombischen System. Eine analoge
Richtungsabhangigkeit |&sst sich auch fur den g-Faktor feststel-
len, die sich darin auf3ert, dass sich der Schwerpunkt der drei
Hyperfeinlinienfir verschiedene Einstellungen desKristallszum
externen Magnetfeld (und damit der g-Faktor) verschiebt. Auch
hier spricht man vom g-Tensor mit axialer oder rhombischer
Symmetrie.
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In der Praxis werden meist jedoch keine Einkristalle verwendet,
sondern ein mikrokristallines Pulver, in dem alle Orientierungen
der Molekille statistisch verteilt vorliegen. Dies gilt auch fir
eingefrorene Ldsungen einer paramagnetischen Substanz. Wenn
an einer gefrorenen Lésung von Tempol bei einem ESR-Experi-
ment das externe Magnetfeld hochgefahren wird, so werden
zunéchst nur solche Molekile in Resonanz kommen, deren p-
Orbital parallel zum Magnetfeld liegt. Dabei wird der Ubergang
zwischen den Niveaus mit m =-1 angeregt, der um die maximale
Hyperfeinkomponente zu niedrigem Feld verschoben ist. Bei
etwas grosserem Magnetfeld werden dann Mol ekiile zur Absorp-
tion beitragen, dieetwasdazu verkippt sind. Der Resonanzbereich
ist dann beendet, wenn der Ubergang fur m=1 mit maximaler
Verschiebung zu hoherem Feld erreicht ist. Das daraus resultie-
rende Gesamtspektrum ergibt sich folglich aus einer Uberlage-
rung samtlicher, durch die jeweilige Orientierung vorgegebenen
Spektren, wie sie auch bei einem Einkristall gemessen wiirden.
Das sogenannte Pulverspektrum einer gefrorenen wassrigen L6-
sung von Tempol ist in Abb. 8 a, b dargestellt. Aus ihm kann
sofort der maximale Hauptwert als 2-a,, abgelesen werden. Die
anderen kleinen Komponenten des Hyperfeintensors sind im
zentralen Teil des Spektrums tiberlagert und nur durch Simulation
des Gesamtspektrums genau zu bestimmen. Unter dem Absorp-
tionsspektrum ist die 1. Ableitung gezeigt, die das Spektrum
so wie esin der ESR aufgezeichnet wird reprasentiert (siehe
Abschnitt 4).

Absorption A

i)

B

—22,—

Abb. 8a,b Pulverspektrum einer gefrorenen wassrigen L sung
von Tempol (S=% und | =1) in Absorption (a) und in 1.
Ableitung (b). Die Gausskurven im Absorptionspektrum (a)
repr asentier en ver schiedene Orientierungen der in der gefrore-
nen Losung statistisch verteilten Molekiile.

8 ¢ Das isotrope ESR-Spektrum einer wassrigen Lésung von
Tempol (S=%und| = 1) mit der isotropen Hyperfein-K onstan-
ten a.

Einen weiteren Fall, der insbesondere fur die Spektren bei der
Lag-Time-Messung von Bier von ausgesprochener Bedeutung
ist, stellen die Spektren in niedrig viskosen Ldsungen dar. In
solchen Lésung kénnen sich kleine Molekile wie Tempol oder
Spin-Traps, angestof3en durch die Brown’' sche Molekularbewe-
gung, schnell und willkarlich um ihre Achsen drehen. Ist ihre
Rotationskorrelationszeit kleiner alsdie Zeit fur den Absorptions-
prozess, so mitteln sich die Anisotropien von Hyperfein- und g-
Tensorsheraus. Esentsteht ein Spektrum, dasunabhangigvon der
Orientierung zum Magnetfeld B, nur durch die isotrope Hyper-
feinkopplungskonstante a, und den isotropen g -Faktor beschrie-
benwerdenkann. Dieisotropen Wertesind durch dasarithmetisch
Mittel der Tensorkomponenten gegeben: g, = (1/3)-(a,, + a, -+ a)
bzw. g, = (1/3)(g,, + g, + g,). Das isotrope Spektrum einer
wassrigen Losungvon Tempol (mitS=Y2und| = 1) istdurchdrei
relativ scharfe Linien charakterisiert, wieesin Abb. 8 cimdirek-
ten Vergleich zu dem Pulverspektrum dargestellt ist.

3.4 Superhyperfein-Aufspaltung

Allgemein ergibt eine paramagnetische Substanz mit dem Elek-
tronenspin S=1/2 und dem Kernspin | ein ESR-Spektrum mit
(21+ 1) Linien, dadieAuswahiregeln Am = 1und Am =0 gelten.
Daslokale Magnetfeld B, , (s. Gl. 8) wird aber oft nicht nur vom
Kernspin des Atoms mit dem ungepaarten Elektron (z.B. *N,
I=1), sondern auch von benachbarten Kernen mit | > 0 erzeugt.
Hierzu zahlen insbesondere a- und B-sténdige Protonen, so dass
es haufig vorkommt, dass mehrere Kerne mit einem ungepaarten
Elektronenspin wechselwirken. Daraus resultieren zusétzliche
Aufspaltungen durch weitere K ernspinniveaus und entsprechend
erhoht sich die Anzahl der beobachteten ESR-Ubergange (Ab-
sorptionslinien). Im Fallestark unterschiedlicher Hyperfeinkopp-
lungen sind die Resonanzlinien der kleineren Kopplungen jenen
der groleren Uberlagert. Man bezeichnet diese weitere Untertei-
lung as Superhyperfeinstruktur. Diese soll kurz anhand des
Ldsungsspektrums des bei der Lag-Time-Messung verwendeten
Spin Traps PBN (N-tert-Butyl-a-phenylnitron) erlautert werden.

Nach Anlagerung und Stabilisierung des sehr reaktiven Hydro-
xylradikals bildet sich am PBN ein Nitroxidradikal, bei dem das
freie Elektron (S = %) in einem pr-Orbital am Stickstoff (I = 1)
lokalisiert ist (s. Abb. 9). Betrachtet man ausschliefdlich die N-O

N-fert-Butyl-c-phenylnitron
(PBN)

o on
(L )ppgon
H O CH,

PBN-Spin-Addukt

Abb. 9 Bildung von PBN-Spin-Addukten wahrend des oxidati-
ven Forciertests[1]
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Abb. 10 a Spektrum desSpin Adduktsvon PBN: Hyper feinauf-

en (I =1,

mit m=1, 0, -1) und der weiteren Superhyperfeinaufspaltung
durch den benachbarten B-*H-Kern (I =2), siehe Strukturfor-

Abb.10b Energieniveauschema fur das Spektrum

den Linien des Spektrumsin Abb. 10 a entsprechen.
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von PBN.

Die elektronischen Niveaus wer den durch die Wechselwirkung
mit dem¥N-Kern aufgespalten. Die kleinere Kopplung mit ei-
nem Proton spaltet jedes dieser Niveaus weiter auf. Die 12
Niveaussind dur ch diesechsResonanziiber gangever kniipft, die

Gruppe, so wiirde man drei durch den **N-Kern hervorgerufene
relativ schmale Linien erwarten (s. Abb. 8 ). Aus der Struktur-
formel des PBN-Spin-Adduktesist jedoch zu erkennen, dasssich
am benachbarten C-Atom ein sogenanntes 3-Proton (H mit | = %%)
befindet, das ebenfalls mit dem am Stickstoff |okalisierten Elek-
tronenspin wechselwirken kann. Da seine Aufspaltung deutlich
kleiner als die des “N-Kerns ist, wird jede Triplett-Liniein ein
Dublett aufgespalten (s. Abb. 10 &@). Das Linienmuster mit sechs
Resonanzen kann durch das Energieniveauschema(s. Abb. 10 b)
mit einer “N- und einer *H-Kopplung erklart werden.

Weitere Superhyperfeinaufspaltung sind prinzipiell auch durch
die Protonen der OH- bzw. der Methylgruppen mdglich, die
wegen ihrer sehr kleinen Kopplungskonstanten aber nicht mehr
im ESR-Spektrum auflésbar sind und nur zur Linienbreite beitra-
gen. Solche kleinen Kopplungen kénnen zum Beispiel durch
| sotopensubstitution (?D) oder durch Anwendung hochaufl6sen-
der ESR-Techniken nachgewiesen werden.

3.5 Zuséatzliche Einflisse auf die gemessenen ESR-L dsungsspektren

Abhangig von der Polaritét des L dsungsmittels erhélt man para-
magnetischeNitroxidradikalemit e cht unterschiedlichen Grenz-
strukturen. In polarer Umgebung (z.B. Wasser) ist die Spindichte
des ungepaarten Elektrons am Stickstoff gréfer, d.h. auch die
isotrope Hyperfeinkopplungskonstante g, ist grofser. Im Ver-
gleich zu einer apolaren Umgebung ergibt sich dadurch eine
groRere Aufspaltung des Spektrums. Typischerweise nimmt g,
von ca. 1.55 mT in apolarer bisauf 1.8 mT in polarer Umgebung
zu. Auch die durch den g-Faktor bestimmte Lage des Gesamt-
spektrums hangt von der Polaritdt des Losungsmittels ab. Je
apolarer die Lésung, um so grofRer wird der g-Faktor oder, anders
ausgedriickt, um so mehr wird das gesamte Spektrum zu etwas
kleineren Resonanzfeldstdrken verschoben. Diese Zusammen-
hénge lassen sich im geringen Mal%e auch bel der Lag-Time-
Messung von Bierproben unterschiedlichen Alkoholgehalts be-
obachten, der die Polaritét der Lésung beeinflusst.

Ein weiterer Einfluss auf die ESR-L dsungsspektren ergibt sich
aus der Konzentration der Radikale. Bei zunehmender Konzen-
tration wird die Wahrscheinlichkeit einer Wechselwirkung zwi-
schen den ungepaarten Elektronenverschiedener Mol ekileimmer
grofRer. Die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen den mag-
netischen Momenten der Elektronen haben eine Verbreiterung
der Hyperfeinlinien zur Folge. Dabei héngt das Ausmald der
Linienverbreiterung stark vom mittleren Abstand der Radikaleab
undist proportional 1/r3. Bei einer sehr hohen Dichteder Radikale
kann ein kritischer Abstand von <1.5 nm erreicht werden, so dass
die Spin-Orbital e Uberlappen und eine Spin-Austausch-Wechsel -
wirkung auftritt [11]. In der Konsequenz fuhrt die Spin-Aus-
tausch-Wechselwirkung der Radikale zu einer starken Verbreite-
rung der Hyperfeinstrukturlinien des Stickstoffs bis hin zu ihrem
vollstandigen Verlust.

4 Messtechnik der Elektr onenspinresonanz-Spektr oskopie

Der prinzipielle Aufbau eines ESR-Spektrometers mit den we-
sentlichen Komponenten ist in Abbildung 11 a's vereinfachtes
Blockschalthild dargestellt, anhand dessen die Funktionsweise
kurz erlautert werden soll.

Das Klystron (oder ein Gunnoszillator) erzeugt eine kohérente
Mikrowellenstrahlung, die bei dem verwendeten X-Band Spek-
trometer mit einer Frequenz von ca. 9.5 GHz (Wellenlange ca. 3
cm) in einen Hohlleiter eingekoppelt wird. Die Mikrowellenfre-
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Abb. 11 (Blockschaltbild): Prinzipieller Aufbau eines ESR-
Spektrometers mit den wesentlichen Komponenten: K =
Klystron, EH = Einweg-Hohlleiter, ATT = Dampfungsglied,
CIR =Circulator, C = Hohlraumresonator (Cavity), D = Detek-
tordiode, IR =Iris, M = Elektromagneten (exter nes M agnetfeld
zwischen den Polschuhen), LOCK-IN = Lock-In-Verstérker,
MOD = Modulationsspulen

guenz wird an die Eigenresonanz des Hohlraumresonators ange-
passt. Uber einen Einweg-Hohlleiter und ein Dampfungsglied
gelangt die Mikrowelle Uber den Circulator zum Hohlraumreso-
nator (oder Cavity). Der Circulator sorgt dafir, dassder Hohleiter
mit der Detektordiode vollstandig vom Klystronarm entkoppelt
wird. Die an der Cavity einlaufende Mikrowelle muss mit der
sogenannten Iris optimal angekoppelt werden, so dass keine
Mikrowellenleistung mehr reflektiert wird. Die in der Cavity
aufgenommene Mikrowellenstrahlung baut dort eine stehende
Welleauf, wobei sich die Probeméglichstim Bereich der grofiten
Flussdichte der magnetischen Feldkomponente (B -Feld) der
Mikrowelle befinden sollte, da die beobachteten Resonanzen
magnetischen Dipol-Ubergéangen entsprechen. Im idealen Fall
wird diegesamte Mikrowellenleistungin der Cavity dissipiert, so
dass keine Leistung an der Detektordiode des Messarms anliegt
(Nullabgleichsmethode). Wenn dasexterne M agnetfel d zwischen
den Polschuhen langsam erhoht wird, setzt beim Erreichen der
Resonanzbedingung der Probe Absorptionein. Dieshat zur Folge,
dass die Abstimmung an der Cavity nun gestort wird und Mikro-
wellenleistung zur Diode reflektiert wird (deshalb werden die
verwendeten Resonatoren auch als Reflexionscavities bezeich-
net). Das reflektierte Signal an der Diode ist proportiona zur
Absorption in der Cavity und kann registriert werden. Da die
Nettoabsorption und damit dasDiodensignal jedochi.a. sehrklein
ist (siehe Abschnitt 3.1) wird mit HilfeeinesLock-In-Verstérkers
das Rauschen aller Systemkomponentenim Vergleich zum Nutz-
signal stark unterdrtickt. Dazu wird das sinusoidal e Referenzsig-
nal des Lock-In Uber einen Verstérker zur Modulation des exter-
nen Magnetfeldes benutzt. Die M odul ationsspulen befinden sich
in Helmholtz-Anordnung an beiden Seiten der Cavity, so dassdas
externe Magnetfeld mit z.B. 100 kHz und einer variablen Ampli-
tude (0.01 bis 3 mT) moduliert wird. Im Resonanzfall wird
folglich die Absorption und damit das Signal an der Diode
moduliert. Das Diodensignal wird dann phasen- und frequenz-
empfindlich durch Vergleich mit dem Referenzsignal verstarkt
undin ein Gleichspannungssignal umgesetzt. L etztereswird digi-
talisiert und vom steuernden Computer dargestellt. Durch die
M odul ationwird effektiv die Steigung der Absorptionkurve abge-
tastet, so dass die 1. Ableitung des Absorptionsignals der Probe
aufgezeichnet wird. Bel wenig intensiven Signalen werden die

Spektren haufig durch mehrfaches Durchfahren des Magnetfel d-
bereichsakkumuliert, so dassdas Signal-Rausch-V erhd tnisdeut-
lich verbessert wird (proportional zur Wurzel der Akkumulatio-
nen).

Neben der optimalen Abstimmung der Cavity hat vor allem auch
die Wahl der Modulationsamplitude und die Phaseneinstellung
desLock-In erheblichen Einfluss auf die Qualitat des Spektrums.
Wird die Modulationsamplitude grof3er als die halbe natiirliche
Linienbreite der Absorption gewéahlt, so verbreitert sich das Sig-
nal und spektrale Auflésung geht verloren. Wenn die Modulati-
onsamplitude zu klein gewahlt wird (oder die Phase nicht passend
eingestelltist), geht andererseits Signalintensitat verloren, dienur
durch einen erheblichen Mehraufwand an Messzeit wettgemacht
werden kann. Um optimal e Spektren zu erhalten miissen auch die
Vorschubgeschwindigkeit des externen Magnetfeldes und die
Zeitkonstante des Lock-In-Verstarkers aufeinander abgestimmt
werden. Vor allem bel relativ zu hoch gewahlten Zeitkonstanten
werden die niederfrequenten Signalanteile unterdriickt und das
Spektrum verzerrt. Insbesondere wenn quantitative Messungen
geplant sind, mussauch die L eistung der Mikrowelle so angepasst
werden, dass Séttigungsphanomene der Probe ausgeschlossen
sind.

5 Durchfihrung der Lag-Time-Messung

Im Folgenden wird das Verfahren der Lag-Time-Messung mit
Hilfe der ESR-Spektroskopie, wie esvon Uchida et al. [8] entwi-
ckeltwurde, kurz beschrieben. Zur Ermittlung der Lag-Timewird
Bier einem oxidativen Forciertest bei 60 °C unterworfen. Der
Luftsauerstoff, der sich Uber der Bierprobe befindet, diffundiert
ins Bier und wird in seine aktiven Formen Uberfihrt. Die entste-
henden reaktiven und kurzlebigen Radikale werden mit Hilfe des
Spin-Traps PBN (N-tert-Butyl-a-phenylnitron) eingefangen und
stabilisiert, um sie auf diese Weise der ESR-Messung zuganglich
zu machen. Diese wurden an einem X-Band-Spektrometer der
Firma Bruker (ESP-300) ausgefihrt.

Fur die M essungen wurden nach Optimi erung folgende Standard-
parameter-Einstellungen flr das ESR-Spektrometer verwendet:

Messtemperatur: ca. 20 °C; Center Field : 3500 G; Dampfung:10
dB (entspricht einer Leistung von 20 mwW); Sweep Width: 7.0mT;
Conversion Time: 40.96 ms; Receiver Gain: 1-10°; Mod.-Ampli-
tude: 0.1 mT; Time constant: 40.96 ms; Messpunkte: 1024;
Phasenangleichung: 0 — 5; Scans: 3; Mod. Frequenz: 100 kHz;
Cavity-Type: Bruker 4108 TMH Nr.: 8603.

Verwendete Reagenzien:

N-tert-Butyl-a-phenylnitron (PBN) 98 %, C H,.NO,M =177,2
g/moal;

(SIGMA CHEMICAL CO., P.O. Box 14508 St. Louis, MO 63178
USA, Tel. 314-771-5750; SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Germany, Tel. 49-7329-970; Nr. B-
7263, 5g, Lot 31K 1498, mind. 98%[3376-24-7], EC N0 222-168-
6. For RAD useonly. Not for drug, household or other uses. W5/
R)

Ethanol pro analysis 99,8%, C,H.OH, M = 46,07 g/mol, Dichte:
11=0,79Kkg;

(Merck KgaA, 64271 Darmstadt, Germany, Tel. 49(0)6151 72-
2440; EG-Nr.: CE 200-578-6, Charge/L ot K29301283125, Nr.
1.00983.1011, UN 1170, Reinheitmind. 99,8%, VbFB3.2 (IMDG-
Code), mind. verw. bis 31.05.06, R: 11, S: 7-16)
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Natriumsulfit wasserfrei zur Analyse; Na,SO,; M = 126,04 ¢/
mol; Dichte: 2,63 g/em® ..

MERCK-Art-Nr: 106657; CAS-Nummer: 7757-83-7; Giftklasse
CH: 3 — starke Gifte; HS-Warennummer: 28321000; EG-Nr.:
231-821-4; Lagerklasse (VCI): LGK 10-13; Lagerung: ohne Ein-
schrénkung; WGK: 1-schwach wassergefahrdend; Entsorgung:
28.

5.1 Schrittweise Durchfiihrung

O Auseiner Bierprobe (Bierflasche), diesichin einer anaeroben
Box unter N_-Atmosphére befindet, werden jeweils 1,2 ml
Bier in zwdlf 2 ml Eppendorf Reaktionsgeféfie pipettiert und
diese verschlossen. Diese Proben werden anschlief3end zur
CO,-Teilentgasung 10 min bei 1000 g zentrifugiert, so dass
kein ungewollter Sauerstoffkontakt vor der eigentlichen Mes-
sung vorliegt. (Zentrifugeneinstellung: 10 min bei 3100 U/
min, entspricht etwa 1000 g; HERAEUS, Microzentrifuge
MC-13)

0 Wahrend der Zentrifugation der Bierproben werden 0,1275 g
N-tert-Butyl-a-phenylnitron (PBN) 98% abgewogenunddurch
Zugabevon 0,360 ml Ethanol 99,8%ineinem 20 ml Messkol-
ben geldst (2,35 M PBN in EtOH).

O Ausdenzentrifugierten Probenwerden 12 ml desteilentgasten
Bieres in den 20 ml Messkolben Uberfuhrt, mit der PBN-
Ethanol-L6sung durchmischt und der Messkolben in einem
auf 60 °C temperierten Wasserbad befestigt. Dieser Zeitpunkt
stellt die Null-Zeit des Forciertests dar.

Nach Mischung mit einer Bierprobenmenge von 12 ml ent-
spricht die PBN-Endkonzentration ungefahr 58 mM bei einer
gleichzeitigen Erhéhung der Ethanolkonzentration um ca.
3Voal. %. Mit Rihrfisch und einem Magnetrihrer wird eine
sténdige Durchmischung Gber den gesamten Messzeitraum
gewdhrleistet. Um wéahrend der Messung fur einen ausrei-
chenden Atmosphérenaustausch (Sauerstoffkontakt) zu sor-
genund gleichzeitig den Verlust durch Verdunstung gering zu
halten, wird ein Eppendorf-Reakti onsgefal3 (2 ml bzw. 1,5 ml)
mit einer kleinen Bohrung versehen und der Messkolben
damit verschlossen. Eine zu starke Verdunstung fihrt
ansonsten, inshesondere zum Ende der Messung hin, zu einer
Aufkonzentration der Ldsung, die eine hdhere Konzentration
der Spin-Addukte vortéuscht.

0 3-4 Minuten nach dem Start des oxidativen Forciertests wird
die erste Probe zur Aufnahme eines ESR-Spektrums entnom-
men. Dazu wird mit Hilfe einer Pasteurpipette ein entspre-
chendes Volumen (ca. 0,3 ml) aus dem 20 ml Messkolben
aufgenommen und in eine ESR-Flachzelle Uberfihrt. Die
ESR-Flachzellewird in dem Hohlraumresonator (Cavity) des
ESR-Spektrometers optimal justiert, bevor die Aufnahme des
Spektrumsunter den beschriebenen Bedingungenund Geréte-
einstellungen erfolgt. Dieser Vorgang wird Uber eine Zeit-
spannevon 180 minin Abstéanden von 8 — 10 min wiederholt.
Wahrend der ersten 100 minsolltenmdglichst kurze Abstande
(ca. 8 min) gewéhlt werden, um eineausreichende Anzahl von
Messpunkten fur die Lag-Time-Ermittlung zu erhalten und
somit den Fehler der Messung zu verringern.

Vielfach wird auch die Méglichkeit angewendet, das erste ESR-
Spektrum nach der Zugabeder Bierprobe zur PBN-Ethanol | 6sung
und vor Beginn des oxidativen Forciertests im Wasserbad auf zu-
nehmen, um ein Spektrum des A usgangszustandes zu bekommen.
Messungen haben jedoch gezeigt, dass zu diesem Zeitpunkt die
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Abb. 12 Auswertung des PBN-Spin-Addukt-Spektrumsdurch
Bestimmung der Signalintensitat am ersten Doppelpeak AA ..
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Konzentration der PBN-Spin-Addukte noch unter dem Nach-
weisniveau liegt und im Wesentlichen nur Rauschen zu detektie-
ren ist. Unter den Bedingungen des oxidativen Forciertests wird
nach 3—4 Minuten ein ausrei chend gutes Signal -Rausch-V erhdlt-
niserreicht.

5.2 Auswertung der ESR-Spektren

In einer Reihe von Verdffentlichungen ist die Bestimmung der
Lag-Time mit Hilfe der ESR-Spektren ausfihrlich beschrieben
worden (z.B.: [1], [13], [14]). Deshalb soll die hier angewandte
Vorgehensweise nur kurz begriindet und auf mégliche Fehler-
quellenhinsichtlich Reproduzierbarkeit undV erglei chbarkeit hin-
gewiesen werden.

Das charakteristische Linienmuster der ESR-Spektren von PBN-
Spin-Addukten wurde anhand des M ol ekiil aufbaus von PBN und
den daraus resultierenden Hyperfein- und Superhyperfeinauf-
spaltungen bereits zuvor beschrieben (s. Abb. 10 g, b). Die Lini-
enintensitét ist dabei direkt proportional zur Konzentration der in
der Probe vorhandenen Spins. Entsprechend wird die Zunahme
der Konzentration an PBN-Spin-Addukten im Verlauf der Lag-
Time-Messung Uber die Signaintensitét der Spektren, die in
bestimmten Zeitabsténden gemessen werden, erhalten.

Dazuwirdbei jedem Einzel spektrumdielntensitét der 1. Linieder
Niederfeld-Hyperfeinresonanz des Spin-Addukt-Spektrums
(Abb. 12; AA ) ausgewertet und gegen die jeweiligen Forcier-
testzeiten aufgetragen. Man erhdlt eine Kurve, die die Anderung
der Konzentration der PBN-Spin-Addukte im Zeitverlauf des
oxidativen Forciertests wiedergibt, wie sie in den Abb. 13a, b
anhand eines typischen Beispiels dargestellt ist.

Um aus dieser Kurve die zugehérige Lag-Time zu ermitteln,
werden durch die linearen Abschnitte A und C jeweils eine
Ausgleichsgerade gelegt und aus dem Schnittpunkt der beiden
Geraden die Lag-Time in Minuten abgelesen bzw. berechnet
(s. Abb. 13 b). Eine Reihe von Versuchen hat gezeigt, dass es
nichtsinnvoll ist, Messpunkteindie Auswertung der Regressions-
geraden mit einzubeziehen, die sichim Bereich des ersten Knick-
punktes befinden (z.B. Punkt B in Abb. 13 a). Fir sie ist zum
einen die Zuordnung zu einer der beiden Ausgleichsgeraden
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Abb. 13 Veranderung der Signalintensitéat (K onzentration
der PBN-Spin-Addukte) gegenliber dem Zeitverlauf des oxi-
dativen Forciertests (60 °C)

a) Fur die Auswertung relevante Teilbereiche des Kurvenver -
laufs (A, B, C)

b) Ermittlung der Lag-Time aus dem Schnittpunkt zweier
Regressionsger aden.

problematisch und zum anderen wird diejeweilige Ausgleichsge-
radeaufgrund der starken Abweichung dieser M esspunkte gegen-
Uber den anderen Messpunkten zu stark beeinflusst. Die Ande-
rung der Geradensteigung fihrt je nach Zuordnung zu einer
Verschiebung der berechneten Lag-Time nach oben (Zuordnung
zum Bereich A) oder nach unten (Zuordnung zum Bereich C).
Hier liegt eine mogliche Fehlerquelle fir den Vergleich der Lag-
Time-Werte aus verschiedenen Messungen. Aus diesem Grunde
wurden solche Messpunkte bel der Auswertung der Ausgleichs-
geraden nicht berlicksichtigt.

In den Abb.°13 a, b ist auch deutlich zu erkennen, dass oberhalb
von Bereich C eine Krimmung des Verlaufs einsetzt, der of-
fensichtlich der Séttigung zustrebt. Die Séttigung stellt die maxi-
male Konzentration der PBN-Spin-Addukte dar, die mit der
vorgegebenen PBN-Zugabe erreicht werden kann. Bel der Aus-
wertungist daher zu berticksichtigen, dassab dem Ubergangindie
Séttigung jeder weitere Messpunkt, der noch dem Bereich C
zugeordnet wird, einen Fehler in Richtung einer kleineren Lag-
Time verursacht. Aus diesem Grunde wurde bei der Auswertung
darauf geachtet, dass nur Messpunkte des linearen Abschnitts C
fur die Berechnung der entsprechenden Regressionsgerade be-
ricksichtigt wurden.

I'n regel méafigen Abstanden wurden M essungen zur Reproduzier-
barkeit durchgefuhrt. Dazu wurden Bierproben der gleichen Ab-
flllung kurz hintereinander gemessen und nach dem oben be-
schriebenen Verfahren ausgewertet. Die aus den Regressionsge-
raden bestimmten Lag-Time-Wertewichen mit <1 min nur unwe-
sentlich voneinander ab. Bei einer konsequent gleichen Durch-
fuhrung der Lag-Time-Messung ist somit eine ausreichende Re-
produzierbarkeit der M essergebnisse gewdahrleistet.

6 Abhangigkeit der Lag-Timevom Schwefeldioxidgehalt im
Bier

Vielfach wird auf einen direkten linearen Zusammenhang zwi-
schen SO,-Gehalt und Lag-Time hingewiesen (z.B.: [1]). Um
diesen linearen Zusammenhang néher zu untersuchen, wurden
Lag-Time-Messungen mit Bierproben durchgefihrt, deren SO,-
Gehalt Uber die Zugabe von Natriumsulfit definiert erhéht wurde.
Fir die Untersuchung erschien insbesondere der Bereich bis 10
mg/l SO,-Gehalt im Bier am interessantesten, da dies der Grenz-
wert ist, ab dem SO, al's Konservierungsstoff deklariert werden
muss. Im Zusammenhang mit der SO_-Zugabewurde gleichzeitig
der Lag- Time-Unterschied zwischen entalkoholisiertem Bier und
Bier mit,,normalem” Alkoholgehalt néher untersucht. Entalkoho-
lisierte Biere weisen normalerweise eine mit Abstand niedrigere
Lag-Time auf als Biere mit ,normalem” Alkoholgehalt. Eine
vergleichende Messung unter SO,-Zugabe erlaubt daher eine
Aussage darliber, inwieweit der Unterschied in der gemessenen
Lag-Timeauf den niedrigeren SO,-Gehalt entalkoholisierter Bie-
re zurlickzufihren ist und wel chen Einfluss andere Faktoren, wie
z.B. der Ethanolgehalt, auf die gemessene Lag-Time haben. Der
niedrigere SO,-Gehalt entalkoholisierter Biereist darauf zuriick-
zuftihren, dassein Teil des SO,-Gehalts bei den gangigen Metho-
den der Entalkoholisierung (Destillation, Umkehrosmose) mit
ausgetrieben wird. (Bei anderen Herstellungsmethoden alkohol-
armer Biere, z.B. durch Drosselung der Gérung oder mit speziel-
len Hefen, die nicht ale in der Wiirze enthaltenen Zucker in
Alkohol umwandeln, wird grundsétzlich weniger SO, durch die
Hefen produziert).

Der SO,-Gehalt eines entalkoholisierten Bieres (A) und eines
normalen Pils (Bier B) des gleichen Abflilltages wurde durch
Zugabe einer definierten Menge Natriumsulfit um jeweils 3 mg/l
bzw. 6 mg/l erhéht. Die Proben wurden unter gleichen Bedingun-
gen gelagert (Lagertemperatur 5—7 °C, dunkel) und alle Messun-
genineinem Zeitraumvon zwei Tagen durchgefuhrt, umdieLag-
Time-Werte miteinander vergleichen zu kénnen.

Die Kurvenverlaufe der Lag-Time-Messungen des entalkoholi-
sierten Bieres sind in Abbildung 14 a dargestellt. Das Bier ohne
Sulfit-Zugabe (Kurve A)) zeigt einen frihen Anstieg und eine
entsprechend kurze Lag-Time von ca. 21 min. Bei dem Bier mit
10,5 mg/l SO,-Gehalt (Kurve A,) ist die Lag-Time um das Drei-
fache auf Uber 70 min angestiegen. Fir das Bier mit normalem
Alkoholgehalt (Pils) wurden die Kurvenverlaufe der
Abbildung 14 b bestimmt. Das Bier ohne SO,-Zusatz mit einem
SO,-Gesamtgehalt von 7,5 mg/l (Kurve B,) besitzt eine Lag-
Time, die der des entalkoholisierten Bieres beim gleichen SO,-
Gehalt (Kurve A,)) nahe kommt. Fir den héchsten SO,-Zusatz ist
die resultierende Kurve B, noch einmal zu héherer Lag-Time
verschoben.

Werden die Lag-Time-Werte der entalkoholisierten Bierproben
(A) und der ,,normalen” Bierproben (B) gegen den Gesamtgehalt
an SO, aufgetragen, sowird der Graph der Abbildung 15 erhalten.
Er zeigt eine nicht-lineare Abhéngigkeit der Lag-Timevom SO,-
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Abb. 14 a Verénderung der Lag-Time alkoholar mer Biere
durch SO,-Zugabe;

A . Ausgangswert ohne SO,-Zugabe, Ges.-SO,-Gehalt = 4,5
mg/l; Lag-Time= 21,7 min; A,: Ges.-SO,-Gehalt = 7,5 mg/l;
Lag-Time= 56,5 min; A_: Ges.-SO,-Gehalt = 10,5 mg/l; Lag-
Time=73,5min;

Abb. 14b Verénderung der Lag-Time, normaler” Biere
(Pils) durch SO,-Zugabe

B,: Ausgangswert ohne SO,-Zugabe, Ges.-SO,-Gehalt = 7,5
mg/l; Lag-Time = 50,3 min.; B,: Ges.-SO,-Gehalt = 10,5 mg/l;
Lag-Time= 70,9 min.; B,: Ges.-SO-Gehalt = 13,5 mg/l;L ag-
Time= 81 min.

Gehalt. Der deutliche Lag-Time-Unterschied der beiden ver-
schiedenen Bierproben ohne zusétzliche Sulfit-Zugabe, hier ge-
gebendurch A, und B, ist fast ausschliefdlich auf den Unterschied
im SO,-Gehalt zurlickzufuhren. Bei gleicher SO, -Konzentration
liegt der Wert von A nahe bei dem der Probe B,. Esfallt auf, dass
die Lag-Time-Werte fur die Bierproben mit ,,normalem” Alko-
holgehalt im Bezug auf den Gesamt-SO,-Gehalt im Bier sogar
etwas unter den gemessenen Lag-Time-Werten fir entalkoholi-
sierte Biere liegen. Dies weist darauf hin, dass der geringere
Ethanolgehalt im entalkoholisierten Bier nicht fur die geringere
Lag-Time entalkoholisierter Biere verantwortlich sein kann.

Die nichtlineare SO,-Abhangigkeit der Lag-Time wurde durch
zusitzliche Messungen verifiziert, wobei der SO,-Gehalt eines
entalkoholisierten Bieres um 1 — 10 mg/l erhéht wurde.

Abhiingigkeit der Lag-Time vom 50, -Gehalt
Gl —
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Abb. 15 Gemessene Lag-Time (SO,-Zugabe);
A = entalkoholisiertes Bier (siehe 14 a);
B = ,normales’ Bier (Pilssiehe 14 b)

Die Lag-Time-Werte sind in Abbildung 16 a gegeniiber dem
Gesamt-SO,-Gehalt im Bier wiedergegeben und bestétigen den
nicht-linearen Zusammenhang. Der Kurvenverlauf deutet auf
eine Séttigungskurvehin. D.h. diegréfiten Steigerungsratenin der
Lag-Timeaufgrund der Erhéhung des SO,-Gehaltserhdlt manim
Bereich bis zu 10 mg/l. Danach fuhrt eine weitere Erhéhung des
S0O,-Gehalts zwar immer noch zu einer Erhéhung der Lag-Time,
aber die Steigerungsraten werden kleiner.

Umdenweiteren Verlauf der Kurveabschétzen zu kénnen, wurde
einVersuch mit einer SO,-Zugabe von 50 mg/l durchgefuhrt. Der
darausresultierende Lag-Time-Wert kann jedoch nur bedingt mit
den anderen Werten verglichen werden, da die SO,-Zugabe erst
nach einer zusdtzlichen Lagerzeit von 2 Wochen (5 — 7 °C)
erfolgte. Daher kann der in Abbildung 16 b dargestellte Kurven-
verlauf nur alsAnhaltspunkt fir eine zu erwartende Abhéngigkeit
zwischen SO,-Gehalt und Lag-Time bei einem SO,-Gehalt im
Bier von > 10 mg/l dienen. Der interpolierte Kurvenverlauf zeigt
deutlich, dasseine Erhhung des SO,-GehaltsUiber diegesetzliche
Grenze von 10 mg/l hinaus nicht mehr so grof3e Vorteile bringt,
wieim Bereich niedrigerer SO,-Konzentrationen. Dadie Steige-
rungsraten der zu erreichenden Lag-Time im Bereich bis 10 mg/
| sehr hoch sind, ist es zu empfehlen, Uber den Brauprozess, die
Rohstoffeund dieverwendete Hefezu versuchen, den SO, -Gehalt
im abgefllten Bier auf ein Wert von 8 — 10 mg/l einzustellen. In
dem Bereich <10 mg/I fihrt jede Erhéhung der SO,-K onzentrati-
on zu einer bedeutenden Steigerung der gemessenen Lag-Time-
Werte und Uber die Zunahme des endogenen antioxidativen
Potential s auch zu einer Steigerung der oxidativen Bierstabilitét.

6.1 Lag-Time-Messung bei sehr geringem SO,-Gehalt

Die starke Abhangigkeit der gemessenen Lag-Time vom SO,-
Gehalt im Bier wirft die Frage auf, ob ein Bier, in dem kein SO,
vorhanden ist, Uberhaupt noch eine messbare Lag-Time aufweist.
Dieser Fragestellung wurde durch die Untersuchung eines spezi-
ell gebrauten Bieres mit einer SO,-Konzentration von =1 ppm (=
1 mg/l) von Anderson et al. nachgegangen [15]. Die Autoren
vergleichen dabel die Lag-Time Messungen dieses Bieres und
eines mit einer SO,-Konzentration von 4 ppm miteinander
(Abb. 17). Aus dem oberen Kurvenverlauf fir die geringe SO,-
K onzentrationvon=1ppm, geht einsehr geringer Lag-Time-Wert
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Abb. 16 a Abhéangigkeit der Lag-Time vom SO_-Gehalt im
entalkoholisierten Bier

@

3]

b

B

©

bt

=

a.

7]

°

IS

po

=]

E

-4

T 1 T
0 100 200 300 400
Time (min)

Abb. 17 (Andersen et al. [15]): Lag-Time Kurven fir ein Bier
(O)mit SO,-Gehalt =1 ppm (=1 mg/l) im Vergleich mit der eines
Bieres(e) mit 4 ppm (4 mg/l). Der Forciertest wurdebei 55 °C
und einer PBN-K onzentration von 30 mM durchgefiihrt.

6.2 Freisetzungder Alterungscar bonyleausSulfit-Carbonyl-K omplex

Im Zusammenhang mit der starken Abhangigkeit der Lag-Time
vom SO,-Gehalt eines Bieres, ist auch die Komplexbildung von
SO, mit Alterungscarbonylen in Betracht zu ziehen. Bei ihr
handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion, die von der
vorliegenden SO,-Konzentration im Bier beeinflusst wird. D.h.
solange am Anfang ausreichend SO, vorhanden ist, werden die
Alterungscarbonyle gemél des vorliegenden Glei chgewichts ab-
gefangen. Wahrend des Alterungsprozesses wird SO, als nat(rli-
ches Antioxidans verbraucht, die SO,-Konzentration geringer
und SO, aus dem Gleichgewicht entzogen. Die dadurch freige-
setzten Alterungscarbonyle und die anfénglich gebundenen Alte-
rungscarbonyle sollten einem linearen Zusammenhang zwischen
der gemessenen Lag-Time und der sensorisch bestimmten Ge-
schmacksstabilitét entgegenstehen.

1.Lag-Time = 15 min.; SO,-Gehalt = 3,5mg/l
2. Lag-Time = 31,2 min.; SO,-Gehalt = 4,5 mg/l
3.Lag-Time = 43,8 min.; SO,-Gehalt = 5,5 mg/l
4.Lag-Time = 54,1 min.; SO,-Gehalt = 6,5mg/|
5. Lag-Time = 62,5 min.; SO,-Gehalt = 7,5mg/l
6. Lag-Time = 70,3 min.; SO,-Gehalt = 8,5 mg/l
7.Lag-Time = 76 min.; SO,-Gehalt = 9,5mg/l
8. Lag-Time = 853 min.; SO,-Gehalt = 11,5mg/l
9. Lag-Time = 91,4 min.; SO_-Gehalt = 13,5 mg/l

Abb. 16b Werteausl16a: + 10. Lag-Time = 156 min. ; SO,-
Gehalt =53.5 mg/l;

von ca. 15—20 min hervor. Der Vergleichswert (unterer Kurven-
verlauf 4 ppm) ist in etwaum das 10-fache hoher. Damit wird die
starke SO,-Abhéngigkeit der Lag-Time bestétigt und SO, als
Hauptbestandteil des endogenen antioxidativen Potentials eines
Bieres nachgewiesen [15].

Da der oxidative Forciertest von den Autoren unter anderen
Bedingungen durchgefiihrt wurde (55 °C, geringere PBN-Kon-
zentration), ist ein direkter Vergleich der Lag-Time Werte nicht
maoglich. Dennoch l&sst sich aufgrund der geringen Lag-Time bei
einer SO,-Konzentration von =1mg/l vorhersagen, dass eine
Messung unter den in unserem Labor angewendeten M essbedin-
gungen (60 °C, héhere PBN-Konzentration) keine auswertbare
Lag-Time mehr liefern wiirde.

Amount of spin adducts

T T
200 300

Time (min)

T
0 100

Abb. 18 (Andersen et al. [15]): Lag-Time Kurven nach Zugabe
von Sulfit (O, 0.1 mM) oder Aldehyde-Sulfit-Addukt (m,0.1mM)
im Vergleich zu einer Ausgangsbierprobe ohne Zusatz (O).
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Der Einfluss von Sulfit-Carbonyl-Komplexen auf die Lag-Time
wurde untersucht, indem einem Bier einmal ein Sulfit-Carbonyl-
Komplex in Form eines Acetaldehyde-Sulfit-Addukts und zum
anderen SO, in Formvon Bisulfit zugesetzt wurde, so dassjeweils
eine Gesamtkonzentration von 0.1 mM (= 6.4 mg/l SO,) in der
Bierprobe vorlag [15]. Anschlief3end wurde die Lag-Time der
Zwei praparierten Bierproben und der Ausgangsbierprobe gemes-
sen (Abb. 18).

Die Kurven zeigen eindeutig, dass sowohl die Zugabe von Sulfit
als auch des Aceta dehyde-Sulfit-Addukts zu der gleichen Lag-
Time-Vergrolerung gegeniiber der Ausgangsbierprobe fiihren.
Man kann daher davon ausgehen, dass wahrend der Bieralterung
sdmtliche zuvor als Komplex gebundene Alterungscarbonyle
wieder freigesetzt werden. Das vorherige Abfangen und die
spétere Freisetzung der Alterungscarbonyle wirken somit einem
direkt linearen Zusammenhang zwischen der gemessenen Lag-
Time und der sensorisch bestimmten Geschmacksstabilitét
entgegen.

7 Schlussfolgerung

Die Anwendung der ESR-Spektroskopie in diesen Untersuchun-
gen ermdglichte es, mit hoher Prézision den Einfluss der SO,-
Konzentration auf die Lag-Time zu verfolgen. Aus den verglei-
chenden Messungen von entalkoholisiertem und normalen Bier-
proben konnte in Ubereinstimmung mit der Literatur gezeigt
werden, dass das SO, die Hauptkomponente des endogenen
antioxidativen Potentialsdarstellt. Fir dieentalkoholisierten Bie-
reist demnach auch die deutlich verringerte Lag-Time nicht auf
den reduzierten Alkoholgehalt, sondern auf die geringere SO,-
K onzentration zurtickzufthren. Die Messungen ergaben alswei-
teren wichtigen Befund einen deutlichen nicht-linearen Zusam-
menhang der SO,-Konzentrationmit der Lag-Time. Einebesonders
starke Zunahme der Lag-Time liegt in einem Konzentrationsbe-
reich bis 10 mg/ml vor, danach beginnt der Zuwachsin der Lag-
Time geringer zu werden. Die vorldufigen Messergebnisse fur
sehr hohe SO,-Konzentrationen deuten auf einen Séttigungsbe-
reich fir die Lag-Time hin. Hier kénnen sich neue Ansatzmdg-
lichkeiten zur Untersuchung der radikalischen Mechanismen er-
geben.

Im Verlauf der Experimente haben sich zudem eine Reihe von
Gesichtspunkten ergeben, diefiir dielnterpretation der Lag-Time
Messung von Bedeutung sind und in Zukunft genauer untersucht
werden muissen. Dies betrifft insbesondere die Radikal bildungs-
wege im Forciertest, die zusétzlich Informationen Uiber die Bier-
alterungsprozesse ergeben kénnen.

Es wurde deshalb versucht, einen kompakten Uberblick tiber die
Grundlagen der ESR-Spektroskopie, besonders im Hinblick auf
das Zustandekommen der charakteristischen Linienmuster von
Spin-Trapshzw. Spin—Labels, zu geben. Diedetaillierte Interpre-
tation der Spektren sollte in Zukunft unter Einsatz von z. B.
isotopensubstituierten Spin Traps auch die Identifikation der
reaktiven Radikalspezies erméglichen und damit Hinweise auf
die Bildungsmechanismen bzw. die Kinetik liefern. In dieser
Hinsichtist dasPotentia der ESR-Spektroskopi enoch bei weitem
nicht ausgeschopft.

8 Summary

Kunz, T., Stephan, A., Methner, F.J.,Kappl, R.,and Hittermann, J.:
Fundamentals on electro spin resonance spectroscopy (ESR) and
resear ch about the correlation between oxidative beer stability and
sulphitecontent — Monatsschrift fr Brauwissenschaft 55, No 7/8, 140
—153, 2002

BC 25 Beer

Meanwhile it has been distinctly confirmed, that sulphite is the main
component for the antioxidant potential in beer. This endogenous antio-
xidant buffer capacity for reactiveradicals, which ismainly produced by
activated oxygen, can quantitatively be determined by thelag timeof beer
during aforcing test using electro spin resonance spectroscopy (ESR).
Detailed lag time measurements of various beer sampleswith adifferent
sulphite content verify former results, but also show that there is a
significant non-linear dependency, whose cause has not been clarified
yet. In connection with the distinct dependency of the lag time to the
sulphite content of beer the formation of sulphite complexesin conjunc-
tion with staling carbonylswill be discussed. The fundamentals of ESR
spectroscopy will be presented, which are particularly important for the
interpretati on of the solution spectracf the spintrap radical adductsbeing
formed during lag time measurements.

Kunz, T., Stephan, A., Methner, F.J., Kappl, R., et Huttermann, J.:
Données fondamentales de la spectroscopie de résonance paramag-
nétique électronique (RPE) pour I’examen des relations entre la
stabilité d’ oxydation dela biéreet la teneur en SO, — Monatsschrift
fur Brauwissenschaft 55, No 7/8, 140 — 153, 2002

BC 25 Biere

Il a été clairement prouvé que le dioxyde de soufre doit étre considéré
commecomposante principal edu potentiel anti-oxydant delabiére. Cette
propriété tampon anti-oxydante endogéene pour radicaux réactifs qui est
essentiellement formée par |’ oxygene activé, peut étre déterminée quan-
titativement par le « Lag-Time » d’une biére par un test forcé al’ aide de
laspectroscopiederésonance paramagnéti que é ectronique. Desmesures
détaillées du « Lag-Time » sur différents échantillons de biére avec une
teneur variable en SO,, confirment des déterminations antérieures, mais
montrent également qu’il y auneliaison non-linéaire, dont lacausereste
aéclaircir. Enrelation avecladépendancemarquéeentrele« Lag-Time »
etlateneur en SO, d' unehbiére, ondiscutelaformation decomplexesentre
SO, et composés carbonylésdevieillissement. Danscet article on expose
defagon conciselesbasesdelaspectroscopi e RPE qui estimportante pour
I"interprétation desradicaux spin-trap desspectresdelamesuredu « L ag-
Time».
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29" Congress of the European Brewery Convention

Dublin, Ireland, 17 — 22 May 2003

The Scientific Programme Committee is soliciting posters for
presentation at the 29" EBC Congress, which will be held in
Dublin (Ireland), 17 — 22 May 2003.

Contributions to the scientific programme should deal with new
topics and/or new visions to existing topics, based on original
data. Contributions of all kinds are welcomed, i.e. topics of
general as well as scientific and technological nature. Relevant
topicsincludescientific developmentinthesupply chainfromraw
materials to finished packaged products.

Special Interest Areas
The following special interest areas have been selected:

0 Beer & Hedlth

O Technology, with emphasis on environmental-friendly tech-
nology

O Flavour & Taste Stahility, including sensory issues

O Packaging

Submission of Proposals

Anyone wishing to submit aposter for consideration isinvited to
sendthefollowing informationtothe EBC Secretariat — by e-mail
to secretariat@ebc-nl.com - before 1 December 2002:

title of the poster

author(s), underline the name of the presenter
company/institute affiliation

full address details, including e-mail address
abstract (max. 1 page A4)

oOooono

For all submissions the following applies:

Proposals will only be accepted if they contain new material; a
statement of “what is new” has to be part of the submission.
Contributions may not have been published before the 29" EBC
Congress.

It is requested to structure abstracts by using the following
headings:

description of theme/problem; analytical methods (if any); re-
sults; discussion; practical or scientific relevance of the results
with regard to practicability, possible applications, future per-
spectives, limitations, economics.

Selection Procedure

The above information, which should be provided in English
exclusively, will formthebasisfor selection by the EBC Selection
Committee. It will neither be published, nor translated.

Notwithstanding the quality of the proposed contributions, EBC
may regrettably have to forego proposals due to receipt of more
applications than can be accommodated.

Theresult of the selection will be made known through apersonal
letter in the beginning of January 2003.
Registration Fees

Speakersand poster presentersinthe EBC Congresseswill enjoy
a considerable reduction in the registration fees; only a modest
contribution to cover the direct costs will be charged.
Language

English isthe only congress language.

Deadline

Submission of posters is requested before 1 December 2002.
Applications received after the deadline cannot be taken into
consideration.

Poster re-use

After the EBC Congress, re-use of postersis allowed in national
meetings on the condition that proper acknowledgement is made
to the EBC Congress where the poster was originally presented.

NB Deadlinefor submission of lecture proposalsis1 September
2002




