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A Stasko, P. Rapta und F. Malik

Charakterisierung der Bierstabilitit mit Hilfe von
Radikalfiingern (eine EPR-Studie)

Die Bierstabilitit wurde mit Hilfe einer neveren Methede untersucht, die ol den Radikalmechanismen der Alterung
beruht. Die Alterung wird bei 60 °C beschleunigt und der Zusammenbruch der Stabilitit durch ein rasches Anwachsen der
Radikalkonzeniration mit Hilfe von Radikalfingern im EPR-Spekirometer verfolgl. Die Linge der Induktionsperiode bei
der Radikalbildung ist ein Maf fiir die Haltharkeit. Die vorgestelite Methode ermiiglicht einen schnellen Vergleich und cine

YVorsussage der Stabilitiit der untersuchten Bierproben.

BC 3 Chemisch-technische Bravereibetriebskontrolles 36 Bier
(Descrptoren: Bierstabilitin, Radikalreaktionen, EPR.
Descriptoss: beer stability, radical reactions, EFR ).

1 Einleitung

bit den wachsenden Anspribchen an die Cualitit und Haltharkeit
von Lebensmitteln orientient sich die Forschung in wachsendeim
Masse an den Alterungsprozessen dieser Waren, Die Lagerfiahig-
keit von Lebensmititeln wird vor allem durch die Temperatur,
durch Licht und durch den Luftsauerstoff beeinflus. In der
Literatur sind zahlreiche Hinweise zu finden, die auf Radikalme-
chanismen solcher Prozesse hinweisen. Unter der Yorsesselzung,
dafh die oben genannten Parameter dic Radikalreaktionen bei der
Allerung initileren, wurde eine neus Methode zur Charakterisie-
rung der Bierstabilitit entwickelt {1 — 6). welche es erloubt, die
Halitbarkeii zeitlich zu verfolgen und entsprechends Voraussagen
zu Ireffen.

Diie stationdire Redikalkonzentrastion bei der Bieralterung unter
Nommalbedingungen (ohne Luftzuirii, im Dunkeln, bei Raum-
temperatur) ist schr niedrig vnd experimentell nicht zugiinglich.
Um die Alicrungsproeesse fir die Vemuche aul elne annshimbare
Linge 7o verkiirzen, werden die Untersuchungen bei erhohicr
Temperatar (z.B. bei &0 °C) durchgefilhrt. Zum Swdiom der
Radikalprozesse ist dic EPR (Paramagnetische Elekironen-Spin-
Resonanz-Spektroskopie) sehr gut geeignet. Trotz der hohen
Empfindlichkeit dieser Methode (Konzenirationsbereiche bis zu
1% Bl sind besonders Techniken notwendiz, da die stationdiren
Radikalkonzentrationen auch ben der thermisch erzwungenen
Alterung unter der Nachweisgrenze liegen, Es wird deshalb cine
Machweismethode mit Radikalfingemn angewendet {Spin-Trap-
Technik). Drver Fiinger 151 eine mchi-radikalische Substanz (folg-
lich hat er kein EPR-Spekirum). Nach dem Abfangen cines
reaktiven Rodikals B wandealt sich das Radikalfinger-Molekiil in
cin Radikeladdukt wm wnd zeigr ein charakteristisches EPR-
Spektrum. Wir haben als RadikalGinger ce-Phenyl-t-butyl-nitron
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(PBNI verwender, Den Additionsverlanf und das so erhaltene
EPR-Spektrum des R-PBN' Adduktes gibt Abb. 1 wieder.
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Abb, 1 Reakiion des Hadikalfiingers PBN mit dem freien
Rudikal B unier Bikdung des Spinaddokies R-PFBN und das
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entsprechende EFR-Spektrum des B-PRN -Adduktes

Die Anderung der Intensitit des EPR-Spektrums mit der Zeit
withrend der thermisch erzwungenen Alterung ermtglicht die
Beorteilung der Bierstabilitit. Es wird angenommeen, dall wor
gllem der Lufisaversioff und seine Folgeprodukte (z.B. OH-
Radikale Lit {2)) zu Oxidationsreaktionen und somit zur Bildung
von unerwiinschten Produkien filhren, welche die Eigenschaften
verschlechiern und die Haltharkeit verringem.

Ein tvpischer Yerlauf so cines Prozesses, der mit Hilfe der EPR-
Spin-Trap-Technik bei 60 °C verfolgt wurde, =1 in der Al J

Abb. 2 Die zeliliche Entwicklung der EPR-Spekiren einer
Bierprobe nach 200 Minuten thermischer Belastung bei 60 °C in
Gegenwart des Radikalffingers FEN
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A, 3 Ihe weitliche Entwickh

zeitliche Entwicklung der EPR-Spekiren von R-
FBN-Addukien in willriger Liisung vom S%Igcn Ethanal (s, h)
und einer Bierprolse (¢, d) bel 60 “C anter Stickstoffatmosphiire
(i, ) wrwd A Lafe (b, d)

a

dargestellt. Jede Biersorie hat eine cigene Antioxidationskopazi-
1L, die bis 2o einem gewissen Grad, d.h. wihrend eines beshmm-
ten Feltranms, imstande ist, die entstandenen reaktiven Bodikale
R abrufangen. Deshalb sehen wir im Anfangsstadium der thermi-
schen Alterung keine oder nur kleine Konzentrationen der Badi-
kaladdukie, Mach einer gewissen Zeit (je nach Bierqualitit) sind
e im Bier vorhandenen Antioxidantien verbrancht und kiinnen
chie entstehenden Radikale B nicht mehr abfangen. Diese gelan-
gen dann zum Spinirap PFEN und bilden Addukie R-FBN. 5o
komand es zu cinem dramatischen Anstieg der Adduktkonzentra-
tionen, der sich ineinem entaprechenden Anstieg der Intensitin der
EFR-Spekiren dubert. Die Zeitspanne, in welcher das Bier aus
eigener Antioxidationsreserve dic Radikalbildung unterdrickl
(d.h. die Probe behiilt cin EPR-Spekirum niedriger Intensitii
withrend der thermischen Alterung), ist ein Mal fiir die Bierstabi-
liniie

2 Experimenteller Teil
2.1 Standardversuch

Urn das dberschilesige Kohlendioxid zu emtfernan, werden 5 ml
ciner frisch gebffneten Bierprobe 5 Minuten bei einer Beschleu-
nigung von 1000 g zentrifugiert. (Das Weglassen des Zentri-
fugicrens ist jedoch bei den meisten Proben ohne Einflug auf
das Endergebnis). Zu 1 ml der zentrifugienen Probe werden 30l
I MPEN geltst in Alkohol gegeben, Dann wird die Probe in eine
EFR-Flachzelle gefiillt, in das EPRE-Spektrometer gebrachi und
bei 60 °C temperien. Die-EPR-5pektren werden in Intervallen
von 10 Minuten sufgenommen, Bevor die Messungen unter
Stickstoff oder unter Luftatmosphiire ausgefiihn wurden, waren
die Proben 2 Minuten lang mit dem entsprechenden Gas
geslttigt worden. Die Messungen wurden an einem EPR-
Spektrometer EMX der Firma Bruker durchgefithrt, Der Radi-
kalfiinger oi-Fhenyl-t-butyl-nitron (PBN)Y war ein Produki der

Sigma Chemicals USA. Als Bierproben wurden mehr als 20
verschiedene Biersorten Pilsner Art aus Deutschland und dred
Sorten tschechizschen Bieres verwendet, Das Datum der Messung
und die angegebene Haltbarkeit der Biere wurden, wie weiter
unten beschrieben, bei der Auswertung beriicksichuigt.

3 Erpebnisse und Diskussion

3.1 Vergleich einer Bierprobe mit 5% iger wiillriger Ethanollfisung

e in der BEinleiung geivBerte Vorstellung, dal Bier Antioxi-
dant-Eigenschaften besitzl und dab die Alierungsprozesse dber
Radikalreaktionen verlaufen, wird durch die Abb. 3 veranschau-
licht. Wir haben als Referenzprobe eine wiilirige 5%ige Exhanol-
ldsung gewihlt, die eigentlich die Basis des Bieres reprasentiert.
Diese Lisung wird in Abb, 3 a, bin einem Yersuch bei thermischer
Alterung mit einer durchschnittlichen Bierprobe verglichen ( Abb.
3 ¢, d) Die Messung wunde uner Stickswll- CAbl, 3 4, o) umd
Luftatmosphiire {Abb, 3 b, dj durchgefithre. Die Abbildung zeigt
die Zeitentwicklung der EFR-Spekiren der einzelnen Proben bei
60 “C. Ohne eingehende Analyse ist bereits erkennbar, daB sich
die Bierprobe (Abb. 3 ¢, d) durch eine viel hihere Aktivitit der
Radikale suszeichnet als die wiiBrige Ethanollosung (Abb. 3 a, bl
Dries fuBert sich in einer griBeren Intensitit d!r Erl‘l:.p:l‘ﬁ:l‘ll::l‘l:l:l]
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Radikalreaktionsn in der Bierprobe an Lufi (Abb. 3
intensiver sind als unter Stckstoff (Abb, 3 ¢). Das ist auu:h ein
Beweis dafar, dall der  Saverstoff in entscheidendem MaBe die
Radikalprogesse bei der Bieralierung beeinflult und dal die
verwendete Methode die Radikalprozesse bei der Bieralterung gut
charakierisiert,

duﬂ dia
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3.2 Merkmale der Proben mit unterschiedlicher Stabilitiit

Abb, 4 demonstriert die Merkmale von Proben mit unterschied-
licher Stabilitit am Beispiel von vier Proben aus der Serie unserer

1.1 i a1 mi

Abh, 4 Die zeilliche Entwicklung der EPR-Spektren yom vier
Bierproben verschiedener Stabilitit bed 6 °C in Gegenwart des
PRN-Radikulfingers
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Relaiive Inensedi des EPR Signals

Abh. 5 Graphische Darsiellung der Intensitit der EPR-Spek-
tren des R-PEN-Addukies in einer Bierprobe wihrend der
Temperierung bei 6l “C,mit eciner Andewtung der Extrapolation
des Feitpunkies fir den Fosammenbeoch der Bierstabilbti

Messungen. Die erste Probe (Abb, 4 a) zeigt praktisch unmittelbar
nach der Temperierung ein starkes Anwachsen der Radikalkon-
zentration chne eine nennenswere [nduktionsperode. Man sollie
deshalb annehmen, dal die Probe bereits am Punkt des Stabilitats-
verlnstes ung#lnngl 151, Eing bessere Stabilitit deutet die zweite
Probe nder Abb, 4 b an, bei derdie Induktionspenodedes Zerfalls
schon devtlich sichthar ist, Moch dewtlicher ist das bei der dritien
Probe in Abb., 4 ¢ zu sehen, Dhe viere Probe in Abb. 4 d weist cine
suberordentlich hobe Fihigheit auf, die entstandenen Radikale
abzafangen, Inder Zein{gewithnlich etwa 200 Minuten), in der die
durchschninlichen Proben schon eine nelativ hohe Konzentration
an abgefangenen Radikalen aufweisen, ist der Ansticg in dicser

Probe kaum bemerkbar, Das deatet auf eine ungewdhnlich hohe
Stabilizin dieser Biersore hin.

A3 Auwswertung der Ergebnlsse

Abb. § illustriert, wie dic oben gezeigle Zeitabhiingigkeit bei der
thermisch erzwungenen Alterung ausgewentel wird. Aufgetragen
ist die Intensitit der EPR-Spekiren des R-PEN-Addukres iiber der
Zeit der thermischen Alterung, Man bestimmi den Schnittpunkt
ewischen dem Anstieg der Intensivi der EPR-Spekiren wahrend
der Induktionspenode und thren Anatieg withrend des weiteren
raschen Anwachsens, Die mitlere Abweichung solcher Bestim-
mungen, ermittelt aus sechs unabhdingigen Messungen bei der
gleichen Probe, war nicht grier als £7%.

14 Vergheich der Stabilitit aller gemessenen Proben

Um alle gemessenen Proben in ihrer Stabilitst miteinander zuo
vergleichen und zugleich auch das Datum der Messung sowie die
von den Herstellern deklariente Haltbarkeit zuo berlicksichtigen,
wurde folgendes Verfahren gewihli. Aus dem Datam der Mes-
sung uml ans der von den Herstellern angegebenen Haoltbarkeit
errechner man die Daver der noch o ereartenden Stabilitin der

Probe in Tagen, Aus den Messungen der Alterung bei 60 °C wurde
e Probenstabalitdt, wie oben geschikden, in Minuten ermitieli.
e deklarieren Zeiten wurden e alle Proben in Tagen ermittelt.
Dramit erhieh man eine integrale Haltbarkeit 3 aller Proben. Das
gleiche geschah mit den aus den Messungen ermiticlien Stabili-
titszeiten. Man erhiilt auf diese Weise die integrale gemessenc
Stabilitat T aller Proben in Minuten. Aus diesen integralen Zeiten
wurde min Koelfizgient emrechnet ( k = 5T). der angibt, wie viele
Tape der deklariarmen Srabiling einer Minute der von uns ermittel-
ten Stabilitin entsprechen., Damit kann man durch Multiplizieren
mit dem Koelfizienten k die gemessene Zeil in Minuten in die

mittlere Haltharkeit in Tagen umrechnen.

e gemessenan und so ausgewenteten Angaben der Stabilitit und
der deklarierten Haltharkeit in Tagen sind in Abk., 6 gegeneinan-
der aufgetragen. Hypothetisch sollten die ermittelien und die
deklarierien Zeiten in allen Fillen genan iibercinstmmen, o
miilten die in der Abbildung dargestellten Daten auf einer Cera-
dien mittlerer Stabilitit liegen, die in der Abbildung einpetragen
ist. Tardichlich weichen viele Proben unterschiedlich stark von
derermittelten Stabilitit ab. Die Proben, die cine hihere Stabilit
besitzen, liegen Ober der Geraden und Proben mit kiirzeren Stabi-
ligitszeiten liegen unterhalk der Geraden. Die Abweichung von
dieser Geeraden izt ein Malb fiir die glinstige oder ungiinstige
Abwelchung von der angenommenen Stabilitit, normiert fiir alle
Proben,

Die meisten der gemessensn Proben hatten zur Zeit der Messung
cine deklarierte Haltharkeit von vier bis siechen Monaten. Deshalk
gruppicren sich die meisten Punkie entlang der Achse der dekla-
rierten Haltbarkeit im Bereich von 150bis 200 Tagen. Es gibt auch
cinzelne Proben mit ciner hiheren deklorieren Haltbarkeir (his
300 Tage). Die Strevung der Proben entlang der Achse der
gemessenen Stabilitht ist zum Tel relatv grol und sollie man der
relativen Stabilitit der Proben korrelieren, Das heilt aber nicht,
dalh alle Proben, die unterhalb der Geraden der durchschnitthich
deklarierten Haltbarkeit licgen, diz von den Herstellern ausgewie-
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sene Haltharkeit nichi einhalten. Einige Proben besitzen jedoch
eine noch wesentlich hithere Haltharkeit als angegeben. Somit
heben sie die durchschmitiliche Stabalindt weil iiber die deklarier-
ten Werte hinaws an. DMe weniger haltbaren Proben zeigen demzu-
folge negative Abweichungen, Diese Auswertung 150 damit relativ
aber sie solle gute Vergleichsmiiglichkeiten der individuellen
Proben bieten, Sie kann aber auch nach einer Eichung gegen
genaue Referenzproben absolute Haltbarkeiswernte voraussagen,
Gegenwiirtig bleibt die Frage offen, inwieweit spezielle Verfah-
ren gdder Zusitze in der Bierprodukiion die Ergebnisse dieser
Methode wesentlich modifizseren. 5o haben wir 2.8, festgestell,
daf mat Vitamin C stabilisiene Bierprodukie nach dieser Methode
der Answertung keane Stabilitit vorweisen (6,
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4 SummEry

Stafke, A., Rapia, P'., and Malik, F.: Characierisation of beer stabi-
Tity by means of spdn trapping (an EPR study) — Monatsschrft fir
Bravwissenschaft 33, Mo 172, 4 = 7, 3000

BC 3 Chemical and technlcal process conirol / 36 heer

The beer stability was investigated using & newly developsd method
based on e radical mechanisms of the detedoration processes, The
deterioration is scoelerated af 50 °C and the breakdown of the stability is
incicated with a quick increase of radical conoentration, which is folle-
wid by means of spin rappdag agents in an EPR specrometer. The
imdisctbon perind in radical formation s a ceieron For e antoxkdan
activiny and favour stabiling. The method ensbles to obaln & rapid
comparison and predsciion of the sability of the invesigared beer
samples.

Stafkn, A., Rapia, F., ot Malik, F.: Coractérisation de la stabilité de
la hiigre i nide de captenrs de radicanx (une fhade RPE) — Monnts-
schirifi fiir Brouwissenschafi 53, Mo 142, 4 -7, 0k

RO 3 Contriiles physico-chimigques hrassicobes! 3 Bitre

La stabilitd de Ia bigre a &é Evalude b |"nide d'une nouvelle méthode
basde sur les mécanismes radicalaires du vieillissement, Ce dermier a £1d
scedlénd & 60° C et la diminwtion de |a stobilité a & suivie par
I"aceroissement rapide de la concemtration des mdicanxs & Paide de
capteurs de radicanx an gpectrométre RPE. La longueur de 1o période
d"imduction pour ba formation des rodicous esf une mesure de la stabilitd,
La méthode présenids penmet une comparniscn rapide e1 une prédiction
de bn stabilivg des dchantillons de hitres examinés,
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