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Summary

SUMMARY

Wheat beer becomes trendier in the world over the last few years because of its full-
flavored aroma and various flavor characteristics. Unfortunately, this type of beer is
still quite rare in the focus of scientific research so far. The aim of this work was the
determination of the influence on the aroma spectrum caused by yeast strain,
fermentation-, maturation- and storage conditions or by flash pasteurization. For this
purpose, five of the most popular yeast strains were tested under equal fermentation
conditions. It could be shown by measuring the expression levels of different genes
(ATF1, ATF2, BAT1, IAH1 and PAD1) that each yeast strain has its own expression
behavior. Good correlations between the gene expression level and the correspondent
aroma compound could be detected for the genes ATF1 and ATF2 (products: isoamyl
acetate and ethyl acetate), IAH1 (degradation of isoamyl acetate) as well as for the
gene BAT1 (product: higher alcohols), but not for the gene PAD1
(product: 4-vinylguajacol). It is assumed that, besides PAD1, other genes like FDC1

are involved in the production of 4-vinylguajacol.

Another important part of this study was the definition of the relative volatility of the
most important wheat beer flavor compounds. In different trials it could be shown that
isoamyl acetate is the most volatile compound of this group followed by ethyl acetate
and isoamyl alcohol. 4-vinylguaiacol in contrast is very stable in beer and hard to cast
out of the fluid. The main fermentations’ temperature plays an important role regarding
the aroma compounds. The higher the temperature and the greater the convection flow
in the fermentation tank the higher the losses of acetate esters. Higher alcohols and 4-

vinylguajacol remain in the wheat beer leading to a more phenolic kind of wheat beer.

This work gives an overview about the influence factors on the aroma spectrum of
wheat beer. The build-up of aroma compounds was considered as well as the potential
losses of these flavors by degasing or pasteurization. The gene expression monitoring
of wheat beer yeast fermentations is a tool to compare, modify and optimize processes
with regard to ATF1, ATF2 and IHA1 depended acetate ester production.



"Das Gute am Weil3bier: Es kann von elf Uhr morgens bis zum Fruhstiuck
getrunken werden."

(Klaus Augenthaler)
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1 Einleitung und Problemstellung

1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Weizenbier ist eine Uberwiegend im siddeutschen Raum beheimatete Biersorte. Aber
auch im Ausland wie z.B. in Belgien (Biére Blanche oder Witbeer) haben diese Biere
Tradition. In der jungeren Vergangenheit wuchs die Bedeutung der obergarigen
Bierspezialitat stetig an, so dass sie auch vermehrt im Norden Deutschlands sowie im
Ausland produziert wird. Obwohl der Pro-Kopf-Konsum an Bier in Deutschland
sukzessive sinkt, stiegen in den vergangenen Jahren die Absatze fur Weizenvollbiere
und auch fir alkoholfreie Weizenbiere an (Brauerbund, 2011; Kelch, 2012; Lebok,
2013). Ein Grund fur diese Entwicklung ist vermutlich der Konsumentenwunsch nach
Vielfalt, der sich auch in der Anzahl an Spezialbieren, welche auf den Markt gebracht
werden, aulert. Immer haufiger experimentieren Brauereien mit stark aromatischen
Hopfensorten, Dry-Hopping oder mit gebrauchten Wein- und Whiskyholzfassern, um
dem Bier eine besondere Aromanote zu verleihen und sich von Mitbewerbern
abzuheben. Neben etwas exotisch anmutenden Biersorten wie z.B. ,Indian Pale Ale*
oder gezielt gealterten Bockbieren bietet das traditionelle Weizenbier ebenfalls
mannigfaltige Geschmacksauspragungen. Vor allem auf Grund der hdoheren
Gartemperaturen und der Verwendung von obergariger Hefe beinhaltet Weizenbier
mehr Garungsnebenprodukte wie hohere Alkohole, Ester und Phenole, welche eine
grolRere Geschmacksvielfalt zulassen. Die Auspragung des gewlnschten
Weizenbieraromas ist zum einen von den verwendeten Rohstoffen, zum anderen auch
vom verwendeten Hefestamm und der jeweils in der Brauerei vorherrschenden
Technologie abhangig. Da es sich bei Weizenbier auerhalb von Suddeutschland
jedoch um eine Randsorte handelt, ist dieses Produkt bislang weniger in den Fokus
von Forschungsarbeiten gelangt.

Aromastoffe im Weizenbier stellen das zentrale Thema dieser Arbeit dar. Da die
Bildung wertgebender Aromakomponenten bereits in der Malzerei beginnt und die
Komplexitat dieses Themas den Umfang einer Dissertation bei Weitem Ubersteigen
wurde, liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf dem Kaltbereich einer Brauerei.
Wahrend der Hauptgarung sowie in den nachfolgenden Produktionsschritten wird der
groldte Teil an wertgebenden Aromakomponenten von Weizenbieren gebildet.

Aus diesem Grund sollen im Rahmen dieser Arbeit zunachst die wichtigsten
Weizenbier-Hefestamme hinsichtlich ihrer Aromastoffsynthese untersucht werden.

Unter identischen Garungsbedingungen soll eine Charakterisierung der
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1 Einleitung und Problemstellung

Aromabildungs- sowie Gareigenschaften erfolgen. Ein zentraler Aspekt dieser Arbeit
gilt der Bildung von Enzymen in der Hefezelle, die wahrend der Garung fur die
Produktion der wichtigsten Leitkomponenten verantwortlich sind. Fur die Komposition
der Leitkomponenten im Weizenbier spielt die Hefe und ihre Vitalitat eine
entscheidende Rolle. Im Gegensatz zu anderen Forschungsarbeiten zu diesem
Thema soll diese Arbeit erstmals mittels Real-Time PCR einen Einblick in den
Hefestoffwechsel wahrend der Hauptgarung der Weizenbierproduktion geben.

Daruber hinaus werden in der Brauerei haufig verwendete Technologien hinsichtlich
ihrer Auswirkung auf die Aromastoffsynthese untersucht sowie potentielle Verluste an
Garungsnebenprodukten, die wahrend des Bierherstellungsprozesses auftreten,
ermittelt. Erstmals sollen potentielle Verluste durch Ausgasungseffekte wahrend der
Garung detektiert werden. Neben der Aromabildung sowie Verlusten wahrend der
Produktion stellt auch die sensorische Stabilitat des Bieres einen wichtigen Aspekt dar,
da das gewunschte Aroma moglichst lange im Bier vorhanden sein soll und nicht von
sogenannten Alterungskomponenten Uberdeckt werden darf. Auch dieser Teilaspekt

soll Berticksichtigung in der vorliegenden Arbeit finden.



2 Grundlagen

2 GRUNDLAGEN

2.1 Geschmacksvarianten von Weizenbieren

Weizenbiere gehoren neben Alt- und Kodlsch-Bieren in Deutschland zu den wichtigsten
Vertretern von obergarigen Bierspezialitaten. Laut Deutschem Biersteuergesetz von
1923 durfen fur die Herstellung von obergarigem Bier neben Gerstenmalz, Hopfen,
Wasser und Hefe auch andere Malzarten, technisch reiner Rohr- oder Invertzucker
sowie aus Zucker hergestellte Farbstoffe zugesetzt werden. Fur die Herstellung von
obergarigen Bieren in Bayern ist die Verwendung von genannten Zuckern und
Farbstoffen jedoch verboten (Narzil3, 2005). Weizenbiere mussen daruber hinaus
einen Schittungsanteil von mind. 50 % Weizenmalz enthalten, um als solche deklariert
werden zu durfen. Fur die Umsetzung des Zuckers zu Alkohol darf nur obergarige Hefe
verwendet werden.

Die Aromaauspragung eines Weizenbieres ist von einer Vielzahl von Einflussfaktoren
abhangig. Neben den verwendeten Rohstoffen spielt die Technologie bei der
Produktion eine grol3e Rolle. Unabhangig von diesen Parametern werden Weizenbiere

grundsatzlich in vier Aromagruppen eingeteilt (Back, 1998):

1. Der neutrale Typ

Dieser Weizenbier-Typ zeichnet sich, wie der Name bereits vermuten lasst, durch kein
besonders ausgepragtes Aroma aus. Der Geschmack ist weizenbier-typisch, ohne
jedoch durch eine besonders estrige oder phenolische Note aufzufallen. Dieser Typ

hat keine dominante Note.

2. Der hefige Typ

Der hefige Typ wird in erster Linie von einem frisch-hefigen und leicht angenehm
schwefligen Aroma dominiert. Auch bei diesem Weizenbier-Typ treten im Geruch und
im Geschmack keine dominant estrigen oder phenolischen Noten in den Vordergrund.
Der hefige Typ kann jedoch auch von einer unangenehmen, alt-hefigen Note gepragt
werden. In diesem Fall tritt anstelle der frisch-hefigen Note eine alt-hefige
Geschmacksauspragung, welche sich sensorisch negativ bemerkbar macht. Zu den
durch Hefeautolyse hervorgerufenen negativen Aromakomponenten des alt-hefigen
Geschmacks zahlen sowohl kurz- und mittelkettige Fettsduren als auch bestimmte
hohere Alkohole wie z.B. Heptanol (Back, 2005; Narzif3, 1995).
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3. Der phenolische Typ

Von einem phenolischen Weizenbier-Typ wird gesprochen, wenn das Bieraroma an
Gewdurznelken erinnert. Diese spezielle Note wird in erster Linie von der Verbindung
4-Vinylguajakol verursacht. Ebenfalls einen positiven Beitrag zu dieser Aromanote
kann 4-Vinylphenol leisten, jedoch wird in den meisten Fallen der
Geschmacksschwellenwert dieser Komponente im Weizenbier nicht erreicht (Back,
2005).

4. Der estrige Typ

Als estriger Typ wird ein Weizenbier beschrieben, das sich durch eine fruchtig-estrige
Note auszeichnet. Als Leitkomponenten fur diesen Typ gelten in erster Linie
Essigsaureester. Vor allem der sogenannte ,Bananenester Isoamylacetat gilt hierbei
als Leitkomponente. Diese Substanz ist hauptverantwortlich, dass in Weizenbieren
oftmals von einem Bananenaroma gesprochen wird. Ebenfalls einen fruchtig-
bananigen Geschmack bringt Isobutylacetat ein. Allerdings ist hierbei zu erwahnen,
dass der Geschmacksschwellenwert dieser Komponente in Bier kaum erreicht wird
(Geschmacksschwellenwert Isobutylacetat: 1,6 mg/l) (Meilgaard, 1975b). Des
Weiteren tragt auch Ethylacetat zur estrigen Note bei. Dieser Aromastoff wird in seiner
Reinsubstanz als fruchtig, suflich und an Ldsungsmittel erinnernd beschrieben
(Meilgaard, 1975a, b). Es gibt dariber hinaus weitere Ester, die zwar ein fruchtiges,
zumeist apfelartiges Aroma hervorrufen, das jedoch flir diesen Weizenbier-Typ als
negativ empfunden wird. Als Beispiel hierfur ist vor allem Ethylhexanoat

(Hexansaureethylester) zu nennen (Back, 2005).

Der Fokus dieser Arbeit liegt hauptsachlich auf den aromaintensiven Essigsaureestern
sowie auf dem fur das Nelkenaroma verantwortlichen 4-Vinylguajakol.
Untersuchungen zeigten, dass es fur eine harmonische Komposition im Weizenbier
empfehlenswert ist, wenn der Gehalt an Isoamylacetat bei ca. 4 mg/l liegt und ein
Ethylacetatgehalt von 45 mg/l nicht Uberschritten wird. Laut Back wird auch eine
Konzentration von 4,5 - 6,0 mg/l Isoamlyacetat nicht mehr als angenehm fruchtig
empfunden (Back, 2005). Weitaus haufiger als der durch Isoamylacetat gepragte
bananig-estrige Typ in Weizenbieren ist mittlerweile das nelkenartige Aroma zu finden.

Begrundet ist diese Tatsache vermutlich darin, dass in immer mehr Brauereien
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zylindrokonische Tanks eingesetzt werden, durch deren Einsatz bei der Garung in
erster Linie neutrale oder phenolische Weizenbiere entstehen (Verstrepen, 2003b).
Auch Langos et al. konnten 2013 aus handelsublichen Weizenbieren die Relevanz von
4-Vinylguajakol fur das Weizenbier-Aroma bestatigen. Aus dieser Studie geht hervor,
dass neben 2-Phenylethanol auch 2-Methoxy-4-Vinylphenol (gleichbedeutend mit 4-
Vinylguajakol) den hochsten FD-Faktor (Flavor Dilution Faktor) besitzt und somit
vermutlich von groRter Wichtigkeit im Hinblick auf das Aromaprofil sind. Die
geruchsintensivsten Substanzen, die in Form des OAV (Odor-Activity Value) ermittelt
wurden, waren neben Ethanol und anderen hdheren Alkoholen vor allem 3-
Methylbutylacetat (Isoamylacetat), 4-Vinylguajakol und Acetaldehyd. In dieser Studie
gelang es sogar das Weizenbier-Aroma kunstlich durch die Zugabe von

Aromasubstanzen in karbonisiertes Wasser herzustellen. (Langos, 2013).

2.2 Bildungswege sowie Abbau relevanter Aromakomponenten in
Weizenbieren

2.2.1 Bildungswege von Fettsaure- und Essigsaureestern

In Bier konnten bereits mehr als 100 verschiedene Ester identifiziert werden (Engan,
1972; Meilgaard, 1975b). Die beiden wichtigsten Gruppen an aromaintensiven Ester-
Verbindungen stellen dabei die sogenannten Essigsaureester und die Fettsaureester
dar. Eine Veresterung ist aus chemischer Sicht eine Reaktion zwischen einem Alkohol
und einer Saure unter Abspaltung von Wasser. Diese chemische Ester-Bildung,
welche zumeist durch einen Katalysator unterstitzt wird, lauft im Garungs- und
Reifungsprozess jedoch nur in geringem Malie ab und spielt daher lediglich eine
untergeordnete Rolle (Engan, 1974). Wahrend des Bierherstellungsprozesses werden

Ester in erster Linie intrazellular durch die Hefe gebildet.
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Amino acids

Amino acids —> a-Keto acid —> Higher alcohols
Acetate
Fermentable Acetate esters t
sugars s
Pyruvate —> Acetaldehyde — Acetyl-CoA

Ethanol
Ethyl esters Ethyl
esters
Acyl-CoA

Lipids

Abbildung 1: Uberblick (iber die Ester-Bildung in der Hefezelle
(Procopio, Qian, & Becker, 2011)

Essigsaureester:

Zu den Hauptvertretern der Essigsaureester im Bier gehoren Isoamylacetat,
Isobutylacetat, Ethylacetat und Phenylacetat. Diese Ester werden als
Stoffwechselprodukte der Hefe intrazellular durch enzymatisch katalysierte
Reaktionen unter Beteiligung von Acyl-Coenzym A (Acyl-CoA) und den
entsprechenden Garungsalkoholen synthetisiert (Nordstrom, 1963, 1964). Die am
haufigsten vorkommende Form des Acyl-CoA stellt das Acetyl-CoA dar. Dieses kann
uber die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat oder durch die direkte Aktivierung
von Acetat mittels ATP gebildet werden (Thiele, 2006; Verstrepen, 2003b). Acetyl-CoA
spielt im Hefestoffwechsel eine bedeutende Rolle, da diese Verbindung von der Hefe
u.a. in der Wachstumsphase zur Bildung von Fettsduren und Sterolen bendtigt wird
(Annemdller, 2009). Die Fettsauresynthese ist jedoch von Sauerstoff abhangig, der nur
zu Beginn der Garung vorhanden ist. Bei Abwesenheit von molekularem Sauerstoff
verlangsamt die Fettsduresynthese und Acetyl-CoA steht flir andere Reaktionen wie
z.B. fur die Ester-Bildung zur Verfugung. Die Grunde fur die Ester-Bildung durch die
Hefezelle sind bislang unklar. Es gibt jedoch einige Hypothesen, die diesen
energieverbrauchenden Prozess der Hefe erklaren kbnnen. So vermutet Verstrepen,
dass aroma-aktive Ester wie Isoamylacetat oder Ethylacetat lediglich als
Nebenprodukte fur physiologisch relevante Reaktionen gebildet werden. Es besteht

die Moglichkeit, dass die Essigsaureester-Bildung notwendig ist, um spezifische Lipid-
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Verbindungen unter anaeroben Bedingungen zu generieren. Ein alternativer
Erklarungsansatz geht davon aus, dass die Ester-Bildung erforderlich ist, um
bestimmte Lipide in Lipidpartikel einzubauen wie es auch bei Sterolen der Fall ist
(Verstrepen, 2004b). Des Weiteren existiert die Hypothese, dass die Hefezelle unter
Stressbedingungen versucht, ihre Membraneigenschaften durch die Veresterung von
freien Hydroxyl-Gruppen fur bestimmte Membrankomponenten zu verbessern. Einen
weiteren Erklarungsansatz stellt das einfache Recyceln des freien CoAs dar. Daruber
hinaus wird auch gemutmalt, dass es sich bei der Ester-Bildung durch die Hefezelle
um einen Entgiftungsversuch gegentiber mittelkettigen Fettsauren (Cs-C14 Fettsauren)
handelt, welche wahrend der anaeroben Fettsduresynthese freigesetzt werden (Lilly
et al., 2006a; Verstrepen, 2003d).

Auch wenn die Grunde fur die Ester-Bildung bislang ungeklart sind, so ist jedoch
bekannt, dass die Essigsaureester-Bildung durch die Hefezelle enzymkatalysiert ist
und nur bei Anwesenheit von Alkohol-Acetyl-Transferasen (AATase) ablaufen kann.
Es konnten bislang drei unterschiedliche Enzyme identifiziert werden, die diese
Reaktion katalysieren: AATase 1 (oder Atf1p), AATase 2 (oder Atf2p) und Lg-AATase.
Diese AATasen sind in den Genen ATF1, ATF2 und Lg-ATF1 lokalisiert (Fuijii, 1997;
Malcorps & Dufour, 1992; Verstrepen, 2003d; Yoshimoto, 1998). Es ist jedoch zu
erwahnen, dass das Lg-ATF1-Gen bislang nur in Saccharomyces cerevisiae var.
pastorianus identifiziert werden konnte und somit fur den obergarigen Garungsprozess
vermutlich keine Rolle spielt (Malcorps & Dufour, 1992). Als fur die Bildung von
Essigsaureestern bedeutendstes Enzym gilt Atf1p, das im Gen ATF1 kodiert ist. Das
Atf2p-Enzym (in ATF2 kodiert) ist laut Verstrepen von untergeordneter Bedeutung
(Verstrepen, 2003d). Auch Lilly et al. kommen in ihren Studien zu dieser Erkenntnis
(Lilly et al., 2006a).

Die Bildung der flr das Weizenbier-Aroma wichtigsten Vertreter der Essigsaureester,
Isoamylacetat und Ethylacetat, wird von den gleichen Enzymen katalysiert.
Isoamylacetat wird mit Hilfe der AATasen aus Isoamylalkohol und Acetyl-CoA,

Ethylacetat aus Ethanol und Acetyl-CoA gebildet wie Abbildungen 2 zu entnehmen ist.
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Abbildung 2: Bildungswege von Isoamylacetat und Ethylacetat

Isoamylacetat und Ethylacetat werden wahrend der Garung und Reifung des Bieres
jedoch nicht nur auf den dargestellten Wegen gebildet, sondern kdnnen auch z.T.
durch die Hefe wieder abgebaut werden (Verstrepen, 2003d). Verantwortlich fur diese
Hydrolyse-Reaktion ist das Enzym lah1p, das im Gen IAH1 kodiert ist (Fukuda, 1998,
1999).

Fettsaureester:

Im Gegensatz zu Essigsaureestern werden Fettsdureester aus Ethanol und einer
Fettsdure (Cs-C1o-kettig) gebildet. Die Hauptvertreter dieser Estergruppe sind
Hexansaureethylester  (Ethylcaproat, Ethylhexanoat), Octansaureethylester
(Ethylcaprylat, Ethyloctanoat) und Decansaureethylester (Ethylcaprat, Ethyldecanoat).
Diese Fettsaureester besitzen einen charakteristischen Apfel-Geschmack, welcher
dem Bier ebenfalls ein leicht fruchtiges Aroma verleihen kann (Verstrepen, 2003b). Im
Gegensatz zu den lipid-I6slichen Essigsaureestern, kdonnen Fettsaureester nur bedingt
durch die Zellmembran der Hefe in das Jungbier diffundieren. Die Diffusion ist dabei
von der Kettenlange des Esters abhangig. So gelangen nach Untersuchungen von
Dufour und Nykéanen nahezu 100 % an Hexansaureethylestern in das Garmedium,
wahrend nur noch 54 — 68 % an Octansaureethylestern und 8 — 17 % an
Decansaureethylestern an das Jungbier abgegeben werden kdénnen (Defour, 1994;

Nykanen, 1977). Fir die Synthese von Fettsaureester werden die beiden Enzyme
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Eeb1 und Eht1 verantwortlich gemacht (Mason & Dufour, 2000; Saerens et al., 2006).
Vor allem das in Gen EEB 1 kodierte Enzym Eeb1 gilt als hauptverantwortlich fur die
Fettsaureester-Bildung, wahrend Eht1 (in Gen EHT1 kodiert) eine untergeordnete
Rolle zu spielen scheint (Saerens et al., 2008a). Lilly et al. konnten jedoch auch zeigen,
dass der Gehalt an Fettsaureester in Wein bei einer Uberexpression von EHT1
deutlich ansteigt (Lilly et al., 2006a).

2.2.2 Bildungswege von hdheren Alkoholen

Neben Estern spielen auch héhere Alkohole eine bedeutende Rolle sowohl flr das
Aromabild eines Bieres als auch als Vorlaufer flr die Ester-Bildung. Es konnten bereits
uber 40 verschiedene hohere Alkohole, auch Fuselalkohole oder Fuseldle genannt, im
Bier identifiziert werden. Organoleptische Bedeutung haben laut Boulton jedoch
lediglich vier Vertreter dieser Gruppe: n-Propanol (Propanol-1), Isobutanol (2-
Methylpropanol-1) sowie der optisch aktive Amylalkohol
(2-Methylbutanol-1) und Isoamylalkohol (3-Methylbutanol-1) (Boulton, 2001). Neben
den aliphatischen Alkoholen, die ca. 85 % der Gesamtmenge an hoheren Alkoholen
im Bier ausmachen, kommen auch héhere aromatische Alkohole im Bier vor. Der
wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist Phenylethanol, das in Geruch und Geschmack
an Rosen erinnert (Annemdiller, 2009). Mengenmalig stellen die héheren Alkohole die
groldte Gruppe an Garungsnebenprodukten im Bier dar (10-160 mg/l) (Verstrepen,
2003b). Allerdings sind grof3e Mengen hoherer Alkohole im Bier selten erwunscht, da
sie dem Bier einen alkoholischen und z.T. leeren Geschmack verleihen (Narzif3, 1979).
Dennoch kénnen sie auf Grund synergistischer Matrixeffekte auch einen positiven
Beitrag zum Bieraroma leisten (Verstrepen, 2003b). Im Allgemeinen werden zwei
Bildungswege von hoheren Alkoholen unterschieden. Zum einen kdnnen diese Uber
eine de novo-Synthese aus Kohlenhydraten Uber das Zwischenprodukt Pyruvat
gewonnen werden, was als sogenannter anabolischer Weg der Synthese beschrieben
wird, zum anderen besteht fur die Hefe die Mdglichkeit, hdhere Alkohole katabolisch
uber den sogenannten Ehrlich-Mechanismus zu synthetisieren. Beide Mdglichkeiten

werden im Folgenden dargestellt.
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Anabolischer Weaq:

Ausgangsstoff fur die Bildung hoherer Alkohole Uber den anabolischen Weg ist
Pyruvat. Wie in Abbildung 3 dargestellt ist, wird Pyruvat zunadchst in eine
a-Ketosaure umgewandelt, bevor ein Aldehyd daraus entsteht. Im letzten
Reaktionsschritt wird der Aldehyd zum korrespondierenden Alkohol reduziert. Der
anabolische Weg spielt vor allem wahrend des gesamten Verlaufs der Hauptgarung
eine groe Rolle. Auch konnen hohere Alkohole wie n-Propanol nur Uber den
anabolischen Weg gebildet werden, da keine Aminosaure als Edukt fur den Ehrlich-

Mechanismus existiert (Boulton, 2001).

TPP
AL S
Threonine
NAD*
NADH NH, co,
TPP I
Acetate CoA a-Acetol t » a-Ketobutyric acid Propanal
Pyruvate NADI
€O, NA
Leucine
2,3-Dihydroxy- a-Aceto-ahydroxy
Acety-CoA isovalerate butyric acid n-Propanol
-NH NADPH
2 NADH l f:::;;np
a-Ketoiso f-Isopropyl ¢ waf}-Dihydroxy-
caproic acid E malic acid a-Ketoisovalerate f-methylvaleric acid
co, t—‘ co; l -NH,
3-Methyl " a-Keto--methyl Isoleucine
butan-1-al -NH : tanal NADH valeric acid
NADH ol
3-Methyl Valine [isobutanol] 2-Methylbutan-1-al
butan-1-ol W— NADH

A 4
[2-Methylbutan-1-ol|

Abbildung 3: Uberblick Uber die Bildungswege von héheren Alkoholen
(Boulton, 2001)
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Katabolischer Weq:

Bei der Synthese Uber den sogenannten Ehrlich-Mechanismus werden von der Hefe
Aminosauren aus dem Medium (Wurze bzw. Jungbier) aufgenommen. Diese
Aminosauren werden in Ketosduren umgewandelt und unter CO2-Abspaltung
(Decarboxylierung) zu einem Aldehyd umgebaut. Im letzten Reaktionsschritt wird aus
dem Aldehyd unter Energieaufwendung der korrespondierende Alkohol gebildet
(Hazelwood, 2009). Dieser Mechanismus ist fir Saccharomyces cerevisiae einzigartig,

da andere Eukaryonten Aminosauren uber den Citratzyklus abbauen.

Transamination . .
- Amino acid

AROS
2-oxoglutamate ARO9
glzpl BAT2/TWT2
BAT1/TAT1
Decarboxylation a-keto acid
ARO10
PDC1
PDC5
coz PDC6
Reduction “fusel aldehyde”
ALD1 ADH1, ADH2,
ALD2 ADH3, ADH4,
ALD3 ADHS5, ADHS,
ALD4 SFA1, AAD3,
ALDS AAD4, AADS,
ALD6 AAD10, AAD14,
AAD15, AAD16,
YCR105W,
YPLOSSW
“fusel acid” in “fusel alcohol’

Export ATP
PDR12
ADP
“fusel acid” out

Abbildung 4: Uberblick liber den Ehrlich-Mechanismus
(Hazelwood, 2008)

Der Ehrlich-Mechanismus spielt vor allem in der Angarphase eine grof3e Rolle, da zu
diesem Zeitpunkt noch sehr viele Aminosauren zur Verfiigung stehen. Im Verlauf der
Garung gewinnt der anabolische Weg an Bedeutung (Boulton, 2001). Nachfolgend
sind die wichtigsten Aminosauren und die aus dem Ehrlich-Mechanismus

resultierenden héheren Alkohole dargestellt.
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Tabelle 1: Edukte und Produkte des Ehrlich-Mechanismus
(Annemdiiller, 2009)

Ausgangs-Aminosaure Korrespondierender Alkohol
Threonin n-Propanol

Leucin 3-Methylbutanol

Isoleucin 2-Methylbutanol

Valin Isobutanol

Phenylalanin Phenylethanol

Der erste und somit auch limitierende Schritt Gber den katabolischen Weg wird von
Aminosauren-Aminotransferasen katalysiert, welche vermutlich in den Genen BAT1
und BAT?2 lokalisiert sind. Lilly et al. konnten zeigen, dass eine Uberexpression des
BAT1-Gens zu einem Anstieg in der Konzentration von Isoamylalkohol und in
geringerem MalRe auch von Isobutanol fuhrt (Lilly, 2004). Weitere wichtige Enzyme,
welche fur die Aufnahme der Aminosauren in die Hefezelle bendtigt werden, sind die
Aminosaure-Permeasen. Diese sind im sogenannten BAP2-Gen kodiert (Saerens,
Verbelen, Vanbeneden, Thevelein, & Delvaux, 2008b).

2.2.3 Bildungswege von phenolischen Komponenten

Phenolische Substanzen wie z.B. das in Geruch und Geschmack an Gewdirznelke
erinnernde 4-Vinylguajakol werden in erster Linie wahrend der Garung von
obergarigen Hefen gebildet (Geschmacksschwellenwert ca. 250 ppb (Wackerbauer,
1982)). Untergarige Hefen sind zur Synthese dieser Stoffe auf Grund mangelnder
Enzymausstattung meist nicht in der Lage (Vanbeneden, Gils, Delvaux, & Delvaux,
2008). Eine phenolische Note im Bier wird jedoch in nahezu allen Fallen, mit
Ausnahme von Weizen-, Rauch- und Spezialbieren, als negativ empfunden. Daher
wurde der Begriff ,Phenolic-Off-Flavor® (POF) gepragt, welcher Hefe- und auch
verschiedene Bakterien-Stamme in POF* (positiv) und POF- (negativ) einstuft
(Madigan, McMurrough, & Smyth, 1994; Stratford, Plumridge, & Archer, 2007). Diese
Einteilung ermoglicht es, die Aussage Uber einen Mikroorganismus zu treffen, ob er in
der Lage ist, 4-Vinylguajakol (4-VG) oder 4-Vinylphenol (4-VP) zu bilden.

Untersuchungen mit Weinhefen oder Hefen flr die Sojasoflen-Produktion zeigten,
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dass ein Grofteil der Hefestamme POF* ist (Shinohara, Kubodera, & Yanagida, 2000;
Suezawa & Suzuki, 2007). Fur den Bierbereich ist dies nicht zutreffend.
4-Vinylguajakol kann jedoch nicht nur auf enzymatischem Weg durch die Hefe,
sondern auch auf einem thermischen Weg aus der Ferulasaure gebildet werden
(Vanbeneden, 2008). Fur die thermische Umsetzung von Ferulasaure zu 4-VG werden
Temperaturen von >80°C bendtigt, die nur wahrend des Wurzekochprozesses
gegeben sind (Vanbeneden, Gils, Delvaux, & Delvaux, 2007). Der thermische
Bildungsprozess wahrend der Waiurzebereitung spielt jedoch lediglich eine
untergeordnete Rolle fur die 4-VG-Bildung (Bildung wahrend der Wirze-Herstellung
ca. 0,3 mg/l (Coghe, Benoot, Delvaux, Vanderhaegen, & Delvaux, 2004; McMurrough
et al., 1996)). Nur durch sehr lange Kochzeiten der Wirze kann eine entsprechende
Menge Ferulasaure in 4-VG umgesetzt und so der Gehalt an 4-VG signifikant
gesteigert werden, was jedoch andere technologische Probleme mit sich bringt. Das
Edukt fur die Gewinnung von 4-VG, die Ferulasaure, ist im Malz in der Aleuronschicht
lokalisiert und dort an Arabinoxylan gebunden (Fincher, 1976; Herrmann, 2005a). Sie
wird wahrend des Maischprozesses von der Ferulasaurehydrolase aus dem Malz in
Ldsung gebracht. Das Optimum dieses Enzyms liegt bei Temperaturen zwischen 40
und 45,5°C und einem pH-Wert von 5,8 - 6,1 (Back, 2005, 2008; Narzil3, 1990;
Vanbeneden, Van Roey, Willems, Delvaux, & Delvaux, 2008). Auch aktuelle Studien
von Cui et al. konnten zeigen, dass die Bildung von 4-Vinylguajakol u.a. durch
Einmaischtemperaturen von 44°C signifikant gesteigert werden kann (Cui, 2015).
Wahrend der Garung ist die Aktivitat der Feruladecarboxylase der obergarigen Hefe
fur die Umsetzung der Ferulasaure zu 4-Vinylguajakol auf enzymatischem Weg
verantwortlich  (Annemdller, 2009). Andere Quellen berichten, dass die
Phenylacrylsaure-Decarboxylase essentiell fur die 4-VG-Synthese ist (Vanbeneden,
2008). Dieses Enzym ist im Gen PAD1 kodiert und steigert in Anwesenheit von
Ferulasaure die 4-VG-Konzentration signifikant (Smit, Otero, Lambrechts, Pretorius, &
Van Rensburg, 2003). Vanbeneden et al. zeigten daruber hinaus, dass 4-VG im Laufe
der Bieralterung vermutlich zerfallt und daraus die Verbindungen Vanillin und Apocynol
[4-(1-Hydroxyethyl)-2-Methoxyphenol] entstehen (Vanbeneden, 2008). Der Abbau von
4-VG zu Vanillin wird auch in anderen Studien nachgewiesen. Untersuchungen mit
Bacillus coagulans zeigten ebenfalls einen Abbau von 4-VG zu Vanillin und im

Folgenden zu Vanillin-Saure (Karmakar et al., 2000).
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Abbildung 5: Bildungswege der Phenole 4-Vinylphenol und 4-Vinylguajakol
(Annemdiiller, 2009)

Laut Back spielt die andere bekannte phenolische Komponente, das 4-Vinylphenol, fur
das Aromaprofil eines Weizenbieres eine untergeordnete Rolle, kann aber dennoch
einen Beitrag zum phenolischen Aroma leisten (Back, 2005). Der Bildungsweg
entspricht groRtenteils dem des 4-VGs, allerdings dient p-Cumarsaure als
Ausgangssubstrat. Auch die p-Cumarsaure wird decarboxyliert und zu 4-VP
umgewandelt. Der Geschmacksschwellenwert dieser Substanz liegt im Bier bei ca.
200 ppb und wird als medizinisch-phenolisch und z.T. adstringierend charakterisiert
(Wackerbauer, 1982).

Neben den beschriebenen Phenolen existiert eine Reihe weiterer phenolischer
Verbindungen im Bier wie Vanillin, Eugenol und diverse Phenolcarbonsauren wie z.B.
Ferulasaure, Vanillinsaure, Sinapinsaure, Zimtsaure, p-Cumarsaure, Kaffeesaure,
Gallussaure und andere, die jedoch unbedeutend fur das Weizenbier-Aroma sind
(Herrmann, 2005b).
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2.3 Einflussfaktoren auf die Bildung von Aromasubstanzen

2.3.1 Rohstoffbedingte Einflussfaktoren

Das Aromaprofil eines Bieres wird bereits durch die Auswahl der Rohstoffe beeinflusst.
Die Rohstoffauswahl innerhalb des deutschen Reinheitsgebotes ist auf Wasser, Malz
und Hopfen (und Hefe) beschrankt. Fur die Produktion eines Weizenbieres muss ein
Anteil von mindestens 50 % Weizenmalz verwendet werden. Dieser Anteil kann somit
zwischen 50 % und 100 % Weizenmalz schwanken.

Der Einfluss des Weizenmalzes auf die Ester-Bildung ist laut Sacher jedoch nur gering
(Sacher, 1997). Diese Tatsache liegt vermutlich in den Bildungswegen der Ester
begrundet. Die Ester-Produktion wird durch zwei Faktoren limitiert. Zum einen kdnnen
die beiden Substrate Acetyl-CoA und der jeweils bendtigte hdhere Alkohol limitierend
sein, zum anderen gilt die Enzymaktivitat, die diese Reaktionen katalysiert, als
entscheidender Faktor (Verstrepen, 2003c). Die genannten Kriterien werden durch die
Auswahl und das Mischungsverhaltnis der Malzpartien so gut wie nicht beeinflusst.
Jedoch berichtet Back, dass niedrige proteolytische Kennzahlen im Malz zu
lebhafteren und estrigeren Bieren fiihren (Back, 1998).

Im Gegensatz zur Esterproduktion ist die Bildung von 4-VG und
4-VP von den Ausgangssubstraten Ferulasaure bzw. p-Cumarsaure abhangig. Beide
Phenylcarbonsauren gelangen durch das Malz in die Wuirze. Der phenolische
Geschmack des Weizenbieres kann grundsatzlich durch die Wahl der
Rohstoffzusammensetzung beeinflusst werden. Es ist bekannt, dass Gerstenmalz im
Vergleich zu Weizenmalz einen hoheren Anteil an Ferulasaure aufweist (Back, 2005,
2008). Wird der Anteil an Weizenmalz auf ein Minimum von 50 % verringert (geman
dem deutschen Reinheitsgebot), so steigen die Menge an enthaltener Ferulasaure und
somit auch der Gehalt an 4-VG im fertigen Bier an.

Uber den Einfluss des Hopfens auf die Bildung wertgebender Garungsnebenprodukte
ist bislang nichts bekannt. Es gilt als unwahrscheinlich, dass Hopfeninhaltsstoffe die
Enzymaktivitaten der beschriebenen Stoffwechselwege beeinflussen. Allerdings gibt
es die Moglichkeit, fruchtige Aromakomponenten Uber z.B. Lactone aus dem Hopfen
in das Bier zu Uberfuhren (vor allem uber Dry-Hopping-Methoden) (Hotchko, 2014).

Fir die Produktion von Weizenbieren werden jedoch im Vergleich zu untergarigen
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Bieren in der Regel sehr geringe Mengen Hopfen verwendet, sodass auch diese
Komponenten vernachlassigbar sind.
Ebenfalls keinen Einfluss auf die Bildung wertgebender Aromasubstanzen hat nach

bisherigen Kenntnissen die Qualitat des verwendeten Brauwassers.

2.3.2 Einfluss der Wirze-Zusammensetzung

Die Sudhausarbeit und die daraus resultierende Wiuirze-Zusammensetzung sind
entscheidend fur die Bildung von Garungsnebenprodukten. Sowohl hohere Alkohole
als auch Ester und Phenole sind abhangig von Stoffkomponenten in der Wirze.

Hierbei spielen verschiedene Parameter eine entscheidende Rolle.

Sauerstoffgehalt in der Wiirze:

Der Sauerstoffgehalt in der Wurze ist vor allem fur die Ester-Bildung von grofer
Bedeutung. Ein hoher Sauerstoffgehalt bewirkt zum einen eine verbesserte
Hefevermehrung, zum anderen eine Unterdrickung der AATasen-Aktivitat. Eine
intensive Hefevermehrung fuhrt zu einem Mehrverbrauch an Acetyl-CoA, welches
somit in geringerer Konzentration fur die Ester-Bildung zur Verfugung steht. Demnach
stellt die Substratmenge an Acetyl-CoA den limitierenden Faktor fur die Ester-Bildung
dar. DarlUber hinaus ist bekannt, dass Sauerstoff die Aktivitdt der AATasen hemmt,
was wiederum zu einer verminderten Ester-Bildung fuhrt (Fuijii, 1997; Mason & Dufour,
2000; Verbelen, Saerens, Van Mulders, Delvaux, & Delvaux, 2009). Diese Tatsachen
erklaren auch, warum in der Brauereipraxis fruchtigere und somit ester-reichere Biere
bei sehr geringer Wirzebellftung entstehen. Allerdings kann die Ester-Bildung laut
Back auch durch intensive Beliftung erhéht werden (Back, 2005).

Gegenteiligen Effekt hat der Sauerstoff auf die Bildung von hoheren Alkoholen. Hohe
Sauerstoffkonzentrationen in der Wirze fuhren zu einer starken Hefevermehrung, die
auch die Bildung von héheren Alkoholen fordert. Obwohl héhere Alkohole somit als
Ausgangssubstrat fur die Bildung von Estern (siehe Isoamylacetat) in hdheren
Konzentrationen vorliegen, fuhrt eine starke Wurzebellftung aus genannten Grinden

nicht zu einer vermehrten Bildung an resultierenden Estern (Kruger, 1998).
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Aminosauren:

Aminosauren sind fur den Aufbau von Proteinen beim Zellwachstum essenziell. Die
Bildung hoherer Alkohole durch die Hefezelle geht parallel zum Zellwachstum
vonstatten, wahrend Ester wiederum aus hoheren Alkoholen entstehen und somit
indirekt vom Aminosaure-Gehalt abhangig sind. Die Produktion von hoheren Alkoholen
gilt dabei als proportional zum Angebot an Aminosauren (Vollbrecht & Radler, 1973).
Versuche von Engan zeigten, dass die Zugabe von Zucker in Verbindung mit
unterschiedlichen Aminosauren z.T. sehr gro3e Auswirkungen auf das Spektrum von
héheren Alkoholen und Estern hat. So konnte er nachweisen, dass die Zugabe von
Leucin und Isoleucin mit steigender Zugabe von Glucose zu einer vermehrten Bildung
von Amylalkoholen und folglich auch zu einem erhdhten Gehalt an Isoamylacetat fuhrt
(Engan, 1970). Auch Procopio konnte zeigen, dass die Zugabe von Leucin, Isoleucin
und Valin zur Wirze zu einer Steigerung an Isoamylalkohol, 2-Methylbutanol,
Isoamylacetat und 2-Methylbutylacetat fuhrt (Procopio, 2014). Ethylacetat, das aus
Ethanol und Acetyl-CoA gebildet wird, war von der Zugabe von Aminosauren nahezu
unbeeinflusst. Durch die Zugabe der Aminosaure Valin konnten die Gehalte an

Propanol und Isobutanol jedoch signifikant gesteigert werden (Engan, 1970).

Stammwirzegehalt:

Ein aus der Brauereipraxis bekanntes Phanomen ist die erhdhte Bildung von Estern
bei der Verwendung von High-Gravity-Wirzen. Im untergarigen Sektor wird deshalb
versucht, die vermehrte Ester-Bildung bei der Verwendung von extraktreichen Wurzen
durch Druckgarungen zu reduzieren. Auf die Auswirkung des Druckes auf die
Aromastoffsynthese wird im Folgenden noch ausfihrlicher eingegangen. Bei der
Verwendung von Ultra-High-Gravity-Wurzen kann der Gehalt an Acetat-Estern sogar
um bis zu 75 % im Vergleich zu Wirzen mit einem normalen Stammwurzegehalt
ansteigen (Anderson, 1974; Meilgaard, 2001).

Untersuchungen von Saerens et al. konnten bestatigen, dass die Konzentrationen an
Acetat-Estern und Hexansaureethylestern mit steigendem Stammwirzegehalt
zunehmen. Daruber hinaus bestatigten sie, dass sich ein erhohter Stammwurzegehalt
auf verschiedene Hefen unterschiedlich auswirken kann. So konnte bei der
Verwendung eines untergarigen Lager-Hefestammes mit steigender

Zuckerkonzentration in der Wirze kein signifikanter Unterschied in der Produktion von
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héheren Alkoholen festgestellt werden, wahrend der Gehalt dieser Komponenten bei
der Verwendung eines obergarigen Ale-Hefestammes signifikant anstieg (Saerens et
al., 2008b).

Fettsauren:

Neben Sauerstoff kdnnen auch trub abgelauterte Wurzen die Bildung von Estern
unterdricken. Dieser Effekt wird von ungesattigten Fettsduren verursacht, welche die
Ester-Bildung hemmen. Ein Erklarungsansatz hierfir kdnnte der erhéhte Verbrauch an
Acetyl-CoA bedingt durch verbessertes Hefewachstum aufgrund eines Uberschusses
an Fettsauren sein. Somit kame es zu einem Substratmangel, der in einer
verminderten Ester-Bildung resultieren wurde. Ein weiterer Erklarungsansatz ist die
direkte Hemmung der Enzymaktivitat durch ungesattigte Fettsauren, der erstmals von
Malcorps et al. 1991 formuliert wurde (Malcorps, Cheval, Jamil, & Dufour, 1991).
Fujiwara et al. konnten ebenfalls bestatigen, dass die Transkription des Alkohol-Acetyl-
Transferasen-Gens ATF1 direkt durch ungesattigte Fettsduren unterdrickt wird
(Fujiwara, 1998, 1999; Verstrepen, 2004a). Auch Thurston et al. vermuteten, dass die
reduzierte Bildung von Estern auf eine dieser beiden Theorien zuriickzuflhren ist. Sie
fanden heraus, dass die Zugabe von 50 mg/l Linolsaure zu einer um 80 % reduzierten
Produktion von Ethylacetat und Isoamylacetat fihrt (Thurston, 1981). Dieser Effekt tritt
jedoch nicht bei der Synthese von Fettsaureestern auf, wie Saerens et al. 2008
herausfanden. Die Expressionen der Gene EEB1 und EHT1, die fir die Bildung der
Fettsdureester eine Schlusselrolle spielen, wurden durch die Zugabe von Fettsauren
nicht beeintrachtigt.

Einen gegenteiligen Effekt haben ungesattigte Fettsdauren in der Wirze auf die
Produktion von héheren Alkoholen. Die Anwesenheit von Fettsauren und Sterolen
stimuliert die Zellvermehrung der Hefe und somit auch die Produktion von hoheren
Alkoholen (Taylor, 1979).
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Zuckerspektrum:

Die in der Wurze enthaltenen vergarbaren Zucker Glucose, Fructose, Saccharose,
Maltose und Maltotriose spielen ebenfalls eine Rolle fur das Aromaprofil eines
Weizenbieres. Engan et al. konnten bereits 1972 nachweisen, dass vor allem Glucose-
und auch Fructose-Zugaben zu einer Erhdhung der Isoamylacetat-Konzentration im
Bier fuhren. Auch der Gehalt an Ethylestern und hoheren Alkoholen stieg in diesen
Studien durch die Zucker-Zugabe an (Engan, 1972). Ein gesteigerter Gehalt an Ethyl-
und Isoamylacetat durch die Zugabe von Glucose oder Fructose im Vergleich zu
Maltose konnte auch in weiteren Versuchen bestatigt werden (Stewart, 1999). Die
genauen Zusammenhange und Grunde fur die unterschiedliche Bildung an Estern bei
verschiedenen Zuckerspektren sind bislang noch unklar. Es wird vermutet, dass durch
Glucose groRRere Mengen an Acetyl-CoA gebildet werden, welche wiederum verestert
werden koénnen. Auch eine vermehrte Bildung an Fuselalkoholen, dem zweiten
Substrat fur die Ester-Bildung, kénnte diesen Vorgang forcieren. Darlber hinaus
besteht laut Verstrepen auch die Moglichkeit, dass die Expression der Gene ATF1 und
ATF2 durch Glucose verstarkt wird (Verstrepen, 2003a).

Um diesen Effekt nutzbar zu machen, entwickelte Herrmann wahrend seiner
Promotion ein spezielles Maischverfahren zur Steigerung der Glucose-Konzentration
in der Wurze. Das sogenannte ,Maltasemaischverfahren® sieht vor, eine Teilmaische
bei 62°C und 70°C zu verzuckern, um Maltose fur das Enzym Maltase bereitzustellen.
Im zweiten Schritt wird diese Teilmaische auf 45°C mittels einer zweiten Teilmaische
abgekuhlt (Temperaturoptimum der Amylasen) und somit kann die Spaltung der

Maltose in Glucose erfolgen (Herrmann, 2005b).
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Abbildung 6: Maltasemaischverfahren nach Herrmann
(Herrmann, 2005b)

2.3.3 Einfluss des Hefestammes

Im Gegensatz zu untergarigen pragen obergarige Hefen im Regelfall ein breiteres
Aromaspektrum mit einer groReren Menge an Garungsnebenprodukten. Die
Differenzierung zwischen ober- und untergarigen Hefen auf Grund von
physiologischen Unterschieden wurde erstmals zwischen 1883 und 1888 von Hansen
beschrieben (Donhauser, 1995). Auf Grund der unterschiedlichen Enzymausstattung
ist die Auswahl des Hefestammes flr die Aromaauspragung eines Bieres
mitentscheidend. Bislang ist jedoch wenig bekannt Uber die genetische Ausstattung
bzw. die Aromaauspragung der einzelnen Hefestdmme. Donhauser et al. untersuchten
1991 sieben obergarige Hefestamme mittels Versuchsgarungen im Kleinmaflystab und
kamen zu dem Schluss, dass die Hefestamme 68, 149 und 214 aus der Hefebank
Weihenstephan zu den besten Bieren fuhren (Donhauser, 1991). Auch Narzi3
untersuchte ausgewahlte obergarige Hefestamme und stellte die Konzentrationen an
Ethylacetat und 4-VG von vier Hefestammen einander gegenuber. Die hdchste
Aromaausstattung wies dabei der Hefestamm 175 auf (Narzif3, 1995). In keinem Fall
jedoch wurden die genetischen Eigenschaften der Hefen untersucht oder ein genaues
Aromaprofil erstellt. Somit ist bislang nur sehr wenig darliber bekannt, welcher

Hefestamm zum gewlnschten Aromaprofil im fertigen Bier fuhrt.
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2.3.4 Einfluss der Garungsparameter

2.3.4.1 Einfluss der Hefe

Der physiologische Zustand der Hefe spielt eine entscheidende Rolle fur die Bildung
der Garungsnebenprodukte. Neben der Auswahl des Hefestammes tragen weitere
Faktoren wesentlich zur Aromaauspragung bei. Zum einen ist die Vitalitat, zum
anderen die Viabilitat der Hefe ausschlaggebend: Tote Hefezellen kbnnen autolysieren
und ungesattigte Fettsauren, Stickstoffverbindungen und andere Komponenten
freisetzen. Diese Stoffe haben wiederum die in den vorherigen Kapiteln erwahnten
Auswirkungen zur Folge (vgl. 2.3.1 und 2.3.2). Des Weiteren ist bekannt, dass eine
gestresste Hefe mit einer geringeren Viabilitat zu einer vermehrten Ester-Bildung neigt
(Englmann, 2010).

Neben dem physiologischen Zustand der Hefe ist auch die Hefegabe bzw. die
Anstellzellzahl entscheidend. Eine hohere Anstellzellzahl resultiert in einer geringeren
Vermehrungsrate. Dies bedeutet, dass weniger hohere Alkohole, dafur jedoch zumeist
mehr Essigsaureester wie Ethylacetat und Isoamylacetat gebildet werden (Kruger,
1998).

2.3.4.2 Einfluss der Gartemperatur

Ein weiterer maligeblicher Faktor, der die Aromastoffsynthese beeinflusst, ist die
Gartemperatur. Hierbei fuhrt eine Erhdhung der Gartemperatur zumeist zu einer
vermehrten Bildung von hoheren Alkoholen und Estern. Durch hohere Temperaturen
wird das Zellwachstum der Hefe angeregt, was in einer vermehrten Produktion héherer
Alkohole resultiert (Kruger, 1998; Landaud, Latrille, & Corrieu, 2001). Auch wird in den
meisten Fallen von einer steigenden Ester-Produktion bei Temperaturerhdhungen
berichtet. Saerens et al. konnten 2008 nachweisen, dass eine Temperaturerhéhung
zu einer gesteigerten Produktion der Fettsaureester Octansaurethylester und
Decansaureethylester fuhrt (Saerens et al., 2008a). Weitere Untersuchungen an
Lager-Hefestammen bestatigen diese Ergebnisse (Boulton, 2001; Calderbank &
Hammond, 1994; Engan, 1974; Nakatani, Fukui, Nagami, & Nishigaki, 1991; Peddie,
1990; Quain, 1988; Sendra, Todo, Pinaga, lzquierdo, & Carbonell, 1994). Allerdings
existieren auch Quellen, die belegen, dass nicht alle Komponenten mit erhdhten

Gartemperaturen ansteigen. Studien von Saerens et al. erbrachten Uberdies, dass der
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Gehalt an Ethylacetat bei bestimmten untergarigen Hefestdammen durch eine
Erhohung der Gartemperaturen nicht zu forcieren war. Ebenso konnten in dieser
Untersuchung keine Steigerungen der Ester-Konzentrationen bei der Verwendung von
diversen Ale-Hefestammen festgestellt werden (Saerens et al., 2008b). Eine Erhéhung
der Gartemperatur fihrt demnach in den meisten Fallen zu einer vermehrten Ester-

Bildung, jedoch scheint dieser Anstieg vom Hefestamm abhangig zu sein.

2.3.4.3 Einfluss des CO2z-Partialdrucks wahrend der Garung

Neben Parametern wie Temperatur, Hefestamm und physiologischem Zustand der
Hefe stellt der physikalische Druck einen weiteren wichtigen Garparameter bezuglich
der Aromastoffbildung dar. Druck wird in Brauereien oftmals gezielt eingesetzt, um vor
allem bei der Produktion von untergarigen Bieren die Bildung von
Garungsnebenprodukten wie z.B. hdheren Alkoholen oder Estern zu unterdriicken.
Dabei wird der Hefestoffwechsel jedoch nicht direkt durch den im Gartank
vorherrschenden statischen Druck beeinflusst, sondern indirekt durch den erhdhten
CO2-Druck des Garmediums (Zufall, 2000). Der statische Druck spielt vor allem bei
sehr hohen zylindrokonischen Tanks (ZKT) insofern eine Rolle, als dass durch diesen
der Gehalt an geléstem CO2 im Medium ansteigt, welcher so das Verhalten der
Hefezelle beeinflusst. Durch einen erhdhten CO2-Partialdruck wird das Zellwachstum
der Hefe unterdrickt und fuhrt somit zu einer verlangsamten und z.T. unvollstandigen
Garung. Durch zahlreiche Studien ist bekannt, dass es bei erhdhtem CO2-Partialdruck
zu einem Anstieg der Jungbukettstoffe Diacetyl und Acetaldehyd sowie zu einer
verminderten Bildung von hoheren Alkoholen und Estern kommen kann (Arcay-
Ledezma & Slaughter, 1984; Kruger, 1998; Landaud et al., 2001). Am Beispiel von
immobilisierten Hefen konnten Shen et al. zeigen, dass eine permanente Begasung
der Hefen mit COz2 zu einer Wachstums-Reduzierung von 10 % bis 30 % fuhrt sowie
zu einer Reduzierung der hoheren Alkohole und Ester um 15 — 18 % (Shen et al.,,
2004). Durch das geloste CO2 wird vor allem die Membranpermeabilitdt der Hefezelle
verandert und beeinflusst somit den Baustoffwechsel der Hefe; der
Energiestoffwechsel wird laut Zufall nur in geringem Male beeinflusst (Zufall, 2000).
Begrundet ist die veranderte Permeabilitat in einer Hemmung der Permeasen und in

einer strukturellen Veranderung der Fettsaure-Acyl-Enden, welche in der Membran

22



2 Grundlagen

lokalisiert sind (Jones, 1982). Es wird davon ausgegangen, dass diese veranderte
Permeabilitat dazu fuhrt, dass Stickstoffverbindungen (FAN etc.) und andere
Komponenten erschwert oder in geringerem Umfang von der Hefezelle aufgenommen
werden kénnen, was sich wiederum negativ auf die Bildung von héheren Alkoholen
und Estern auswirkt (Knatchbull & Slaughter, 1987; Shen et al.,, 2004).
Untersuchungen von Kruger et al. mit sogenanntem ,yeast food“, welches den Gehalt
an gelostem CO2 im Garmedium reduziert, zeigten ebenfalls, dass ein reduzierter CO2-
Gehalt im Medium zu einer vermehrten Aufnahme von Aminosauren und somit zu
einer vermehrten Bildung von hdheren Alkoholen und Essigsaureestern fuhrt (Kruger,
Pickerell, & Axcell, 1992).

2.3.4.4 Einfluss von Tankgeometrie sowie von Konvektion

Direkt verbunden mit dem statischen Druck im Garmedium sind auch die
Tankgeometrie und die daraus resultierenden Konvektionsstrome. Hierbei gibt es
grol3e Unterschiede zwischen den in der Brauereipraxis ublichen Tankbauweisen. Im
Allgemeinen gelten Garbottiche auf Grund ihrer niedrigeren Bauweise als geeigneter
fur die Produktion von estrig-fruchtigen Weizenbieren als hohe, schlanke ZKTs. Auf
Grund der niedrigeren Bauweise von Garbottichen ist der hydrostatische Druck im
Medium geringer als bei Tanks mit hoheren Flussigkeitssaulen. Dies fuhrt wiederum
zu einem geringeren CO2-Partialdruck im Garmedium und somit zu einer erhohten
Bildung an aromagebenden Estern. Durch eine schlanke und hohe Bauweise kommt
es, bedingt durch die Wirkung der Kihlflachen und durch den Kohlensaureauftrieb,
jedoch auch zu z.T. sehr starken Konvektionsstromungen (Narzi3, 1979). Diese
fordern im Besonderen eine homogene Verteilung der Nahrstoffe im Garmedium,
wodurch es zu einer starken Hefevermehrung kommt, welche in einem
Ungleichgewicht zwischen Estern und hoheren Alkoholen zugunsten der Alkohole
resultieren kann. Dies kann wiederum zu einem leeren Biergeschmack fuhren (Narzif3,
1979). In wissenschaftlichen Untersuchungen werden Konvektionsstromungen
oftmals mittels Ruhrgarungen simuliert, welche den Effekt am besten darstellen. So
konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu ungerihrten Garungen der Ester-Gehalt
bei der Verwendung bestimmter Stammwurzegehalte abnimmt (Anderson, 1974). Des

Weiteren ist zu vermuten, dass sehr starke Konvektionen zu einem vermehrten
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Austrag an flichtigen Aromastoffen wie z.B. Estern durch CO: flhren kann
(Schneiderbanger et al., 2011).

2.4 Messung von Genexpressionen in Hefezellen mittels Real-Time
PCR zur indirekten Bestimmung der Enzymaktivitat mit Relevanz
far die Aromabildung

Enzyme sind Proteine mit katalytischen Eigenschaften, ohne die
Stoffwechselvorgange in  Organismen kaum oder nur mit sehr geringer
Geschwindigkeit stattfinden wirden. Der entscheidende Vorteil gegenlber
chemischen Katalysatoren liegt in der hohen Spezifitdt der Enzyme. Sie kdnnen
substratspezifisch, stereospezifisch oder wirkungsspezifisch sein. Enzyme sind
Proteine, die Uber ein oder mehrere sogenannte aktive Zentren verfigen. Diese
Zentren konnen entweder ein bestimmter Teil des Proteinmolekuls selbst sein oder ein
Coenzym (z.B. Metallionen) mit Nichtprotein-Charakter, dafur aber mit spezieller
Struktur, welches sich mit dem allein nicht wirksamen Enzymprotein (Apoenzym) zum
aktiven Enzym (Holoenzym) verbindet. Das Tragerprotein bestimmt im Allgemeinen
die Substratspezifitat, wahrend das aktive Zentrum flr die jeweilige Reaktion zustandig
ist (Buddecke, 1970; Hoffmann-Ostenhof, 1954). Die Wirksamkeit von Enzymen ist
von der Substratkonzentration, der Enzymkonzentration, der Temperatur und vom pH-
Wert abhangig (Buddecke, 1970; Joergensen, 1956). Enzyme werden je nach
Reaktionsmechanismus in verschiedene Klassen eingeteilt. Hierbei werden
Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen
unterschieden (Aebi, 1965).

Es existieren unterschiedliche Methoden, um Erkenntnisse Uber die Enzymaktivitat in
einem Organismus zu erlangen, wobei die direkte Erfassung nur dann maoglich ist,
wenn das Co-Enzym besondere Eigenschaften aufweist (z.B. Absorptionsspektrum
der Haminenzyme). Eine Schwierigkeit bei der Detektion von Enzymaktivitaten besteht
darUber hinaus in der Tatsache, dass Enzyme durch verschiedene Komponenten
gehemmt werden kdnnen, wodurch sie zwar z.T. vorhanden, jedoch unwirksam sind
(Bsp.: Kompetitive und nicht-kompetitive Hemmung) (Buddecke, 1970). Daher kann
es unter Umstanden zu groRen Diskrepanzen zwischen Enzymmenge und
Enzymwirkung kommen, weshalb die Enzymaktivitat oftmals indirekt durch Erfassung

der resultierenden Produkte bestimmt wird. Neben Methoden, die auf Biolumineszenz
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oder auf Extinktionsdifferenzen zwischen oxidierten und reduzierten Formen des
Coenzyms NAD basieren, kann die Enzymaktivitat auch mittels Biosensoren oder
indirekt mittels Real-Time PCR (polymerase chain reaction) detektiert werden (Altug,
Mengulluoglu, Kurt, Kaya, & Dinckaya, 2011; Schénenberg, 2010; Younes et al. 2011).
In dieser Arbeit wurde die indirekte Bestimmung der Enzymaktivitat in Hefezellen durch
Genexpressionsmessungen mittels Real-Time PCR gewahlt, da dieses Messprinzip in
der Pharma- und Lebensmittelindustrie bereits etabliert ist und es sich daruber hinaus
bewahrt hat (Braune, 2003; Hutzler, 2009; Hutzler, 2008; Pfaffl, 2006¢c; Saerens et al.,
2008b; Storgards, 2006; Verbelen et al., 2009; Wold, 2005).

Die Messung beruht hierbei auf folgendem Prinzip: Bendtigt die Hefezelle Enzyme flr
eine spezifische Reaktion, so wird zunachst der ,Bauplan® fur dieses Enzym im
Zellkern von den Chromosomen ,abgeschrieben“ (Transkription). Dieser Abschrieb
eines spezifischen Gens oder auch Matrize, die sogenannte messenger RNA (MRNA),
wird im Folgeschritt aus dem Zellkern zu den Ribosomen transportiert. An den
Ribosomen, die ebenfalls zum grof3ten Teil aus RNA (Ribonukleinsaure) bestehen
(aus ribosomaler RNA (rRNA)), wird die mRNA mit Hilfe der aus dem Plasma
stammenden transfer RNA (tRNA) Ubersetzt (Translation) und aus Aminosauren in ein
Protein bzw. Enzym umgewandelt (vgl. Abb. 7) (Voet, 2002).

Kern-
hiille

Ribosom

| ]
\

Polypeptid

Abbildung 7: Biosynthese in eukaryotischen Zellen
(Neil A. Campbell. Biologie, Vol. 2, Spektrum akademischer Verlag, Heidelberg, 1998, S.
328)
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Das Prinzip der Genexpressionsmessung mittels Real-Time PCR beruht darauf, die
fur jedes Gen/Enzym spezifische mRNA zu quantifizieren. Die PCR wurde bereits
1988 zur in vitro Vervielfaltigung ausgewabhlter DNA-Bereiche
(Desoxyribonukleinsaure) entwickelt (Saiki, 1988). Mit Hilfe einer PCR ist es moglich,
ausgewahlte DNA-Abschnitte in sehr kurzer Zeit zu vervielfaltigen (10'?-fache
Multiplikation in 1 - 2 h) (Mullis et al., 1992). Hierfur werden spezifische Primer
(synthetische Oligonukleotide) und Polymerasen, welche in einer definierten
thermischen Abfolge mit dem zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt reagieren, bendtigt.

Ein typischer Zyklus sieht wie folgt aus (Seyffert, 2003):

1. Denaturierung (denaturation): Auftrennung der doppelstrangigen DNA-Helix
in Einzelstrange bei ca. 92 - 96°C

2. Anlagerung (annealing): Hybridisierung der Primer an den komplementaren
Sequenzen bei Temperaturen, welche um ca. 5°C niedriger sind, als die
Schmelztemperaturen der Primer (40 - 72°C)

3. Verlangerung (elongation): DNA-Synthese bei ca. 72°C, in der die Tag-
Polymerase (Polymerase, die aus dem hitzestabilen Bakterienstamm

Thermus aquaticus isoliert wird (Dorak, 2007)) die Matrize komplementiert.

Im Gegensatz zur sogenannten Standard- oder Endpunkt-PCR ist es mittels Real-
Time PCR maoglich, die Amplifikation der PCR-Produkte wahrend der stattfindenden
PCR-Zyklen zu messen (Hutzler, 2009). Dieses Messprinzip basiert auf der
Verwendung eines Fluoreszenzdonors, dessen Fluoreszenzsignal direkt proportional
zur Anzahl der PCR-Produkte ist (Fernandez- Espinar, 2006). Fur die
Fluoreszenzmessung koénnen sowohl Farbstoffe wie z.B. SYBR-Green oder
Fluoreszenzsonden eingesetzt werden. Der Einsatz von Farbstoffen, wie in dieser
Arbeit der Fall, beruht auf der Tatsache, dass sich dieser in der doppelstrangigen DNA
einlagern kann und somit das Fluoreszenzsignal mit zunehmender Konzentration an
PCR-Produkten ansteigt (Pfaffl, 2006a). Da jedoch in dieser Arbeit mMRNA quantifiziert
werden sollte und eine PCR lediglich in der Lage ist DNA-Strange zu vervielfaltigen,
ist es vor der Messung notwendig, die vorhandene einstrangige mRNA in die
komplementare doppelstrangige cDNA (Copy-DNA) umzuschreiben. Alle Ubrigen

Schritte zur Quantifizierung der cDNA erfolgen analog zur Messung von DNA.
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2.5 Absolute und relative Fliichtigkeit von Aromasubstanzen

Da es im Bereich der Weizenbier-Produktion auf Grund der relativ hohen
Gartemperaturen zu sehr intensiven Garungen kommt, bei denen vermutlich auch
einige Aromasubstanzen Uber die Gasphase verloren gehen, sind Kenntnisse uber die
Flichtigkeiten ausgewahlter Aromakomponenten auflerst wichtig. Bislang gibt es
jedoch kein Wissen daruber, welche Aromastoffe in welchen Mengen bei der Garung
durch das CO:2 aus dem Bier entweichen. Fur die Untersuchung des
Ausgasungsverhaltens einer Stoffkomponente wird oftmals die sogenannte relative
Fluchtigkeit herangezogen. Mit Hilfe dieser KenngroRe ist es mdglich, eine Aussage
uber die zu erwartenden Verluste eines Aromastoffes wahrend des Wirze-
Herstellungsprozesses oder wahrend der Garung zu treffen. Um diese Kenngrolle
definieren zu konnen, sind jedoch einige physikalische bzw. thermodynamische
Grundlagen notwendig.

Ein System, das aus einer flissigen und einer gasférmigen Phase eines
Einstoffgemisches besteht (z.B. Wasser und Wasserdampf), befindet sich im
sogenannten Phasengleichgewicht, wenn sowohl die Temperatur der beiden Phasen

identisch ist als auch die gleichen Dricke herrschen (Scheuren, 2008).

Formel 1: TV =1L

Mit TV=Temperatur in der Gasphase und T-=Temperatur in der Fliissigkeit

Formel 2: PV = pt
Mit PV=Druck in der Gasphase und P-=Druck in der Flissigkeit

Im Regelfall besteht ein System jedoch nicht nur aus einer Reinsubstanz, sondern es
handelt sich bei den zu untersuchenden Gas-Wasser-Systemen um Zwei- oder
Mehrstoffgemische. Hierfur werden weitere Formeln zur Berechnung von
Ausgasungsvorgangen benotigt. Prinzipiell konnen Stoffkomponenten aus der
flissigen Phase Uuber zwei unterschiedliche Mechanismen in die Gasphase
entweichen. Es wird hierbei zwischen ,Sieden“ und ,Verdunsten unterschieden. Es
existieren stets eine Dampf- und eine FlUssigkeitsphase, die bestrebt sind, an der
Kontaktflache, d.h. an der Grenzschicht zwischen den beiden Phasen, ein

Gleichgewicht herzustellen. Der Siedevorgang unterscheidet sich wesentlich vom
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Verdunstungsvorgang durch die Tatsache, dass nach Erreichen der Siedetemperatur
Dampfblasen entstehen, die die Grenzschicht durchdringen konnen. Ein
Molekulaustausch ist beim Verdunstungsprozess lediglich an der Oberflache der
Fllssigkeit mdglich. Zu einer Ausdampfung durch Sieden kommt es nur, wenn der
temperaturabhangige Dampfdruck des flissigen Mediums (PF) groRer ist als der
Partialdruck dieses Mediums in der Dampfphase (PY) (Scheuren, 2008, 2011), d.h.

wenn folgendes qilt:

Formel 3: Pt >p/V
Mit P =Partialdruck in der Fliissigkeit und PY=Partialdruck in der Gasphase

Der Partialdruck einer Stoffkomponente in der Gasphase wurde von Dalton

beschrieben und wird wie folgt definiert (Scheuren, 2008):

Formel 4: P/ = y,*P

Der Partialdruck in der Gasphase ergibt sich demnach aus dem Produkt der
Konzentration der Stoffkomponente in der Gasphase (y;) und dem umgebenden
Luftdruck (P).

Um den Partialdruck einer Komponente in einem flussigen Medium beschreiben zu

konnen, wird das sogenannte Raoult’'sche Gesetz herangezogen (Gmehling, 1977):

Formel 5: PiL:Xi*Yi * Pl'S

Im Gegensatz zur Definition des Partialdrucks in der Gasphase, wird der Partialdruck
in der Flussigphase als Produkt aus der Konzentration der Komponente in der
Flissigkeit (x;), dem Dampfdruck der Stoffkomponente (P) und dem sogenannten
Aktivitatskoeffizienten (y;) gebildet. Der Aktivitatskoeffizient stellt einen Korrekturfaktor
dar, der den Umstand, dass ein Flussigkeitsgemisch unter realen Bedingungen
betrachtet wird, berlcksichtigt und der die Abweichung von einem idealen Zustand

dieser flissigen Phase ausdrickt (Scheuren, 2008).
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Um die Konzentration einer Stoffkomponente in der fliissigen Phase mit der in der
Dampfphase vergleichen zu konnen, werden Formel 4 wund Formel 5
zusammengefuhrt, woraus sich Formel 6 ergibt (Hertel, 2006):

Formel 6: Kiz;:—;:yi*p%s

Das Verhaltnis zwischen der Konzentration der Komponente in der Gasphase (y;) und
der Konzentration dieser in der Flussigphase (x;), wird auch als ,Verteilungsfaktor (K;)*
oder ,absolute Flichtigkeit* bezeichnet (Hertel, Scheuren, Sommer, & Glas, 2007;
Kopjar, Andriot, Saint-Eve, Souchon, & Guichard, 2010). Mit Hilfe des
Verteilungsfaktors konnen verschiedene Aussagen uber eine Stoffkomponente

getroffen werden. Es werden drei Falle unterschieden (Scheuren, 2008):

K;=1 Konzentration der Komponente in Dampf- und Flussigkeitsphase stets
gleich

K;>1 Es erfolgt die Austreibung der Komponente

K; <1 Konzentration der Komponente ist gasseitig stets geringer als

flussigkeitsseitig

Fur Flussigkeitsgemische muss jedoch eine andere Formel herangezogen werden. Die
sogenannte relative Fluchtigkeit vergleicht das Verhaltnis einer Komponente i
zwischen Flussigkeits- und Dampfphase mit dem Verhaltnis einer Komponente |
zwischen Flussigkeits- und Dampfphase. Es werden demnach zwei

Verteilungsfaktoren K;und K; miteinander verglichen. Die relative Flichtigkeit (a;;) ist

somit wie folgt definiert (Hertel, 2006):

Ki _ i+pd)
K;j (vj * Pjs)

Formel 7: o =
Fur die Bestimmung der relativen Fluchtigkeit wird, wie in Formel 7 dargestellt, der
Aktivitatskoeffizient benotigt. Dieser Koeffizient ist jedoch fur jede Stoffkomponente
unterschiedlich und sehr schwer zu ermitteln. Hertel beschreibt in seiner Dissertation
detailliert verschiedene z.T. sehr aufwandige Methoden zur Berechnung dieser

Koeffizienten von verschiedenen Stoffkomponenten. Auch erwahnt er diverse
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Problematiken bei der Berechnung verschiedener Systeme (Hertel, 2006). Befindet
sich ein wassriges System jedoch im Bereich einer unendlichen Verdinnung, dann
verliert der Aktivitatskoeffizient seine Abhangigkeit von der Zusammensetzung und ist
nur noch von der Temperatur abhangig. Die Aromastoffkomponente nimmt so das

Verhalten des Losungsmittels an. Somit ist die relative Fllchtigkeit (a7 (T)) eines

Flussigkeitsgemisches mit sehr guter Naherung gleich der absoluten Fllchtigkeit
(K{°(T)) bzw. dem Verteilungsfaktor (Hertel, 2006). Eine unendliche Verdinnung ist je
nach Molekiilgrofe in einem Bereich von 1072 bis 10° gegeben (Alessi, 1991; Grisher,
1999). Diese Verdinnung ist bei Betrachtung von Aromakomponenten (Ester und
hohere Alkohole) im Bereich der Bierproduktion (ca. 0,5 - 100 mg/l) gewahrleistet. In
diesem Fall ist die Ermittlung der Flichtigkeit eines Zweistoffgemisches durch folgende
Formel maéglich (Hertel, 2006):

Yi
Formel 8: o (T) = KP(T) = lim(5;

Y

Zur experimentellen Ermittlung der relativen Fllchtigkeit gibt es verschiedene
Moglichkeiten. Neben aufwandigen Destillationsversuchen ist die sogenannte
Rayleigh-Destillation eine einfache und gute Mdglichkeit zur Bestimmung der relativen
Fllichtigkeit eines Zwei- oder Mehrstoffgemisches. Hierbei wird Inertgas durch eine
Fritte in eine Gaswaschflasche gefordert; dabei wird das fluide Stoffgemisch
durchstromt. Dies simuliert einen Siedevorgang, da die Gasblasen die Grenzschicht
zwischen Fluid und Gasphase durchtrennen. Das Prinzip ist dabei das gleiche wie
auch bei der Garung unter CO2-Bildung. Vor und nach dem Durchstromen des Gases
wird bei dieser Methode sowohl das Gewicht der Versuchsflissigkeit als auch die
Konzentration der Aromastoffkomponente auf Basis folgender Formel ermittelt (Hertel,
2006):

InZie

Formel 9: K? =1+

mo

Mit x;ound x;, werden die Stoffkonzentrationen vor und nach der Durchstromung des

Fluides mit Inertgas bezeichnet, wahrend myund m,die Masse vor und nach der
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Versuchsdurchfihrung beschreiben. Eine genaue Herleitung dieser Formel wird

detailliert von Dohnal und Horakova beschrieben (Dohnal & Horakova, 1991).

2.6 Sensorische Stabilitat von Weizenbieren

2.6.1 Uberblick tUber die wichtigsten Alterungsindikatoren

Neben Kenntnissen Uber die Aromabildung bzw. Uber mogliche Ausgasungsverluste
bei der Bierproduktion ist es auch von groldter Wichtigkeit, das Aroma moglichst lange
in der Flasche zu behalten. Bier ist ein Lebensmittel, welches nach der Abfillung
standig Veranderungsprozessen unterliegt. Damit das Bier gegen Ende des
Mindesthaltbarkeitsdatums (MHD) moglichst genauso schmeckt wie am Tag der
Abfullung, ist eine gute Geschmacksstabilitat notwendig. Wahrend der Bieralterung
laufen jedoch eine Reihe von chemischen Reaktionen ab, die das Bieraroma negativ
beeinflussen konnen. Verbindungen, deren Konzentrationen mit fortschreitendem
Alter zunehmen, werden als Alterungskomponenten bezeichnet. Folgende Reaktionen

laufen unter anderem wahrend der Bierlagerung und —alterung ab:

Caramelisierung

Maillardreaktion

Streckerabbau

Reaktionen von Kohlenhydraten und Aminosauren
Oxidation hoherer Alkohole

Oxidation von Isohumulonen

Lipidabbau

Reaktionen von Fettsauren (enzymatischer Abbau der Fettsauren, Oxidation

YV V. V V V V V V

von Fettsauren)

> Abbau von Carotinoiden

Durch diese chemischen Reaktionen wird das Bieraroma negativ beeinflusst und es
kommt zur Auspragung eines Alterungsgeschmacks (Back, 2005; Lustig, 1994;
Narzif3, 2005). Der Prozess der Bieralterung geht in mehreren Stufen vonstatten, die
sensorisch Uber verschiedene Geschmacksrichtungen definiert werden. Im

Anfangsstadium der Bieralterung wird eine fruchtige, an schwarze Johannisbeere
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erinnernde Note wahrgenommen (Ribes-Flavor). Diese geht im Verlauf der Alterung in
eine brotartige Oxidationsnote Uber, wobei auch die Bittere breiter und unangenehmer
wird. Im Folgestadium macht sich eine an Pappkarton erinnernde Note bemerkbar
(Cardboard-Flavor). Fir dieses Aroma wird in erster Linie die Substanz (E)-2-Nonenal
verantwortlich gemacht (Barwald, 1974; Saison, De Schutter, Uyttenhove, Delvaux, &
Delvaux, 2009b; Schieberle & Komarek, 2003; Svoboda et al., 2011; Techakriengkrai,
Paterson, & Taidi, 2006). Diese Verbindung wird Uber enzymatische oder nicht-
enzymatische Oxidation aus Lipiden oder freien Fettsdauren gebildet (Drost, Van Den
Berg, Freijee, Van Der Velde, & Hollemans, 1990). Auch Fickert macht Lipid-
Oxidationen und Streckerabbau-Reaktionen fir die Bildung von (E)-2-Nonenal
wahrend des Malzungsprozesses verantwortlich (Fickert, 1998). Allerdings gibt es
auch Veroffentlichungen, die diese Verbindung nicht als alleinige Leitkomponente fur
den typischen Alterungsgeschmack bestatigen konnten (Foster, 2001; Lustig, 1994;
Narzif3, 1999). Im letzten Stadium der Bieralterung wird eine sherry-artige Note
wahrgenommen, zu der es jedoch erst nach einer langen Lagerzeit kommt (Laws,
1982).

Abbildung 8: Darstellung der Bieralterung
(Becker, 2011)

Neben diesen typischen Stufen der Bieralterung zeichnet sich die Alterung von
Weizenbieren darlber hinaus durch zwei weitere Besonderheiten aus. Ester,

phenolische Substanzen und auch hefige Komponenten, die in Weizenbieren
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vorkommen, konnen einen Alterungsgeschmack z.T. sehr gut maskieren. Bevor es
hier zu einem der genannten Alterungsstadien kommt, 3dufRert sich die
Weizenbieralterung zuerst durch den Abbau dieser aromapositiven Substanzen.
Durch die Reduzierung der genannten Komponenten verliert das Weizenbier seine
maskierenden Effekte (Back, 2005).

Eine weitere Besonderheit von Weizenbier wahrend der Bieralterung liegt in seiner
Trubung begrundet. Im Gegensatz zu den meisten untergarigen Bieren sind
Weizenbiere unfiltriert oder teilfiltriert und beinhalten somit noch Hefezellen in der
abgeflllten Flasche oder im Fass. Diese Hefezellen kdnnen im Laufe der Alterung
autolysieren und einen althefigen Autolysegeschmack hervorrufen. Es entsteht ein
dumpfer, schweilBig-kasiger bis erdiger Fehlgeschmack, der von kurzkettigen
Fettsauren wie 3-Methylbuttersdure oder von hoéheren Alkoholen wie Heptanol
verursacht wird (Back, 2005).

FUr die sensorische Veranderung eines Bieres wahrend der Alterung werden
allgemein verschiedene Komponenten verantwortlich gemacht. Neben diversen
Aldehyden, Streckeraldehyden, Ketonen, Estern, Furanen und Hydroxysauren gelten
vor allem Carbonyl-Verbindungen als hauptverantwortlich flr die Bieralterung
(Eichhorn, 1987; Lustig, 1994; Narzil3, 2005). Eichhorn konnte bereits 1987
Korrelationen zwischen verschiedenen Alterungssubstanzen und der Intensitat des
Alterungsgeschmacks ermitteln. Hieraus resultierten definierte Summenzahlen, die
den Alterungszustand eines Bieres beschreiben (Eichhorn, 1987). Diese Einteilung
konnte 1994 von Lustig im Rahmen seiner Promotion durch andere Komponenten
erweitert werden (Lustig, 1994). Auf Grundlage dieser Arbeiten werden
Alterungsindikatoren je nach ihrer Entstehungsweise in die in der folgenden Tabelle

dargestellten Gruppen eingeteilt:
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Tabelle 2: Einteilung der Alterungsindikatoren

3-Methylbutanal

(Back, 2005; Eichhorn, 1987; Lustig, 1994)

Chemische Verbindung Indikator

Sauerstoffeinfluss

2-Methylbutanal

Sauerstoffeinfluss

Benzaldehyd

Sauerstoffeinfluss

2-Phenylethanal

Sauerstoffeinfluss

5-Methylfurfural

Allgemeiner Alterungsindikator

Bernsteinsaurediethylester

Allgemeiner Alterungsindikator

2-Phenylessigsaureethylester

Allgemeiner Alterungsindikator

Nicotinsdureethylester

Allgemeiner Alterungsindikator

2-Acetylfuran

Allgemeiner Alterungsindikator

2-Propionylfuran

Allgemeiner Alterungsindikator

2-Furfural

Warmeeinfluss

y-Nonalacton Warmeeinfluss

2.6.2 Einflussfaktoren auf das Alterungsverhalten von Bier

Es existiert eine Reihe von Faktoren, die das Alterungsverhalten eines Bieres
beeinflussen. Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, spielen vor allem der Sauerstoffeintrag
und der Warmeeinfluss eine bedeutende Rolle bei der Bieralterung. Daneben gelten
auch Metallionen wie Eisen, Kupfer oder Mangan als Pro-Oxidantien, die die Alterung
eines Bieres forcieren (Zufall & Tyrell, 2008). Auch die Rohstoffwahl kann Einfluss auf
die Alterungsindikatoren haben. So konnten Steiner et al. zeigen, dass Biere, die mit
100 % Gerste produziert wurden, niedrigere Konzentrationen an Alterungsindikatoren
aufwiesen als Vergleichsbiere, die mit 100 % Gerstenmalz hergestellt wurden (Steiner,
Auer, Becker, & Gastl, 2012).

In jedem Fall sind Oxidationsvorgange fur die Bieralterung verantwortlich. Wurzbacher
beschreibt in seiner Dissertation das fertig gereifte Bier als ein geschlossenes System,
das bei der Abfullung in Flaschen durch Sauerstoffeintrag in seinem Gleichgewicht
gestort wird. Nach den Gesetzen der Thermodynamik wird das System (in diesem Fall
das abgefullte Bier) versuchen, einen Zustand maximaler Entropie sowie minimaler
Enthalpie zu erreichen — der Sauerstoff wird demnach reduziert (Wurzbacher, 2011).

Normalerweise ist Sauerstoff in seinem Grundzustand (302) nicht besonders reaktiv.
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Allerdings kann dieser Zustand durch aufiere Einflussfaktoren wie Licht, Warme oder
Katalysatoren wie z.B. Metallionen in reaktivere Formen ('O2, Oz, etc.) umgewandelt
werden (Kaneda et al., 1988). Bamforth und Parsons konnten bereits 1985 zeigen,
dass Sauerstoff in Form des Superoxids (Oz') eine Schlusselrolle in der Bier-Oxidation
spielt (Bamforth & Parsons, 1985). Als reaktivste Form des Sauerstoffs gilt jedoch das
Hydroxylradikal (OH-) (Andersen & Skibsted, 1998; Kaneda et al., 1988; Uchida & Ono,
1996). Eine Ubersicht Uber die chemisch-reduktive Sauerstoffaktivierung gibt

Wurzbacher in seiner Dissertation (siehe Abbildung 9).

033V _ 0,89V _
+e * — +e
0, —> 0,  —» H,0,
(Grundzustand) (Superoxid) (Wasserstoffperoxid)
0,38V

+e
Reduktion

2,33V _
[ +e
HO® —*» H,0
Oxidativ wirksame Form (Hydroxylradikal)

Abbildung 9: Chemisch-reduktive Sauerstoffaktivierung
(Wurzbacher, 2011)

Da die reaktiven Sauerstoffformen in der Lage sind, organische Bierinhaltsstoffe zu
oxidieren, gilt ein Sauerstoffeintrag wahrend der Bierproduktion als auf3erst schadlich
fur die sensorische Stabilitdt. Neben sauerstoffarmem Einmaischen und
sauerstoffarmem Arbeiten bei Garung und Lagerung gilt es in der Brauerei, vor allem
bei der Abfullung des Produktes einen Sauerstoffeintrag zu vermeiden. Analytisch
messbar ist die oxidative Schadigung durch Sauerstoff insbesondere anhand der
Verbindungen 2- und 3-Methylbutanal, Benzaldehyd, 2-Phenylethanal und 5-
Methylfurfural (Eichhorn, 1987). Als Indikatorsubstanzen fur den Warmeeinfluss
wahrend der Bierproduktion gilt neben y-Nonalacton vor allem 2-Furfural. Diese
Komponente wird laut Bernstein und Laufer aus Pentosanen gebildet und erfahrt
wahrend des Maischens und des Hopfenkochens einen deutlichen Anstieg
(Nachweisgrenze ca. 5 ug/l (Bernstein & Laufer, 1976; Li, Yang, Yang, Shan, & Dong,
2009)). Auch Herrmann et al. bestatigen 2-Furfural als geeignetste Indikatorsubstanz
fur thermale Einflisse im Sudhaus (Herrmann et al., 2010). Im Verlauf der Garung

sinkt der Gehalt an 2-Furfural diesen Studien zur Folge durch eine Reduzierung durch
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die Hefe wieder stark ab (Bernstein & Laufer, 1976). Auch eine Pasteurisation des
Bieres lasst diesen Wert ihrer Ansicht nach nicht mehr steigen. Anderen Studien
zufolge steigt der Gehalt an Furfural durch Pasteurisation signifikant an (Brenner,
1976). Auch gibt es Korrelationen zwischen der Lagerungstemperatur und der Bildung
von Furanaldehyden (Madigan, Perez, & Clements, 1998). Die zweite bekannte
Leitsubstanz fur den Warmeeinfluss wahrend der Bierproduktion, das y-Nonalacton,
kann eine kokosnuss-artige Note hervorrufen und wird als Primarprodukt (wie viele
Carbonyle) beim Lipidabbau gebildet (Declerck, 2005; Yu et al.,, 2014). Eine gute
Ubersicht tiber die Mechanismen des Lipidabbaus gibt Gastl in ihrer Disseration (siehe
Abbildung 10). Weitere Arbeiten zeigten ebenfalls gute Korrelationen zwischen

Furfuryl-Ethyl-Ether und den Bierlagerungsbedingungen (Vanderhaegen et al., 2004).

Lipide
Lipase l LOX 2 l l Autoxidation
freie Fettsauren Lipidhydroperoxide
+ Glycerin
Autoxidation Lipase
LOX 1/LOX 2 | Photooxidation P
‘ Fettsaurehydroperoxide ‘ Fettsaurehydroperoxide
hydroperoxid-
abbauende
Enzyme

Precursor

= aromaintensive Carbonylverbindungen
- alterungsrelevante Aromastoffe

Abbildung 10: Uberblick Uber Lipidabbau-Prozesse
(Gastl, 2006)

Genannten Oxidationsreaktionen konnen jedoch auch Komponenten entgegenwirken.
Zum einen verfligen Polyphenole wie Flavan-3-ole, Hydroxyzimtsaure-Derivate oder
Flavonole, die Uberwiegend aus dem Malz in das Bier gelangen, Uber antioxidative
Eigenschaften, zum anderen sind auch im Hopfen Inhaltsstoffe enthalten, die die
Geschmacksstabilitat verbessern kdénnen (Maillard, Soum, Boivin, & Berset, 1996;
Mikyska, Krofta, Haskova, Culik, & Cejka, 2011). Auch der Hefe werden, solange sie

vital ist, reduzierende Eigenschaften bestatigt (Saison, De Schutter, Overlaet-Michiels,
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Delvaux, & Delvaux, 2009a). Als ein besonders wichtiges Antioxidationsmittel im Bier
gilt SO2, welches von der Hefe im Verlauf der Garung gebildet wird. Es ist in der Lage,
die Lipidautoxidation und somit die Bildung von Nonenal wahrend des
Wirzekochprozesses zu senken, wenn es zu diesem Zeitpunkt zugesetzt wird (Back,
2005; Lermusieau, 1999). Des Weiteren wirken Ester, phenolische Substanzen und
Hopfendle maskierend und kdnnen typische Alterungsnoten wie das Cardboard-Flavor
uberdecken. Vor allem Isoamylacetat leistet hierbei einen positiven Beitrag zu einer

verbesserten Geschmacksstabilitat (Saison et al., 2009b).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Material fur Messungen mittels Real-Time PCR

Die Messung der Genexpressionen mittels Real-Time PCR erfolgte

in

unterschiedlichen Schritten. Nachfolgend sind die hierfir bendtigten Materialien

tabellarisch dargestellt.

Tabelle 3: Geratschaften und Materialien fur Vorversuche zur Messung mittels Real-

Time PCR

TUM 214 und TUM 505

Hefestdamme TUM 68, TUM 127, TUM 175,

Hefezentrum Weihenstephan

60/40 (Weizenmalz zu Gerstenmalz)

Weizenbier-Wirze mit Schiittungsverhaltnis

Aus mittelstandischer Brauerei

EBC-Garrohren

unbekannt

Photometer Evolution 300

Thermo Fisher Scientific, USA

Thoma-Zahlkammer

Assistent

Mikroskop 47 30 11-9901

Zeiss, Jena

Waage 1213 MP

Sartorius AG, Gottingen

Tabelle 4: Zubehor fir Messungen mittels Real-Time PCR

Reagenz- und Zentrifugenréhrchen 10 ml und 50 ml Sarste"dt AG & Co.,
NUmbrecht
Eppendorf-Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg
Research® Pipetten 1-200 pl Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen 1-200 pl Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 5: Reagenzien flir Messungen mittels Real-Time PCR

Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt
Ampuwa, Wasser fur Injektionszwecke Fresenius Kabi, Bad Homburg
cDNA Synthesis Kit Bioline GmbH, Luckenwalde
MasterPure Yeast RNA Purification Kit EPICENTRE Biotechnologies, Madison,
WI, USA
SensiMix SYBR No-ROX Kit Bioline GmbH, Luckenwalde
Primer biomers.net GmbH, Ulm

Die bendtigten Primer-Sequenzen wurden im Vorfeld der Versuche mit Hilfe von ,Oligo
Calc: Oligonucleotide Properties Calculator® ermittelt und z.T. individuell
zusammengestellt (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Diese
Sequenzen binden spezifisch auf die zu untersuchenden cDNA-Sequenzen, welche
zuvor aus den RNA-Sequenzen Ubersetzt wurden. In diesen Untersuchungen war vor
allem RNA von Bedeutung, die von fur die Aromastoffsynthese (Ester- und Phenol-
Bildung) =zustandigen Genabschnitten abgeschrieben wurde. Nach einigen
Vorversuchen erzielten folgende Primer-Sequenzen die besten PCR-Effizienzen und

stellten sich somit als besonders geeignet heraus (siehe Tabelle 6):
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Tabelle 6: Primer-Sequenzen

ATF1-F GTACGAGGAGGATTACCA
ATF1-R ATGATCTCGGTGACAAC
ATF2-F AAGCCGTACTACGTTCG
ATF2-R CGCTCATGTCCATGTTC
IAH1-F TCCGTACCAACGAGAAC
IAH1-R TTGCCAAGCATCACCAC
BAT1-F CCAAATCCATCCAAGCCAAG
BAT1-R AGCAGATGGGTCAAGAGAAA
PAD1-F GGAAACCCCTTTATCTTCCA
PAD1-R GATGCCAAAGCAGTCTAGGA
RDN18-F CGGCTACCACATCCAAGGAA
RDN18-R GCTGGAATTACCGCGGCT

Von der Aufbereitung der Jungbierproben tber die Isolierung und Reinigung der RNA
bis hin zur Messung der daraus resultierenden cDNA wurde eine Reihe

unterschiedlicher Geratschaften bendtigt (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Geratschaften fur Messunien mittels Real-Time PCR

Mastercycler ep gradient Eppendorf, Hamburg
Labofuge GL Heraeus, Newport Pagnell, England
Centrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg
Rotanta 460R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Vortex Genie 2 Scientific Instruments, Bohemia, NY, USA
Nanodrop ND 1000 Spectralphotometer Thermo Scientific, Wilmington, DE., USA
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
LightCycler® 480 Roche, Penzberg
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 Roche, Penzberg

40



3 Material und Methoden

3.1.2 Material zur Detektion von Ausgasungsverlusten

3.1.2.1 Verluste bei simulierter Garung

Fur die Simulation von Garungsnebenprodukt-Verlusten wahrend einer Garung
wurden die Behaltnisse den fur die Weizenbierproduktion typischen offenen
Garbottichen nachempfunden. Darlber hinaus wurden einige Reinsubstanzen und

andere Materialien fir diese Versuchsreihe bendtigt.

Tabelle 8: Material zur Detektion von Ausiasunisverlusten

Acetaldehyd 298 % Merck, Darmstadt
Ethylacetat =298 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Isoamylacetat 297 % SAFC Supply Soluflons, USA
Diacetyl 297 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
4-Vinylguajakol =98 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ethanol 99,8 % Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

Tabelle 9: Sonstige Materialien fir Ausgasungsversuche

Pipette 10-1000 pl Gilson, Villiers le Bel, Frankreich
Pipetten-Spitzen 10-1000 pl Gilson, Villiers le Bel, Frankreich
Messkolben 50 ml und 100 ml Schott, Mainz
Elektronische Feinwaage Keine Angabe Sartorius, Goéttingen
Laborthermometer -30 bis +50°C Precision, West Dundee, USA
Fritten Porositat 0 Brand, Wertheim
Gaswaschflasche 2000 ml Schott, Mainz
b GepPure Keine Angaben Thermo Scientific, Niederelbert
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad mit Thermostat DC 1 Keine Angaben Firma Haake, Karlsruhe
. . wissenschaftliche Werkstatten,
pH Meter, Typ: WTW pH 422 Keine Angaben Weilheim i. Ob.
Magnetrihrer IKA-COMBIMAG . Janke & Kunkel GmbH u. Co. KG,
Keine Angaben
RED Staufen
HCI (6 mol/l) Keine Angabe Merk, Darmstadt

In Abbildung 11 ist der Aufbau des Versuchsstandes flr die simulierte offene Garung

dargestellt:
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Abbildung 11: Versuchsaufbau fir eine simulierte offene Garung

Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, wurde am CO,-Wandanschluss mit Manometer
ein Gasschlauch angeschlossen, der sich an seinem Ende in ein T-Stuck aufzweigte.
Mit Hilfe der Schwebekoérperdurchflussmesser (fir COz2) in den jeweiligen Messing-
Gehausen wurde der CO,-Durchfluss durch Drehkopfnadelventile exakt definiert.
Ausgehend von den drei Ausgangen dieser Gehause flhrte jeweils ein Gasschlauch
zu einem der entsprechenden Frittenanschlisse. Die Fritten wurden durch zwei
Stativstander mit jeweils zwei Universal-Stativklemmen und Doppelmuffen fixiert, die
fur die noétige Befestigung und mittige Zentrierung im Becherglasboden sorgten. Die
offenen, mit der Versuchsflissigkeit befullten Becherglaser wurden mittels Wasserbad
und Einhange-Umwalzthermostat konstant temperiert.

3.1.2.2 Bestimmung der relativen Flluchtigkeit ausgewahlter Aromakomponenten

FuUr diese Versuchsreihe wurden die gleichen Reagenzien und Verbrauchsmaterialien
wie unter Punkt 3.1.2.1 beschrieben verwendet. Es kam lediglich eine
Gaswaschflasche mit Deckel zum Einsatz. Um eine Kondensation des verdunsteten
Wassers wahrend der Versuchsreihe am Flaschenkopf und somit eine Verfalschung
der Ergebnisse zu vermeiden, wurde dort eine Rotlichtlampe angebracht. Daruber

hinaus musste das Wasserbad durch einen Eimer ersetzt werden, da die
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Flussigkeitssaule des zuvor verwendeten Wasserbades die Flussigkeitssaule in der
Gaswaschflasche nicht erreicht hatte.

Abbildung 12: Darstellungen des Versuchsaufbaus zur Detektion der relativen
Flichtigkeiten

3.1.2.3 Verluste an Aromastoffen im Weizenbier-Glas

Diese Versuchsreihe sollte einen Trinkvorgang in einem typischen Weizenbier-Glas
simulieren und die dabei entstehenden Verluste an wichtigen Aromastoffen wahrend

des Trinkvorganges aufzeigen.

Tabelle 10: Material zur Bestimmung von Verlusten an Garungsnebenprodukten beim
Trinkvorgang

Weizenbier-Glas 500 ml Sahm, Hohr-Grenzhausen

Handels-Weizenbier 500 ml Anonym, Keine Angabe

Horizontalschttler
LControl”

Keine Angabe Edmund Bihler GmbH, Hechingen

3.1.3 Material fir Gar- und Reifungsversuche

Alle Gar- und Reifungsversuche wurden in der Versuchsbrauerei des

Forschungszentrums durchgeflhrt. Hierbei wurden zylindrokonische Tanks

verwendet, die ein Hohen-Durchmesser-Verhaltnis von 1:2,5 aufweisen. Dieses

Verhaltnis wird auch in der Praxis empfohlen, um eine gute und homogene

Durchmischung der Hefe zu gewahrleisten ohne zu grof3e Konvektionsstrome zu
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erhalten. Die Tanks fassen ein Gesamtvolumen von 66,0 | (inkl. Steigraum) und sind
fur Sude von ca. 50 | ausgelegt. Alle Tanks verfugen sowohl Uber eine Zargenkihlung

als auch Uber eine separate Konuskuhlung.

Abbildung 13: ZKTs der Versuchsbrauerei am Forschungszentrum

Fir die Reifungsversuche mittels Flaschengarung wurden 0,5 | NRW-Flaschen
verwendet. Das Jungbier wurde im Anschluss an die Versuchsgarungen am
Forschungszentrum mittels automatisierter Flaschenfullmaschine der Firma SIDEL
abgefullt (vgl. Abbildung 14). Fur die Reifungsversuche kamen des Weiteren folgende

Zusatze zum Einsatz:

Tabelle 11: Material fiir Reifeversuche

D(+)-Glucose wasserfrei Keine Angabe Firma Carl Roth, Karlsruhe
D(+)-Maltose-Monohydrat Keine Angabe Applichem, Darmstadt
Saccharose Keine Angabe Sudzucker, Mannheim

Weizenbier-Wirze mit Schiittungsverhaltnis
60/40 (Weizenmalz zu Gerstenmalz)
Kristallweizen mit Schittungsverhaltnis
60/40 (Weizenmalz zu Gerstenmalz)

Keine Angabe Mittelstandische Brauerei

Keine Angabe Mittelstandische Brauerei
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Abbildung 14: Flaschenflullmaschine des Forschungszentrums

3.1.4 Material fur KZE-Versuche

Die KZE-Versuche wurden sowohl im Labormafstab als auch in drei unterschiedlichen

Brauereien im GroBmafstab durchgefuhrt. FUr den Labormalistab kamen folgende

Materialien zum Einsatz:
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Tabelle 12: Material fir KZE-Versuche

Pipette 10-1000 pl Gilson, Villiers le Bel, Frankreich
Pipetten-Spitzen 10-1000 pl Gilson, Villiers le Bel, Frankreich
Rollrandglas ND11 1,5 ml Zefa-Laborservice, Minchen
Elektronische Feinwaage Keine Angabe Sartorius, Gottingen
Laborthermometer -30 bis +50°C Precision, West Dundee, USA
TKA Gerqure Keine Angaben Thermo Science, Niederelbert
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad mit Thermostat DC 1 Keine Angaben Firma Haake, Karlsruhe
Weizenbier mit 1 Mio. Keine Angaben anonvm
Hefezellen/ml 9 y
Kronkorken-VerschlieRer Keine Angabe ESCHEGN.LOHR GmbH,
Unzburg
Kronenkorken Keine Angaben AL (R G__mbH &ICoKG,
Klps
Kihlbox Keine Angaben Keine Angaben

Fir die Versuchsdurchfihrung im GroBmafRstab kam ein Handprobenehmer mit CO2-
Anschluss zum Einsatz. Mittels dieser Apparatur kann die Probenahme nach der KZE
schaumfrei mit Gegendruck vorgenommen werden, der je nach CO2-Partialdruck im
Bier an der CO2-Flasche individuell einstellbar ist. Darliber hinaus wurden sterile 0,5 |
NRW-Flaschen benutzt, die mit einem Kronenkorken direkt nach den Probenahmen

verschlossen wurden.

3.1.5 Material flr Lagerungsversuche

Um die Veranderung von abgefullten Weizenbieren wahrend der Lagerung zu
analysieren, wurden die Flaschenbiere bei unterschiedlichen Temperaturen
aufbewahrt und in regelmaRigen Abstanden analysiert. Hierbei kamen folgende

Geratschaften bzw. Raumlichkeiten zum Einsatz:
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Tabelle 13: Material fir Laierunisversuche

Bebritungsschrank 30°C Keine Angabe Firma Memmert, Schwabach

Bebrutungsschrank 40°C Keine Angabe Firma Memmert, Schwabach
Kaltekammer 10°C Keine Angabe Keine Angabe
Kaltekammer 4°C Keine Angabe Keine Angabe

3.1.6 Material zur Detektion von Garungsnebenprodukten in Bier

Die Detektion der Garungsnebenprodukte erfolgte an einem Gaschromatographen
mittels Headspace-Technik und FID. Die Methode entspricht MEBAK (1996) Il 1.1.1
(Pfenninger, 1996).

Fuir diese Analyse wurden spezielle Rollrand-Flaschen (Zefa-Laborservice)
verwendet. Als interner Standard diente eine 4%ige n-Butanol-L6sung, die jeder Probe
zugegeben wurde.

Die Analyse von 4-Vinylguajakol erfolgte mittels HPLC. Am Forschungszentrum wurde
hierfur das Model DINOEX UltiMate 3000 verwendet. Die Proben wurden fur die
Messung in 1 ml Autosampler-Flaschen Uberflhrt (Jacob, 2012).

3.1.7 Material zur Detektion von Alterungskomponenten

Die Ermittlung von Alterungskomponenten erfolgte am Forschungszentrum nach
MEBAK 2.23.4 (Jacob, 2012). Fir diese Methode wurden die im Folgenden

dargestellten Materialien und Geratschaften benétigt:
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Tabelle 14: Materialien zur Messung von Alterungskomponenten

Eppendorf Transferpipette 100 — 1000 pl Brand GmbH, Wertheim
Vollpipette 4 und 5 ml Brand GmbH, Wertheim
Destillationskolben Keine Angabe Velp Scientifica, Usmate, Italien
Erlenmeyerkolben 100 und 300 ml Schott, Mainz
Zentrifugenglas Keine Angaben Schott, Mainz
Rollrandglas ND11 1,5 ml Zefa-Laborservice, Miinchen
ercoemsatzg Klarglas mit 0,1 ml Zefa-Laborservice, Minchen
Spitze
Semiautomatic Destillation Unit Keine Angaben Velp Scientifica, Usmate, Italien
HS 501 digital Schilttier Keine Angaben Janke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen
Waage iso CAL LC 6201S Keine Angabe Sartorius, Goéttingen
Zentrifuge Rotina 420R Keine Angaben Hettich, Tuttlingen
Rz IRIE g [PEn Keine Angaben Perkin Elmer, Waltham, MA
Elmer Clarus 580
Ethanol 99 % Merck, Darmstadt
Essigsaure 100 % Merck, Darmstadt
Dichlormethan >99,8 % Merck, Darmstadt
Ammoniak 25 % Merck, Darmstadt
Natriumchlorid 99% Merck, Darmstadt
Interner Standard 1: 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Buttersduremethylester ° Steinheim

3.1.8 Material fir weitere Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Analysen im akkreditierten Labor des
Forschungszentrums durchgefuhrt. Folgende Analysen wurden vom Fachpersonal

des Forschungszentrums durchgefuhrt:

Messung des Extraktgehaltes
pH-Wert
Stammwurzedetektion
Endvergarungsgrad

Bestimmung des Zuckerspektrums

2B T

Detektion von Aminosauren sowie FAN-Gehalts
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Alle hierfur benotigten Materialien sind den Standardarbeitsanweisungen (SAA) des

Institutes zu enthnehmen.

3.1.9 Hefestamme

Alle Hefen, die flr Gar- und Reifungsversuche propagiert wurden, stammten aus dem

Hefezentrum Weihenstephan. Hierbei fanden folgende Hefestamme Verwendung:

Hefestamm TUM 68

Hefestamm TUM 127
Hefestamm TUM 175
Hefestamm TUM 214
Hefestamm TUM 505

vV V VYV V V

Neben diesen Hefestammen kamen auch Trockenhefen flir Reifungsversuche zum
Einsatz. Diese wurden von der Firma Lallemand in Montreal, Kanada, bezogen.

Folgende Trockenhefen wurden hierbei verwendet:

Nottingham Ale Yeast (Saccharomyces cerevisiae)

Munich Wheat Beer Yeast (Saccharomyces cerevisiae)
Windsor British Style Beer Yeast (Saccharomyces cerevisiae)
Wine Yeast Bry 465

Wine Yeast EXP 2014 02

vV V V V V
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3.2 Methoden

3.2.1 Verkostungs-Schemata

Zur sensorischen Bewertung von Bieren bieten sich eine Reihe von unterschiedlichen
Verkostungsschemata an. Hierbei wird prinzipiell zwischen bewertenden
Verkostungen und Unterschiedsprufungen differenziert. In dieser Arbeit wurden in
erster Linie bewertende Verkostungen durchgefuhrt. Es kamen dabei folgende

Verkostungstypen zum Einsatz:

Beschreibende Verkostung

Beschreibende Prufungen werden dazu genutzt, Proben nach Aussehen, Geruch,
Geschmack und Textur zu beschreiben. Bei einer Bierverkostung dient dazu das
sogenannte Flavorrad, welches im Jahr 1973 entwickelt wurde. Kurz beschrieben stellt
das Flavorrad eine Sammlung beschreibender Eindricke fur die sensorische
Beurteilung von Bier dar. Es beinhaltet 14 Begriffsklassen mit 44 Oberbegriffen und 78
untergeordneten Begriffen. Fur die Beschreibung des Geruchs sind die Klassen von
eins bis acht maflgeblich, die Klassen von neun bis 14 beschreiben den Geschmack.
Zusatzlich werden weitere sensorische Methoden durch die Terminologie des
Flavorrads unterstitzt (Back, 2005) .
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Abbildung 15: Flavorrad zur Beschreibung verschiedener Aromaeindricke im Bier

(Jacob, 2013)

DLG-Verkostungsschema

In Deutschland wird

Landwirtschaftsgesellschaft (DLG) eingesetzt. Dabei werden Parameter wie Geruch,
Reinheit des Geschmacks, Vollmundigkeit, Rezenz und die Qualitat der Bittere eines
Bieres bewertet. Dazu dient eine hedonische Punkteskala von 1 bis 5 (Koch, 1986).
Die Geruchs- und Geschmacksbewertung wird stark von der Reinheit abhangig
gemacht und somit wird dem Erkennen von Off-Flavor-Noten wie Diacetyl,
Dimethylsulfid, Lichtgeschmack (3-Methyl-2-Buten-1-Thiol) und I6sungsmittelartiger
Geschmack (Ethylacetat) viel Bedeutung beigemessen. Fir die Beurteilung der

Vollmundigkeit wurde der Ausdruck ,sortentypisch® eingefuhrt. Die Rezenz beschreibt
Die Bittere umfasst

insbesondere das Verkostungsschema der

den angenehmen bis schalen Geschmack des Bieres.

Sinneseindricke von ,sehr fein“ bis ,stark nachhangend® (Schénberger, 2004). Zur
Berechnung der Gesamtnote werden die Einzelbewertungen gemittelt. Hierbei gehen
die Bewertung des Geruchs, des Geschmacks und der Bittere doppelt in die

Bewertung ein. Die Note wird mit zwei Dezimalstellen angegeben.
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Spezifische Verkostung fur Weizenbiere

Die spezifische Verkostung fur Weizenbiere beruht auf der DLG-Verkostung nach
MEBAK (Mitteleuropaische Brautechnische Analysenkommission). Die Prifer
bewerten Biere in Halbnotenschritten nach ihrem phenolischen, estrigen und hefigen
Aroma. Bei dieser Art der Verkostung nach Herrmann wird sowohl die Intensitat als
auch die Qualitdt der genannten Aromaeindricke bewertet (Herrmann, 2005b). Ein

Beispiel fur einen Prifungsbogen ist in Abbildung 16 dargestellt:

Priifer: |Probe: [ |
Datum
Geruch Trunk Vollmundigkeit Rezenz Bittere

Estrige Note

Geruch Geschmack
[ 2 T Intensitat [ 1 2 3 4 "SI

Geschmack
intensitat [ 1 2 ST AT
Qualitt [ 2 3 g

Hefige Note

Geruch Geschmack
[ 2 3 9. intensitat [ 1 2 3 4TSI
[1 2 3 A0Sl Quaitst | 1 2 o Aanea
Beschreibung:
Sonstige

B ORI o nirssesreremsarinssmpmnsssaitonssiinistessermsssh st R AR RGOSR A

Intensitat: 1 = nicht wahrnehmbar; 5 = sehr stark
Qualitat: 1 = unangenehm; 3 = neutral; 5 = angenehm

Abbildung 16: Spezifische Weizenbierverkostung nach Herrmann
(Herrmann, 2005b)
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3.2.2 Detektion von Géarungsnebenprodukten mittels
Gaschromatographie

Die Analyse zur Detektion von Garungsnebenprodukten wurde nach der
Standardmethode aus MEBAK Band II, Kapitel 1.1.1 durchgefihrt (Miedaner, 2002).
Zur Analysenvorbereitung wurden 2 ml destilliertes H20 in einem 20 ml GC-
Rollrandglas vorgelegt und mit 2 ml Bier und 1 ml internen Standard versetzt.
AnschlieBend wurde das GC-Rollrandglas mit einer Bordelkappe und einem
Gummistopfen rasch verschlossen, um einen Verlust der flichtigen Substanzen zu
vermeiden. Daraufhin wurde die Probe am GC mittels Headspace-Technik und FID
analysiert. Erfasst wurden Acetaldehyd, die hoheren Alkohole 1-Propanol, i-Butanol

und Amylalkohole sowie die Ester Isoamylacetat und Ethylacetat.

Bedingungen fiir die GC-Analysen:

» Trennsaule: INNOWAX Crosslinked Polyethylenglycol
60 m*0,32 mm*0,5um

Ofentemperatur: 200°C

Injektortemperatur: 150°C

Detektortemperatur: 250°C

Injektionszeit: 4 s.

Analysenzeit: 17 min.

YV V. V V V V

Temperierzeit: 45 min.

3.2.3 Detektion von 4-Vinylguajakol mittels HPLC

Die Detektion von 4-Vinylguajakol erfolgte mittels Umkehrphasenchromatographie und
UV-Detektor. Die Bierproben wurden hierfir im Vorfeld der Analyse in einem
Ultraschallbad entkohlensauert. Bei naturtriben Bieren wie z.B. Weizenbier ist eine
Zentrifugation bei 4000 Umdrehungen fur 10 min. sowie die Verdinnung mit
destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:2 notwendig. Von diesem Substrat wird
daraufthin 1 ml in ein Autosample-Flaschchen Uberflhrt und bis zur Analyse bei 4°C

gelagert. Die Geratebedingungen wurden wie folgt gewahlt:
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HPLC-Saule: C18 Nucleosil 100-7-RP125*4 mm
Saulentemperatur: 27°C
Fliel3mittel: Puffer (580 ml Reinstwasser mit 420 ml Methanol mischen

und mit H3PO4 auf pH 2,50 einstellen, 15min. im
Ultraschallbad entgasen)

Fliel3rate: 0,9 ml/min

Einspritzvolumen: 20 pl

Wellenlange: 260 nm

Range: 0,005

Analysenzeit: 18 min

3.2.4 Detektion von Alterungsindikatoren mittels

Gaschromatographie

Da die Konzentrationen der zu ermittelnden Alterungsindikatoren sehr gering sind (im
pg/l-Bereich), war eine Aufkonzentrierung mittels Destillation als Vorschritt notwendig.
Nach  diesem Vorgang, der den  Standardarbeitsanweisungen  des
Forschungszentrums entnommen werden kann, folgte die eigentliche Aufbereitung
und Analyse.

Die einzelnen Arbeitsschritte sahen hierbei wie folgt aus:

» 200 ml des Destillats in einem in Eiswasser stehenden Erlenmeyerkolben
auffangen

Destillat mindestens 30 Minuten in den Kuhlschrank stellen

22,0 g NaCl in Zentrifugenglas einwiegen

mit ca. 80 g Destillat aufwiegen

YV V VYV V

1200 pl kaltes Dichlormethan und 4 ml Ammoniakldésung (25 %ig)

zugeben

» Fest verschraubtes Zentrifugenglas 30 Minuten im Turbulaschuttler
durchmischen

» Im Anschluss die Probe mindestens 30 Minuten in den Gefrierschrank
stellen

» Probe 15 Minuten bei 3000 U/min und -5°C zentrifugieren
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> Wassrigen Uberstand mit Wasserstrahlpumpe bis auf die entstandene
Methylenchloridperle abziehen

» Methylenchloridperle in Eppendorf-Tube Uberfuhren

» Methylenchlorid mittels GC-Spritze in HPLC-Autosampler-Flaschchen
Uberfihren

» Verschlossene Flaschchen bis zur Analyse im Gefrierschrank

aufbewahren.

Bedinqungen fur die GC-Analysen:

Trennsaule: M u. N 60 m * 0,25 mm Optima-5-MS 1,00 ym
Injektortemperatur: 250°C

Ofentemperatur: 40°C

Detektortemperatur: 310°C

Temperaturprogramm:

40°C Haltezeit 10 min

4°C/min auf 160°C  Haltezeit 0 min

3°C/min auf 210°C  Haltezeit 0 min

45°C/min auf 300°C  Haltezeit 5 min

Y V. V V V

Forcier-Methode

Um die Zeit des natirlichen Alterungsprozesses zu reduzieren, wird die sogenannte
Forcier-Methode angewandt, die eine kinstliche Alterung simulieren soll. Hierzu wird
das Bier 24 Stunden auf einem Horizontalschuttler bei Raumtemperatur geschuttelt
und anschlieRend bei 40°C im Trockenschrank fur vier Tage aufbewahrt. Das
Schutteln simuliert den Vertriebsweg eines Bieres per LKW und die hohen
Temperaturen beschleunigen die Bildung von Alterungskomponenten. Dieses
Procedere simuliert eine natlrliche Alterung von ca. 3 — 4 Monaten (Eichhorn, 1987;
Lustig, 1994).
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3.2.5 Messungen von Genexpressionen mittels Real-Time PCR

Fir die Messung der Genexpression in Hefezellen war zuvor eine Reihe von
Arbeitsschritten notwendig. Zunachst musste die Hefezellzahl in der Jungbier- bzw.
Bierprobe moglichst exakt auf 100 Mio. Zellen pro ml eingestellt werden. War dies
gewahrleistet, wurden die Hefezellen aufgeschlossen. Nachfolgend musste die RNA
und die ebenfalls in der Probe noch enthaltene DNA aufgereinigt werden, d.h. von
ubrigen Zellsubstanzen separiert werden. Im Folgeschritt wurde die RNA von der nicht
bendtigten DNA getrennt und auf eine bestimmte Konzentration eingestellt. Da es nicht
maglich ist, RNA mittels Real-Time PCR zu messen, musste diese zunachst in cDNA
umgeschrieben werden. Nach einer exakten Einstellung der cDNA-Konzentration
erfolgte die Real-Time PCR-Messung. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen

Arbeitsschritte ist im Folgenden dargestellt.

Einstellung einer definierten Hefezellzahl

> Jungbierprobe entnehmen

» Hefezellzahl mittels Thoma-Zahlkammer bestimmen

» Benotigtes Probenvolumen in Sarstedt-Rohrchen geben, um
200 Mio. Zellen / 2 ml zu erhalten (Doppeltes Volumen der bendtigten
Zellzahl)
15 min bei 4000 U/min zentrifugieren (wenn moglich bei 4°C)
Uberstand verwerfen

>
>
» 2 ml destilliertes H20 hinzugeben
> Pellet mittels Vortexer I6sen

>

1 ml entnehmen und in Eppendorf-Tube Uberflhren

Aufreinigen der RNA
» Eppendorf-Tube zentrifugieren (2 min bei 14.000 rpm)

Uberstand mit Pipette abziehen
300 pl ,Extraction Reagent” und 1 pl ,Proteinase K* auf Pellet pipettieren
Vortexen bis alle Plattchen geldst sind (ca. 10 s)

Fir 15 min bei 70°C inkubieren und nach 5 min und 10 min vortexen

vV V V V V

Probe fiir 3 - 5 min auf Eis stellen
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> 175 ul ,MPC Protein Precipitation Reagent“ zu den Proben pipettieren

v

10 min bei 4°C und 11.200 rpm zentrifugieren (Probe auf Eis
transportieren)

Uberstand mit Pipette in neues Eppendorf-Tube liberfiihren

500 pl Isopropanol zu den Proben geben und 30 - 40 mal ruhig wenden
Erneut 10 min bei 11.200 rpm und 4°C zentrifugieren

Uberstand mit Pipette entfernen

vV V V V V

Pellet kann bei Bedarf eingefroren werden (-20°C)

Trennung der RNA von der DNA
» In steriles Eppendorf-Tube 200 pl ,DNAse 1“ geben
» DNAse 1-Herstellung:
= 175 pl destilliertes Wasser
= 20 ul 10x-DNAse Puffer
= 5 ul RNAse-free-DNAse
200 pl DNAse 1-Losung auf Pellet pipettieren

Vortexen

Far 20 min bei 37°C inkubieren

200 pl ,2XT and C Lysin Solution“ zupipettieren

Vortexen

200 ul ,MPC Protein Precipitation Reagent® zupipettieren
Vortexen

Probe fur 3 - 5 min auf Eis stellen

10 min bei 4°C und 11.200 rpm zentrifugieren

Uberstand mit Pipette in neues Eppendorf-Tube tiberfiihren
500 pl Isopropanol zu den Proben geben und 30 - 40 mal wenden
10 min bei 4°C und 11.200 rpm zentrifugieren

Uberstand vorsichtig mit Pipette entfernen

Probe 2 mal mit 70 %igem Ethanol rinsen

Ethanol vorsichtig entfernen

RNA in 35 ul ,TE-Puffer” resuspendieren

1 ul ,RiboGuardRNAse“ zugeben

Proben schitteln

YV V. V V V V V V VYV V V V V V V V V V VY

RNA-Konzentration mittels Nanodrop messen(260 nm)
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Gewinnung

der cDNA aus RNA

>

RNA, Oligo dT, 10 mM dNTP und DEPC-treated water in ein Eppendorf-
Tube pipettieren; die bendtigten Volumina sind mittels Tabelle 15 zu
berechnen; die aus dem vorangegangen Schritt ermittelten RNA-
Konzentrationen sind individuell fur jede Probe zu berechnen. Hierfur
ergibt sich ein exaktes Pipettierschema, um eine RNA-Konzentration von

1 ug zu gewahrleisten.

Tabelle 15: Grundsatzliche Erstellung des Mastermixes 1 fur die Gewinnung von

cDNA
Reagenz Menge
1 ug RNA x Ml, je nach ermittelter RNA Konzentration
Oligo (dT)18 Random Hexamer 1 ul
10 mM dNTP 1 ul
DEPC-treated water auf 10 ul auffllen

>

\4

Im Folgeschritt jeweils 10 ul jeder Probe (RNA, Oligo dT, dNTP-Gemisch
und DEPCT Wasser) in PCR-Streifen (PCR-8er-strips, Firma Brandt
GmbH & CoKG, Wertheim) pipettieren

Proben werden bei 65°C fir 10 min in Thermocycler inkubiert

Proben fir 2 min auf Eis stellen

In der Zwischenzeit Mastermix 2 in Eppendorf-Tube gemal} Tabelle 16

pipettieren

Tabelle 16: Mastermix 2 fur die Gewinnung von cDNA
Reagenz ‘ Menge

5x RT Buffer 4 pl
RNAse Inhibitor 1l
Reverse Transkriptase (200 u/ul) 0,25 pl
DEPC-treated water auf 10 pl auffillen

» 10 ul des Gemisches zu den Proben pipettieren und vorsichtig einmal

durchmischen

> Im Folgenden fir 45 min bei 41°C inkubieren
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> Anschlielend 15 min bei 70°C inkubieren
> Proben auf Eis stellen

» cDNA-Konzentration mittels Nanodrop vermessen (260 nm)

Konzentration der cDNA einstellen

» Beispiel fur die Konzentrationseinstellung der cDNA

Tabelle 17: Beispiel fur Konzentrationseinstellung der cDNA
Reagenz ‘ Menge

cDNA Konzentration [ug/pul] 382,2
Volumen fur 0,35 pg cDNA 0,92

Ml cDNA far 350 ng/ul 18,32

pl DEPC-treated water fur 350 ng/2,5ul 31,68

» Somit wird eine cDNA-Konzentration von 350 ng pro Reaktion (2,5 ul)
eingestellt

» Die Mischungen werden in Eppendorf-Tubes hergestellt

» Verdunnungen 10 min auf Horizontalschuttler stellen

Genexpressionsmessung mittels Real-Time PCR
» Das Volumen flir die Messung mittels PCR ergibt sich aus 22,5 pyl Mastermix

und 2,5 ul Probe. Die Mastermixe werden nach folgender Tabelle vorbereitet:

59



3 Material und Methoden

Tabelle 18: Reagenzien-Zusammensetzung fur PCR-Messung

Reagenz Menge

SensiMix Sybr No ROX 12,5 pl
Forward Primer 1,25 pl
Reverse Primer 1,25 ul

cDNA 2,50l
DEPC-treated Water auf 25 ul auffillen
Template-Volumen 2,5 ul

» PCR starten, die nach dem Temperatur-Zeit-Protokoll in Tabelle 19 ablauft.

Tabelle 19: Temperatur-Zeit-Protokoll des LightCyclers

Schritt Schrittprotokoll Temperatur [°C]  Zeit [mm:ss] Zyklen

Vorinkubation 95 10:00 1

Denaturation 95 00:15
Amplifikation Annealing 58 00:10 40

Elongation 72 00:10
Denaturation 95 00:05

Schmelzkurve Annealing 72 01:00 1

Schmelzvorgang 97 kontinuierlich
Kuhlung 40 00:30 1

Messung des RNA- bzw. cDNA-Gehaltes mittels Nanodrop

e Probeklappe 6ffnen und 2 pl destilliertes Wasser einpipettieren
e DNA- oder RNA-Messung auswahlen

e System zunachst mit 2 yl des verwendeten Puffers kalibrieren

2 ul Probe einpipettieren

Nach Messungen Papiertuch mit destilliertem Wasser befeuchten und

wiederum abwischen

3.26 Gar- und Reifungsbedingungen  fur  Tank- und
Flaschengéarungen

Fir alle Gar- und Reifungsversuche wurden die ZKTs der Versuchsbrauerei am
Forschungszentrum verwendet. Alle Versuche wurden als Dreifachversuch

durchgefuhrt, d.h. es wurden stets exakt die gleichen Gartanks fur die Versuchsreihen
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herangezogen. Das bendétigte Anstellvolumen wurde durch Differenzwagung bestimmt
und so verteilt, dass in jedem der Behalter exakt 30 bzw. 50 Liter Substrat enthalten
waren. Zur genauen Berechnung wurde eine Dichte der Wurze von 1,05 kg pro Liter
angenommen. Die bendtigte Hefemenge wurde durch die Ermittlung der Zellzahlen
mittels Thoma-Zahlkammer bestimmit.

Um das Garsubstrat moglichst schaumfrei und unter kleinstmoglicher
Sauerstoffaufnahme in die Tanks zu Uberfuhren, wurde die Wurze von unten in die
ZKTs mit einem CO,-Forderdruck von ca. 1,5 — 2,0 bar und entsprechender
Gegendruck-Einstellung des Spundapparates eingebracht. Die Hefe wurde kurz vor
dem Anstellen durch Ruihren homogenisiert und mit Hilfe eines desinfizierten
4,0-Liter-Messbechers von oben in die offenen ZKTs gegeben. Abschlieliend wurden
die Tanks mit der Domarmatur verschlossen und die mit Hefe versetzte Wurze durch

Einblasen von Sterilluft definiert bellftet.

Tabelle 20: Verwendete Garparameter in den Gar- bzw. Lagertanks

MalRstab 30 oder 50 | Anstellwirze
Anstellzellzahl 10 Mio. Zellen pro ml
Gartemperatur 20°C isotherm

Gardauer Variabel je nach Versuch

CO,-Druck Drucklos oder 1 bar Uberdruck

Fir die Reifungsversuche in den ZKTs wurde die Temperatur dem jeweiligen Versuch
angepasst. Als Substrat wurde Kristallweizen aus einer mittelstandischen Brauerei in
ausreichend grolRer Menge aus einer Charge bezogen. Das Kristallweizen wurde
zunachst unter definiertem Schuitteln entgast. Somit stand ein definiertes hefe-freies
Reifungsmedium fir alle Versuche zur Verfugung. Alle Ubrigen Vorgehensweisen sind
identisch zu den beschriebenen Garversuchen. Die Zugabe von verschiedenen
Speisegaben fur die Flaschengarung wurde durch Vorlegen der Speise bzw. der
Zucker in die Flaschen und anschlieBender Zugabe des Jungbiers durch die
automatische Flaschenfillmaschine realisiert. Fur alle Reifungsversuche wurde das
Substrat mit 1 % Extrakt aufgespeist. Die Hefemenge fiir die Reifungsversuche wurde
auf 1 Mio. Zellen/ml eingestellt. Um eine identische Hefequalitat sicher zu stellen,

wurde zuvor ein Lebend-Tot-Nachweis mittels Methylenblau-Methode durchgefuhrt.
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3.2.7 Durchfiihrung der KZE-Versuche

Far die KZE-Versuche im Labormafstab wurden Rollrand-Flaschen mit 2 ml Bier, das
1 Mio. Hefezellen/ml beinhaltete und frisch aus der Brauerei ohne KZE-Einwirkung
bezogen wurde, beflllt. Die Flaschen wurden sofort nach dem Beflllvorgang
verschlossen und im Anschluss in ein Wasserbad bei 70 °C gestellt. Hier verweilten
sie fir 9 min 10 s (150 PE) sowie fur 14 min 40 s (300 PE). Die Verdoppelung der
Pasteureinheiten entspricht deshalb nicht einer Verdopplung der Heil3haltezeit, da die
Zeit berucksichtigt werden muss, die bis zum Erreichen der Kerntemperatur von 70°C
bendtigt wird. Nach beendeter Warmebehandlung wurden die Proben sofort auf Eis
gestellt, um eine weitere Hitzeeinwirkung und somit eine Verfalschung der Ergebnisse
zu vermeiden. Nach Abkuhlung der Proben wurden die Flaschen vorsichtig gedffnet
und mit dem internen Standard versetzt. Die Proben wurden im Anschluss direkt in
den Rollrandflaschen analysiert.

Fir die Versuche im Gro3malistab wurden die Bierproben aus den in der jeweiligen
Brauerei vorhandenen Probenahme-Hahnen direkt nach der KZE im Gegendruck in
NRW-Flaschen abgefullt. Somit wurde ein Austrag an Aromakomponenten durch
Schaumbildung verhindert. Die Flaschen wurden umgehend nach dem Befull-Vorgang
mittels Kronenkorken verschlossen und wie in 3.2.2 beschrieben analysiert. Fir den
Transport wurden die Proben dunkel und in Kuhlboxen gelagert, um keine

Verfalschung der Ergebnisse zu verursachen.

3.2.8 Lagerbedingungen fir Geschmacksstabilitatsversuche

Die fur diese Versuchsreihe verwendeten Biere wurden von zwei mittelstandischen
deutschen Brauereien zur Verfligung gestellt. Der Unterschied zwischen den beiden
Bieren lag im Herstellungsverfahren, da ein Bier mittels traditioneller Flaschengarung,
das andere mittels Tankgarung hergestellt wurde. Somit ergaben sich auch deutliche
Unterschiede bezuglich der Hefezellzahlen in der abgeflllten Flasche. Beide Biere
wurden am selben Tag in den Brauereien abgefullt und direkt im Anschluss am
Forschungszentrum bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert. Die Biere wurden
hierbei fur 12 Wochen bei 4°C, 10°C, 20°C, 30°C und 40°C aufbewahrt und alle 2

Wochen analysiert.
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3.2.9 Weitere Analysen

Neben den beschriebenen Analysen wurde eine Reihe an Untersuchungen im
akkreditierten Labor des Forschungszentrums durch das Laborpersonal durchgefiihrt.

In der folgenden Tabelle sind diese aufgefuhrt und konnen den jeweiligen MEBAK-

Richtlinien entnommen werden.

Tabelle 21: Sonstige am Forschungszentrum durchgefuhrte Analysen
(Jacob, 2012; Miedaner, 2002; Pfenninger, 1996)

Wirze, Jungbier, Bier

Extrakt, Stammwirze

MEBAK 11 2.10.6.3

Wirze, Jungbier, Bier pH-Wert MEBAK Il 2.14
Widrze, Jungbier, Bier Zuckerspektrum MEBAK Il 3.2.1
Wirze, Jungbier, Bier Freier Aminostickstoff (FAN) MEBAK Il 3.3

Wirze, Jungbier, Bier

Extrakt (s/w), Alkohol /
Vergéarungsgrad

MEBAK 11 2.10.6.3

Jungbier

Diacetyl gesamt

MEBAK 111 1.2.1

Jungbier

2,3-Pentandion

MEBAK 111 1.2.1

Jungbier, Bier

Fettsauren

MEBAK Wirze, Bier,
Biermischgetranke 2.21.4

Bier

Schaumkennzahl

MEBAK Wirze, Bier,

Biermischgetranke 2.18.4

3.2.10 Statistische Methoden

> Arithmetischer Mittelwert

Der Mittelwert wird in der Mathematik dazu verwendet, den Durchschnitt einer
Wertereihe zu erfassen. Mathematisch stellt sich die Berechnung dieser Messgrolie

wie folgt dar:

Formel 10:

Der Mittelwert ergibt sich demnach aus der Summe der Einzelversuche (xi), wobei n

die Anzahl an Versuchen beschreibt (Papula, 2001).
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> Standardabweichung

Die um 1860 von Francis Galton entwickelte Standardabweichung s; ist ein Maf} fur

die Streuung um den Mittelwert. Sie ist mathematisch definiert als:

1 —
Formel 11: Sy = ’S,% = \/_n—l . 7il=1(xi _ x)z

> Konfidenzintervall

Das Konfidenzintervall a bzw. der Vertrauensbereich ist ein aus den
Stichprobenwerten berechnetes Intervall, welches den wahren, aber unbekannten
Parameter mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit (der
Vertrauenswahrscheinlichkeit) angibt. Wird als Wahrscheinlichkeit beispielsweise
95 % vorgeschrieben, so heil’t dies, dass bei haufiger berechtigter Anwendung des
Intervalls die berechneten Konfidenzintervalle in etwa 95 % der Falle zutreffen und nur
5 % nicht erfasst werden (Sachs, 2009). Fir die Bestimmung der Konfidenzintervalle

diente die Student t-Verteilung, die sich wie folgt berechnet (Gosset, 1908):

tm's_)_c

Vn

Formel 12: a =

sz : Standardabweichung
tm: t-Wert

Jn: Anzahl der Messwerte

Fir alle in dieser Arbeit verwendeten Vertrauensbereiche wurde eine

Wahrscheinlichkeit von P = 95 % festgelegt.
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» Pearson-Korrelation

Die Pearson-Korrelation dient dazu, statistische Zusammenhange zwischen zwei

MessgrofRen bzw. Messreihen herzustellen. Sie ist wie folgt definiert (Kdhler, 2007):

Formel 13: r = z(x—_x)(y—y)_
V-2 (y-y)2
Hierbei sind: x = Messwert des Merkmals A

y = Messwert des Merkmals B

65
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Charakterisierung verschiedener Weizenbier-Hefestamme
hinsichtlich der Aromastoffsynthese unter standardisierten
Bedingungen

4.1.1 Definition der standardisierten Bedingungen

Das Aromaprofil eines Weizenbieres ist wie unter Punkt 2.3 bereits beschrieben von
einer Reihe von Faktoren abhangig. Demnach variiert der Gehalt an Estern, hoheren
Alkoholen und anderen Garungsnebenprodukten, die von der Hefe gebildet werden,
von Brauerei zu Brauerei, selbst wenn der identische Hefestamm verwendet wird.
Dennoch besitzt jeder Hefestamm ein eigenes Genom und somit unterschiedliche
Fahigkeiten zur Aromastoffsynthese. Der Hefestamm spielt dabei fur die
Aromastoffbildung die Hauptrolle. Je nach verwendeter Hefe kommt es zu
unterschiedlich starker Bildung von Estern und somit auch zu anderen
Aromakompositionen, die die Sensorik beeinflussen (Verstrepen, 2003a). Zwar
existieren bereits Technologien zur Vorhersage von Garungsprozessen, allerdings ist
das Esterbildungsverhalten noch nicht abschatzbar (Hoche, 2011). Um das zu
erwartende Aromaprofil eines Weizenbieres einschatzen zu kdnnen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit die wichtigsten Weizenbier-Hefestdmme unter standardisierten
Bedingungen auf ihr Garverhalten sowie ihre Aromastoffbildung getestet. Fir die
Gewahrleistung dieser Bedingungen mussen Wirze-Zusammensetzung sowie
Hefephysiologie und die technologischen Garbedingungen konstant sein.

Um eine konstante Wirze-Zusammensetzung bereitzustellen, gibt es mehrere
Madglichkeiten. Zum einen kann auf einen Wiurze-Extrakt oder ein Wirze-Granulat
zuruckgegriffen werden. Diese Varianten haben den Vorteil einer exakten, konstanten
Zusammensetzung. Allerdings musste in Vorversuchen dieser Arbeit festgestellt
werden, dass die mit Hilfe dieser Grundstoffe produzierten Wurzen einen deutlich
negativen Einfluss auf die Sensorik sowie auf die TBZ im Falle des getesteten
Malzextrakts aufweisen. Die Vergleichbarkeit zu normalen Weizenbier-Wurzen war
somit nicht gegeben. Da ein Schwerpunkt dieser Arbeit jedoch auf der Sensorik lag,
wurden diese Varianten als ungeeignet eingestuft. Dartber hinaus ergibt sich bei
Malzextrakten die Problematik der Haltbarkeit. Werden grof3ere Mengen eines

Extraktes fur eine Versuchsreihe bezogen, kommt es bei Entnahme einer Teilmenge
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aus dem Gebinde stets zu Kontakt mit Sauerstoff, im schlimmsten Fall mit Wasser.
Dies fuhrt zu Oxidationen und somit zu Veranderungen in der Zusammensetzung. Da
diese Produkte fur die Untersuchungen in dieser Arbeit nicht geeignet waren und
synthetisch hergestellte Wirzen einen zu groRen Kostenaufwand bedeuteten, wurde
mit einer mittelstandischen Brauerei vereinbart, fir den Zeitraum dieser Versuchsreihe
fur die Wurzeproduktion Malz einer einzigen Charge zu verwenden. Durch die
standardisierte Technik und die automatisierte Produktion einer gro3eren Brauerei ist
bei gleicher Malzqualitat die Wirze-Zusammensetzung sehr konstant, was auch die
Untersuchungen der Stammwlrze, des FAN-Gehalts sowie der Zucker-
Zusammensetzung in diesen Versuchen zeigten (siehe Abbildung 93 im Anhang). Die
Wurze-Zusammensetzung konnte nach den Analysen im Rahmen der
Fehlertoleranzen der Analysegerate als konstant betrachtet werden.

Neben der Wirze-Zusammensetzung spielt die Hefephysiologie eine Hauptrolle. Um
einen konstanten Zustand der Hefe beim Anstellen zu gewahrleisten, musste die Hefe-
Herfuhrung ebenfalls stets gleich vonstattengehen. Die Hefe wurde daher vom
Hefezentrum Weihenstephan bezogen und nach dem Schema in Tabelle 35 (siehe
Anhang) bis zum Zeitpunkt des Anstellens propagiert. Jeder getestete Hefestamm
wurde demnach gleich behandelt. Die Garungen selbst wurden im 30 I-Malstab in
stets denselben ZKTs am Forschungszentrum durchgefuhrt, um auch Abweichungen
durch die Tanks ausschliel3en zu kdnnen. Diese wurden praxisnah in einem Hohen-
Durchmesserverhaltnis von 1 : 2,5 konstruiert und sind vollautomatisch steuerbar. Die

Gartemperatur wurde isotherm auf 20°C eingestellt.

4.1.2 Allgemeine Garungsparameter

Einen sehr wichtigen Parameter in der Brauereipraxis stellt der Extraktabbau dar.
Dieser entscheidet daruber, wie schnell die Hauptgarung beendet werden kann und
der Tank fur eine Neubelegung zur Verfugung steht. Somit gilt der Extraktabbau auch
als Orientierungspunkt zur Feststellung und Charakterisierung der Hefevitalitat und der
Schlauchreife des Jungbieres (Annemduller, 2009). Dieser Wert wird aus der Differenz
des scheinbaren Extraktes zu einem bestimmten Zeitpunkt der Garung und dem
maximal mdglichen Extraktabbau durch die Hefe (scheinbarer Endvergarungsgrad)

ermittelt. Des Weiteren gelten der pH-Verlauf und die Hefezellen in Schwebe als
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Standard-Untersuchungsparameter (siehe Anhang Abbildungen 94 und 95). Fir eine
bessere Ubersicht wurden die Extraktverlaufe in Prozent angegeben, wobei 100 %
dem Extraktgehalt zu Garbeginn entsprechen. Alle Versuche wurden dreifach
durchgefuhrt.

Abbildung 17: Extraktabbau der verschiedenen Hefestdmme im Verlauf der
Hauptgarung

Wie aus Abbildung 17 zu entnehmen ist, wurde der Endvergarungsgrad von den
Hefestammen TUM 505, TUM 214 und TUM 68 spatestens nach 96 h erreicht.
Geringfugig Uber dem erreichbaren Endvergarungsgrad lag die Garung mit
Hefestamm TUM 175. Der Hefestamm TUM 127 dagegen baute nach 72 h trotz guter
Hefevitalitat und identischen Bedingungen keinen Extrakt mehr ab. Dieser verminderte
Extraktabbau lie® sich auch im nachfolgend dargestellten Zuckerspektrum erkennen
(Abbildung 18).
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1,06 1,04 3':14

Abbildung 18: Zuckerspektrum vor und nach den Garungen

Wahrend die Hefestdmme TUM 68, TUM 214 und TUM 505 nahezu alle Anteile an
Glucose, Fructose, Saccharose, Maltose und Maltotriose verwerten konnten,
verblieben bei der Garung mit TUM 175 noch 3,2 g/l Maltotriose im Jungbier. Der Hefe
TUM 127 war es dagegen generell kaum maoglich, Maltotriose zu verwerten (vgl.
Abbildung 19). Der Gehalt an diesem Zucker lag vor der Garung nahezu genauso hoch
wie nach einer Gardauer von 96 h. Auch Donhauser konnte bei Versuchsgarungen
einen niedrigen Vergarungsgrad bei Verwendung von TUM 127 feststellen. Allerdings
wurden hier keine Zuckeranalysen durchgeflihrt, so dass nicht erkannt wurde, dass

Maltotriose von diesem Hefestamm kaum verwertet werden kann (Donhauser, 1991).
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Konzentration [g/1]

Nach 96 h
NachOh

Abbildung 19: Zuckerspektrum vor und nach der Garung des Jungbieres mit TUM 127

Der Hefestamm TUM 127 verwertete durchschnittlich lediglich 1,27 g/l Maltotriose.
(detaillierte Ergebnisse siehe Anhang Tabelle 36). Es konnte somit festgestellt werden,
dass TUM 127 Uber eine ,Maltotrioseliicke® verfugt und nach der Propagation nicht
sofort in der Lage ist, den Endvergarungsgrad zu erreichen wie die anderen
untersuchten Stamme.

Auf Basis dieser Versuchsreihe wurden die Ergebnisse in weiteren identischen
Garversuchen wiederholt und verifiziert. DarlUber hinaus wurde getestet, ob der
Hefestamm diese Eigenschaft beibehalt oder bei mehrmaliger Fihrung die Fahigkeit
gewinnt, Maltotriose zu verwerten. Wie Tabelle 22 zeigt, anderte sich das Verhalten
der Hefe bis zu dreimaliger FiUhrung kaum. Der prozentuale Abbau der Maltotriose
variierte im Mittel zwischen 7,80 % und 12,36 %. In der vierten FUhrung konnte jedoch
in allen drei Garungen ein deutlich erhéhter Abbau beobachtet werden. Die Hefe
verwertete mit durchschnittlich 26,84 % signifikant mehr Maltotriose als zuvor.
Demnach scheint es so, als ob sich der Hefestamm TUM 127 mit der Zeit an die
Garbedingungen adaptiert und besser in der Lage ist, Maltotriose abzubauen.
Bestatigung fand diese Erkenntnis auch in Aussagen von Brauereien, die diesen

Hefestamm in der Praxis nutzen.
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Tabelle 22: Zuckerspektrum vor und nach der Garung mit TUM 127
Garende

Garende

Garende

1.Fihrung Tank 1 Tank 2 Tank 3 Mittelwert Standardabweichung
Abbau Maltotriose [g/I] 0,99 1,38 1,38 1,25 0,23
Abbau Maltotriose [%] 7,10 9,90 9,90 8,97 1,62

2.Fuhrung
Abbau Maltotriose [g/]

1,49

1,80

Mittelwert
1,74

Standardabweichung
0,23

Abbau Maltotriose [%

3.Fuhrung
Abbau Maltotriose [g/I]

Garende
Tank 1

Garende
Tank 2

0,46

Garende
Tank 3

1,87

Mittelwert
1,08

Standardabweichung
0,72

Abbau Maltotriose [%]

Garende Garende Garende
4.Fihrung Tank 1 Tank 2 Tank 3 Mittelwert Standardabweichung
Abbau Maltotriose [g/I] 3,91 3,17 3,95 3,68 0,44
Abbau Maltotriose [%] 28,54 23,14 28,83 26,84 3,21

4.1.3 Bildungsverlauf der wichtigsten Aromakomponenten

Hauptziele dieser Versuchsreihe waren Darstellung und Charakterisierung der
unterschiedlichen Hefestamme in Bezug auf die gebildeten Aromakomponenten sowie
das daraus resultierende Aromaprofil der Biere unter standardisierten Bedingungen.
Hierfir wurden u.a. die drei Leitkomponenten flr bananig-fruchtige aber auch
gewurznelken-artige Weizenbiertypen Ethylacetat, Isoamylacetat und
4-Vinylguajakol detektiert. Als Vertreter der hoheren Alkohole werden im Folgenden
die Amylalkohole 2- und 3-Methylbutanol dargestellt, da sie mengenmalig den
groldten Anteil an den hoéheren Alkoholen ausmachen. Des Weiteren ist
3-Methylbutanol (Isoamylalkohol) essentiell als Edukt fur die Produktion von
Isoamylacetat. In den meisten Untersuchungen, die bislang mit obergarigen
Hefestammen durchgefuhrt wurden, spielte lediglich die erreichte Endkonzentration an
Estern und anderen Aromastoffen eine Rolle (Donhauser, 1991; Herrmann, 2005b).
Da es unter anderem Ziel dieser Arbeit war, einen besseren Einblick in die
Aromastoffsynthese zu erlangen und im spateren Verlauf die Genexpressions-
Messungen der einzelnen Hefestamme zu diesen Versuchsreihen diskutiert werden,
ist es essentiell, ein reprasentatives Bild Uber die Bildung wichtiger Aromastoffe
wahrend des gesamten Garungsprozesses zu bekommen. Um dies zu erreichen,

wurden alle 24 h Proben zur Identifikation der Aromakomponenten entnommen.
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Abbildung 20: Bildungsverlaufe von Isoamylacetat wahrend der Hauptgarung

Anhand von Abbildung 20 ist gut zu erkennen, dass die Bildung von Isoamylacetat bei
allen Hefestammen erst nach 24 h exponentiell anstieg. Begriindet ist diese Tatsache
im Bildungsweg dieser Aromakomponente. Bevor es zur Bildung von Isoamylacetat
kommen kann, muss zunachst der Enzymbildungsapparat gestartet und die
Enzymaktivitat gesteigert werden. Darlber hinaus fehlen zu Beginn der Garung
sowohl das Ausgangssubstrat Acetyl-CoA, das fur die Hefevermehrung und somit fur
den Energiehaushalt der Hefezelle bendtigt wird, als auch Isoamylalkohol, der
zunachst von der Hefe gebildet werden muss. Es scheint, als ware der Hefestamm
TUM 127 am schnellsten in der Lage, die entsprechenden Enzyme und im Folgenden
Isoamylacetat zu bilden, da hier der Kurvenverlauf nach 24 h bereits auf einem deutlich
hoheren Niveau lag als bei den anderen Stammen. Die hochste Bildungsrate an
Isoamylacetat war bei allen Hefestammen zwischen
24 h und 48 h zu erkennen. Bis zum Erreichen des Endvergarungsgrades stieg der
Gehalt jedoch weiter an, wobei es hier z.T. bereits zur Stagnation kam (siehe
TUM 214). Das Maximum an Isoamylacetat wurde in diesen Untersuchungen von TUM
175 am Ende der Hauptgarung erreicht, wahrend TUM 505 mit lediglich 2,61 mg/I die
geringste Bildungsrate aufwies. Auch zeigte sich, dass die nicht verwertete Maltotriose
fur TUM 127 keine groRe Rolle fur die Isoamylacetat-Bildung spielte, da

durchschnittlich 3,06 mg/l gebildet wurden. Dieser Hefestamm war demnach durchaus
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in der Lage, eine fruchtige, bananige Note zu produzieren, wenngleich ihm weniger
verwertbare Zucker zur Verfigung stehen.

Nach diesen Untersuchungen ist festzuhalten, dass fur die Bildung von Isoamylacetat
unter den gegebenen Bedingungen die Zeit zwischen 24 h und 72 h nach
Anstellbeginn entscheidend war. Des Weiteren boten die Untersuchungen den
schlussigen Erklarungsansatz, warum sehr rasche Garungen (48 — 60 h) in der
Brauereipraxis oftmals zu wenig fruchtigen und aromaschwachen Bieren fuhren. Die
Bildung der Essigsaureester bendétigt eine gewisse Anlaufphase und steigt in der Regel
bis zum Erreichen des Endvergarungsgrads an. Betragt die Gardauer jedoch nur 2,5
Tage, ist die Zeit fir die Ester-Bildung zu knapp um aromatische, estrige Biere zu

produzieren.
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TUM 68 1,18 3,12 16,38 23,91 30,16
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Abbildung 21: Bildungsverlaufe von Ethylacetat wahrend der Hauptgarung

Einen ahnlichen Verlauf zeigte die Ethylacetat-Bildung (vgl. Abbildung 21). Auch hier
begann die exponentielle Phase der Produktion erst nach 24 h. Die Grunde sind, wie
bei der Synthese von Isoamylacetat, in der Enzymbildung und den fehlenden
Ausgangssubstraten zu finden. Es war ebenfalls nach 24 h ein sprunghafter Anstieg
in der Konzentration an Ethylacetat zu erkennen, der nach 48 h wieder abflachte, aber
dennoch bis zum Erreichen des Endvergarungsgrades anstieg. Der Kurvenverlauf war

demnach dem der Isoamylacetat-Bildung sehr ahnlich. Da beide Ester fur ihre
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Synthese die gleichen Alkohol-Acetyl-Transferasen sowie Acetyl-CoA als Edukt
bendtigen, ist diese Ahnlichkeit im Bildungsverlauf nur die logische Konsequenz. Auch
Saerens et al. konnten einen ahnlichen Verlauf dieser beiden Essigsaureester
wahrend einer Garung bei Ale- und Lagerbier-Hefestammen beobachten (Saerens et
al., 2008b).

Die Kurvenverlaufe zeigten bei allen Versuchsgarungen unabhangig vom
verwendeten Hefestamm eine &hnliche Entwicklung, sodass auch die
Endkonzentrationen an Ethylacetat auf einem &hnlichen Niveau lagen. Die hochste
Konzentration an Ethylacetat konnte TUM 68 mit 30,16 mg/l produzieren, wahrend
durch TUM 214 mit 27,22 mg/l die geringste Menge entstand. TUM 214 bildete
ubereinstimmend mit Abbildung 20 im Vergleich zu den anderen Hefen in der Summe
am wenigsten Essigsaureester und war somit fur die Produktion von fruchtig-
bananigen Weizenbieren weniger gut geeignet. Auch TUM 505 lag in Bezug auf die
Essigsaureester -Bildung hinter den anderen Hefestammen.

Ein etwas anderer Verlauf war bei der Produktion von 4-Vinylguajakol zu erkennen.
Wie auch bei der Essigsaureester-Synthese begann die exponentielle Phase der 4-
Vinylguajakol-Bildung mit Ausnahme des Hefestamms TUM 68 erst nach einer kurzen
Verzdgerungsphase. Die Kurven des 4-Vinylguajakol-Gehaltes verliefen fur die

unterschiedlichen Hefestamme deutlich individueller (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Bildungsverlaufe von 4-Vinylguajakol wahrend der Hauptgarung

Wahrend der Verlauf bei TUM 505 trotz hohen Anfangsniveaus erst nach 48 h eine
deutliche Steigerung erfuhr und es zu einem relativ niedrigen Maximalwert an
4-Vinylguajakol am Ende der Garung kam (2,21 mg/l), stieg der Gehalt an
4-Vinylguajakol bei TUM 68 direkt nach Beginn der Hauptgarung stark an und zeigte
einen deutlich flacheren Kurvenverlauf. Da das Ausgangssubstrat fur die
4-Vinylguajakol-Synthese, die Ferulasaure, nicht erst von der Hefe gebildet werden
muss, liegt diese bereits von Beginn an vor. Die 4-Vinylguajakol-Bildung ist demnach
mehr von der Enzymmenge bzw. von der Enzymaktivitat der Hefe abhangig. Diese
Versuche zeigten, dass TUM 68 in dieser Versuchsreihe vermutlich von Beginn an
uber eine bessere Enzymausstattung verfugte als die Ubrigen Hefestdamme. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Donhauser et al. konnten in diesen Versuchen
signifikante Unterschiede im 4-Vinylguajakol-Gehalt zwischen den verschiedenen
Hefestammen festgestellt werden (Donhauser, 1991). Die hochste Endkonzentration
wurde mit dem Hefestamm TUM 175 erreicht, obwohl die Synthese in diesem Fall erst
recht spat begann.

Wie zu vermuten, begann die Synthese der hdheren Alkohole, wie am Beispiel der

Amylalkohole zu sehen ist, friher als die Ester-Bildung. Alle Versuchsgarungen
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zeigten bereits nach einer Garzeit von 24 h einen deutlichen Anstieg im

Amylalkoholgehalt.
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Abbildung 23: Bildungsverlaufe der Amylalkohole wahrend der Hauptgarung

Auch diese Ergebnisse stimmen mit Saerens et al Uberein (Saerens et al., 2008b). Die
Untersuchungen zeigten eine deutlich raschere Bildungsrate an Amylalkohol im
Vergleich zu den untersuchten Essigsaureestern.

Im Gegensatz zu den in Abbildung 20 und 21 dargestellten Essigsaureestern war das
Maximum an Amylalkoholen bei den meisten Garungen nach 48 h erreicht; im Falle
von TUM 127 sogar bereits nach 24 h. Nach Erreichen des Maximums stagnierten alle
Kurvenverlaufe. Diese Erkenntnis zeigte wiederum, weshalb sehr kurze Garzeiten zu
wenig fruchtigen, dafur jedoch sehr unharmonischen Weizenbieren fuhren. Ist die
Garung nach 48 bis 60 h bereits beendet, ist das Maximum der Fuselalkoholbildung
bereits erreicht, wahrend die Ester-Bildung noch nicht vollendet ist. Wird die Bildung
der hoheren Alkohole durch eine starke Hefevermehrung zusatzlich forciert, wird die
Harmonie bzw. das von Narzif3 beschriebene Verhaltnis zwischen Estern und hoheren
Alkoholen zunehmend schlechter (Narzil3, 1979). Um dieses Verhaltnis zugunsten der
Ester zu verbessern, scheint sich besonders der Hefestamm TUM 127 zu eignen, da
dieser ubereinstimmend mit den Untersuchungen von Donhauser deutlich weniger

Amylalkohole produzierte als die Ubrigen Stamme (Donhauser, 1991). Des Weiteren
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ist aus Abbildung 23 zu erkennen, dass TUM 505 zwar die meisten Amylalkohole
bildete, dies aber nicht mit der Bildung an Isoamylacetat korrelierte. Diese Ergebnisse
widersprechen Untersuchungen, die eine Korrelation zwischen dem Gehalt an 3-
Methylbutanol und der Endkonzentration an Isoamylacetat darstellen (Calderbank &
Hammond, 1994; Younis, 2000). Vielmehr unterstiitzen diese Ergebnisse die These,
dass die Enzymaktivitat die entscheidende GrolRe fur die Esterproduktion darstellt (Lilly
et al., 2006a; Malcorps et al., 1991; Verstrepen, 2003d; Verstrepen, 2003c).

4.1.4 Aromaprofil des Hefestammes TUM 68

Nach der ausflihrlichen Beschreibung der wichtigsten Aromakomponenten in Punkt
4.1.3 erfolgt die Charakterisierung der einzelnen Hefestamme tabellarisch, um eine

bessere Ubersicht tiber die Ergebnisse zu gewahrleisten.

Tabelle 23: Untersuchungsparameter zur Charakterisierung der verschiedenen

Hefestamme

Untersuchungsparameter H TUM 68 TUM 127 TUM 175 TUM 214 TUM 505
Vergarungsgrad 83 % 71 % 80 % 81,42 % 81,65 %
A pH (pH-Abnahme) 1,0 0,73 0,76 0,98 0,97
Zellen in Schwebe: 39,67 56,67 41,33 60 Mio./ml 39,33
Maximum Mio./ml Mio./ml Mio./ml ’ Mio./ml
A FAN 131,1 mg/l 118,1 mg/l 126,7 mg/l 118,2 mgl/l 139,5 mg/l
A Zucker 7954 g/l> | 79,71 g/l > | 77,13 g/l > | 78,91 g/l > | 79,45 g/l >
0,77 g/l 12,07 g/l 3,44 g/l 1,04 g/l 1,06 g/l
Isoamylacetat-Gehalt nach
96 Stunden 3,16 mg/l 3,06 mg/l 3,27 mgl/l 2,37 mgl/l 2,61 mg/l
Ethy'acetgﬁ‘fmt nach 96 | a4 16 mg/l | 29,82 mg/ | 28.93mgl | 27.22mgl | 28,38 mgll
4-Vinylguajakol-Gehalt
nach 96 Stunden 2,71 mg/l 3,02 mg/l 3,25 mg/l 2,50 mgl/l 2,21 mg/l
Gehalt an Amylalkoholen
nach 96 Stunden 63,91 mg/l | 45,50 mg/l | 60,70 mg/l | 60,28 mg/l | 65,00 mg/l
Diacetyl-Gehalt nach 96
Stunden 0,51 mg/l 0,43 mg/l 0,73 mgl/l 0,80 mg/l 0,80 mg/l
Gesamtnote nach DLG- 4.45 4.40 4.20 443 433
Verkostungsschema

Die chemisch-technischen Untersuchen zeigten, dass der Vergarungsgrad mit 83 %
innerhalb der von der MEBAK empfohlenen Norm liegt. Auch der pH-Sturz um 1,0 auf
pH 4,34 war im Sollbereich und deutete auf eine gute und rasche Garung hin. Die

Zellvermehrung bzw. die héchste Konzentration an Hefezellen im Schwebezustand
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war im Vergleich zu anderen Hefen relativ gering, was jedoch die zligige Vergarung
und den pH-Sturz nicht beeinflusst. Sensorisch zeichnete sich der Hefestamm TUM 68
in den Versuchsgarungen durch ein sehr angenehmes Aromabild aus wie die DLG-
Bewertung von 4,45 deutlich zeigte. Der Gehalt an Isoamylacetat war im Vergleich zu
den anderen Hefestammen relativ hoch; ebenso der Gehalt an Ethylacetat. Der 4-VG-
Gehalt lag dagegen in einem durchschnittlichen Bereich (Rangposition drei von funf
getesteten Stdmmen), ebenso wie die Menge an gebildeten Amylalkoholen. Diese
Komposition wurde vom Verkosterpanel des Forschungszentrums als sehr angenehm

empfunden, was sich auch in der beschreibenden Verkostung widerspiegelte.

Farbe: helles braun, naturtriib

Schaum (visuell): gut

Geruch: rein, angenehm obergarig, angenehmes Nelkenaroma, Spur Banane
Geschmack: rein, angenehm obergérig, angenehmes Nelkenaroma, Spur Banane,

vollmundig, rezent, mild, im Abtrunk harmonisch

4.1.5 Aromaprofil des Hefestammes TUM 127

Wie bereits in 4.1.2 erwahnt, resultierte aus der Nicht-Verwertung der Maltotriose ein
relativ niedriger Vergarungsgrad nach der Hauptgarung von 71 %. Aus Abbildung 94
(Anhang) geht hervor, dass die Hefevermehrung mit einem Maximum von 56,67 Mio.
Hefezellen pro ml sehr gut war, was auch auf eine gute Hefevitalitat schlielen lasst.
Es ist demnach ausgeschlossen, dass dies einen Grund fur den niedrigen
Vergarungsgrad darstellte. Die mangelnde Verwertung der Maltotriose hatte wenig
Einfluss auf die Bildung der Aromaleitkomponenten. Der Isoamylacetatgehalt lag in
einem mittleren Bereich, wahrend der Gehalt an Ethylacetat und 4-VG die jeweils
zweithochste Menge im Vergleich zu den anderen Hefestammen darstellte. Vorteilhaft
fur das Aromaprofil war die geringe Bildung an hdheren Alkoholen wie z.B. den
Amylalkoholen. Trotz der relativ hohen Anzahl an TUM 127-Hefezellen nach 48 h und
dem dementsprechend hohen Verbrauch durch die Zellsynthese, schien im Medium
ausreichend Acetyl-CoA vorhanden zu sein, um Essigsaureester in gréReren Mengen

zu produzieren.
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Vermutlich auf Grund der ausgewogenen Komposition von Estern und
4-Vinylguajakol, kombiniert mit einer geringen Menge an hoheren Alkoholen wurden
auch die Biere, die mit TUM 127 produziert wurden, sensorisch als sehr gut bewertet.

Dieser Hefestamm eignet sich demnach sehr gut flr die Produktion fruchtiger

Weizenbiere.

Farbe: helles bernstein, naturtriib

Schaum (visuell): sehr gut

Geruch: rein, leicht obergarig, angenehm frisch-hefig, leichtes Nelkenaroma
Geschmack: rein, leicht obergérig, angenehm frisch-hefig, leichtes Nelkenaroma,

vollmundig, rezent, im Abtrunk harmonisch

4.1.6 Aromaprofil des Hefestammes TUM 175

Die Analysen der Aromakomponenten zeigten, dass TUM 175 unter diesen
Versuchsbedingungen sowohl die hochste Konzentration an Isoamylacetat als auch
an 4-Vinylguajakol produzierte. Die Konzentrationen an Ethylacetat und
Amylalkoholen lagen dagegen in einem mittleren Bereich. Erstaunlicherweise wurden
die mit diesem Hefestamm produzierten Biere jedoch sensorisch im Vergleich zu den
anderen Versuchsbieren weniger gut bewertet wie die DLG-Bewertung zeigte.
Demnach ist ein analytisch hoher Wert an Essigsaureestern oder
4-Vinylguajakol zwar ein guter Indikator fur fruchtig-bananige oder nelkenartige Biere,
korreliert jedoch nicht immer mit der Sensorik.

Wie aus der beschreibenden Verkostung ersichtlich wird, waren fur die Prufer lediglich
eine leicht fruchtige Note und auch nur ein leichtes Nelkenaroma wahrnehmbar. Trotz
der hdchsten Konzentrationen an diesen Leitkomponenten, sorgten diese nicht fur ein
ausgepragtes Bananen- oder Nelkenaroma. Demnach schienen die Essigsaureester
und das 4-Vinylguajakol von hefigen Aromakomponenten uberdeckt worden zu sein,

die im Rahmen dieser Untersuchungen jedoch nicht analysiert wurden.
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Farbe: bernstein, naturtriib

Schaum (visuell): sehr gut

Geruch: rein, leicht fruchtig-estrig, frisch-hefig, leichtes Nelkenaroma
Geschmack: rein, leicht fruchtig-estrig, frisch-hefig, leichtes Nelkenaroma,

vollmundig, rezent, im Abtrunk normal abklingend

4.1.7 Aromaprofil des Hefestammes TUM 214

TUM 214 erreichte einen guten Vergarungsgrad von 81,42 %. Besonders auffallig war
die hohe Vermehrungsrate nach 24 h auf tGber 60 Mio. Zellen pro ml im Vergleich zu
den anderen Hefestammen. Der Gehalt an Amylalkoholen lag ahnlich hoch wie bei
den ubrigen Bieren (mit Ausnahme der mit TUM 127 produzierten Biere). Eine
Korrelation zwischen Hefevermehrung und Bildung hoéherer Alkohole war nicht zu
erkennen. Analytisch zeigte sich dartber hinaus, dass TUM 214 im Vergleich wenig
Isoamylacetat, Ethylacetat und 4-Vinylguajakol bildete. Sensorisch wurden die Biere
bei der DLG-Prufung jedoch sehr gut bewertet.

Bestatigung fand die gute DLG-Bewertung auch in der beschreibenden Verkostung.
Die Biere wurden als angenehm hefe-blumig beschrieben, wohingegen wenig Nelken-
oder Bananenaroma wahrnehmbar war. Dieser Hefestamm eignet sich nach diesen

Versuchsreihen scheinbar sehr gut zur Produktion von hefigen Weizenbiertypen.

Farbe: bernstein, naturtrib

Schaum (visuell): gut

Geruch: rein, angenehm hefe-blumig, kaum Nelkenaroma, wenig estrig
Geschmack: rein, angenehm hefe-blumig, kaum Nelkenaroma, wenig estrig,

vollmundig, rezent, mild, im Abtrunk weich, harmonisch

4.1.8 Aromaprofil des Hefestammes TUM 505

Auch die mit TUM 505 produzierten Biere hatten einen guten Vergarungsgrad sowie
einen raschen pH-Sturz. Die analytischen Ergebnisse der Garungsnebenprodukte
zeigten, dass TUM 505 relativ wenig Isoamylacetat und sehr wenig 4-Vinylguajakol
bildete. Im Gegensatz dazu konnte in diesen Bieren der hdchste Gehalt an

Amylalkoholen detektiert werden, was sensorisch jedoch nicht beanstandet wurde. Die
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DLG-Bewertung lag mit einer Gesamtnote von 4,33 in einem guten, durchschnittlichen
Bereich.

In der beschreibenden Verkostung wurde das Weizenaroma als positiv und deutlich
fruchtig beschrieben. Allerdings konnte kein Bananenaroma detektiert werden, was
auf andere Ethylester wie Ethylhexanoat oder andere Verbindungen schlieen Iasst,

die in dieser Versuchsreihe nicht analysiert wurden.

Farbe: bernstein, naturtriib

Schaum (visuell): gut

Geruch: rein, leicht obergarig, deutlich fruchtig, kaum Nelkenaroma
Geschmack: leicht obergarig, deutlich fruchtig, kaum Nelkenaroma, vollmundig,

Bittere leicht betont, im Abtrunk harmonisch
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4.2 Genexpressionsmessungen bei obergéariger Hefe wahrend der
Hauptgarung

4.2.1 Etablierung einer Messmethode fir obergarige Hefen zur
Detektion der Genexpression mittels Real-Time PCR

Ein interessantes Forschungsgebiet stellt die Enzymbildung in der Hefezelle dar. Sie
wird hauptsachlich indirekt mittels Genexpressionsmessungen ermittelt, um bessere
Einblicke in das Innenleben von Hefezellen zu bekommen (Hutzler, 2008; Lilly et al.,
2006a; Lilly, Bauer, Styger, Lambrechts, & Pretorius, 2006b; Malcorps et al., 1991;
Mason & Dufour, 2000; Saerens et al., 2008b; Saerens et al., 2006; Shinohara et al.,
2000; Verstrepen et al., 2004). In diesen Untersuchungen wurden jedoch vor allem
untergarige Bier-Hefestamme, Wein-, Sake-, oder Ale-Hefestamme getestet (Fukuda,
1999; Lilly et al., 2006a; Saerens et al., 2008b; Shinohara et al., 2000; Stratford et al.,
2007; Verstrepen, 2003d, 2004b; Yoshimoto, 1998). Ziele dieser Arbeit waren deshalb,
weitere Einblicke in das Enzym-Bildungsverhalten von obergarigen Weizenbier-
Hefestdmmen zu bekommen, genetische Unterschiede zwischen einzelnen
Hefestammen aufzuzeigen und das Verhalten bei technologischen Veranderungen
wahrend der Hauptgarung zu analysieren.

Die Messung von Genexpressionen mittels Real-Time PCR stellt im Grunde keine
quantitative Methode dar. Das Problem bei der Quantifizierung liegt darin begrindet,
dass es nicht mdglich ist, Hefezellen oder andere Mikroorganismen exakt in ihrer
Menge zu definieren. D.h. die Schwankungen sind trotz mdglichst genauer
Zellzahleinstellung zu grof3, um eine quantitative Aussage treffen zu kénnen. Es
besteht jedoch die Moglichkeit, dies mittels einer Vergleichsmessung zu realisieren
(relative Quantifizierung). Dabei wird die Expressionsmessung eines Gens mit der
Expression eines stetig konstanten Referenzgens verglichen.

Eine quantitative Aussage kann nach Berechnung mit folgender Formel getroffen

werden (Normalisierung):

Formel 14 ratlo — (ERef)CpSample . (ERef)CpCalibrator

(Etarget)cpsample ’ (Emrget)cpcalibrator

(Pfaffl, 2006c)
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Dieser Quotient wird aus den PCR-Effizienzen (E) des Referenzgens (Ref) und des zu
messenden Gens (target) sowie den sogenannten cp-Werten (crossing points) der
beiden Gene ermittelt. Die PCR-Effizienz ist ein Korrekturfaktor, der der Tatsache
Rechnung tragt, dass ein PCR-Zyklus nicht 100 % der vorhandenen DNA dupliziert,
sondern ein gewisser Fehler mitinbegriffen ist. Die Ermittlung dieser Grolde wird in
Punkt 4.2.1.1 erlautert. Der cp-Wert oder auch c--Wert (cycle threshold) entspricht der
Zykluszahl, bei der das Fluoreszenzsignal erstmalig einen gewissen Schwellenwert
oberhalb des Hintergrundsignals Ubersteigt. Je geringer der cp-Wert, desto groler ist
demnach die Anzahl an DNA-Matrizen in der Probe und desto friher wurde eine
bestimmte Kopienzahl erreicht. Die Werte flr ,cp calibrator® entsprachen in dieser
Arbeit stets dem Zeitpunkt 0, d. h. dem jeweiligen cp-Wert direkt beim Anstellen,
wahrend die Werte fur ,cp, sample® den cp-Werten zum Probenahmezeitpunkt nach x
Stunden Gardauer des jeweiligen Gens entsprachen. Es wurden somit stets zwei
unterschiedliche Zustande verglichen, die Menge an mRNA zum Zeitpunkt ,,0“ und die
mRNA-Menge zum Zeitpunkt ,x“.

In dieser Arbeit diente das Gen der 18S-ribosomalen RNA (Primer RDN18), die eine
Untereinheit der 40S-Einheit eines Ribosoms ist und somit bei Eukaryonten in
konstanter Menge in der Zelle vorkommt, als Referenzgen. Es ist eines der am
haufigsten verwendeten Referenzgene und eignet sich sehr gut fur eine quantitative
Aussage, was zahlreiche Studien zuvor belegten (Goidin, Mamessier, Staquet,
Schmitt, & Berthier-Vergnes, 2001; Saerens et al., 2008b; Schmittgen & Zakrajsek,
2000; Teste, Duquenne, Francois, & Parrou, 2009; Thellin et al., 1999). PCR-Studien
an Hefen zeigten auch, dass die Stabilitat von RDN 18 sehr hoch bzw. z.T. sogar am
hochsten ist im Vergleich zu anderen Referenzgenen (Li, Skinner, & Bennett, 2012).
Dennoch sollte die Eignung eines Referenzgens stets unter den spezifischen
Versuchsbedingungen getestet werden, da selbst anerkannte Referenzgene bei
differierenden Bedingungen unterschiedlich stabil sind und sich nicht immer eignen (Li
et al., 2012; Teste et al., 2009). Als Mal3stab fur gute Stabilitat eines Referenzgens
unter Versuchsbedingungen gilt eine mdglichst geringe Standardabweichung. Aus
diesem Grund wurde wahrend der Etablierung des Systems die Standardabweichung
von vier identischen Garungen mit dem Hefestamm TUM 68 zu sieben unabhangigen
Probenahmezeitpunkten im Dreifachversuch ermittelt. Somit wurde sowohl der
Garbeginn als auch der gesamte Verlauf der Garung bis zum Endvergarungsgrad

uberpruft, woraus sich ein Volumen von 84 Proben ergab.
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Tabelle 24: Uberpriifung des verwendeten Referenzgens an Hand der ci-Werte

Versuchsgarungen mit TUM 68 Ergebnis
Mittelwert von 84 ct -Werten 11,10
Standardabweichung 0,472
Konfidenzintervall 0,035

Wie in Tabelle 24 zu sehen ist, lagen die Konfidenzintervalle (95 %-ige
Wahrscheinlichkeit) innerhalb der einzelnen Untersuchungen in einem sehr engen
Wertebereich. Das Referenzgen lag unter den gegebenen Versuchsbedingungen in
einem stabilen Bereich, was die geringe Standardabweichung von 0,472 bestatigt.
Diese Werte entsprachen normalen Abweichungen, was auch aus anderen
Veroffentlichungen hervorgeht (Li et al., 2012). Das Referenzgen wurde somit auf

Basis dieser Messergebnisse als geeignet eingestuft.

4.2.1.1 Ermittlung der PCR-Effizienz

Die Ermittlung der PCR-Effizienz ist notwendig, da wahrend der PCR-Messung nicht
100 % aller DNA-Fragmente vervielfaltigt werden. Fur die Ermittlung der Effizienz gibt
Pfaffl verschiedene Methoden vor. Die genaueste Methode, die jedoch sehr
zeitaufwandig ist, ist die sogenannte Verdinnungs-Methode. Hierbei werden DNA-
Abschnitte unterschiedlich verdunnt, mit Primern versetzt und die c-Werte ermittelt.
Bei genauer Kenntnis der Verdunnungen ist es moglich, bei einer idealen
Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte den ct -Wert vorherzusagen, da es stets zu einer

Verdopplung des Fluoreszenzsignals kommt (Pfaffl, 2006c).

Formel 15: x=y 2%

Die Anzahl der DNA-Molekdle (x) nach einer gewissen Anzahl an Zyklen (z) ist folglich
abhangig von der Konzentration der DNA-Molekule zu Beginn der Messung (y) und
lasst sich bei einer optimalen Amplifikation berechnen. Genauso ist es mdglich, die
Formel nach der Zyklenzahl umzustellen und somit die Vervielfaltigungsmenge fir
jeden Zyklus vorherzusagen. Nach dieser Berechnung dauert es bei einer Probe, die
um den Faktor 10 im Vergleich zur Ausgangsprobe verdunnt wurde, 3,3 Zyklen langer

bis der ct -Wert erreicht wird. Eine 1:100-Verdunnung bendtigt im Vergleich 6,6 Zyklen
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langer. Mittels dieses Wissens ist es moglich, eine Eichgerade zu erstellen ohne die
genaue Anfangskonzentration an DNA-Molekullen zu kennen.
Die PCR-Effizienz muss fur jedes Gen einzeln bestimmt werden. Die Effizienz (E)

ergibt sich aus der Steigung der einzelnen ct-Messpunkte pro Verdinnungsschritt (vgl.
Abbildungen 24 und 25).

-1
Formel 16: E = 10steigung — 1 (Pfaffl, 2006b)
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Abbildung 25: Logarithmische Auftragung der Messreihe ATF1

Fir die in dieser Arbeit verwendeten Primer ergaben sich folgende PCR-Effizienz-
Werte:

Tabelle 25: PCR-Effizienz der verwendeten Primer

Gen Effizienz |
ATF1 96,40 %
ATF2 92,50 %
IAH1 98,20 %
BAT1 88,60 %
PAD1 100,00 %
RDN18 96,90 %

Als gute Effizienzen werden Werte zwischen 80 % und 100 % bezeichnet (Taylor,
2011). Effizienzen deutlich unterhalb dieser Vorgaben sollten daher nicht zur
Anwendung kommen. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer waren demnach als gut
bzw. sehr gut einzustufen. Lediglich die Primer flir das Gen BAT 1 lagen in einem
etwas niedrigeren Prozent-Bereich als die Ubrigen Effizienzen. Allerdings waren auch

diese fur die Messung der Genexpression durchaus geeignet.

4.2.1.2 Uberprifung der RNA-Qualitat

Ein weiterer wichtiger Faktor, welcher Berucksichtigung bei der Messung mit einer

Real-Time PCR finden sollte, ist die Reinheit der isolierten RNA. Eine Mdglichkeit, die

Qualitat der gewonnen RNA zu uberprufen ist die Betrachtung der Absorption bei

260 nm (A260) und 280 nm (A280) mittels Nanodrop (Pfaffl, 2006a; Taylor, 2011). Das

Verhaltnis A260/A280 sollte laut Pfaffl oder Becker et al. fur DNA bei mindestens 1,8
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und fir RNA bei mindestens 2,0 liegen (Becker, Hammerle-Fickinger, Riedmaier, &
Pfaffl, 2010; Pfaffl, 2006a). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RNA-Qualitat jeder
einzelnen Messung stets Uberwacht. Exemplarisch sind im Anhang RNA-Proben des
Referenzgens RDN18 bei verschiedenen Hefestdmmen aus einer Versuchsreihe
dargestellt (siehe Tabelle 38 im Anhang). Hierbei zeigte sich, dass keine der Proben
ein Verhaltnis unter 2,0 aufweist. Die detektierten Werte lagen konstant in Bereichen
zwischen 2,09 und 2,13. Die isolierten RNA-Abschnitte konnten daher als sehr gut und

rein bezeichnet werden und waren fur die Messung mittels Real-Time PCR geeignet.

4.2.1.3 Uberprifung der PCR-Produkte mittels Schmelzkurvenanalyse

Nachdem die Qualitat der isolierten RNA gewahrleistet war, wurde im letzten Schritt
die Lange der PCR-Produkte uberpruft. Bei PCR-Reaktionen ist es moglich, dass es
zu Fehlpaarungen mit den verwendeten Primern kommt und diese oftmals sehr kurzen
Bruchstiicke im weiteren Verlauf ebenfalls amplifiziert werden. Da sich auch in diese
Bruchstiucke der Fluoreszenz-Farbstoff einlagern kann, kann es in Folge dessen zu
einer fehlerhaften Messung durch ein zu hohes Fluoreszenz-Signal kommen. Aus
diesem Grund ist es notwendig, die Fragmentlangen zu kontrollieren. Hierzu wird
ublicherweise die sogenannte Schmelzkurvenanalyse herangezogen. Nach beendeter
PCR-Messung wird die Temperatur in der PCR soweit erhoht, bis das Fluoreszenz-
Signal schlagartig sinkt. Durch die Temperaturerhbhung werden die Doppelstrange mit
dem darin befindlichen Fluoreszenzfarbstoff (hier SybrGreen) thermisch
aufgeschlossen. Der Farbstoff wird aus den DNA-Fragmenten herausgeldst und das
Fluoreszenz-Signal sinkt. Mit Hilfe der ermittelten Temperatur (bei Abfall des
Fluoreszenzsignals) und mittels eines speziellen Berechnungsprogramms (Oligo Calc:
Oligonucleotide Properties Calculator) kann die Lange der DNA-Sequenzen bestimmt
werden. Die empfohlene Lange des PCR-Produktes liegt zwischen 100 und 200
Basenpaaren, in jedem Fall jedoch unter 300 (Druml, 2014).
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Abbildung 26: Schmelzkurven von ATF1

)

Die Uberpriifung der einzelnen PCR-Produkte ergab nach Berechnung folgende

Basenlangen der einzelnen PCR-Produkte:

Tabelle 26: Basenlange der PCR-Produkte fur verschiedene Primer
PCR-Produkt ‘ Basenlange [bp] ‘

RDN18 237
ATF1 198
ATF2 115
IAH1 122
BAT1 150
PAD1 160

Demzufolge lagen alle in dieser Arbeit verwendeten Gene in dem geforderten Bereich.
Lediglich RDN18 lag etwas hdher als die Ubrigen PCR-Produkte, was die Messungen
jedoch nicht beeinflusst. Darlber hinaus war der wichtigste Parameter, der
diesbezuglich zu Uberprufen ist, die Effizienz der Primer. Diese gibt Auskunft dartber,
ob die Verdopplungsvorgange wahrend der PCR in ausreichendem Mal
vonstattengehen, oder ob die Elongations-Dauer angepasst werden muss, da die
Basenlange zu grol ist, um in der vorgegeben Zeit die Verdopplung durchzufihren.
Da die ermittelte Effizienz beim PCR-Produkt RDN18 mit 96,9 % in einem sehr guten
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Bereich lagen, war davon auszugehen, dass es hier zu keinerlei Schwierigkeiten

kommit.

4.2.2 Einfluss des Hefestammes auf die Enzymbildung im Verlauf
einer Garung

4.2.2.1 Bildung von Essigsaureestern

Als Leitkomponenten flr das bananig-fruchtige Aroma in Weizenbieren werden die
beiden Essigsaureester Isoamylacetat und Ethylacetat genannt. Von besonderem
Interesse sind die Faktoren, die die Bildung dieser Komponenten beeinflussen. Neben
technologischen Einflussfaktoren spielt die Wahl des Hefestamms eine entscheidende
Rolle flr das spatere Aromaprofil eines Bieres. Fur die Bildung von Isoamylacetat und
Ethylacetat werden Alkohol-Acetyl-Transferasen (AATase) bendtigt, die die Synthese
katalysieren. Im obergarigen Bereich sind hierfur die beiden Enzyme AATase 1 und
AATase 2 verantwortlich, welche in den Genen ATF1 und ATF2 lokalisiert sind (Fuijii,
1997; Malcorps & Dufour, 1992; Verstrepen, 2003d; Yoshimoto, 1998). Als
bedeutender fur die Synthese von Essigsaureestern gilt laut Literatur jedoch die
AATase 1 (Lilly et al.,, 2006a; Verstrepen, 2003d). Untersuchungen diesbezlglich
wurden jedoch bislang nur flr untergarige Bierhefestamme sowie obergarige Alehefen
durchgefuhrt — nicht jedoch fir Weizenbier-Stamme.

Im Folgenden sind die Ergebnisse einer Studie dargestellt, bei der unter identischen
Versuchsbedingungen funf Weizenbier-Hefestamme hinsichtlich ihrer Genexpression
untersucht wurden. Die Ergebnisse sind stets mit den Expressionen des Referenzgens
verglichen und mittels Formel 14 normalisiert. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit und
der mengenmaldigen Diskrepanz zwischen Ethylacetat und Isoamylacetat im Bier (ca.
Faktor 10), wurden im Folgenden die Genexpressionen von ATF1 und ATF2 lediglich
gegen Isoamylacetat aufgetragen. Die Kurven der beiden Essigsaureester verliefen
dariber hinaus nahezu identisch, da die gleichen Enzyme flir deren Bildung
verantwortlich sind und koénnen Punkt 4.1 entnommen werden. Ziel dieser
Untersuchung war es vor allem, den Verlauf der Genexpression Uber den Zeitraum der
Hauptgarung darzustellen. Die Relevanz von Genen fur die Aromastoffsynthese wurde
in den meisten wissenschaftlichen Studien durch gezielte Gendeletion, d.h.

Inaktivierung bestimmter Genabschnitte, oder mittels Mutanten bestimmt (Lilly et al.,
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2006a; Saerens et al., 2006; Verstrepen, 2003d, 2004b). In weiteren Untersuchungen
wurde zumeist lediglich das Maximum einer Expression im Verhaltnis zur
Endkonzentration des resultierenden Aromastoffes bestimmt (Saerens et al., 2008b).
Es ist jedoch zu vermuten, dass nicht nur das Maximum der Expression, sondern auch
der Zeitpunkt sowie die Summe der Expressionen Uber den gesamten Garverlauf eine
entscheidende Rolle spielen, da ein Expressionsmaximum gegen Ende der Garung
vermutlich nur noch wenig zur Aromastoffsynthese beitragt (Substratmangel). Alle im
Folgenden dargestellten Genexpressionen wurden zusatzlich zur Erstellung der
Aromaprofile aus Punkt 4.1 gemessen. Dementsprechend sind alle Messanalysen
(FAN, Zucker, Vergarungsgrade, Garungsnebenprodukte etc.) Tabelle 23 zu
entnehmen. Alle Ergebnisse der Genexpressionsmessungen (inklusive Ergebnisse
vor der Normalisierung mit Konfidenzintervallen) sind in den Tabellen 39 bis 42 im

Anhang zu finden.

Expression von ATF 1 und Verlauf der Isoamylacetat-Bildung

Obwonhl alle Hefestamme auf identische Weise propagiert wurden, zeigten sich bereits
nach 12 h Unterschiede im Expressionsverhalten. Im Gegensatz zu TUM 68,
TUM 127, TUM 214 und TUM 505 war bei Hefestamm TUM 175 bereits eine erhohte
Expression und somit eine verstarkte Enzymbildung erkennbar (vgl. Abbildungen 27 —
31). Nach 24 h war eine ausgepragte Steigung im Expressionsverhalten bei TUM 68
zu erkennen (Skalierung ist im Vergleich zu den Ubrigen Expressionsverlaufen
erweitert worden). Im Anschluss an diese Erhdhung, stieg auch der Gehalt an
Isoamylacetat deutlich an. Die Expression und somit das Enzymbildungsvermogen
stieg bei TUM 68 bis 48 h stark an und fiel gegen Ende der Hauptgarung rapide. Dies
lie® vermuten, dass scheinbar keine Enzyme mehr bendtigt wurden (siehe Abbildung
27).
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Abbildung 27: ATF1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 68

Ein unerwartetes Bild zeigte sich bei der Expressionsmessung von Hefestamm TUM
127. Obwohl nahezu keine Expression des ATF1-Gens in den ersten 48 h messbar
war, stieg der Gehalt an Isoamylacetat trotzdem zu Beginn stark an. Es scheint, dass
eine ausreichend groRe Enzymmenge an AATase 1 in diesem Hefestamm bereits
wahrend der Propagation gebildet worden ist und somit schon zu Beginn der Garung
zur Verfigung stand. Erst nach 60 h stieg das Expressionslevel nochmals steil an und
erreichte das Maximum. Zu diesem Zeitpunkt schien die Hefe neue Enzyme zu
bendtigen, was sich jedoch nicht in einer steigenden Isoamylacetat-Bildung aulerte,
da zu diesem Zeitpunkt der Garung Acetyl-CoA bereits verbraucht war (vgl. Abbildung
28).
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Abbildung 28: ATF1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 127

Die Ermittlung der Expressionsmaxima zeigte, dass das hochste Maximum von
TUM 68 gefolgt von TUM 127, TUM 175, TUM 214 und TUM 505 erreicht wurde (vgl.
Abbildungen 27, 28, 29, 30 und 31). Die Reihenfolge der hdchsten Konzentrationen
an Isoamylacetat nach beendeter Hauptgarung zeigte jedoch, dass TUM 175 die
hdchste Produktion aufwies gefolgt von TUM 68, TUM 127, TUM 214 und TUM 505.
Es ist somit erkennbar, dass tendenziell ein hohes Maximum der ATF1-Expression
auch zu héheren Gehalten an Isoamylacetat fuhrte, allerdings erklarte diese Tatsache
beispielsweise nicht den Verlauf der Isoamylacetat-Bildung bei Hefestamm TUM 127.
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Abbildung 29: ATF1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 175

Abbildung 30: ATF1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 214
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Abbildung 31: ATF1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 505

Ein in diesen Darstellungen nicht berlcksichtigter Faktor stellt der Ausgangswert zum
Zeitpunkt 0 der Garung (Anstellzeitpunkt) der einzelnen ATF1-Expressionen dar. Da
der Ausgangswert bei TUM 68 im Vergleich zu den Ubrigen Hefestammen am
niedrigsten lag (normalisierter Wert aus Formel 14), wurden zur Uberpriifung der
Ergebnisse alle Expressionen der Ubrigen Hefestdmme mit dem Differenzfaktor der
Ausgangsexpression von ATF1 des jeweiligen Hefestamms zu TUM 68 faktorisiert.
Hierbei ergab sich folgendes Bild:

Abbildung 32: Faktorisierte Darstellung der einzelnen ATF 1-Expressionsverlaufe
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Da die Einzeldaten lediglich faktorisiert wurden, sind die Kurvenverlaufe die gleichen.
Auch in dieser Darstellung zeigte sich, dass TUM 214 und 505 das niedrigste
Expressionsniveau aufwiesen. Deutlicher wird jedoch, dass TUM 175 dieses Gen
wahrend der Garung am starksten exprimierte, was wiederum sehr gut mit der
héchsten Endkonzentration an Isoamylacetat korrelierte. TUM 68 besal} auch in dieser
Darstellungsweise recht hohe Expressionsraten.

Expression von ATF 2 und Verlauf der Isoamylacetat-Bildung

Die Ergebnisse der ATF2-Expressionsmessungen bestatigten zum gréRten Teil die in
der Literatur angegebene Relevanz von ATF2 zu ATF1 bezuglich der
Aromastoffsynthese. Sowohl bei den Untersuchungen der Hefestamme TUM 175 und
TUM 214 als auch bei TUM 505 schien ATF2 keine grol3e Rolle zu spielen, da das
Gen ATF2 kaum exprimiert wurde (vgl. Abbildungen 33, 34 und 35).

Abbildung 33: ATF2-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 175
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Abbildung 34: ATF2-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 214

Abbildung 35: ATF2-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 505

Lediglich TUM 68 und TUM 127 exprimierten dieses Gen signifikant. Auffallig waren
auch die ahnlichen Kurvenverlaufe bei TUM 127 und TUM 68 im Vergleich zu den
Expressionsverlaufen von ATF1. TUM 68 exprimierte das Gen ATF2 ebenfalls nach
24 h und erreichte das Maximum im Gegensatz zur ATF1-Expression etwas fruher
nach 36 h. Der Kurvenverlauf der Expression bei TUM 127 war nahezu identisch zur
Expression von ATF1 (siehe Abbildungen 27 und 28).
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Abbildung 36: ATF2-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 68

Abbildung 37: ATF2-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 127

Auch in diesem Fall besal TUM 68 den niedrigsten Ausgangswert, sodass wie bei
ATF1 auch hier eine Faktorisierung erfolgte, um eine weitere Darstellungsweise zu

ermdglichen.
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Abbildung 38: Faktorisierte Darstellung der einzelnen ATF2-Expressionen

Die Darstellung der faktorisierten Expressionswerte zeigte ein sehr ahnliches Bild wie
die Ubrigen Grafiken. Einzig das Ausgangsniveau der ATF2-Expression von TUM 175
lie3 darauf schliel3en, dass diese Hefe das ATF2-Gen bereits vor den anderen Hefen
exprimierte. Die Darstellungsweise in faktorisierter Form &anderte bei vier der
getesteten Hefestdmme nichts an den Aussagen zum Expressionsverhalten. Diese
Darstellungsweise schien lediglich einen besseren Erklarungsansatz zum Verhaltnis
zwischen Expressionsverhalten und Konzentration von Isoamylacetat bei TUM 175 zu
liefern.

Aus den Darstellungen der Expressionskurven von ATF1 und ATF2 lie® sich demnach
schlie®en, dass die unterschiedlichen Hefestamme ein stark variierendes Verhalten
bezlglich ihrer Enzymbildung an den Tag legten. Wahrend vor allem der Hefestamm
TUM 175 bereits zu Beginn der Garung sowohl das Gen ATF1 als auch das Gen ATF2
relativ stark exprimierte, bendtigten andere Hefestdmme scheinbar erst zu einem
spateren Zeitpunkt Enzyme flur die Essigsaureester-Bildung. Die grofRte Syntheserate
an Isoamylacetat zu Beginn der Garung konnte der Hefestamm TUM 127 verzeichnen,
der jedoch kaum Expressionen der Gene ATF1 oder ATF2 zeigte. Daraus ist zu
schlussfolgern, dass dieser Hefestamm bereits wahrend der Propagationsphase die

Enzymbildung forciert bzw. Gber eine hohe enzym-Aktivitatsrate verflgte.
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4.2.2.2 Abbau von Essigsaureestern

Isoamylacetat und Ethylacetat werden nicht nur aufgebaut, sondern es findet parallel
zur Synthese bereits ein Abbau dieser Ester statt. Fukada fand 1998 heraus, dass eine
Gendeletion des Gens IAH1 zu einem Anstieg an Ethylacetat und Isoamylacetat
fuhrten, was zeigte, dass das in IAH1 kodierte Enzym flr die Hydrolyse dieser Ester
zustandig ist (Fukuda, 1998).

Auch die Expressionsmessungen von |AH1 zeigten sehr grof3e Unterschiede zwischen
den einzelnen Hefestammen. Bei den Stammen TUM 68, TUM 175 und TUM 214 war
eine deutliche Expression des Gens IAH1 erkennbar (vgl. Abbildungen 39, 40, 41).
Sowohl TUM 68 als auch TUM 175 zeigten ein Expressionsmaximum nach 36 h,
wahrend TUM 214 erst nach 60 h versuchte, vermehrt Enzyme zur Hydrolyse zu
synthetisieren. Die Tatsache, dass diese Expressionsmaxima zu einem spateren
Zeitpunkt der Hauptgarung auftraten erscheint logisch, da zu friheren Zeitpunkten
kaum Ester vorhanden sind. Es schien, als ob die unterschiedlichen Hefestamme bei
verschieden hohen Gehalten an Isoamylacetat versuchten, Enzyme zur Hydrolyse zu

produzieren.
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Abbildung 39: IAH1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 68
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Abbildung 40: IAH1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 175

Abbildung 41: IAH1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 214

So zeigte sich ein Expressionsmaximum des IAH1-Gens bei TUM 175 bereits bei einer
Isoamylacetat-Konzentration von ca. 1,3 mg/l, wahrend es durch die Hefe TUM 68 erst
bei einer Konzentration von ca. 1,7 mg/l verstarkt exprimierte wurde. Das
Expressionsmaximum von TUM 214 wurde sogar erst bei einer Konzentration von ca.
2 mg/l erreicht. Im Vergleich zu den Expressionsraten der ATF1-Gene fielen die von
IAH1 deutlich geringer aus. Die hochste Expressionsrate an IAH1 wies
TUM 68 auf, was einen Erklarungsansatz dafur lieferte, dass der Gehalt an
Isoamylacetat am Ende der Hauptgarung etwas niedriger lag als bei TUM 175, der
geringere Expressionen an ATF1 und ATF2 zeigte. TUM 68 schien demnach mehr
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Isoamylacetat zu hydrolysieren als die Ubrigen Stamme, wenngleich die Expressionen
allgemein nicht sehr hoch ausfielen.
Die Stamme TUM 127 und TUM 505 exprimierten im Gegensatz dazu kaum das IAH1-

Gen, wie in den Abbildungen 42 und 43 zu sehen ist.

Abbildung 42: IAH1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 127

Abbildung 43: IAH1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 505
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Die faktorisierte Darstellung zeigt Abbildung 44 (wiederum auf TUM 68 bezogen).
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Abbildung 44: Faktorisierte Darstellung der einzelnen IAH1-Expressionsverlaufe

Nach der Faktorisierung lagen die Expressionslevel von IAH1 bei TUM 68 und
TUM 175 auf ahnlichem Niveau. Unverandert blieb die geringe bis nicht erkennbare
Expression dieses Gens bei TUM 127 und TUM 505. Der einzige grof’e Unterschied
war in der Expression von TUM 214 zu erkennen, dessen Niveau im Vergleich deutlich
anstieg. Diese Tatsache konnte in Zusammenhang mit den niedrigen Expressionen
von ATF1 und ATF2 die niedrige Konzentration an Isoamylacetat nach beendeter

Hauptgarung noch besser erklaren.

4.2.2.3 Bildung von hoheren Alkoholen

Die Bildung hoherer Alkohole in der Hefezelle wird vor allem Uber das Gen BAT1
gesteuert (Lilly, 2004; Saerens et al., 2008b). Saerens et al. konnten zeigen, dass die
Maximum-Expression des BAT1-Gens mit der Konzentration von héheren Alkoholen
in Lager- und Ale-Hefestammen korreliert, nicht jedoch die Expressionen der oftmals
ebenfalls genannten Gene BAT2 oder BAP2 (Saerens et al., 2008b).

Die dargestellten Summen an hoheren Alkoholen ergaben sich aus den
Einzelmessungen von n-Propanol, Isobutanol und den Amylalkoholen 2- und 3-
Methylbutanol. Die Darstellungen aus Abbildung 45 bis 49 zeigten einige Parallelen zu

den Expressionen von ATF1 und ATF2. So fiel auf, dass die Expression von BAT1 bei
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Hefestamm TUM 127 wiederum sehr niedrig war, die Bildung der héheren Alkohole
jedoch nach 24 h bereits nahezu das Maximum erreicht hatte. Dies lie3 wiederum auf
eine hohe Enzymausstattung vor Beginn der Garung schlie3en (vgl. Abbildung 45).
Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei TUM 505 (siehe Abbildung 46).

Abbildung 45: BAT1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 127

Abbildung 46: BAT1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 505

Im Gegensatz hierzu exprimierte TUM 175 wiederum zu Beginn der Garung stark

(Maximum nach 12 h).
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Abbildung 47: BAT1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 175

Ein Expressionsmaximum zu Beginn der Garung ware auf Grund der frihen
Bildungsraten an hdheren Alkoholen bei allen Hefestdmmen zu erwarten gewesen.
Jedoch war lediglich bei TUM 68 nach 24 h Gardauer ein solches Verhalten zu
beobachten. Dieser Hefestamm exprimierte im Vergleich zu den Ubrigen
Untersuchungsstammen das Gen BAT1 uberdurchschnittlich hoch. Diese Tatsache
korrelierte jedoch nicht mit der Bildungsrate an hoheren Alkoholen und ist demnach
nicht in Einklang mit den Untersuchungen an Lager- und Ale-Hefestdmmen von
Saerens et al. zu bringen, die Korrelationen zwischen den Expressionsmaxima des
BAT1-Gens und der Bildungsrate an hoheren Alkoholen beschrieben (Saerens et al.,
2008b) (siehe Abbildung 48).
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Abbildung 48: BAT1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 68

Die hochste Expression des Gens BAT1 wurde durch den Hefestamm TUM 68
erreicht, der aber nicht mehr héhere Alkohole bildete als der Hefestamm TUM 214 (s.
Abbildung 49).

Abbildung 49: BAT1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 214

Auf Basis dieser Ergebnisse schien es demnach auch auf den Zeitpunkt der
Expression bzw. auf die Grundausstattung an Enzymen nach der Propagation
anzukommen. Ziel einer Hefepropagation ist es, eine gute Vermehrung von Zellen in
einem guten physiologischen Zustand zu erreichen. Wie von Kruger et al. oder Taylor
et al. beschrieben, fordert eine starke Zellvermehrung auf Grund von

105



4 Ergebnisse und Diskussion

Sauerstoffeinflissen oder dem Vorhandensein von Fettsauren die Bildung von
hoheren Alkoholen. Es ist demnach davon auszugehen, dass die Hefen bereits in
dieser starken Vermehrungsphase eine Enzymbildung forcierten, die in einer
verstarkten Bildung an hdheren Alkoholen resultierten (Kruger et al., 1992; Taylor,
1979).

Hauptgarung [h]
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Abbildung 50: Faktorisierte Darstellung der einzelnen BAT1-Expressionen

Die faktorisierte Darstellungsweise zeigte ebenfalls die geringe Expression von BAT1
bei den Hefestammen TUM 127 und TUM 505. Auf Grund des hohen Anfangsniveaus
von TUM 175 und dem damit im Vergleich zu TUM 68 hohen Multiplikationsfaktor war
eine Ubermalig hohe Expression des BAT1-Gens zu erkennen, die jedoch nicht mit
der Bildungsrate an héheren Alkoholen korrelierte. Die Expressionen von TUM 68 und

TUM 214 lagen dagegen in einem ahnlichen Bereich.

4.2.2.4 Bildung phenolischer Komponenten

Das PAD1-Gen wird mit der Decarboxylierung von Zimtsaure, p-Cumarsaure und
Ferulasaure zu Styrolen, 4-Vinylphenol und 4-Vinylguajakol in Verbindung gebracht
(Stratford et al., 2007). Vor allem 4-Vinylguajakol spielt eine wesentliche Rolle im
Aromaprofil eines Weizenbieres. Der Gehalt an 4-Vinylphenol ist meist als zu gering

zu betrachten, da der Geschmacksschwellenwert dieser Komponente nicht erreicht
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wird. Die Detektion des Gens PAD1 in Verbindung mit dem gebildeten
4-Vinylguajakol ergab folgende Ergebnisse (Abbildungen 51 — 55):

Abbildung 51: PAD1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 68

Abbildung 52: PAD1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 127
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Abbildung 53: PAD1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 175

Abbildung 54: PAD1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 214
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Abbildung 55: PAD1-Expressionen im Verlauf einer Garung mit TUM 505

In diesen Abbildungen sind z.T. sehr starke Expressionsraten im Vergleich zu ihren
Ausgangswerten vor der Garung zu erkennen. Vor allem TUM 214 wies starke
Expressionen des PAD1-Gens auf. Diese hohen Expressionen korrelierten jedoch
nicht mit dem niedrigen Endgehalt an 4-Vinylguajakol nach beendeter Hauptgarung
(2,50 mgl/l). Die héchste Konzentration an 4-Vinylguajakol wiesen die Weizenbiere auf,
die mit TUM 175 produziert wurden. Dieser Hefestamm zeigte jedoch ein sehr viel
geringeres Expressionsmaximum an PAD1 als TUM 68 oder TUM 214 (Ahnliche
Ergebnisse erbrachte auch die faktorisierte Darstellung). Demnach scheint ein
anderes Enzym fur die Bildung entscheidender zu sein. Hierfur kdnnte das Gen FDC1
(Ferulasaure-Decarboxylase-Gen) verantwortlich sein, das im Rahmen dieser Studien
jedoch nicht untersucht wurde. Dieses FDC1-Gen liegt nach Mukai et al. auf
Chromosom 4 bei Saccharomyces cerevisiae direkt neben dem PAD1-Gen (Mukai,
Masaki, Fujii, Kawamukai, & lefuji, 2010). Mukai et. al vermuteten dartber hinaus, dass
beide Gene PAD1 und FDC1 im Bildungsweg des Ubiquinon in Escherichia coli
mitwirken (Mukai et al., 2010). Auch Schwarz et al. berichteten bereits Uber die
Umsetzung von Ferulasaure und p-Cumarsaure durch die gleichen Enzyme PAD1 und
FDC1 (Schwarz, Boitz, & Methner, 2012). Aus den dargestellten Ergebnissen war eine
Korrelation zwischen der Expression des PAD1-Gens und der Bildung von 4-
Vinylguajakol nur schwer auszumachen. Im Rahmen dieser Untersuchungen war es
auf Grund des hohen zeitlichen Einsatzes nicht mdglich, diese Versuchsreihen mit

FDC1 und allen weiteren dargestellten Parametern zu wiederholen.
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4.2.2.5 Korrelationen zwischen Expressionsmaxima und dem Maximum an
gebildeter Aromakomponente

In der Literatur sowie in zahlreichen Publikationen wurden oftmals lediglich die

(ERef)Cpsample

Expressionsmaxima ( Genexpression = ) im Verlauf einer Garung

(Ecarger) Fsample
angegeben, da diese mit den Maxima an gebildeten Aromastoffen korrelieren sollten.
Saerens et al. konnten mittels Pearson-Korrelation beispielsweise sehr gute
Korrelationen bei Lagebier- und Ale-Hefen zwischen der Bildung von hdheren
Alkoholen und Essigsaureestern und den jeweiligen Genexpressionen von BAT1,
ATF1 und ATF2 finden (Saerens et al., 2008b). Auf Basis der Untersuchungen von
funf unterschiedlichen Weizenbier-Hefestammen wurde auch diese Sachlage
untersucht. Hierbei wurde ebenfalls mit Hilfe der Pearson-Korrelation versucht,
Abhangigkeiten der Genexpressionen mit den gebildeten Aromakomponenten zu

finden. Da zu vermuten war, dass nicht nur das Expressionsmaximum

(ERef)Cpsample

C
14
(Etarget) sample

(Genexpression = ), sondern auch das allgemeine Expressionsniveau

(Summe der Genexpressionsraten) sowie der Expressionszeitpunkt eine Rolle spielt,
wurden die jeweiligen Genexpressionswerte addiert und ebenfalls mittels Pearson-
Korrelation den maximal gebildeten Aromakonzentrationen gegenuber gestellt.
Dartiber hinaus wurde die Summe der normalisierten und faktorisierten
Expressionsraten (Siehe Punkt 4.2.2.1-4.2.2.3) im Vergleich zu den gebildeten
Aromakomponenten ebenfalls hinsichtlich maoglicher Korrelationen untersucht.

Insgesamt wurden funf verschiedene Korrelationsfaktoren gebildet:

Korrelationsfaktor 1: Genexpressionsmaximum zu maximaler Stoffkonzentration
Korrelationsfaktor 2:Normalisierte Genexpressionsmaximum (Formel 14) zu
maximaler Stoffkonzentration

Korrelationsfaktor 3: Summe der Genexpressionen zu maximaler Stoffkonzentration
Korrelationsfaktor 4: Summe der normalisierten Genexpressionen zu maximaler
Stoffkonzentration

Korrelationsfaktor 5: Summe der normalisierten und faktorisierten Genexpressionen

zu maximaler Stoffkonzentration
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Als ,bedeutsame” Korrelation wird ein Faktor ab 0,3 definiert. Korrelationen werden ab
einem Wert von 0,5 als ,gut® bezeichnet und ab 0,7 als ,sehr gut”. Saerens et al.
betrachteten eine Korrelation zwischen 0,5 und 1 als eine signifikante positive

Korrelation zwischen zwei Variablen (Saerens et al., 2008b).

Tabelle 27: Darstellung unterschiedlicher Korrelationsfaktoren

Pearson- Korrelations- | Korrelations- | Korrelations- | Korrelations- Korrelations-
Korrelation faktor 1 faktor 2 faktor 3 faktor 4 faktor 5
ATF1 zu Maximum

an Isoamylacetat 0,75 0,52 0,68 0,59 0,68
ATF1 zu Maximum

an Ethylacetat 0,70 0,73 0,17 0,69 0,19
ATF2 zu Maximum

an Isoamylacetat 0,59 0,34 0,59 0,44 0,63
ATF2 zu Maximum

an Ethylacetat 0,21 0,55 0,09 0,67 0,37
IAH1 zu Maximum

an Isoamylacetat -0,51 0,43 -0,52 0,41 -0,58
IAH1 zu Maximum

an Ethylacetat -0,71 0,41 -0,70 0,42 -0,75
BAT1 zu Maximum

an hoheren

Alkoholen 0,26 0,34 0,24 0,38 0,30
PAD1 zu Maximum

an 4-Vinylguajakol -0,24 -0,31 -0,29 -0,29 -0,29

Wie in Tabelle 27 zu sehen ist, ergaben sich bei allen gute oder sehr gute Korrelationen
zwischen der ATF1-Expression und der gebildeten Menge an Isoamylacetat. Wie von
Saerens et al. beschrieben, gab es auch in dieser Studie sehr gute Korrelationen
zwischen dem Expressionsmaximum an ATF1 und der gebildeten Menge an
Isoamylacetat (Saerens et al., 2008b). Das gleiche Ergebnis zeigte sich auch bei der
Korrelation zu Ethylacetat. Mit Ausnahme der Korrelationsfaktoren 3 und 5 ergaben
sich gute bis sehr gute Korrelationen. Die besten Korrelationen zwischen ATF2 und
der gebildeten Menge an Essigsaureestern wiesen die Berechnungen der
normalisierten und faktorisierten Form auf (Korrelationsfaktor 5). Ebenfalls ein guter
Zusammenhang war bei Korrelationsfaktor 4 (ATF2 und der gebildeten Menge an
Ethylacetat) zu erkennen. Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede zu den ubrigen
Korrelationen. Ebenfalls gute bis sehr gute Korrelationen waren zwischen der
Expression von IAH1 und den Essigsaureestern zu sehen. Hierbei handelte es sich
auf Grund des Abbaus jedoch um negative Korrelationen. Auch in diesem Fall lieferte

die normalisierte und faktorisierte Form die besten Ergebnisse. Weniger
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aussagekraftig waren die Korrelationen zwischen der Expression von BAT1 und der
gebildeten Menge an hoheren Alkoholen. Hierbei konnten lediglich ,bedeutsame®
Korrelationen festgestellt werden. Kein Zusammenhang wurde zwischen der
Expression des PAD1-Gens und der produzierten Menge an 4-Vinylguajakol
erkennbar. In diesem Fall wurden sogar negative Korrelationen festgestellt.

Bei Betrachtung von Tabelle 27 fallt auf, dass sich fur unterschiedliche
Aromakomponenten und verschiedene Genexpressionen auch unterschiedliche
Korrelationsfaktoren ergeben konnen, die mehr oder weniger gut geeignet sind.
Durchwegs gute Korrelationen fanden sich bei der Verwendung des
Expressionsmaximums zur Berechnung. Allerdings konnten, mit Ausnahme der
Korrelation zwischen der ATF1-Expression und der produzierten Menge an
Ethylacetat, auch mit der normalisierten und faktorisierten Form sehr gute und z.T.
bessere Korrelationen gefunden werden. Diese Form der Korrelationsbildung kann

demnach eine Alternative zur bisher verwendeten Form sein.

4.2.3 Einfluss von Druck auf die Enzymbildung im Verlauf einer
Garung

Auch der Einfluss des Drucks wahrend einer Garung war Gegenstand der
Untersuchungen (Messwerte im Anhang Tabelle 42). Vor allem bei der Produktion von
Weizenbieren in grolien ZKTs herrscht z.T. ein recht hoher statischer Druck auf der
Hefe. Um den Druckeinfluss, der in einem hoheren ZKT herrscht, zu simulieren, wurde
1 bar Uberdruck auf die Gartanks gegeben. Dies entspricht einem statischen Druck
von 10 m Flussigkeitssaule und somit ungefahr dem mittleren Druck, dem die Hefe in
einem 20 m hohen ZKT ausgesetzt ist. Diese Versuchsreihe wurde mit dem
Hefestamm TUM 68 durchgefuhrt.

112



4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 56: ATF1-Expressionen bei druckloser sowie bei Uberdruck-Géarung

Abbildung 56 zeigt, dass das ATF1-Gen unter Druck kaum exprimiert wurde, was auch
in einem niedrigen Gehalt an Isoamylacetat resultierte. Auch die faktorisierte
Darstellung bestatigte diese Ergebnisse (siehe Anhang Abbildung 105). Des Weiteren
ist zu sehen, dass die Expressionsrate des ATF1-Gens in der Referenzgarung ohne
Druck vom Verlauf der unter 4.2.2 dargestellten Garungen mit TUM 68 abwich.
Begriundet liegt diese Tatsache vermutlich in der relativ geringen Anzahl an
Probenahmezeitpunkte und der geringfugig variierenden Wirze-Zusammensetzung.
Auch handelt es sich bei Hefe um einen lebenden Organismus, der bedingt durch
technologische Parameter wie die Propagation nicht stets gleich reagiert. Dies zeigte
jedoch, dass schon kleine Veranderungen wahrend der Garung einen Einfluss auf die
Genexpressionsmessungen zu haben scheinen. Dennoch gab der direkte Vergleich
zwischen den 0 bar und 1 barU-Garungen unter sonst gleichen Bedingungen
Aufschluss Uber das Enzymbildungsverhalten dieses Hefestammes unter Druck-

Bedingungen.
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Abbildung 57: ATF2-Expressionen bei druckloser sowie bei Uberdruck-Garung

Der Verlauf der ATF2-Expressionsraten zeigte bis 48 h nach dem Anstellen der Wirze
einen sehr ahnlichen Verlauf bei beiden Versuchsbedingungen (vgl. Abbildung 57),
wenngleich das Niveau der Druckgarung deutlich unter dem der Referenzgarung lag.
Nach 48 h blieb der Wert der relativen Expression von ATF2 bei der Druckgarung
zunachst niedrig, bevor er gegen Garende wieder anstieg. Das Niveau der
Referenzgarung blieb dagegen bis zum Ende der Garung erhéht. Demnach waren
deutliche Unterschiede im ATF2-Expressionsverhalten unter Druck-Verhaltnissen zu
erkennen. Auch bei der Expression dieses Gens schien der statische Druck bzw. der
CO2z-Partialdruck einen negativen Einfluss auf das Enzym-Bildungsverhalten

auszulben (siehe auch faktorisierte Darstellung in Abbildung 106 im Anhang).
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Abbildung 58: IAH1-Expressionen bei druckloser sowie bei Uberdruck-Gérung

Das IAH1-Gen wurde unter Druck ahnlich exprimiert wie unter Referenzbedingungen
(vgl. Abbildung 58). Lediglich das Niveau der Expressionswerte lag etwas unter dem
der Referenz. Die Ergebnisse der faktorisierten Daten wiesen jedoch einen gréReren
Unterschied auf, bei dem deutlich wird, dass auch die Hydrolyse der Ester unter Druck
gehemmt wurde (siehe Anhang Abbildung 107).

Ein unerwartetes Bild zeigte sich in dieser Versuchsreihe bei den héheren Alkoholen.
Unter Druck wurden nach beendeter Garung minimal mehr héhere Alkohole detektiert
als bei der atmosphéarischen Garung. Bei Betrachtung des Bildungsverlaufs fiel auf,
dass die Maxima in beiden Fallen bereits nach 48 h erreicht wurden und im Anschluss
der Gehalt der Alkohole wieder fiel. Dieser Abbau schien unter Druck etwas langsamer
vonstatten zu gehen. Auch in diesem Fall konnte bei den faktorisierten Daten ein
wesentlich deutlicherer Unterschied in der Expression dieses Gens festgestellt
werden. Wie auch bei allen anderen Genexpressionen wurde die Expression des Gens
BAT1 unter Druckbedingungen deutlich unterdrickt (siehe Anhang Abbildung 108).

115



4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 59: BAT 1-Expressionen bei druckloser sowie bei Uberdruck-Garung

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu zahlreichen Veroffentlichungen, die von
einer Verminderung des Baustoffwechsels der Hefe unter Druck sprechen und somit
von einer Verringerung der hoheren Alkohole ausgehen (Arcay-Ledezma & Slaughter,
1984; Kruger, 1998; Landaud et al., 2001). Im Gegensatz zu diesen Veroffentlichungen
handelt es sich bei TUM 68 jedoch um einen obergarigen Weizenbier-Hefestamm,
dessen Verhalten bislang noch nicht untersucht wurde. Eventuell ist es mdglich, dass
die Bildung von hoheren Alkoholen bei Driicken bis zu 1 barU in diesem Fall nur
geringflgig beeinflusst wurde.

Das PAD1-Gen wurde hingegen unter Druck deutlich starker exprimiert als unter
Standard-Bedingungen, was jedoch zu keiner Erhéhung des 4-Vinylguajakol-Gehalts
fihrte. Im Gegenteil — die Bildung verlief langsam und resultierte in einem sehr
geringen Gehalt an 4-VG (vgl. Abbildung 60). Dies liel® wiederum vermuten, dass es
noch andere Gene geben muss, die fur die Bildung von relevanten Enzymen fur die 4-

Vinylguajakol-Bildung verantwortlich sind.
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Abbildung 60: PAD1-Expressionen bei druckloser sowie bei Uberdruck-Garung

Wie zu erwarten war, konnte der Hefestamm TUM 68 unter Uberdruck-Bedingungen
nur wenig Isoamylacetat bilden. Sowohl die Expressionrate des Gens ATF1 als auch
die des Gens ATF2 wurden unter Druck-Bedingungen im Vergleich zur
Referenzgarung vermindert. Das fur die Hydrolyse der Essigsaureester
verantwortliche Gen zeigte ebenfalls eine Veranderung im Expressionsverlauf. Im
Vergleich zur Referenzgarung wurde auch das IAH1 Gen weniger haufig exprimiert,
was sich vor allem in den faktorisierten Darstellungen zeigte (siehe Abbildung 107).
Somit ist davon auszugehen, dass die Hydrolyse bei Uberdruckbedingungen in einem
geringeren Ausmal} vonstattenging. Erstaunlicherweise wurden bei diesen
Versuchsgarungen ahnlich viele hohere Alkohole unter Druck-Bedingungen gebildet
wie unter atmospharischen Gegebenheiten. Auch in diesem Fall wurde das BAT1-Gen
weniger stark exprimiert. Keine Korrelation konnte dagegen wiederum zwischen der
PAD1-Expression und der gebildeten Menge an 4-VG beobachtet werden. Trotz
starker Expression unter Druck-Bedingungen lag der Gehalt an 4-VG auf einem sehr

niedrigen Niveau.

4.3 Verluste an ausgewahlten Aromakomponenten durch Ausgasung

Fur die Produktion eines esterreichen oder phenolischen Weizenbieres ist es sehr
wichtig, die garungstechnologischen Parameter zu kennen, durch deren

Berucksichtigung das gewunschte Aromabild produziert werden kann. Ein weiterer
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wichtiger Aspekt, den es wahrend der Produktion zu beachten gilt, sind die Verluste
an Aromakomponenten. Diese sollten nach Moglichkeit so gering wie moglich gehalten
werden. Eine potentielle Verlustquelle stellt die Ausgasung wahrend der Hauptgarung
dar.

Ester sind bekannter Weise fliichtige Komponenten. Wahrend der Garung wird aus
zwei Gramm vergorenem Extrakt ca. ein Gramm CO:2 gebildet. Dies entspricht einem
Volumen von ca. 500 ml pro Gramm verbrauchtem Extrakt. In Garbottichen bzw.
zylindrokonischen Gartanks von bis zu 500 hl Volumen wird demnach ein sehr grol3es
Volumen an COz2 gebildet, das aus dem Jungbier entweicht. Je nach Geometrie und
Konvektionsstromungen im Tank kommt es zu sehr intensiven Umwalzungen des
Garmediums. Diese als ,kochend® bezeichnete Form der Garung fordert eine intensive
Durchmischung des Jungbieres im Tank. Gase und somit auch CO2 kdnnen oftmals
als Trager fungieren, um bestimmte Substanzen aus einem flissigen Medium zu
entfernen. Neue Ansatze zur Entalkoholisierung nutzen diesen Effekt bereits. Beim
sogenannten Desorptionsverfahren wird Inertgas oder auch Garungs-COz2 durch das
Bier geleitet. Durch den Konzentrationsunterschied im Alkoholgehalt zwischen Gas-
und Flassigphase kommt es zur Entalkoholisierung. CO2 nimmt Ethanol aus der
Flissigkeit auf und gibt ihn an die Umgebungsluft ab (Hertel, 2013). Diese Tatsache
und auch der Geruch nach fruchtigen Aromanoten wahrend der Hauptgarung lassen
vermuten, dass flichtige Substanzen in Abhangigkeit von der Garintensitat in groferen
Mengen aus dem Bier entweichen. Diese Verluste wurden jedoch bislang nicht
untersucht, obwohl es durch technologische Malinahmen eventuell moglich ware, sie
zu minimieren und wichtige Leitkomponenten besser im Bier zurtuckzuhalten. Im
Folgenden sollen potentielle Verluste der wichtigsten Aromasubstanzen im Verlauf

einer Weizenbier-Fermentation dargestellt werden.
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4.3.1 Simulierung einer offenen Garung und die damit verbundene
Ausgasung mittels CO2 im Versuchsmedium Wasser

Im ersten Schritt wurde ein klassisches Verfahren der Weizenbier-Produktion
untersucht. Wie vor allem im siddeutschen Raum zu finden, wird das Weizenbier
haufig in offenen Garbottichen produziert. Da zu Beginn des Garprozesses noch kaum
Ester oder andere Aromasubstanzen vorliegen, ist es sehr schwierig, diesen
dynamischen Prozess von Aromabildung, -abbau und —ausgasung darzustellen. Auf
Grund dessen wurde im 1,5 [-Malistab eine offene Garung in einem Becherglas
simuliert. Ziel dieser Untersuchungen war es, moglichst einfach die Verluste an den
Leitkomponenten Isoamylacetat, Ethylacetat und 4-Vinylguajakol zu ermitteln. Hierfur
wurden die Reinsubstanzen in weizenbier-typischen Mengen nach ausreichender
Homogenisierung mit dem Garmedium in den simulierten Garbottich gegeben und
mittels einer Fritte mit definierter Porengrof3e und definiertem Durchfluss entgast. Es
wurde hierfur exakt die Menge an CO2 durch das Medium befordert, die bei der
Produktion von 1,5 | Jungbier mit 12°P produziert worden ware (300 ml CO2/min fur
eine Dauer von 2 h). Durch die Differenzmessung der Aromakomponenten vor und
nach dem Begasen mit CO2 kann die Menge an Aromastoffen bestimmt werden, die
aus dem Wasser verdrangt wurde. Diese Versuchsreihen wurden unter Variation der
Gartemperatur, des pH-Wertes und des Alkoholgehaltes durchgeflhrt.

Als Medium wurde Wasser statt Wirze gewahlt, um stets gleiche
Versuchsbedingungen zu gewahrleisten. Wurze beinhaltet zwar keine Ester wie
Isoamylacetat und Ethylacetat, allerdings ist bereits eine gewisse Menge an
4-Vinylguajakol (chargenabhangig) in der Wuirze enthalten. Daruber hinaus ist es
schwierig, konstante Verhaltnisse mit Wirze zu simulieren, da wahrend einer Garung
der Zuckeranteil im Jungbier stetig abnimmt und der Alkoholgehalt bei gleichzeitiger
pH-Absenkung zunimmt. In Vorversuchen wurde jedoch der Einfluss der
Zuckermolekile in Wirze im Vergleich zu Wasser getestet, da diese den
Hauptunterschied zwischen den Medien ausmachen. Hierbei kam es zu keinen
signifikanten Unterschieden in den Aromaverlusten unter sonst identischen
Bedingungen (Schneiderbanger et al., 2011). Auch Nahon et al. sowie Scheuren
bestatigten den geringen Einfluss von Zuckern auf dieses Verhalten (Nahon, Koren,
Roozen, & Posthumus, 1998; Scheuren, 2008).
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Als typische Werte wurden dem Medium folgende Konzentrationen an

Aromakomponenten zugegeben, die bei jedem Versuch kontrolliert wurden:

40 mg/l Ethylacetat
5 mg/l Isoamylacetat

4 mg/l 4-Vinylguajakol

Auf Grund der Dampfdricke der verschiedenen Leitkomponenten ist zu vermuten,

dass Ethylacetat am leichtesten aus dem Medium zu entfernen ist (siehe Tabelle 28).

Tabelle 28: Dampfdrucke von Ethylacetat, Isoamylacetat und 4-Vinylguajakol bei
20°C
(Werte von Dortmund Data Bank Software & Separation Technology)

Aromastoff Dampfdruck bei 20°C

Ethylacetat 97,92 hPa
Isoamylacetat 5,47 hPa
4-Vinylguajakol 0,0076 hPa

Da die Fluchtigkeit einer Substanz jedoch auch von anderen Kriterien wie dem Medium
und den Umgebungsparametern abhangig ist, ist eine einfache Prognose auf Grund

der Dampfdricke nicht zu stellen.

4.3.1.1 Einfluss von Temperatur auf das Ausgasungsverhalten

Zunachst erfolgte die Variation der Gartemperatur. Diese wurde mit Hilfe eines
Wasserbades auf 10°C, 15°C, 20°C und 25°C eingestellt und mittels Thermostat
konstant gehalten.

Wie Abbildung 61 zeigt, waren bei Isoamylacetat und Ethylacetat mit steigenden
Temperaturen héhere Verluste nach der simulierten Garung zu erkennen. Diese
Tatsache erklart sich durch die steigenden Dampfdricke der Substanzen bei
Temperaturerhohungen. Auch konnte die Affinitat zu CO2 bei hdheren Temperaturen
steigen. 4-Vinylguajakol dagegen zeigte keine erhdhte Ausgasung mit steigenden

Gartemperaturen.
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Abbildung 61: Aromaverluste durch Ausgasung unter Variation der Temperatur

Grund hierflr war das allgemein sehr niedrige Niveau der prozentualen Abnahme. Die
Verluste an 4-Vinylguajakol betrugen selbst bei Temperaturen von 25°C lediglich
2,2 %. Diese Ergebnisse korrelierten sehr gut mit dem niedrigen Dampfdruck von
4-Vinylguajakol. Die Verluste an Ethylacetat dagegen wuchsen mit steigender
Temperatur deutlich an. Wahrend nach beendeter simulierter Garung mit einer
Gartemperatur von 10°C lediglich 4,7 % Ethylacetat verloren gingen, stiegen die
Verluste kontinuierlich bis zu einem Maximum bei 25°C von 22,9 % deutlich an. Am
flichtigsten ist der Ester Isoamylacetat. Eine simulierte Garung von 25°C fuhrte zu
einem Verlust von ca. 50 % des Bananenesters. Isoamylacetat war demnach leichter
aus der Versuchsfllssigkeit zu verdrangen als die beiden anderen Komponenten. Ein
Erklarungsansatz dafir, dass Isoamylacetat trotz niedrigerem Dampfdruck leichter aus
dem Medium zu entfernen ist als Ethylacetat, konnte in der Hydrophobizitat der
Komponenten zu finden sein. Beide Ester sind unpolare Substanzen, d.h. sie sind
hydrophob und somit nicht gut in Wasser oder anderen polaren Medien zu l6sen. Die
Hydrophobizitat spielt auch bei Stofftrennprozessen eine groRe Rolle, wie
beispielsweise bei der Schaumfraktionierung (Chen & Parlar, 2013). Die
Hyrdophobizitat wird durch den sogenannten Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (LogPow) ausgedrickt. Isoamylacetat hat einen LogPow-
Wert von 2,0, wahrend der LogPow flr Ethylacetat 0,7 ist (Pubchem, 2010). Diese
Werte sagen aus, dass Isoamylacetat hydrophober ist als Ethylacetat und somit
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wasserunléslicher. Dies kdnnte ein Grund dafir sein, dass Isoamylacetat leichter aus
der Versuchsflissigkeit zu entfernen war.

Die Gartemperatur war auf Basis dieser Ergebnisse entscheidend fur die
Aromaverluste der Essigsaureester durch Ausgasung, vor allem flr Isoamylacetat. Fr
die Produktion eines Weizenbieres mit besonderem Nelkenaroma ist dieser Parameter
von keiner Bedeutung, da 4-Vinylguajakol auch bei Gartemperaturen von 25°C noch

nahezu unverandert im Medium enthalten ist.

4.3.1.2 Einfluss des pH-Wertes auf das Ausgasungsverhalten

Neben der Temperatur wurde auch der pH-Wert variiert. Da die Garung von
Weizenbieren bei Wirze-pH-Werten von ca. 5,4 - 5,6 startet und im weiteren Verlauf
auf bis zu ca. pH 4,2 absinkt, konnte sich auch das Ausgasungsverhalten der
Aromakomponenten mit dem pH-Wert andern. Daher wurden die pH-Werte bei

isothermer Versuchsdurchfihrung von 20°C verandert.

Abbildung 62: Aromaverluste durch Ausgasung unter Variation des pH-Wertes

Wie in Abbildung 62 zu sehen ist, war Isoamylacetat deutlich fliichtiger als Ethylacetat.
4-Vinylguajakol blieb sehr stabil im Medium. Der pH-Wert hatte in den untersuchten
Bereichen jedoch keinen Einfluss auf das Ausgasungsverhalten der

Aromakomponenten.
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4.3.1.3 Einfluss des Alkoholgehaltes auf das Ausgasungsverhalten

Auch der Alkoholgehalt steigt im Verlauf einer Garung von 0 %Vol. auf ca. 5 %Vol. an.
Da ein steigender Ethanolgehalt die Untersuchungsflissigkeit oder auch das Jungbier
etwas unpolarer werden lasst, konnte auch dieser Einfluss auf die Verluste an
Aromasubstanzen durch CO2 haben. Wie auch bei der Variation des pH-Wertes wurde

die Versuchstemperatur konstant auf 20°C gehalten.
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Abbildung 63: Aromaverluste durch Ausgasung unter Variation des Ethanolgehaltes

Aus Abbildung 63 wird ersichtlich, dass die Verluste der verschiedenen
Aromakomponenten sehr gut mit den zugehorigen Werten aus Abbildung 62
korrelierten. Der Alkoholgehalt spielte in einem Bereich von 2 bis 4 %Vol. bei keiner
der untersuchten Komponenten eine Rolle. Es konnte in diesem Bereich keine
Korrelation zwischen dem Alkoholgehalt und dem Aromaverlust gefunden werden.
Lediglich ab einem Alkoholgehalt von 5 %Vol. war bei den Estern Isoamylacetat und
Ethylacetat ein Anstieg des Aromaaustrags zu erkennen. Der Verlust an 4-
Vinylguajakol war wie bei allen anderen Versuchen zu gering, um eine Aussage treffen
zu konnen. Es schien demnach, dass gegen Ende der Garung, wenn der Alkoholgehalt
auf 5 %Vol. ansteigt, der Aromaverlust der Essigsaure-Ester hdher wurde. Der Grund
fur dieses Verhalten ist vermutlich in den Polaritaten dieser Stoffe zu suchen. Sowohl
Ethylacetat als auch Isoamylacetat sind unpolare Verbindungen, wohingegen Wasser

bzw. Bier als Losungsmittel sehr polare Fluide sind. Unpolare Verbindungen lassen
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sich nicht besonders gut in Wasser l6sen. Ethanol ist zwar ebenfalls ein polares
Losungsmittel, ist jedoch etwas unpolarer als Wasser. Es ist daher zu vermuten, dass
Ethanol ein besseres Tragermittel ist als Wasser. Durch die Ausgasung mittels COz2
werden somit Ethanolmolekile, die mit Aromakomponenten gesattigt sind, aus dem
Wasser entfernt. Es kann daher zu einer vermehrten Austreibung dieser Komponenten
kommen.

In einer Reihe von Tests konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf einer simulierten
alkoholischen Garung zu einem betrachtlichen Verlust an  wichtigen
Aromakomponenten kommt. Unabhangig von der Variation der Parameter war der
Verlust des Bananenesters Isoamylacetat durchwegs am hochsten. Die Abnahme
dieser wichtigen Weizenbier-Komponente schwankte zwischen 22 % bis hin zu Gber
50 %. Ethylacetat verhielt sich in allen Versuchsreihen ahnlich wie Isoamylacetat,
jedoch waren die Verluste stets geringer. 4-Vinylguajakol dagegen wurde unter den
getesteten Bedingungen fast nicht durch CO2 aus der Versuchsflissigkeit
ausgetrieben. Den grofdten Einfluss auf das Ausgasungsverhalten hatte der Parameter
Temperatur. Je hoher die simulierte Gartemperatur war, desto groRer waren die
Verlustraten. Hinsichtlich der Ausgasungsverluste ist es sicher nicht ratsam, eine zu
hohe Gartemperatur zu wahlen. Zwar werden bei héheren Gartemperaturen mehr
Essigsaureester gebildet, allerdings steigen auch die Verluste. Die Variation der pH-
Werte, die ebenfalls denen aus einer Garung nachempfunden worden waren, zeigte
keine Korrelation zu den Aromaverlusten. Steigende Alkoholgehalte zeigten bis
4 %Vol. ebenfalls keine Korrelation. Ab einem Alkoholgehalt von 5 %Vol. schienen

dagegen die Verluste der Essigsaureester zu steigen.

4.3.2 Ermittlung der relativen Flichtigkeiten ausgewahlter
Garungsnebenprodukte in Abhéangigkeit von der Temperatur

Nach der Durchfihrung der simulierten offenen Garung sollten den einzelnen
Aromakomponenten auch Zahlenwerte fir ihre Fllichtigkeit zugeordnet werden
konnen. Die Ermittlung einer relativen Fluchtigkeit dient dazu, eine Aussage Uber die
Fluchtigkeit einer Stoffkomponente aus einem definierten Medium unter einer
bestimmten Temperatureinwirkung treffen zu kdnnen. Es gibt verschiedene Verfahren,

um diese zu ermitteln. Wie bereits in 2.5 diskutiert, liefert die sogenannte Rayleigh-
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Destillation eine einfache und gute Moglichkeit zur Detektion der relativen Flichtigkeit
eines Zwei- oder Mehrstoffgemisches. Fur diesen Versuch wurde Inertgas durch eine
Fritte in eine Gaswaschflasche gefordert, welches daraufhin das fluide Stoffgemisch
durchstromte. Dies simuliert einen Siedevorgang, da die Gasblasen die Grenzschicht
zwischen Fluid und Gasphase durchtrennen. Vor und nach dem Durchstromen des
Gases wurde sowohl das Gewicht als auch die Konzentration auf Basis folgender
Formel ermittelt (Hertel, 2006):

Inile
Formel 17: Ki° =1+ =
mo

Mit xio und xie wurden die Stoffkonzentrationen vor und nach der Durchstromung des
Fluides mit Inertgas bezeichnet. Durch mo und me wurde jeweils die Masse vor und
nach der Versuchsdurchfihrung beschrieben. Wie bereits erwahnt, ist diese Art der
Bestimmung der relativen Fluchtigkeit nur dann maoglich, wenn sich die Aromasubstanz
in unendlicher Verdinnung im Medium befindet (somit ist der Verteilungsfaktor in
unendlicher Verdunnung Ki® mit guter Naherung gleich der relativen Fluchtigkeit).
Diese Voraussetzung ist fur die Konzentrationen an Aromakomponeten, die wahrend
der Garung vorliegen, gegeben.

Die Versuche wurden in einer sehr schlanken Gaswaschflasche durchgefuhrt, bei der
der Flaschendurchmesser dem der Fritte nahe kommt. Somit war die homogene
Durchmischung des Mediums mit Gas gewabhrleistet. Die Gaswaschflasche verfugte
Uber einen schmalen Ausgang an der oberen Seite des Deckels, wodurch das
ungewollte Austreten der Versuchsflussigkeit durch herausspritzende Tropfen
vermieden wurde. Zur Vermeidung der Kondensatbildung am Flaschendeckel und
damit der Verfalschung der Ergebnisse wurde eine Rotlichtlampe montiert. Als
Versuchsmedium wurde auf Grund der bereits diskutierten Vorteile erneut Wasser
gewahlt, in welches die unterschiedlichen Aromakomponenten in definierter
Konzentration gegeben wurden. Der vortemperierten Versuchsflussigkeit wurden
jeweils 10 mg/l der zu untersuchenden Aromakomponente zugegeben und fur 60 min
bei einem Durchfluss von 100 ml N2/min begast. Die Ausnahme bildete der
Versuchsaufbau mit 4-Vinylguajakol; hier wurde die Stickstoffmenge wegen der sehr
geringen Verlustraten an diesem Aromastoff auf einen Durchfluss von 300 ml/min und

eine Begasungszeit von 120 min erhoht. Stickstoff wurde als Inertgas gewahlt, da sich
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bei Vorversuchen mit CO2 gezeigt hatte, dass der zu ermittelnde Gewichtsverlust kaum
wahrnehmbar war. CO2 wurde vermutlich in Form von Kohlensaure gebunden und
fuhrte somit zu einer Verfalschung der Ergebnisse.

Die Ermittlung der relativen Fllchtigkeiten der fur das Weizenbier-Aroma wichtigsten
Substanzen bestatigte die Ergebnisse der simulierten offenen Garung.
4-Vinylguajakol war schwer flichtig und verblieb nahezu vollstandig im
Versuchsmedium (vgl. Abbildung 64).
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Abbildung 64: Ermittlung der relativen Fllchtigkeit ausgewahlter Aromakomponenten

Auch die relative Fluchtigkeit von 3-Methylbutanol, das hier als Reprasentant fur die
hdheren Alkohole diente, war im Vergleich zu den Essigsaureestern eher gering.
Ethylacetat und Isoamylacetat verfugten Uber grofRere relative Flichtigkeiten, wobei
Isoamylacetat wiederum deutlich flichtiger war.

In Abbildung 64 ist eine eindeutige Korrelation zwischen der relativen Fluchtigkeit und
der Untersuchungstemperatur erkennbar. Die Temperaturprofile wurden im Vorfeld
der Untersuchungen so bestimmt, dass mdgliche Temperaturbereiche einer Garung
nachgestellt wurden; der Versuchsansatz mit 30°C wurde bewusst hoch gewahlt, um
Unterschiede in der Fluchtigkeit besser sichtbar zu machen. Die Ergebnisse zeigten
somit erneut, dass eine héhere Gartemperatur zu einem deutlich hdheren Verlust an
Essigsaureestern flhrte, und bestatigten die Ergebnisse aus 4.3.1.

Da die relative Fluchtigkeit in unendlicher Verdinnung der absoluten Fluchtigkeit sehr

nahe kommen sollte, wurde neben den experimentell ermittelten Werten der relativen
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Fllchtigkeit auch die absolute Flichtigkeit mit Hilfe der Antoine-Gleichung berechnet.
Die Daten der bendtigten Aktivitatskoeffizienten sowie die Dampfdricke der
Aromakomponenten wurden von der Dortmund Data Bank Software & Separation

Technology bezogen.

Formel 18: Ki=2=1y PS «P

Xj

Der Verteilungsfaktor K; ist aus dem Produkt aus Aktivitatskoeffizient y, , dem

Dampfdruck der zu untersuchenden Komponente P und dem Umgebungsdruck P zu
ermitteln.

Wie Tabelle 29 zu entnehmen ist, lagen die experimentell ermittelten Werte der
relativen Flichtigkeiten deutlich Gber den berechneten Werten. Demnach gab es eine
Diskrepanz zwischen den beiden Ermittlungswegen. Hierbei ist zu erwahnen, dass
eine Berechnungsmethode nicht Uber die Genauigkeit von experimentellen
Untersuchungen unter standardisierten Bedingungen verfligt. Ubereinstimmend ist
jedoch die Rangordnung der Fluchtigkeiten. Demnach hat auch nach der berechneten
Variante Isoamylacetat die hochste Flichtigkeit, gefolgt von Ethylacetat, 3-

Methylbutanol und 4-Vinylguajakol (siehe Tabelle 29).
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Tabelle 29: Ubersicht Uber die Messergebnisse zur Bestimmung der relativen

Ethylacetat

Flichtigkeiten

Isoamylacetat

A x [mg/l] 0,3 0,86 1,3
ALJg] 0,25 0,46 0,46
Relative Flichtigkeit 68,51 58,11 120,07
Absolute Fliichtigkeit 3,64 6,59 11,27

3-Methylbutanol

A x [mg/I] 1,1 2,2 3,7
ALJg] 0,24 0,4 0,48
Relative Flichtigkeit 237,7 281,84 496,68
Absolute Fliichtigkeit 5,43 11,13 21,11

4-Vinylguajakol

A x [mg/l] 0,1 0,33 0,4

AL[g] 0,28 0,4 0,48
Relative Fliichtigkeit 20,33 31,42 34,31
Absolute Flichtigkeit 0,13 0,34 0,76

A x[mg/1] 0,1 0,1 0,2
ALJg] 3,7 4,83 6,39
Relative Flichtigkeit 2,76 2,36 2,69
Absolute Fliichtigkeit [ 1,28 * 103 | 4,44*103 | 13,9* 103

FUir die Weizenbier-Garung bedeuten die Ergebnisse, dass die wichtigen
Essigsaureester am leichtesten aus dem Jungbier entweichen, gefolgt von den
hoheren Alkoholen und 4-Vinylguajakol, wobei Isoamylacetat deutlich friher und
prozentual in groReren Mengen entweicht. Je nach gewlnschtem Geschmacksprofil

des Bieres qilt es, diese Erkenntnisse zu berlcksichtigen.
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4.3.3 Verluste wichtiger Aromakomponenten wahrend des
Trinkvorgangs

Nachdem gezeigt werden konnte, dass vor allem Essigsaureester sehr fluchtige
Substanzen sind, sollte sich auch mit der Zeit die Sensorik im Glas andern. Von
Verkostungen ist bekannt, dass sich vor allem das orthonasal wahrnehmbare Aroma
einer ausgepragten Hopfenblume bei Pils-Bieren nach einer gewissen Zeit verfluchtigt.
Gleiches qilt fur das bananige Aroma bei Weizenbieren. Um diese Verluste messbar
zu machen, wurden drei Flaschen Weizenbier aus der gleichen Abflllung in drei
identische, handelsibliche Weizenbier-Glaser Uberfuhrt. Direkt nach dem
Befullvorgang wurde eine Probe aus dem Glas zur Analyse entnommen. Die Biere
wurden im Anschluss an die Probenahme 40 min stehen gelassen und erneut
analysiert. Gleiches Verfahren wurde nach einer Stunde angewandt. Parallel dazu
wurden Biere auf einen Horizontalschuttler gegeben, der die Bierglaser definiert

schwenkte.

Tabelle 30: Verluste an Aromakomponenten im Weizenglas
Ethylacetat Isobutanol @ Isoamylacetat | Amylalkohole | 4-Vinylguajakol | 4-Vinylphenol
Verluste Probe mg/| mg/| mg/l mg/| mg/| mg/l

Mittel-
nach 40 min | wert 3,03 -0,67 0,50 1,53 0,03 0,00
Mittel-
nach 60 min | wert 5,92 0,10 0,67 1,81 -0,25 -0,14
60 min Mittel-
geschwenkt | wert 13,20 1,19 1,86 -0,03 -0,04
Ethylacetat Isobutanol @ Isoamylacetat | Amylalkohole | 4-Vinylguajakol | 4-Vinylphenol

Verluste [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]

nach 40 min | Mittel-
im Glas wert 6,14 -2,42 17,19 3,06 0,82 0,20
nach 60 min | Mittel-
im Glas wert 12,01 0,36 23,07 3,61 -7,67 -8,27
60 min Mittel-
geschwenkt | wert 26,75 -1,81 41,06 3,72 -0,82 2,17

Aus Tabelle 30 wird ersichtlich, dass auch aus dem Weizenbierglas nach einer
gewissen Zeit die Essigsaureester verloren gingen. Auch hier bestatigte sich, dass
Isoamylacetat die flichtigste Komponente ist. Hohere Alkohole und 4-Vinylguajakol
entwichen bei langerer Standzeit kaum aus dem Glas. Das Aromaprofil eines fruchtig-
bananigen Weizenbieres anderte sich demnach mit der Zeit und starker unter
Bewegungseinfluss. Das Bieraroma divergierte zu Gunsten des nelkenartigen

Aromaeindruckes.
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4.4 Einfluss der Reifung auf die Aromabildung im Weizenbier

4.4.1 Einfluss des Hefestammes

Wie in 4.1 bereits dargestellt, kann die Wahl des Hefestammes fur die Hauptgarung
einen grollen Einfluss auf das Aromabild des Weizenbieres haben. Nach der
Hauptgarung erfolgt bei der Weizenbierherstellung die Reifungsphase. Es gibt
unterschiedliche Varianten, um das Aroma abzurunden und unerwinschte
Jungbukettstoffe wie z.B. Diacetyl abzubauen. Zum einen kann Weizenbier mit
Restextrakt in den Lagertank geschlaucht werden, zum anderen kann es endvergoren
werden, wobei der Hefe fur die Reifung neue Nahrstoffe in Form von Wirze oder
Krausen zur Verfugung gestellt werden mussen (Aufspeisen). Die Reifung durch
Aufspeisen kann sowohl in Tanks als auch in der Flasche erfolgen. Diese
unterschiedlichen Reifungsvarianten andern ebenfalls das Aromaprofil eines
Weizenbieres (Narzil3, 2005). Die Form der Extraktzugabe, ob mit oder ohne
Speisegabe, spielt nach Back und nach Herrmann keine entscheidende Rolle.
Allerdings scheint es von Bedeutung zu sein, ob die Nachgarung in der Flasche oder
im Lagertank stattfindet. Biere, die mit Flaschenreifung hergestellt wurden, sind laut
Back sensorisch wie auch analytisch besser zu beurteilen (Back, 1998, 2005). Auch
Herrmann konnte zeigen, dass der Gehalt an Estern nach einer Flaschengarung etwas
hdher liegt als der von tankgereiften Bieren (Herrmann, 2005b).

Da bislang nicht bekannt ist, welchen Einfluss die Wahl des Hefestammes auf die
Reifung von Weizenbieren hat, war es zum einen Ziel der folgenden Untersuchungen,
den Einfluss verschiedener Hefestamme auf das Aromaprofil nach der Reifung zu
testen, zum anderen, die Auswirkungen unterschiedlicher Speisezugaben auf die
Bildung wichtiger = Aromakomponenten zu untersuchen. Hierfir wurde
Kristallweizenbier in Tanks geschlaucht und bei 20°C fur 6 Tage gereift. Im Anschluss
fand eine Kaltreifephase von 14 Tagen bei 10°C statt. Die Verwendung von
Kristallweizenbier bietet den Vorteil, dass eine definierte Menge Hefe von 1 Mio.
Zellen/ml zugegeben werden kann und eine Extraktzugabe von genau 1°P fir
standardisierte Bedingungen sorgt. Um die Reifung in einem ZKT von ca. 12 m Hohe
zu simulieren, wurde die Nachgarung mit einem Uberdruck von 0,6 bar durchgefiihrt.

Insgesamt kamen in diesen Versuchsreihen drei unterschiedliche, identisch
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propagierte Hefestamme zum Einsatz: TUM 68,
TUM 127 und TUM 505.
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Abbildung 65: Aromadifferenzen vor und nach einer Tankreifung mit drei
unterschiedlichen Hefestammen in Prozent

Abbildung 65 zeigt, dass die drei Hefestamme unter identischen Bedingungen nach
der Reifungsphase unterschiedliche Aromastoffe bildeten. Ubereinstimmend war eine
Erhohung der hoheren Alkohole und des 4-Vinylphenols zu beobachten. Die
Konzentrationen der Weizenbier-Leitkomponenten verhielten sich dagegen je nach
Hefestamm anders. Wahrend der Gehalt an Ethylacetat bei TUM 68 nach der Reifung
zuruckging, stieg er bei TUM 127 und TUM 505 leicht an. Die gleiche Entwicklung war
bei Isoamylacetat zu beobachten. Die Zu- bzw. Abnahmen der Ester betrugen jedoch
kaum mehr als 5 %, was auf das Aroma keinen gro3en Einfluss hatte.
Erstaunlicherweise sank der Gehalt an 4-Vinylguajakol trotz erneuter Zugabe von
Ferulasaure (durch die Zugabe von Wirze) bei der Reifung mit
TUM 127 und TUM 505, wahrend er durch die Verwendung von TUM 68 leicht anstieg.
Es scheint demnach, dass die Verdlinnung durch die Zugabe von Wurze groRer war
als die Neubildung an 4-VG durch die Hefestamme TUM 505 und TUM 127.

An Hand dieser Untersuchungen lasst sich erkennen, dass die Hefestamme z.T.
unterschiedliche Verhaltensweisen wahrend der Reifung an den Tag legen. Vor allem
der relativ niedrige Gehalt an 4-VG nach der Flaschenreifung mit TUM 505 war

uberraschend. Ein kontrares Bild zeigte sich bei der Bildung der Essigsaureester
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Isoamylacetat und Ethylacetat nach der Reifungsphase. Sowohl TUM 505 als auch
TUM 127 konnten den Gehalt an diesen Estern im Bier nach der Reifung etwas
steigern, wahrend im Versuchsansatz mit TUM 68 weniger dieser Aromakomponenten
enthalten waren. Die Untersuchungsergebnisse der mit Hefestamm TUM 68 gereiften
Biere bestatigten somit die Untersuchungen von Back, nach denen eine Reifung in
zylindrokonischen Lagertanks zu keiner Verbesserung des Bieraromas fuhrt (Back,
1998). Nach diesen Untersuchungen ist eine allgemeingultige Aussage uUber Aroma-
Auf- und -Abbau nicht mdglich, da die Hefestdmme unter identischen Bedingungen
unterschiedliches Verhalten an den Tag legten. Hefestammubergreifend konnte
jedoch festgestellt werden, dass sich das Aromaprofil in Bezug auf die
Leitkomponenten Isoamylacetat, Ethylacetat und 4-Vinylguajakol nicht mehr
entscheidend anderte. Die grofdten Differenzen zum ,Jungbier” lagen bei ca. 10 %
(entspricht ca. 0,3 mg/l 4-Vinylguajakol, sieche Anhang Tabelle 47). Die Entscheidung
uber den Weizenbier-Charakter fallt demnach bereits wahrend der Hauptgarung,
sodass ein ausgepragtes Bananenaroma allein durch die Reifung nicht mehr

entstehen kann.

4.4.2 Einfluss der Speisegabe

Gemal dem deutschen Reinheitsgebot ist es in Bayern nur mdglich, Speise in Form
von Wirze oder Krausen fir die Reifung zu verwenden. Aulierhalb dieser Regionen
und im Ausland kdnnen auch andere Nahrstoffquellen zum Einsatz kommen. Bereits
1972 konnte Engan zeigen, dass eine erhohte Menge an Glucose zu einer erhdhten
Bildungsrate an Isoamylacetat, Ethylestern und héheren Alkoholen fuhrt (Engan,
1972). Auch Stewart bestatigte diese Ergebnisse im Jahr 1999 (Stewart, 1999). Da es
aus wirtschaftlichen Grunden wenig Sinn macht, die Hauptgarung mit Glucose
durchzufuhren, ist es interessant, den Gehalt an Estern durch Verwendung von Zucker
in der Reifungsphase zu forcieren. Es ist somit denkbar, ein ausgepragteres
Bananenaroma durch die Zugabe von Glucose bei der Reifung zu erreichen. Aus
diesem Grund wurden unter den gleichen Bedingungen wie in 4.4.1 beschrieben,
Reifungen mit Wirze, Glucose und reiner Maltose durchgefuhrt. Als Hefestamm flr

diese Versuchsreihe wurde wiederum TUM 68 verwendet.
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Die Ergebnisse zeigten, dass im Vergleich zur herkdbmmlichen Wirzegabe deutliche
Anstiege nahezu aller Garungsnebenprodukte durch die Verwendung von Zucker zu
erzielen waren. Lediglich der Gehalt an 4-VG blieb, wie zu erwarten war, auf gleichem
Niveau. Allerdings war die Menge an 4-VG durch die Zuckerzugabe nicht deutlich
geringer als durch die Zugabe von Wirze. Es scheint demnach so, als ware die Hefe
erneut nicht in der Lage gewesen, wahrend der Reifungsphase die zugefuhrte
Ferulasaure zu verwerten. Ein ahnliches Bild zeigte sich auch in weiteren Versuchen

mit Trockenhefestammen bei Flaschengarungen (siehe Anhang Abbildung 110).
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Abbildung 66: Aromadifferenzen vor und nach einer Tankreifung mit Wirze, Glucose
und Maltose als Speise-Zugabe

In Abbildung 66 ist daruber hinaus zu erkennen, dass die Konzentrationen an hoheren
Alkoholen durch die Zugabe sowohl von Glucose, aber auch von Maltose um ca. 10 %
anstiegen, was die Ergebnisse von Engan bestatigte. Es war ebenfalls eine Erhéhung
der Gehalte an Ethylacetat und Isoamylacetat durch die Zugabe von Glucose
erkennbar. Diese stiegen im Vergleich zum Jungbier um bis zu 17 % an. Einen
ahnlichen Effekt zeigte auch die Zugabe von reiner Maltose, wenngleich weniger
Isomaylacetat durch die Zugabe dieses Zuckers gebildet wurde. Dies bestatigte
ebenfalls die Untersuchungen von Stewart, der eine hohere Bildungsrate an
Essigsaureestern durch hohere Konzentrationen an Glucose und Fructose im
Vergleich zu Maltose erkennen konnte (Stewart, 1999). Uber die Griinde fir die

Steigerung dieser Garungsnebenprodukte kann nur gemutmaldt werden. Die genauen
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zusammenhange und Grunde fiur die unterschiedliche Bildung an Estern bei
verschiedenen Zuckerspektren sind, wie bereits erwahnt, bislang noch unklar. Moglich
ist, dass durch Glucose im Vergleich zu Maltose grofdere Mengen an Acetyl-CoA
gebildet werden, welche wiederum verestert werden kénnen (Shindo, 1992). Eine
weitere Hypothese geht davon aus, dass eine vermehrte Bildung an Fuselalkoholen
die Ester-Bildung ebenfalls forcieren konnte. Dartuber hinaus besteht laut Verstrepen
auch die Maglichkeit, dass die Expression der Gene ATF1 und ATF2 durch Glucose
verstarkt wird (Verstrepen, 2003a).

4.4.3 Einfluss von Tank- oder Flaschengarung

Neben dem Einfluss des Hefestammes und der Speiseart wurde auch der Unterschied
zwischen Tank- und Flaschengarung (eigentlich Reifung) untersucht. Hierbei wurden
parallel zu den in 4.4.1 beschriebenen Untersuchungen Flaschengarungen mit dem
identischen Jungbier und den gleichen Hefen durchgefihrt. Die Temperaturprofile
waren ebenfalls identisch mit denen der Tankgarungen. Die Resultate der
Flaschengarung im Vergleich zu Abbildung 65 zeigten folgende Ergebnisse (Abbildung
67):
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Abbildung 67: Aromadifferenzen vor und nach einer Flaschenreifung mit drei
unterschiedlichen Hefestammen in Prozent
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Im Vergleich zu den Tankgarungen zeigten sich bei den drei Hefestammen folgende

Unterschiede:

TUMG68

Tabelle 31: Vergleich der Konzentrationen an Garungsnebenprodukten nach Tank-
und Flaschenreifung mit TUM 68

Konzentration nach Konzentration nach

Vergleich zur

G ESmE D2 PIOEy Tankgarung [mg/l] Flaschengéarung [mg/l] Tan{l:g;/rlimg

Ethylacetat 33.9 30,12 -3,78
Isoamylacetat 19 1,81 -0,09
i-Butanol 26.1 17,2 -8,9
n-Propanol 16,1 13,78 2,4
Amylalkohole 477 42,16 5,54
4-Vinylguajakol 2.7 2.68 -0,02
4-Vinylphenol 15 1,53 +0,03

Bei Betrachtung von Tabelle 31 fallt auf, dass die Konzentrationen an hdheren
Alkoholen und Estern nach der Flaschenreifung mit TUM 68 etwas niedriger waren als
die Vergleichswerte nach der Tankreifung. Lediglich die Gehalte an
4-Vinylguajakol und 4-Vinylphenol waren identisch. Demnach brachte die
Flaschengarung unter den Bedingungen dieser Arbeit nicht mehr Aromakomponenten
wie Isoamylacetat oder Ethylacetat in das Bier. Im Vergleich zum Jungbier waren

sogar geringfugig weniger Ester vorhanden (siehe Anhang Tabelle 47).
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TUM127:

Tabelle 32: Vergleich der Konzentrationen an Garungsnebenprodukten nach Tank-
und Flaschenreifung mit TUM 127

Konzentration nach Konzentration nach

Vergleich zur

Gl g EmE 2T preEk Tankgarung [mg/l] Flaschengéarung [mg/l] Tar}l:rgjﬁmg

Ethylacetat 37.7 35.31 -2,39
Isoamylacetat 2.1 1,94 -0,16
i-Butanol 27.3 26.3 -1,0
n-Propanol 15,8 15,27 -0,53
Amylalkohole 48,5 4555 -2,95
4-Vinylguajakol 25 292 -0,28
4-Vinylphenol 1.4 138 -0,02

Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei der Verwendung von TUM 127 nach der Reifung
in der Flasche. Auch hier waren tendenziell weniger Essigsaureester und hdhere
Alkohole nach der Flaschengarung vorhanden als nach der Tankgarung. Es ist
allerdings zu erwahnen dass die Unterschiede, wie Tabelle 32 zu entnehmen ist, sehr

gering waren.

TUM 505:

Tabelle 33: Vergleich der Konzentrationen an Garungsnebenprodukten nach Tank-
und Flaschenreifung mit TUM 505

Vergleich zur

Garungsnebenprodukt Konzer!.tration nach Konzentrf'?\tion nach Tankgarung

Tankgéarung [mg/l] Flaschengéarung [mg/l] [ma/l]

Ethylacetat 359 33.94 -1,96
Isoamylacetat 29 2,51 +0,31
i-Butanol 235 2202 1,03
n-Propanol 16,2 15,97 0,23
Amylalkohole 50.9 51 51 +0,61
4-Vinylguajakol 2.30 2.32 +0,02
4-Vinylphenol 1.4 1.81 0,41

Andere Ergebnisse lieferte die Reifung mit TUM 505. Auch hier lagen die Niveaus von
Ethylacetat, i-Butanol und n-Propanol niedriger, allerdings waren vor allem die Gehalte

an Isoamylacetat und 4-Vinylphenol héher. Auch die Konzentration an Amylalkoholen
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lag geringfligig Uber den Vergleichswerten der Tankreifungen. Bei Betrachtung der
Konzentrationen fiel auf, dass die Unterschiede jedoch zumeist gering waren (vgl.
Tabelle 33).

Die Unterschiede zwischen Tank- und Flaschenreifungen waren allgemein bei allen
betrachteten Hefestdmmen nicht sehr gro3. Die Ergebnisse von Back und Herrmann
konnten jedoch nicht bestatigt werden (Back, 2005; Herrmann, 2005b). In den
dargestellten Untersuchungen waren zumeist nach der Flaschenreifung geringfugig
niedrigere Konzentrationen an Essigsaureestern und hoheren Alkoholen zu erkennen
als bei den Vergleichsgarungen im Tank. Der Gehalt an 4-VG war abhangig vom
Hefestamm hoher oder niedriger gelegen als der Vergleichswert aus der Tankreifung.
Wie die Ergebnisse jedoch auch zeigten, schien die Aromastoffbildung wahrend der
Reifung ebenfalls hefestamm-abhangig zu sein, da z.B. der Gehalt an Isoamylacetat
unter Verwendung des Hefestammes TUM 505 im Gegensatz zu den anderen
Ergebnissen nach der Flaschenreifung héher lag. Griinde, weshalb in einer Flasche
unter ahnlichen Druckverhaltnissen und CO2-Partialdricken unter sonst identischen
Bedingungen mehr Aromakomponenten gebildet werden, sind aus momentaner Sicht
der wissenschaftlichen Erkenntnisse nur schwer zu formulieren.

Auch die sensorischen Bewertungen nach DLG-Schema zeigten keinen signifikanten

Unterschied zwischen Tank- und Flaschenreifung, wie Tabelle 34 zeigt.

Tabelle 34: Verkostungsergebnisse von tank- und flaschengereiften Weizenbieren

Hefestamm DLG-Gesamtnote- Flasche DLG-Gesamtnote- Tank ‘

TUM 68 4,38 4,43
TUM 127 4,48 4,40
TUM 505 4,48 4,38

Demnach gibt es keine eindeutigen Unterschiede zwischen Tank- und Flaschenreifung
hinsichtlich des Aromaprofils eines Weizenbieres. Wahrend die mit TUM 127 und TUM
505 flaschengereiften Biere besser abschnitten als inre Pendants aus der Tankreifung,
zeigten die Verkostungsergebnisse unter Verwendung von TUM 68 ein kontrares Bild.
In diesem Fall schnitt das tankgereifte Bier sensorisch besser ab. Auf Basis dieser
Untersuchungen ist zu vermuten, dass der verwendete Hefestamm wahrend der
Reifung mehr Einfluss auf das Aromabild des Weizenbieres hat als die Wahl des

Reifungsgefalies.
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4.5 Einfluss eines Kurzzeiterhitzers auf das Bieraroma

4.5.1 Einfluss auf das Aromaprofil des Bieres

In vielen Brauereien wird die Kurzzeiterhitzung (KZE) zur Verbesserung der
mikrobiologischen oder der Trubungsstabilitat im Weizenbier eingesetzt. Durch die
Vergroberung von feinen Eiweil3partikeln entsteht im Weizenbier eine stabilere und fur
dieses Produkt erstrebenswerte Dauertribung. Die Einflisse dieser thermischen
Behandlung auf wichtige Aromakomponenten bzw. auf die sensorische Sabilitat von
Weizenbier sind bislang jedoch weitestgehend unbekannt. In einer Studie in
Zusammenarbeit mit verschiedenen Brauereien wurden diese Einflisse untersucht.
Hierfur wurden Biere zunachst im Labormalistab und im Anschluss in mehreren
Brauereien mit unterschiedlichen Pasteureinheiten (PE) behandelt. Eine
Pasteureinheit ist definiert als eine Heillhaltezeit von einer Minute bei 60°C und

errechnet sich fur CO2-haltige Getranke wie Bier wie folgt:

Formel 19: PE = Zeit X 1 393(Temperatur im Erhitzer—60°C)

(Back, 1999)

Im Fokus der Untersuchungen standen die beiden Essigsaureester Isoamylacetat und
Ethylacetat sowie 4-VG und die Entwicklung von warmebedingten
Alterungsindikatoren. Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfuhrung im Labormalistab war
es auf Grund einer defekten HPLC-Anlage nicht moglich, den Gehalt an
4-Vinylguajakol zu bestimmen. Dieser wurde jedoch im Gromalstab bestimmt.

Uber den Einfluss einer KZE auf die Aromakomponenten im Weizenbier ist bisher
wenig bekannt. Neben Herrmann, der im Rahmen seiner Dissertation herausfand,
dass der Einsatz einer KZE zu einer Verringerung des Abbaus positiver Aromastoffe
und zu einer geringeren Auspragung der Autolyseerscheinungen im Weizenbier flhrt,
haben sich bisher wenige mit diesem Thema auseinandergesetzt (Herrmann, 2005b).
Es ist jedoch von untergarigen Bieren bekannt, dass die Temperatur in Verbindung mit
der Heil3haltezeit Uber eine mdgliche Produktschadigung entscheidet. So gelten lange
Hitzebehandlungen bei niedrigeren Temperaturen als produktschadlicher als kurze

Einwirkzeiten bei hohen Temperaturen (Lustig, 1994; Wackerbauer & Zufall, 1997).
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Ziel dieser Studie war es, einen moglichen Abbau an Leitkomponenten sowie einen
Anstieg der Warmeindikatoren zu detektieren. In Kleinversuchen wurden Bierproben
in Rollrand-GC-Flaschen in einem Wasserbad erhitzt und somit der Einfluss einer KZE
simuliert. In den Scale-up-Versuchen wurden jeweils drei gleiche Chargen eines
Weizenbiertyps untersucht (mit einer Hefezellzahl von 1 Mio. Zellen/ml), die mit
150 Pasteureinheiten (PE) und 300 PE mittels KZE behandelt und mit einem
Referenzbier verglichen wurden (identisches Bier vor der KZE). Die Verdopplung der
PE wurde durch Halbierung der Durchflussgeschwindigkeit bei gleichbleibender
Temperatur erreicht. Alle Biere wurden sensorisch von geschulten Verkostern
bewertet. Im Folgenden werden exemplarisch die wichtigsten Erkenntnisse aus diesen
Versuchsreihen dargestellt (weitere Ergebnisse siehe Anhang Tabelle 48-50). In den
nachfolgenden Grafiken sind die Konzentrationen an Aromakomponenten in Prozent
angegeben, bezogen auf den Gehalt der jeweiligen Komponente im Referenzbier
(100 %).
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Abbildung 68: Einfluss einer KZE auf den Ethylacetatgehalt im Kleinmalistab

Wie in Abbildung 68 zu erkennen ist, nahm der Gehalt an Ethylacetat mit steigenden
PE leicht ab. Der Unterschied zwischen der Referenzprobe und den hitzebehandelten
Proben war hierbei jedoch nicht signifikant. Der Gehalt an Ethylacetat nahm bei den
pasteurisierten Proben lediglich um maximal 3 - 4% ab. Des Weiteren war kein
signifikanter Unterschied zwischen einer Hitzebehandlung mit 150 PE oder 300 PE im

Hinblick auf die Ethylacetat-Konzentration erkennbar.
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Abbildung 69: Einfluss einer KZE auf den Ethylacetatgehalt im Scale-up-Versuch im
frischen Bier

Da Laborversuche oftmals nicht exakt die Praxisbedingungen widerspiegeln, wurden
die Versuche an KZE-Anlagen unter realistischen Bedingungen wiederholt. Da aus der
Literatur bekannt ist, dass sich der Einfluss einer Hitzebehandlung auf das Bier vor
allem wahrend der Alterung zeigt, wurden die Proben sowohl im frischen wie auch im
forciert gealterten Zustand untersucht. Wie bereits bei den Versuchen im
Kleinmaldstab sank der Gehalt an Ethylacetat im GroBmalistab bei einer
Hitzebehandlung mit 300 PE nur leicht (um 3 %) ab (vgl. Abbildung 69). Es war jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen den verschieden behandelten Bieren
erkennbar. Die Hitzebehandlung im GroRmalstab hatte demnach, auf den Gehalt an
Ethylacetat im frischen Untersuchungsbier bezogen, keinen signifikant negativen

Einfluss.

In Abbildung 70 ist zu sehen, dass der Gehalt an Ethylacetat in den unbehandelten,
gealterten Proben im Vergleich zum frischen Pendant um ca. 4 % gesunken war. Die
Proben nach der KZE zeigten wiederum einen minimalen Abfall im Ethylacetatgehalt,
der marginal ausfiel. Das Gesamtniveau des Ethylacetatgehalts blieb trotz kinstlicher
Alterung und Hitzeeinfluss sehr hoch, ohne dass ein negativer Einfluss durch die KZE

erkennbar wurde.
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Abbildung 70: Einfluss einer KZE auf den Ethylacetatgehalt im Scale-up-Versuch im
forciert gealterten Bier

Im Kleinmal3stab war ein Einfluss der Hitzebehandlung auf den Gehalt von
Isoamylacetat sichtbar. Das Gesamtniveau sank durch die Warmeeinwirkung um ca.
13 — 15 % im Vergleich zur Referenzprobe. Ein signifikanter Unterschied zwischen
einer Behandlung mit 150 PE und 300 PE war hierbei jedoch nicht zu erkennen (siehe
Abbildung 71).

Abbildung 71:Einfluss einer KZE auf den Isoamylacetatgehalt im Kleinmalstab
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Das Ergebnis aus dem Kleinmalstab lie3 sich in der Praxis nicht bestatigen. Es war
kein signifikanter Unterschied zwischen den Referenzproben und den Bieren nach der
KZE erkennbar. In diesem Fall war sogar ein leichter Anstieg an Isoamylacetat zu

verzeichnen, wie in Abbildung 72 zu sehen ist.
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Abbildung 72: Einfluss einer KZE auf den Isoamylacetatgehalt im Scale-up-Versuch
im frischen Bier

Ein Erklarungsansatz fur diese Diskrepanz zwischen Laborversuch und
groldtechnischem Versuchsaufbau kdnnte in der relativ hohen Flichtigkeit dieses
Esters liegen. Da im Labormalistab lediglich mit 2 ml Bier gearbeitet wurde, um die
Zeit bis zum Erreichen der Kerntemperatur im Medium maoglichst gering zu halten, ist
ein geringfugiger Verlust an Aromakomponenten beim Pipettieren des
kohlensaurehaltigen Mediums nicht ausgeschlossen. Dieser schlug sich prozentual
bei Isoamylacetat starker nieder als bei Ethylacetat, da in den Untersuchungsbieren
der Gehalt an Isoamylacetat bei ca. 3 mg/l und der Gehalt an Ethylacetat bei ca.
35 mg/l lag. Bei einem Verlust von 0,1 mg/l Isoamylacetat durch den Pipettiervorgang
entspricht dies einem prozentualen Verlust von ca. 3 %, wahrend es bei Ethylacetat
lediglich 0,35 % sind. Des Weiteren besitzt Isoamylacetat eine hohere relative
Flichtigkeit als Ethylacetat. Auch der Analysenfehler bei der Messung mittels
Gaschromatographen muss hierbei berucksichtigt werden.
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Abbildung 73: Einfluss einer KZE auf den Isoamylacetatgehalt im Scale-up-Versuch
im gealterten Bier

Ebenso wie der Gehalt des Essigsaureesters Ethylacetat sank der
Isoamylacetatgehalt im forciert gealterten Zustand lediglich um ca. 2 — 3 %. Ein
negativer Einfluss durch die KZE war auch hier nicht erkennbar. Die Konzentrationen
an Isoamylacetat waren nach einer forcierten Alterung in allen drei
Untersuchungsbieren nahezu identisch hoch (vgl. Abbildung 73).

Abbildung 74: Einfluss einer KZE auf den 4-Vinylguajakol-Gehalt im Scale-up-Versuch
im frischen und im gealterten Bier
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Wie Abbildung 74 deutlich zeigt, war der Gehalt an 4-Vinylguajakol sehr stabil und
durch den Einfluss der KZE nahezu unbeeinflusst. Auch die forcierte Alterung liel3 den
Gehalt an 4-Vinylguajakol nur geringfigig sinken. In diesem Fall war ebenfalls eine
hdhere Abbaurate durch die forcierte Alterung zu erkennen als durch den Einfluss der
KZE.

Diese Studie zeigte, dass die Menge an wertgebenden Aromakomponenten im
Weizenbier durch die Hitzeeinwirkung einer KZE kaum beeinflusst wird. Es konnte
nachgewiesen werden, dass der Gehalt an Ethylacetat sowohl im Labormalistab wie
auch im Praxisversuch durch den Einfluss der KZE nicht signifikant sank. Auch der
Isoamylacetat-Gehalt blieb trotz KZE-Einfluss im GroRmalstab konstant. Lediglich im
Labormalfistab konnte ein Rickgang dieser Leitkomponente verzeichnet werden, der
aber vermutlich auf die geringen Versuchsmengen und die hohe Flichtigkeit dieses
Aromastoffs zurtickzufihren war. Auch der Gehalt an 4-VG und an Amylalkoholen
(siehe Anhang Tabellen 48-50) blieb durch die KZE unbeeinflusst. In keinem der
durchgefuhrten Versuche konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der
Einwirkung von 150 PE und 300 PE gezeigt werden. Der Effekt, den Herrmann
beschrieb, dass es zu einem geringeren Abbau positiver Aromastoffe durch eine
Kurzzeiterhitzung kommt, konnte bei den untersuchten Komponenten nicht
nachvollzogen werden (Herrmann, 2005b). Es zeigte sich, dass der Gehalt an
Essigsaureestern und 4-VG nach einer KZE-Behandlung auf dem gleichen oder etwas
niedrigeren Niveau lag als der der jeweiligen Nullprobe. Es konnte jedoch auch kein
gegenteiliger Effekt zu den Erkenntnissen von Herrmann festgestellt werden, da es
auch zu keinem signifikanten Mehr-Abbau dieser wichtigen Aromasubstanzen durch
die KZE kam.

4 5.2 Einfluss auf die sensorische Stabilitat des Bieres

Weitere wichtige Aspekte in Verbindung mit dem Einsatz einer KZE in der Brauerei
stellen die thermische Belastung des Bieres und die damit verbundene sensorische
Stabilitat dar. Um nahere Einblicke zu bekommen, wurden die Untersuchungsbiere
nach der KZE-Behandlung auf Alterungsindikatoren hin analysiert (Ergebnisse siehe
Anhang Tabelle 51). Die wichtigste Rolle bei diesen Untersuchungen spielen die

Warmeindikatoren 2-Furfural und y-Nonalacton (entsprechen der Summe an
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Warmeindikatoren). Da die Bildung wichtiger Warmeindikatoren vermutlich Zeit
bendtigt, wurden die Proben wiederum forciert gealtert. Auf Grund des geringen
Volumens der Laborversuche war es nur moglich, die abgeflllten Flaschen aus den

Brauereiversuchen zu testen.
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Abbildung 75: Einfluss einer KZE auf die Warmeindikatoren im Scale-up-Versuch

Abbildung 75 zeigt, dass sich die Summe der Warmeindikatoren direkt nach der
Abfullung des Bieres zwischen den verschiedenen thermischen Behandlungsweisen
nicht signifikant unterschied. Es war deutlich erkennbar, dass es erst nach der
forcierten Alterung zu einem deutlichen Anstieg dieser Komponenten kam. Der Gehalt
an Warmeindikatoren stieg nach dieser Art der Alterung linear zur Zahl der
Pasteureinheiten an. Allerdings zeigte diese Studie auch, dass die Differenz der
Warmeindikatoren zwischen der frischen und der forciert gealterten Probe jeweils
grolRer war als die Differenz zwischen den mit unterschiedlich hohen PE behandelten
Bieren. Dennoch war ein linearer Zusammenhang zwischen den Hitzebehandlungen

im gealterten Zustand erkennbar.

Alle Biere wurden auch von geschulten DLG-Verkostern sensorisch beurteilt. Wie
Abbildung 76 zu entnehmen ist, schnitten die Biere im frischen Zustand, unabhangig
von ihrer thermischen Behandlung, relativ ahnlich ab. Die Weizenbiere ohne
Hitzebehandlung sowie die Biere, die mit 150 PE behandelt wurden, wurden mit einer

Gesamtnote von 4,3 bewertet. Die Weizenbiere, die 300 PE ausgesetzt waren, wurden
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etwas schlechter mit einer Durchschnittsnote von 4,2 bewertet. Das gleiche Bild zeigte
sich bei der Verkostung der forciert gealterten Biere. Die Biere ,vor KZE* und ,150 PE*
wurden mit einer identischen Gesamtnote von 4,0 bewertet, wahrend bei den Bieren
,300 PE® bereits eine leichte Alterungsnote erkennbar war. Aus diesem Grund lag die

Bewertung mit einer Note von 3,8 etwas niedriger.

Abbildung 76: Verkostungsergebnisse der abgeflllten Biere nach DLG-Schema

Die gleichen Beobachtungen machte Lustig im untergarigen Bereich. Auch er konnte
sensorisch keinen Einfluss einer Kurzzeiterhitzung im frischen Zustand der Biere
ausmachen. Erst nach einer forcierten Alterung waren geringfigige Unterschiede
erkennbar (Lustig, 1994).

Hieraus lasst sich schlief’en, dass es sensorisch keinen signifikanten Unterschied
zwischen unbehandelten und pasteurisierten Weizenbieren bis 150 PE gibt. Bei einer
Hitzebehandlung mit 300 PE Iasst sich im forciert gealterten Zustand sensorisch eine
Alterungsnote erkennen, die mit der Summe der detektierten Warmeindikatoren
korreliert.

4.6 Einfluss der Lagerungsbedingungen auf das Aromaprofil sowie
die sensorische Stabilitdt von Weizenbier

Einen Teilaspekt dieser Arbeit stellen die Bildungswege und -verlaufe der wichtigsten
Leitkomponenten dar, wahrend ein anderer Teil davon handelt, diese Aromastoffe

maglichst lange im Weizenbier zu behalten. Neben Verlusten durch Ausgasung oder
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technologische Einflisse wie Kurzzeiterhitzung spielen auch die
Lagerungsbedingungen eine entscheidende Rolle. Im Zuge der Globalisierung werden
Brauereien immer haufiger mit dem Problem konfrontiert, dass ihr Produkt in
Containern bis nach Asien oder Siudamerika transportiert wird. Auf diesem Weg sind
die Biere z.T. recht hohen Temperaturbelastungen von Uber 40°C ausgesetzt
(Pankoke, 2013). In wie weit bzw. wie schnell die sensorischen Eigenschaften von
Weizenbieren hierbei beeintrachtigt werden, ist weitestgehend ungeklart.

Herrmann untersuchte in diesem Zusammenhang vor allem kurz- und mittelkettige
Fettsauren und fand in seiner Dissertation heraus, dass 3-Methylbuttersaure eine hohe
Korrelation in Weizenbieren mit der sensorisch wahrnehmbaren Alterung aufwies
(Herrmann, 2005b). Wahrend einer sieben-monatigen natirlichen Lagerung
(vermutlich bei Raumtemperatur) zeigte sich zusatzlich ein Abbau von wichtigen
Aromakomponenten wie Isoamylacetat oder 4-Vinylguajakol. Auch beschrieb
Hermann die Relevanz der Hefevitalitdt und den Einfluss des Sauerstoffs auf die
Geschmacksstabilitat eines Weizenbieres. Allerdings wurden in diesen Studien keine
unterschiedlichen Lagerungstemperaturen (die auch interkontinentale Transporte
bertcksichtigen) untersucht.

In dieser Arbeit sollten deshalb unterschiedliche Temperaturprofile Uber einen
langeren Zeitraum hinsichtlich ihres Einflusses auf die sensorische Stabilitat, die
Entwicklung der Schaumkennzahlen und den Abbau der beiden Essigsaureester
Isoamylacetat und Ethylacetat untersucht werden. Hierbei wurden zwei
unterschiedliche Weizenbiere bei 4°C, 10°C, 20°C, 30°C und 40°C Uber einen
Zeitraum von 12 Wochen gelagert und in regelmafligen Abstanden untersucht. Auf
Grund der Dreifachbestimmung jeder Probe und der daraus resultierenden fehlenden
Lagerkapazitat in den Bebritungsschranken war es nicht moglich, weitere
Untersuchungen hinsichtlich des 4-Vinylguajakol (HPLC-Methode) oder weiterer
Aromastoffe Uber einen langeren Zeitraum zu betrachten. Diese Untersuchungen
wurden bei Raumtemperatur Uber ein Jahr hinweg mit den gleichen Bieren einer
anderen Charge durchgefihrt. Bei Untersuchungsbier A handelt es sich um ein helles
Weizenbier mit traditioneller Flaschenreifung (Hefezellzahl 20 Mio. Zellen/ml), Bier B
wurde mittels Tankreifungsverfahren hergestellt (Hefezellzahl 4 Mio. Zellen/ml).

Der Einfluss unterschiedlicher Lagerungstemperaturen hatte einen deutlichen Effekt
auf die Schaumstabilitat der Weizenbiere, die einen wesentlichen Qualitatsparameter

darstellt und auch einen Hinweis auf vermehrte Hefeautolyse und somit eine verstarkte

147



4 Ergebnisse und Diskussion

Alterung gibt. Bier A begann mit sehr hohen Schaumkennzahlen, die bei einer
Lagertemperatur von 4°C auch nach 42 Tagen noch nahezu unverandert waren. Erst
nach 56 Tagen war ein Abfall zu erkennen. Einen ahnlichen Verlauf nahmen auch die
Kurven von 10°C und 20°C. Eine Lagertemperatur von 30°C oder 40°C flhrte zu einem
sofortigen starken Abfall der Schaumkennzahlen, der parallel verlief. Bedingt durch die
hohe Hefezellzahlen in der Flasche kam es bei diesen hohen Lagertemperaturen
vermutlich zu einer raschen und intensiven Hefeautolyse, bei der u.a. Fettsauren
freigesetzt werden, die die Schaumqualitat deutlich negativ beeinflussen (vgl.
Abbildung 77).
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Abbildung 77: Verlauf der Schaumkennzahlen bei Weizenbier A

Die unterschiedlichen Lagertemperaturen korrelierten auch bei Bier B sehr gut mit den
Schaumkennzahlen, wenngleich die Schaumhaltbarkeit bei einer Lagerung von 40°C
besser abschnitt als die bei 30°C. Dennoch war auch hier zu sehen, dass es eine
deutliche Differenz zwischen einer Lagertemperatur von 30°C und <20°C bezuglich
der Schaumhaltbarkeit gab. Zwischen den Bieren, die bei 4°C und 10°C gelagert
wurden, gab es kaum einen erkennbaren Unterschied. Eine Lagerung bei 20°C
verringerte die Schaumhaltbarkeit um etwa 5 - 8 Punkte, allerdings wurden die
Schaumkennzahlen bei einer Lagerung von 30°C deutlich schlechter (vgl. Abbildung
78).
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Abbildung 78: Verlauf der Schaumkennzahlen bei Weizenbier B

Die Abbildungen 79 und 80 zeigen den Verlauf von Ethylacetat wahrend einer
84-tagigen Lagerung.

Abbildung 79: Verlauf der Ethylacetat-Konzentrationen bei Weizenbier A
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Abbildung 80: Verlauf der Ethylacetat-Konzentrationen bei Weizenbier B

Wie diesen Abbildungen zu entnehmen ist, kam es wahrend der Lagerung weder bei
dem flaschengereiften noch bei dem tankgereiften Bier zu einer deutlichen Abnahme
der Ethylacetatkonzentration. Bier A verzeichnete nach 84 Tagen bei
Lagerungstemperaturen von 20°C, 30°C und 40°C ungefahr den gleichen geringen
Abbau, wahrend der Gehalt an Ethylacetat bei Lagertemperaturen von 4°C und 10°C
nahezu identisch blieb. Bier B enthielt nach 84 Tagen bei Lagertemperaturen von 4°C,
10°C und 20°C sogar etwas mehr Ethylacetat als zu Beginn. Nur Lagertemperaturen
von 30°C und 40°C verringerten diesen Gehalt geringfugig.

Ein anderes Bild zeigte sich beim Essigsaureester Isoamylacetat. Hier war eine
temperaturabhangige Reduzierung dieser Aromakomponente erkennbar. Auch schien
die Hefezellzahl in der abgefillten Flasche einen Einfluss zu haben. Bier A
verzeichnete auch bei Lagertemperaturen von 4°C einen deutlichen Abfall im
Isoamylacetat-Gehalt (vgl. Abbildung 81), wahrend diese Temperatur bei Bier B noch
zu keiner deutlichen Reduzierung flhrte (vgl. Abbildung 82). In beiden Fallen war
jedoch deutlich zu erkennen, dass eine Lagertemperatur von 40°C zu einem sehr

hohen Verlust an Isoamylacetat fuhrte.
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Abbildung 81: Verlauf der Isoamylacetat-Konzentrationen bei Weizenbier A

Abbildung 82: Verlauf der Isoamylacetat-Konzentrationen bei Weizenbier B

Auch Vanderhaegen et al. konnten bei der Lagerung von obergarigen Pale-Ale-Bieren
eine Korrelation zwischen der Lagerungstemperatur und dem Absinken des
Isoamylacetat-Gehaltes feststellen (Vanderhaegen et al., 2003). Es scheint, als kame
es zu einer chemischen Reduktion von Isoamylacetat, die durch héhere Temperaturen
schneller ablief.

Wie die Abbildungen 83 und 84 zeigen, erhdhte sich die Summe der Warmeindikatoren
bei Lagertemperaturen unabhangig von der Hefezellzahl in der Flasche bis 30°C nur
geringfugig. Dagegen fuhrten Temperaturen von 40°C zu einer extremen Erhdhung

der Warmeindikatoren. Demzufolge kam es zu einer wesentlich héheren Bildungsrate
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von y-Nonalacton und 2-Furfural bei Temperaturen von 40°C als bei Temperaturen
von 30°C und darunter (siehe Tabelle 52 und 53 im Anhang).

Abbildung 83: Verlauf der Warmeindikatoren bei Weizenbier A

Abbildung 84: Verlauf der Warmeindikatoren bei Weizenbier B

Auch die Verkostungsergebnisse bestatigen die Ergebnisse der Warmeindikatoren
(vgl. Abbildungen 86 und 87).
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Abbildung 85: Verkostungsergebnisse von Bier A Uber 84 Tage Lagerung bei
unterschiedlichen Bedingungen

Abbildung 86: Verkostungsergebnisse von Bier B Uber 84 Tage Lagerung bei
unterschiedlichen Bedingungen

Bereits nach 14 Tagen Lagerzeit bei 40°C wiesen sowohl Bier A als auch Bier B eine
deutliche Alterungsnote auf. Fir eine bessere Ubersicht wurde eine schwarze Linie als
Grenzwert eingefuhrt. Bei einer Bewertung von 4,0 oder darUber war keine
Alterungsnote erkennbar. Somit ist deutlich zu sehen, dass Bier A bei einer Lagerung
bis 20°C erst nach 84 Tagen eine leichte Alterungsnote aufwies — bei Bier B war sogar
bis zum Ende dieser Versuchsreihe keine Alterungsnote erkennbar. In beiden

Versuchen war jedoch sensorisch eine deutlich Diskrepanz zwischen Lagerbedingung
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bis 20°C und ab 30°C zu erkennen. Alle Biere, die einer Temperatur von 30°C oder
40°C ausgesetzt waren, unabhangig von der Hefezellzahl im jeweiligen Bier, liel3en
bereits nach 14 Tagen Lagerzeit eine deutliche Alterungsnote erkennen.

Neben dieser temperaturabhangigen Versuchsreihe wurden beide Biere, allerdings
aus einer anderen Charge, Uber den Zeitraum eines knappen Jahres bei isothermen
Temperaturverhaltnissen von 20°C gelagert und in regelmafigen Abstanden bezlglich
des Garungsnebenprodukt-Gehalts sowie auf Alterungsindikatoren hin untersucht
(Analysenwerte siehe Anhang Tabelle 54-57).

Der Gehalt an Ethylacetat blieb beim flaschengereiften Bier A Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum hin konstant, wie Abbildung 87 zu entnehmen ist. Auch die

Konzentration an Amylalkoholen stagnierte bzw. stieg sogar leicht an.
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Abbildung 87: Bier A: Verlauf von Ethylacetat und Amylalkoholen wahrend der Alterung

Diese Ergebnisse bestatigen, wie bereits bei den Versuchen zuvor gezeigt werden
konnte, dass der Gehalt des Essigsaureesters Ethylacetat wahrend der Lagerung bzw.
Alterung nicht sinkt, sondern das Niveau bestehen bleibt oder sogar leicht ansteigen
kann. Diese Ergebnisse unterschieden sich geringfugig von den Erkenntnissen von
Vanderhaegen et al. bei Pale-Ale-Bieren. Sie konnten nach einer sechs-monatigen
Lagerung bei 20°C einen leichten Rickgang feststellen (Vanderhaegen et al., 2003).

Ein nahezu identischer Verlauf der Konzentrationen an Ethylacetat und Amylalkoholen
zeigte sich bei Bier B. Auch hier blieb das Ethylacetat nach 308 Tagen auf einem fast

identischen Niveau. Wie auch bei Bier A war ein leichter Anstieg im Amylalkohol-
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Gehalt wahrend der Lagerung zu beobachten, wahrend die Konzentration von
Ethylacetat Uber den Verlauf eines Jahres quasi stagnierte (vgl. Abbildung 88).

Abbildung 88: Bier B: Verlauf von Ethylacetat und Amylalkoholen wahrend der
Alterung

Wie bereits in den vorangegangenen Studien zeigte sich auch nach einer langeren
Lagerdauer von Bier A bei 20°C eine deutliche Reduzierung des Isoamylacetat-
Gehaltes um fast 50 %. Auch die Menge an 4-Vinylguajakol wurde, wie Herrmann
beschrieb, wahrend der Alterung deutlich reduziert (Herrmann, 2005b) (siehe
Abbildung 89). Die Aromaauspragung des Weizenbieres wurde wahrend der Alterung
demnach geringer, wie es auch Back beschrieb, was sich somit auch analytisch
nachweisen lasst (Back, 2005).
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Abbildung 89: Bier A: Verlauf von Isoamylacetat, 4-Vinylguajakol und 4-Vinylphenol
wahrend der Alterung

Auch Bier B wies nach Erreichen des MHDs einen deutlich niedrigeren Gehalt an
Isoamylacetat und 4-Vinylguajakol auf. Es zeigte sich eine Reduzierung von
4-Vinylguajakol von Uber 50 % und nach 308 Tagen waren lediglich ca. 60 % des
ursprunglichen Isoamylacetatgehaltes vorhanden, wie in nachfolgender Abbildung zu

sehen ist.

Abbildung 90: Bier B: Verlauf von Isoamylacetat, 4-Vinylguajakol und 4-Vinylphenol
wahrend der Alterung
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Parallel zum Aroma-Abbau werden ungewilnschte Komponenten aufgebaut. Als
Indikatorsubstanzen gelten die unter Punkt 2.6.1 beschriebenen Substanzen nach
Einhorn und Lustig (Eichhorn, 1987; Lustig, 1994). Die Summe der
Sauerstoffindikatoren veranderte sich bei Bier A Uber den getesteten Zeitraum kaum,
wahrend der Warmeeinfluss die spezifischen Indikatoren um ca. 50 pg/l ansteigen lieR.
Die grofite Steigerung erfuhr die Summe der allgemeinen Alterungsindikatoren um ca.
150 pg/l (vgl. Abbildung 91).

Abbildung 91: Bier A: Zeitlicher Verlauf der Alterungsindikatoren

Bei Bier B zeigte die Konzentration an Sauerstoffindikatoren keine merkliche
Veranderung im Verlauf der Alterung. Der Gehalt an Warmeindikatoren ahnelte
ebenfalls dem von Bier A (siehe Abbildung 92). Auch bei Bier B kam es nach 308
Tagen zu einem Anstieg um ca. 70 ug/l. Es war ebenfalls eine Steigerung der
allgemeinen Alterungsindikatoren um ca. 120 ug/l erkennbar.
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Abbildung 92: Bier B: Zeitlicher Verlauf der Alterungsindikatoren

Auch wenn es schwierig ist, zwei Biere aus unterschiedlichen Chargen zu vergleichen,
so zeigten diese Versuchsreihen dennoch, dass Lagertemperaturen von 40°C uber
einen Zeitraum von 84 Tagen deutlich schadlicher fir das Produkt sind, als l&angere
Lagerzeitraume (Uber 300 Tage) bei 20 °C. Auf Basis dieser Untersuchungen ist die
Lagertemperatur fur die Geschmacksstabilitdt von Weizenbieren, unabhangig von
ihrer Produktionsweise (Tank- oder Flaschenreifung), entscheidend. Temperaturen bis
20°C erhohten die Warmeindikatoren moderat, was auch in den Verkostungen
bestatigt werden konnte. Allerdings wurden wichtige Aromastoffe wie Isoamylacetat
und 4-Vinylguajakol kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 308 Tagen abgebaut.
Somit verlor das Weizenbier seine charakteristischen sensorischen Eigenschaften
zunehmend und das Bier wirkte etwas leerer. Temperaturen von 30°C oder 40°C
schadigten das Produkt dagegen unverhaltnismalig stark. Wie die
Verkostungsergebnisse zeigten, ist eine deutliche Schadigung des Produktes bereits
nach 14 Tagen Lagerzeit sensorisch festzustellen. Auch wird z.B. Isoamylacetat bei

hohen Temperaturen deutlich schneller reduziert.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, einen besseren Einblick in die Aromastoffsynthese sowie den
Abbau bzw. Austrag dieser Substanzen in Weizenbieren zu erhalten. Im Verlauf der
Arbeit wurden speziell die Leitkomponenten der verschiedenen Aromatypen von
Weizenbieren Isoamylacetat, Ethylacetat und 4-Vinylguajakol hinsichtlich ihres
Verhaltens wahrend der Garung, Reifung und Lagerung untersucht.

Die Komposition eines Weizenbieres wird neben technologischen Parametern und der
Wirze-Zusammensetzung malgeblich durch den Hefestamm beeinflusst. Daher
wurden die industriell am haufigsten verwendeten Weizenbierhefestamme TUM 68,
TUM 127, TUM 175, TUM 214 und TUM 505 unter standardisierten Bedingungen
getestet. Neben chemisch-technischen Untersuchungen standen vor allem die
Aromastoffsynthese wahrend der Garung und die Sensorik im Vordergrund. Es zeigte
sich unter anderem, dass der Hefestamm TUM 127 nicht in der Lage ist, Maltotriose
sofort zu verwerten. Vermutlich sind Carrier-Systeme, die flir den Transport von
Maltotriose in die Hefezelle zustandig sind, gehemmt oder inaktiviert. Mittels
Genexpressionsmessungen konnte dartUber hinaus erstmals ein Einblick in das
Enzymbildungssystem in Weizenbier-Hefen gewahrt werden. Es wurde erfolgreich ein
System etabliert, das zuverlassige Aussagen uber die Bildung von Enzymen, die fur
die Aromastoffsynthese zustandig sind, treffen kann. Des Weiteren wurden erstmals
kinetische Studien wahrend der Hauptgarung hinsichtlich des
Enzymbildungsverhaltens bei Weizenbierhefestammen durchgefihrt. Hierbei zeigten
sich z.T. groRe Differenzen in den Genexpressionsraten unter sonst identischen
Propagations- sowie Garbedingungen. So konnte beispielsweise der Hefestamm TUM
127 bereits zu Garbeginn hohe Konzentrationen an Isoamylacetat bilden, die
Expressionsraten der fur die Bildung verantwortlichen Gene ATF1 und ATF2 waren
jedoch relativ niedrig. Daher wird vermutet, dass dieser Hefestamm bereits wahrend
der Propagation eine groRere Menge an den entsprechenden Enzymen bilden kann.
Allgemein ist anzumerken, dass einerseits der Zusammenhang zwischen dem Genom
einer Hefezelle, den zu einem definierten Zeitpunkt aktivierten Genen (Transkriptom)
und der Gesamtheit an Proteinen, die ebenfalls zu einem definierten Zeitpunkt
vorliegen (Proteom), sehr komplex ist, andererseits die Enzymmenge bzw. die
Enzymaktivitat mittels Genexpressionsmessungen nicht erfasst werden (Wellhoener,

2006). Die Ergebnisse in dieser Arbeit bestatigten jedoch den Haupteinfluss des Gens
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ATF1 auf die Bildung von Isoamylacetat sowie Ethylacetat, wahrend das Gen ATF2
weniger stark exprimiert wurde. Des Weiteren konnten Korrelationen zwischen der
Expression des BAT1-Gens und der Bildung von hdheren Alkoholen gefunden werden,
wenngleich diese Korrelationen niedriger ausfielen als bei ATF1, ATF2 und IAH1.
Lediglich die Untersuchung des PAD1-Gens, welches laut Literaturangaben die
Bildung von 4-Vinylguajakol steuert, erbrachte keine Korrelation. Vermutlich spielt das
im Rahmen dieser Arbeit nicht untersuchte Gen FDC1 eine groliere Rolle bei der
Bildung des sogenannten Nelkenaromas. Einen eindeutig negativen Einfluss auf die
Expression der Gene ATF1 und ATF2 hatte eine Druckgarung im Vergleich zur
drucklosen Fermentation, was in einem niedrigeren Gehalt an korrespondierenden
Essigsaureestern resultierte. Auch die Hydrolyse dieser Ester wurde unter Druck
reduziert, was anhand des Gens |IAH1 beobachtet werden konnte.

Neben der Aromastoffsynthese war die Darstellung von Aromaverlusten wahrend der
Hauptgarung durch CO2 ein Themenschwerpunkt. Um diese Verluste
nachzuvollziehen, wurde zunachst ein Versuchsaufbau verwendet, der eine klassische
offene Garung in der Weizenbier-Produktion simulieren sollte. Durch die Zugabe von
diversen Aromakomponenten zu Wasser und der definierten Ausgasung mittels COq,
sollten die Verluste an Aromastoffen wahrend der Hauptgarung nachempfunden
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Leitkomponente Isoamylacetat die
fluchtigste der getesteten Substanzen ist, gefolgt von Ethylacetat. 4-Vinylguajakol war
dagegen nur sehr schwer fllichtig und verblieb nach dem Ausgasungsvorgang nahezu
vollstdndig in der Untersuchungsflissigkeit. Des Weiteren konnte ein linearer
Zusammenhang zwischen Gartemperatur und den Aromaverlusten definiert werden.
Im Gegensatz zur Temperatur spielte der pH-Wert keine Rolle fur die
Ausgasungsvorgange wahrend einer simulierten Garung. Auch
Alkoholkonzentrationen bis zu 4 %vol. hatten keinen Einfluss.

Diese Versuchsergebnisse fanden Bestatigung in der Definition der relativen
Fluchtigkeiten der wichtigsten Aromakomponenten. Die Ermittlung von relativen
FllGchtigkeiten diente dazu, eine Aussage Uber die Fllchtigkeit einer Stoffkomponente
aus einem definierten Medium unter einer bestimmten Temperatureinwirkung treffen
zu konnen. In dieser Arbeit wurden die Fluchtigkeiten von Isoamylacetat, Ethylacetat,
3-Methylbutanol und 4-Vinylguajakol mittels Rayleigh-Destillation bestimmt.

Im Anschluss an die Aromasynthese wahrend der Hauptgarung folgt die

geschmackliche Abrundung von Weizenbieren in der Reifungsphase. Neben dem

160



5 Zusammenfassung

Abbau von unerwinschten Jungbukettstoffen wie z.B. Diacetyl andern sich auch die
Konzentrationen an erwlnschten Aromakomponenten. Untersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit zeigten kaum  Unterschiede zwischen Flaschen- und
Tankreifungsverfahren. Auch durch die Wahl des Hefestamms konnte keine
sensorisch relevante gesteigerte Bildung an Aromaleitkomponenten durch die Reifung
erreicht werden. Die groRten Veranderungen der Aromastoffkonzentrationen konnte
wahrend der Reifung durch die Variation der Speisegabe erzielt werden. Durch die
Zugabe von Glucose, waren deutliche Steigerungsraten von Isoamylacetat um bis zu
17 % im Vergleich zum Jungbier sichtbar. Auf Basis dieser Untersuchungen ist die
Verwendung von Glucose die einzige Mdglichkeit, den Gehalt an Isoamylacetat
wahrend der Reifungsphase signifikant zu steigern.

Eine vielfach genutzte Technologie zur Verbesserung der Trubungsstabilitat bei der
Weizenbier-Produktion ist die Behandlung der Biere vor der Flaschenfullung mittels
Kurzzeiterhitzung. Diese Technologie wurde in Bezug auf den Einfluss auf
Aromakomponenten und die sensorische Stabilitdt der Weizenbiere getestet. Die
Ergebnisse zeigten keine signifikanten Verringerungen an Essigsaureestern oder 4-
Vinylguajakol durch die Behandlung der Biere mit 150 oder 300 PE. Die zu
beobachtenden Konzentrationsunterschiede waren zwischen den frischen Bieren und
den Pendants nach einer forcierten Alterung groRer als die zwischen den
unterschiedlichen Hitzebehandlungen.

Der negative Einfluss von Temperaturen zwischen 30°C und 40°C bei langerer
Kontaktzeit auf die sensorische Stabilitat von Weizenbieren konnte in Lagerversuchen
gezeigt werden, wobei Lagerbedingungen bis 20°C lediglich einen moderaten Abbau
von Isoamylacetat und 4-Vinylguajakol nach sich zogen. Hohere Temperaturen fuhrten
zu deutlich héheren Abbauraten. Untersuchungen Uber 308 Tage bei 20°C zeigten,
dass die Konzentrationen an diesen beiden Leitkomponenten um bis zu 50 %

abnehmen konnen, wahrend der Gehalt an Ethylacetat relativ konstant bleibt.
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6 AUSBLICK

Weizenbiere erfreuen sich derzeit groRter Beliebtheit. Um das Aroma des
Weizenbieres an die Kundenwlnsche anpassen zu konnen, ist es wichtig genauere
Kenntnisse Uber die Aromastoffsynthese dieses Biertyps zu gewinnen. Die vorliegende
Arbeit soll einen Uberblick (iber Bildungswege sowie mégliche Verlustquellen der
wichtigsten Aromastoffe geben. Mit Hilfe der Genexpressionsmessung konnten erste
Einblicke in das Enzym-Bildungsverhalten von Weizenbier-Hefen gewahrt werden. Da
offensichtlich wurde, dass jede Hefe diesbezliglich ein anderes Verhalten an den Tag
legt, war es schwierig, eine allgemeingultige Aussage zu treffen, wann Hefen ihre
Enzyme fur die Aromastoffsynthese zu bilden versuchen. Um bessere und genauere
Aussagen treffen zu kbnnen, muss weitere Forschung folgen. Es konnten aber gute
bis sehr gute Korrelationen zwischen den Genexpressionsraten der jeweiligen Gene
und den korrespondierenden Aromastoffen gefunden werden. Mit Hilfe dieser Technik
und weiterer Erfahrung sollte es moglich sein, technologische Umstellungen, die die
Hefe betreffen, auch mittels der Genexpressionsmessung sichtbar zu machen (siehe
Garversuche unter Druck). Es erdffnet sich somit ein direkter Blick in die Hefezelle, der

auch Ruckschlisse auf das zu erwartende Aromaprofil eines Weizenbieres zulasst.

Ebenso hilfreich fur die Brauerei-Praxis sind die Erkenntnisse zu den relativen
Flichtigkeiten der einzelnen Aromakomponenten, die in die technologische
Handhabung miteinbezogen werden sollten. Oftmals wird in Brauereien der ,Fehler”
begangen, die Gartemperatur zu erhéhen, um den Estergehalt zu forcieren. Wie die
Versuche der Hefecharakterisierungen zeigten, beginnt die Bildung der
Essigsaureester meist erst nach 24 h und steigt im Verlauf kontinuierlich an bis zur
Stagnation am Ende der Hauptgarung. Es ist demnach zu vermuten, dass die Bildung
durch héhere Gartemperaturen etwas friher einsetzt, die Garung dann aber nach zwei
bis maximal drei Tagen beendet ist, was den Bildungszeitraum dieser wichtigen Ester
limitiert. Daruber hinaus haben die Versuche zur Bestimmung der relativen Fluchtigkeit
sowie die Simulation einer offenen Garung gezeigt, dass Isoamylacetat gefolgt von
Ethylacetat die hdéchsten Flichtigkeiten haben und aus dem Jungbier somit am
schnellsten entweichen. Da hohere Alkohole und vor allem 4-Vinylguajakol deutlich
schwerer aus dem Medium zu verdrangen sind, entstehen bei hohen Gartemperaturen

sensorisch leerere bzw. phenolische Biere. In folgenden Arbeiten, die dieses Thema
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betreffen, sollte der reale Ausgasungsverlust an Aromakomponenten durch die
Garung in Brauereien ermittelt werden und technologische Veranderungen wie z.B.
Ruckleiten der CO2 in das Garmedium getestet werden. Auch ware es denkbar
Methoden zu entwickeln, um die gewlnschten Aromakomponenten aus der CO2

zuruckzugewinnen.

Neben Erkenntnissen uber die wichtigsten Weizenbierhefestamme sowie
technologische Einflussfaktoren wie der Einsatz einer Kurzzeiterhitzung zeigte diese
Arbeit auch, dass die Lagerungsbedingungen fur das Aromaspektrum eines
Weizenbieres aulierst wichtig sind. Vor allem lange Transportwege bei hohen
Temperaturen (30 - 40°C) sind extrem schadlich fir die Sensorik eines Weizenbieres,
was sich auch analytisch nachweisen lasst. Um eine annahernd gleiche Bierqualitat
auch in entfernten Landern zu garantieren, mussten moderate Temperaturen auf den
Transportwegen gewahrleistet sein. Da es jedoch zum gegenwartigen Zeitpunkt noch
sehr kostenintensiv ist, Bier in klimatisierten Containern zu transportieren, ist es
sinnvoll, das Weizenbier am besten in der jeweiligen Region zu konsumieren, wo es
produziert wurde — zumindest, wenn man ein frisches, fruchtiges und weizenbier-

typisches Aroma praferiert.
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7. ANHANG
7.1 Tabellen

Tabelle 35: Herfuhrungs-Bedingungen fir die verwendeten Hefestamme

Tag “ Aufgabe Bemerkung
Kegs dampfen; 10 | Weizenbierwirze auf 20°C temperieren und
1 Weizenbierwlrze mit Hefestamm | mit synthetischer Luft 20 min. definiert bei 0,5
beimpfen; beliiften barU beliften
2 bellften 20 min. 0,5 barU synthetischer Luft
: " Wiirze temperieren, Messzylinder
3 9 itseine Wurge LG e desinfizieren (Desinfektionsbad); 20 min. 0,5
beluften -
barU synth. Luft
4 belliften 20 min. 0,5 barU synth. Luft
Wirze abziehen und 10 | frische Alle verwendeten Materialien zum Abziehen
5 Wirze zugeben und anschlielend | des Substrates desinfizieren und 20 min. mit
beluften 0,5 barU beliften
6 Hefe nochmals beliiften 20 min. mit 0,5 barU bellften
7 Kegs in 10°C Kammer stellen

Tabelle 36: Zuckerspektrum vor und nach der Garung mit TUM 127

TUM 127 [ANFANG]

TUM 127 [ENDE]

Fructose 2,97 2,98 2,56 2,84 0,240
Glucose 9,39 8,65 8,56 8,87 0,455
Saccharose 1,64 0,3 0,42 0,79 0,741
Maltose 54,2 54,08 53,61 53,96 0,312
Maltotriose 13,1 13,11 13,25 13,15 0,084

Fructose 0,05 0,05 0,05 0,05 8,5E-18
Glucose 0,05 0,05 0,05 0,05 8,5E-18
Saccharose 0,05 0,05 0,05 0,05 8,5E-18
Maltose 0,19 0,18 0,19 0,19 5,8E-03
Maltotriose 11,65 11,9 12,1 11,88 2,3E-01
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Tabelle 37: Uberpriifung des Referenzgens RDN18 - ct-Werte

Uberpriifung des Referenzgens RDN18 mit TUM 68

10,489 10,489 10,489 10,489
11,245 11,245 11,245 11,245
11,213 11,213 11,213 11,213
11,216 11,216 11,216 11,216
11,293 11,293 11,293 11,293
11,353 11,353 11,353 11,353
11,593 11,593 11,593 11,593
11,309 11,309 11,309 11,309
11,146 11,146 11,146 11,146
11,567 11,567 11,567 11,567
10,319 10,319 10,319 10,319
10,897 10,897 10,897 10,897
10,839 10,839 10,839 10,839
10,831 10,831 10,831 10,831
10,747 10,747 10,747 10,747
10,599 10,599 10,599 10,599
10,898 10,898 10,898 10,898
10,995 10,995 10,995 10,995
11,295 11,295 11,295 11,295
11,254 11,254 11,254 11,254
11,054 11,054 11,054 11,054

Mittelwert 11,10
Standardabweichung 0,472
Konfidenzintervall 0,035
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Tabelle 38: Uberpriifung der RNA-Reinheit

Verhaltnis Gen TUM68 TUM 127 TUM 175 TUM 214 TUM 505

260/280 RDN 2,1 2,06 2,1 2,06 2,07
260/280 RDN 2,1 2,14 2,14 2,1 2,13
260/280 RDN 2,02 2,12 2,13 2,14 2,14
260/280 RDN 2,05 2,11 2,13 2,7 2,12
260/280 RDN 2,11 2,13 2,13 2,11 2,13
260/280 RDN 2,1 2,13 2,13 1,76 2,1
260/280 RDN 2,09 2,13 2,13 2,01 2,08
260/280 RDN 2,11 2,13 2,11 2,11 2,09
260/280 RDN 2,06 2,06 2,1 2,07 2,05
260/280 RDN 2,12 2,14 2,14 2,11 2,1
260/280 RDN 2,06 2,13 2,13 2,14 2,12
260/280 RDN 2,12 2,12 2,14 2,11 2,14
260/280 RDN 2,09 2,13 2,13 2,13 2,12
260/280 RDN 2,12 2,13 2,13 2,12 2,09
260/280 RDN 2,14 2,11 2,13 2,11 2,1
260/280 RDN 2,06 2,13 2,11 2,09 21
Mittelwert 2,09 2,12 2,13 2,12 2,11
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Tabelle 39:Genexpressionsdaten inklusive aller Konfidenzintervalle vor

Normalisierung mit Formel 14
ATF1 Oh 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Mittelwert TUM 68 0.0014134 0.0024221 0.0229242 0.0279166 0.0500809 0.0032189 0.0098300
Konfidenzintervall 0.0000171 0.0000940 0.0018808 0.0021845 0.0101085 0.0006082 0.0033498
Mittelwert TUM 127 0.0104926 0.0024742 0.0032738 0.0110590 0.0119737 0.0733297 0.0202580
Konfidenzintervall 0.0061075 0.0006297 0.0001635 0.0103585 0.0033092 0.0051107 0.0031632
Mittelwert TUM 175 0.0128754 0.0554706 0.0299191 0.0341228 0.0527234 0.0441538 0.0448927
Konfidenzintervall 0.0065498 0.0029843 0.0072153 0.0019445 0.0049903 0.0013482 0.0087990
Mittelwert TUM 214 0.0153033 0.0249168 0.0109311 0.0109133 0.0155235 0.0328603 0.0104096
Konfidenzintervall 0.0008975 0.0078608 0.0011430 0.0019496 0.0014058 0.0065528 0.0041018
Mittelwert TUM 505 0.0136339 0.0013923 0.0059040 0.0234891 0.0183781 0.0011898 0.0002591
Konfidenzintervall 0.0041263 0.0006840 0.0014963 0.0031419 0.0045012 0.0002473 0.0000979
Mittelwert TUM 68 0.002782 0.000353 0.000432 0.001800 0.004094 0.029025 0.006082
Konfidenzintervall 0.000070 0.000231 0.000124 0.000109 0.000744 0.000003 0.000358
Mittelwert TUM 127 0.001074 0.000108 0.000337 0.000542 0.000426 0.000595 0.000264
Konfidenzintervall 0.031424 0.001831 0.001761 0.013802 0.010226 0.042823 0.010008
Mittelwert TUM 175 0.019366 0.037950 0.011878 0.008647 0.011004 0.010145 0.008009
Konfidenzintervall 0.000459 0.000344 0.000592 0.000484 0.000280 0.000207 0.000927
Mittelwert TUM 214 0.008294 0.007095 0.000491 0.002842 0.002004 0.008006 0.002378
Konfidenzintervall 0.003017 0.020212 0.002838 0.006701 0.002103 0.008644 0.000871
Mittelwert TUM 505 0.006500 0.001760 0.000707 0.001387 0.001282 0.000422 0.000089
Konfidenzintervall 0.012030 0.001330 0.000888 0.002755 0.005338 0.000049 0.000176
I1AH1 0h 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72h
Mittelwert TUM 68 0.0024979 0.0009948 0.0145700 0.0185157 0.0064076 0.0042446 0.0035693
Konfidenzintervall 0.0042369 0.0000371 0.0009325 0.0056912 0.0009069 0.0003284 0.0011870
Mittelwert TUM 127 0.0107361 0.0010784 0.0033731 0.0054150 0.0042610 0.0059519 0.0026409
Konfidenzintervall 0.0009524 0.0005713 0.0003265 0.0002905 0.0003122 0.0001851 0.0001213
Mittelwert TUM 175 0.0076281 0.0072688 0.0065097 0.0218942 0.0074068 0.0050184 0.0049887
Konfidenzintervall 0.0005625 0.0004209 0.0007256 0.0005923 0.0003426 0.0002539 0.0011354
Mittelwert TUM 214 0.0254812 0.0170227 0.0048199 0.0187809 0.0137993 0.0561308 0.0242128
Konfidenzintervall 0.0002327 0.0056214 0.0014488 0.0020145 0.0014665 0.0033184 0.0010431
Mittelwert TUM 505 0.0050770 0.0061722 0.0012113 0.0041757 0.0040623 0.0016841 0.0013728
Konfidenzintervall 0.0001369 0.0013898 0.0003175 0.0009965 0.0038023 0.0002859 0.0002463
BAT1 0h 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h
Mittelwert TUM 68 0.00295788 0.02971592 0.24464811 0.06700562 0.01866631 0.02363331 0.04061933
Konfidenzintervall 0.0005008 0.00138889 0.01189926 0.00124098 0.03458843 0.00758657 0.02198128
Mittelwert TUM 127 0.05555481 0.01224907 0.0217561 0.03473814 0.06996265 0.07249102 0.01778446
Konfidenzintervall 0.00417619 0.00209676 0.00413412 0.0015662 0.00778225 0.00868852 0.00052023
Mittelwert TUM 175 0.10157861 0.64438837 0.33617679 0.18371443 0.21156837 0.12230296 0.12466131
Konfidenzintervall 0.003314 0.03949079 0.06866075 0.004218 0.02312821 0.01226916 0.02036372
Mittelwert TUM 214 0.01426701 0.07676419 0.05611227 0.14346418 0.06284459 0.15318027 0.09108214
Konfidenzintervall 0.01614435 0.08686526 0.06349584 0.16234202 0.07111404 0.17333661 0.10306725
Mittelwert TUM 505 0.01713485 0.01710711 0.01288324 0.03661314 0.04213717 0.00417751 0.00105292
Konfidenzintervall 0.00067358 0.00376844 0.00137873 0.00873308 0.00868592 0.00028951 0.00024842
PAD1 0h 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h
Mittelwert TUM 68 6.5229E-05 0.00030013 0.01255023 0.00924494 0.00327204 0.00108802 0.00149716
Konfidenzintervall 5.7593E-05 0.00018439 0.00933702 0.00071114 0.00084897 0.00013915 0.00068726
Mittelwert TUM 127 0.00685033 0.00085799 0.00103219 0.00379108 0.00183657 0.00319332 0.00097988
Konfidenzintervall 0.00047237 8.9283E-05 5.8792E-05 6.1148E-05 0.00013227 0.00013367 5.0353E-05
Mittelwert TUM 175 6.5229E-05 0.00030013 0.00011034 0.00088533 0.0003203 0.00038664 0.0006072
Konfidenzintervall 5.7593E-05 0.00018439 4.0631E-05 0.00029102 7.0049E-05 3.7384E-05 6.4974E-05
Mittelwert TUM 214 6.5229E-05 0.00030013 0.00632094 0.00483468 0.00314756 0.01673758 0.00560929
Konfidenzintervall 5.7593E-05 0.00018439 0.00079102 0.00126371 0.000117 0.00055478 0.00194214
Mittelwert TUM 505 0.00083946 0.00109309 0.00098841 0.00075917 0.00079838 0.00039774 7.8457E-05
Konfidenzintervall 6.8849E-05 5.4804E-05 3.2923E-05 0.00020437 0.00014612 8.1058E-05 7.6714E-06
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Tabelle 40: Ubersicht Giber Genexpressionsmessungen der einzelnen Hefestamme —

Teil 1
Quotient Mittelwert Quotient Mittelwert Quotient Mittelwert
ATF1 0h 1,00 1,00 | ATF1 0nh 1,00 1,00 | ATF1 0nh 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
ATF1 12h 1,76 1,71 | ATF1 12h 0,42 0,28 | ATF1 12h 8,62 5,20
1,67 0,21 3,81
1,71 0,20 3,17
ATF1 24h 15,39 16,22 | ATF1 24h 0,69 0,40 | ATF1 24h 4,22 2,73
17,62 0,30 2,43
15,66 0,20 1,53
ATF1 36h 19,96 19,75 | ATF1 36h 0,90 1,09 | ATF1 36h 5,24 3,19
18,26 1,89 2,35
21,04 0,48 1,97
ATF148h 41,42 35,41 [ ATF148h 1,94 1,34 | ATF1 48h 9,24 5,15
29,35 1,32 3,27
35,44 0,77 2,95
ATF1 60h 2,26 2,28 | ATF1 60h 16,59 9,16 | ATF1 60h 7,05 417
1,90 6,39 2,80
2,68 4,50 2,67
ATF172h 8,45 6,94 | ATF1 72h 3,66 2,32 | ATF1 72h 8,35 4,48
7,75 1,82 2,39
4,63 1,48 2,68
ATF2 Oh 1,00 1,00 | ATF2 Oh 1,00 1,00 | ATF2 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
ATF2 12h 1,27 1,03 ATF2 12h 0,35 0,33 | ATF2 12h 1,86 1,97
0,81 0,04 2,27
1,00 0,60 1,78
ATF2 24h 3,53 3,98 | ATF2 24h 0,40 0,30 | ATF2 24h 0,62 0,62
4,02 0,10 0,72
4,38 0,40 0,51
ATF2 36h 4,06 452 | ATF2 36h 0,90 0,93 | ATF2 36h 0,41 0,45
4 54 0,52 0,50
4,97 1,36 0,44
ATF2 48h 2,36 1,42 | ATF2 48h 428 3,40 | ATF2 48h 0,54 0,57
0,89 0,64 0,63
1,00 5,26 0,55
ATF2 60h 1,08 1,16 | ATF2 60h 39,98 23,91 | ATF2 60h 0,52 0,53
1,13 5,12 0,57
1,28 26,62 0,49
ATF2 72h 1,37 1,23 | ATF2 72h 717 5,10 | ATF2 72h 0,35 0,42
1,51 0,97 0,45
0,80 7,15 0,44
IAH1 Oh 1,00 1,00 [ IAH1 Oh 1,00 1,00 [ IAH1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
IAH1 12h 0,50 0,31 [ 1AH1 12h 0,08 0,10 | IAH1 12h 0,98 0,96
0,21 0,14 1,05
0,23 0,07 0,84
IAH1 24h 6,42 443 [1AH1 24h 0,28 0,32 | IAH1 24h 0,93 0,85
3,24 0,32 0,80
3,64 0,35 0,83
IAH1 36h 6,27 5,33 [ IAH1 36h 0,47 0,51 [ IAH1 36h 2,87 2,88
413 0,48 3,01
5,58 0,57 2,74
IAH1 48h 3,34 2,03 | 1AH1 48h 0,40 0,40 | IAH1 48h 0,99 0,97
1,34 0,39 0,98
1,42 0,40 0,94
IAH1 60h 1,80 1,28 | IAH1 60h 0,53 0,56 | IAH1 60h 0,69 0,66
0,98 0,52 0,66
1,06 0,61 0,63
IAH1 72h 2,09 1,17 [ IAH1 72h 0,24 0,25 | IAH1 72h 0,59 0,65
0,57 0,24 0,61
0,85 0,26 0,75
BAT1 Oh 1,00 1,00 | BAT1 0h 1,00 1,00 | BAT1 0h 1,00 1,00

168




7 Anhang

1,00 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00

BAT1 12h 9,84 10,17 | BAT1 12h 0,23 0,22 | BAT1 12h 6,13 6,34
11,65 0,23 6,44
9,03 0,19 6,45

BAT1 24h 88,52 83,87 | BAT1 24h 0,29 0,40 | BAT1 24h 3,89 3,31
92,73 0,44 3,41
70,34 0,45 2,64

BAT1 36h 22,69 22,99 | BAT1 36h 0,61 0,63 | BAT1 36h 1,85 1,81
26,55 0,64 1,80
19,72 0,64 1,78

BAT1 48h 8,90 6,88 | BAT1 48h 1,29 1,26 | BAT1 48h 2,38 2,09
11,41 1,30 1,88
0,33 1,18 2,01

BAT1 60h 8,89 8,69 | BAT1 60h 1,31 1,36 | BAT1 60h 1,29 1,18
12,07 1,24 1,10
5,10 1,51 1,16

BAT1 72h 15,47 14,58 | BAT1 72h 0,29 0,32 | BAT1 72h 1,47 1,23
22,60 0,33 1,10
5,67 0,34 1,12

PAD1 Oh 1,00 1,00 | PAD1 Oh 1,00 1,00 | PAD1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00
1,00 1,00 1,00

PAD1 12h 1,47 6,92 | PAD1 12h 0,14 0,13 | PAD1 12h 1,47 6,92
10,70 0,11 10,70
8,60 0,13 8,60

PAD1 24h 174,21 231,31 | PAD1 24h 0,15 0,15 | PAD1 24h 0,96 2,58
113,11 0,14 1,57
406,60 0,17 5,20

PAD1 36h 74,90 203,16 | PAD1 36h 0,56 0,55 | PAD1 36h 9,53 17,38
217,88 0,52 17,76
316,71 0,59 24,86

PAD1 48h 32,61 65,78 [ PAD1 48h 0,29 0,27 | PAD1 48h 3,10 6,55
72,53 0,23 7,09
92,19 0,29 9,46

PAD1 60h 7,88 24,75 [ PAD1 60h 0,49 0,47 | PAD1 60h 3,23 8,69
26,78 0,43 7,70
39,61 0,48 15,14

PAD1 72h 13,72 29,16 [ PAD1 72h 0,14 0,14 | PAD1 72h 5,22 13,05
43,77 0,14 14,08
29,99 0,15 19,85
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Tabelle 41: Ubersicht Giber Genexpressionsmessungen der einzelnen Hefestamme —

Teil 2

TUM 214 S il TUM 505

ATF1 0h 1,00 1,00 | ATF1 0h 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

ATF1 12h 2,20 1,64 | ATF1 12h 0,21 0,12
1,26 0,09
1,45 0,05

ATF1 24h 0,68 0,71 | ATF1 24h 0,60 0,45
0,74 0,31
0,72 0,45

ATF1 36h 0,71 0,71 | ATF1 36h 2,62 1,85
0,79 1,67
0,63 1,25

ATF1 48h 1,08 1,02 | ATF1 48h 2,14 145
0,87 0,91
1,11 1,30

ATF160h 2,26 2,16 | ATF1 60h 0,12 0,09
1,64 0,09
2,59 0,06

ATF1 72h 0,96 0,68 | ATF1 72h 0,04 0,02
0,58 0,01
0,50 0,01

ATF2 Oh 1,00 1,00 | ATF2 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

ATF2 12h 1,14 0,85 | ATF2 12h 0,38 0,28
0,67 0,22
0,75 0,24

ATF2 24h 0,10 0,06 | ATF2 24h 0,16 0,11
0,03 0,08
0,04 0,10

ATF2 36h 043 0,34 | ATF2 36h 0,28 0,22
0,26 0,14
0,33 0,24

ATF2 48h 0,21 0,24 | ATF2 48h 0,17 0,20
0,26 0,13
0,26 0,29

ATF2 60h 0,87 0,97 [ ATF2 60h 0,08 0,07
0,89 0,06
1,15 0,06

ATF2 72h 0,28 0,29 [ ATF2 72h 0,02 0,01
0,27 0,01
0,31 0,01

IAH1 Oh 1,00 1,00 | 1AH1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

IAH1 12h 0,88 0,67 | IAH1 12h 1,53 1,22
0,55 1,07
0,57 1,05

IAH1 24h 0,24 0,19 [ IAH1 24h 0,30 0,24
0,17 0,24
0,15 0,18

IAH1 36h 0,74 0,74 | IAH1 36h 0,65 0,82
0,80 0,96
0,67 0,85

IAH1 48h 0,48 0,54 | IAH1 48h 0,16 0,79
0,59 0,75
0,56 1,47

IAH1 60h 2,13 2,20 [ IAH1 60h 0,34 0,33
2,13 0,28
2,35 0,38
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IAH1 72h 0,95 0,95 | IAH1 72h 0,28 0,27
0,99 0,22
0,92 0,31

BAT1 Oh 1,00 1,00 | BAT1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

BAT1 12h 7,49 5,67 | BAT1 12h 1,17 0,99
4,75 0,94
4,79 0,87

BAT1 24h 8,67 4,60 | BAT1 24h 0,70 0,75
2,34 0,84
2,78 0,72

BAT1 36h 13,37 10,56 | BAT1 36h 2,54 2,13
7,15 2,01
11,16 1,83

BAT1 48h 6,94 4,76 | BAT1 48h 2,44 2,46
3,54 2,89
3,80 2,04

BAT1 60h 9,53 9,15 | BAT1 60h 0,24 0,25
8,74 0,24
9,17 0,27

BAT1 72h 9,74 6,85 | BAT1 72h 0,07 0,06
5,44 0,06
5,37 0,05

PAD1 Oh 1,00 1,00 [ PAD1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

PAD1 12h 1,47 6,92 | PAD1 12h 1,25 1,30
10,70 1,36
8,60 1,31

PAD1 24h 57,92 135,06 | PAD1 24h 1,11 1,18
130,86 1,17
216,39 1,27

PAD1 36h 34,27 107,33 | PAD1 36h 0,77 0,91
134,96 1,18
152,77 0,78

PAD1 48h 26,53 69,22 | PAD1 48h 1,03 0,95
68,54 0,96
112,58 0,85

PAD1 60h 138,77 372,54 | PAD1 60h 0,44 0,48
356,47 0,39
622,40 0,59

PAD1 72h 51,33 112,17 | PAD1 72h 0,09 0,09
151,15 0,09
134,02 0,09
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Tabelle 42: Ubersicht Giber Genexpressionsmessungen unter Druckverhaltnissen

Drucklos Quotient Mittelwert 1bar Uberdruck Quotient Mittelwert
ATF1 Oh 1,00 1,00 | ATF1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00
ATF1 12h 16,71 23,37 | ATF1 12h 1,48 2,24
44,86 1,92
8,54 3,33
ATF1 24h 3,41 7,88 | ATF1 24h 1,45 2,09
16,72 2,83
3,52 1,99
ATF1 36h 7,05 8,82 | ATF1 36h 4,22 2,78
13,68 2,30
5,71 1,82
ATF1 48h 3,05 4,07 | ATF1 48h 1,55 1,80
5,39 1,29
3,76 2,56
ATF1 60h 5,05 5,27 | ATF1 60h 1,10 2,14
7,62 1,28
3,15 4,04
ATF1 72h 15,88 18,26 | ATF1 72h 2,42 3,15
24,95 2,14
13,95 4,89
ATF2 Oh 1,00 1,00 | ATF2 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00
ATF2 12h 8,28 6,53 | ATF2 12h 8,60 6,04
7,01 4,97
4,30 4,55
ATF2 24h 7,48 7,50 | ATF2 24h 5,11 5,43
7,82 9,09
7,19 2,09
ATF2 36h 12,56 9,19 | ATF2 36h 10,06 5,53
7,39 4,40
7,62 2,12
ATF2 48h 7,68 6,53 | ATF2 48h 2,78 2,07
10,98 1,95
0,95 1,48
ATF2 60h 15,70 10,03 | ATF2 60h 2,49 1,77
9,87 2,02
4,53 0,78
ATF2 72h 10,66 8,28 | ATF2 72h 717 3,36
7,25 1,48
6,94 1,42
IAH1 Oh 1,00 1,00 | IAH1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00
IAH1 12h 3,21 4,59 | IAH1 12h 4,36 5,21
3,85 3,56
6,71 7,71
I1AH1 24h 4,59 5,16 | IAH1 24h 3,27 5,46
5,75 7,72
5,14 5,40
IAH1 36h 10,42 9,72 | IAH1 36h 6,26 7,44
6,41 10,57
12,32 5,51
I1AH1 48h 4,59 4,53 | IAH1 48h 2,71 3,03
3,51 2,48
5,48 3,91
IAH1 60h 3,79 4,59 | IAH1 60h 1,73 2,39
5,14 1,50
4,85 3,94
IAH1 72h 4,06 4,93 | IAH1 72h 2,73 2,64
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4,94 2,24
5,78 2,96

BAT1 Oh 1,00 1,00 | BAT1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

BAT1 12h 9,84 10,17 | BAT1 12h 2,70 3,45
11,65 3,96
9,03 3,70

BAT1 24h 5,28 4,65 | BAT1 24h 6,31 12,00
4,90 17,17
3,78 12,53

BAT1 36h 9,34 8,88 | BAT1 36h 7,25 11,24
9,63 17,87
7,68 8,60

BAT1 48h 10,02 7,67 | BAT1 48h 6,33 7,00
5,92 7,89
7,08 6,77

BAT1 60h 6,11 5,47 | BAT1 60h 5,31 4,79
5,46 5,09
4,85 3,98

BAT1 72h 4,33 3,68 | BAT1 72h 1,60 1,83
3,80 1,92
2,90 1,98

PAD1 Oh 1,00 1,00 | PAD1 Oh 1,00 1,00
1,00 1,00
1,00 1,00

PAD1 12h 1,47 6,92 | PAD1 12h 28,50 30,75
10,70 21,19
8,60 42,56

PAD1 24h 0,96 2,58 | PAD1 24h 13,05 23,38
1,57 19,64
5,20 37,45

PAD1 36h 9,53 17,38 | PAD1 36h 17,98 33,72
17,76 22,64
24,86 60,54

PAD1 48h 3,10 6,55 | PAD1 48h 8,77 8,45
7,09 9,25
9,46 7,31

PAD1 60h 3,23 8,69 | PAD1 60h 3,15 4,09
7,70 3,09
15,14 6,03

PAD1 72h 5,22 13,05 | PAD1 72h 7,25 8,97
14,08 6,48
19,85 13,19
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Tabelle 43: Prozentuale Verluste an Aromakomponenten in Abhangigkeit der
Temperatur wahrend einer simulierten Garung

Temperatur | Verlust an Isoamylacetat [% Mittelwert  StabW Konfidenz
10 °C 22,90 19,19 21,00 21,03 1,86 0,72
15 °C 33,05 31,37 30,75 31,72 1,19 0,46
20 °C 39,78 37,81 44,27 40,62 3,31 1,29
25 °C 49 53,4 49,86 50,75 2,33 0,91

Temperatur \ Verlust an Ethylacetat [%] Mittelwert Konfidenz
10 °C 3,32 4,86 5,80 4,66 1,25 0,49
15 °C 11,20 10,31 9,72 10,41 0,75 0,29
20 °C 13,77 12,48 12,77 13,01 0,68 0,26
25 °C 17,07 36,50 17,18 23,58 11,19 4,36

Temperatur | Verlust an 4-Vinylguajakol Mittelwert Konfidenz
10 °C 0,00 2,26 2,26 1,51 1,30 0,51
15 °C 0,00 3,33 3,33 2,22 1,92 0,75
20 °C 0,00 3,33 3,33 2,22 1,92 0,75
25 °C 0,00 3,33 3,33 2,22 1,92 0,75

Tabelle 44: Prozentuale Verluste an Aromakomponenten in Abhangigkeit des pH-
Wertes wahrend einer simulierten Garung

pH Verlust an Isoamylacetat  [%] Mittelwert  StabW \ Konfidenz
4,2 42,20 36,92 36,05 38,39 3,33 1,30
4,5 41,90 37,30 39,10 39,43 2,32 0,90
5 37,47 40,07 42,11 39,88 2,33 0,91
5,5 42,94 40,29 37,10 40,11 2,92 1,14
pH Verlust an Ethylacetat [%] Mittelwert  StabW \ Konfidenz
4,2 17,60 13,42 13,13 14,72 2,50 0,97
4,5 16,22 14,13 14,52 14,96 1,11 0,43
5 14,56 14,05 13,84 14,15 0,37 0,14
5,5 14,55 14,44 12,76 13,92 1,00 0,39
Verlust an 4-Vinylguajakol Mittelwert Konfidenz
4,2 0,97 0,94 0,97 0,65 0,02 0,01
4,5 3,22 3,22 3,22 3,22 0,00 0,00
5 0,00 2,94 2,94 2,20 1,70 0,66
55 4,06 0,94 0,91 1,56 1,81 0,70
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Tabelle 45: Prozentuale Verluste an Aromakomponenten in Abhangigkeit des
Ethanolgehaltes wahrend einer simulierten Garung

Verlust an Isoamylacetat  [%] Mittelwert  StabW Konfidenz
2 Vol.% 35,46 33,01 38,8 38,39 2,91 1,13
3 Vol.% 34,14 33,96 36,56 39,43 1,45 0,57
4 Vol.% 28,60 33,18 35,08 39,88 3,33 1,30
5 Vol.% 47,16 39,70 40,81 40,11 4,03 1,57
Alkohol Verlust an Ethylacetat [%] Mittelwert Konfidenz
2 Vol.% 13,46 11,45 15,36 14,72 1,96 0,76
3 Vol.% 14,89 16,52 17,52 14,96 1,33 0,52
4 Vol.% 14,27 18,02 15,01 14,15 1,99 0,77
5 Vol.% 27,23 27,09 28,94 13,92 1,03 0,40
Alkohol Verlust an 4-Vinylguajakol Mittelwert Konfidenz
2 Vol.% 1,67 4,14 1,67 0,65 1,43 0,56
3 Vol.% 0,00 5,13 2,50 2,15 2,57 1,00
4 Vol.% 0,75 0,75 0,00 2,20 0,43 0,17
5 Vol.% 0,00 2,43 2,43 1,56 1,40 0,55

Tabelle 46: Simulierte Aromaverluste bei unterschiedlicher Behandlungsweise

4-
Isobutanol Isoamylacetat | Amylalkohole | Vinylguajakol | 4-Vinylphenol
[mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]

Ethylacetat
[mg/l]

1-Propanol
[mg/l]

Bezeichnung
Weizenbier
frisch
eingeschenkt 1 51,00 17,86 28,25 2,89 52,15 3,19 1,65
Weizenbier
frisch
eingeschenkt 2 49,20 17,86 27,27 2,93 49,40 3,19 1,66
Weizenbier
frisch
eingeschenkt 3 47,79 17,36 27,00 2,85 48,81 3,40 1,77
Weizenbier
frisch
eingeschenkt

nach 40 min 1 45,51 17,02 27,56 2,32 47,55 3,08 1,60
nach 40 min 2 47,92 17,88 28,48 2,55 49,17 3,31 1,74
nach 40 min 3 45,47 17,60 28,48 2,31 49,04 3,31 1,73
nach 40 min

nach 60 min 1 41,45 16,14 26,54 2,12 46,88 4,03 2,14
nach 60 min 2 42,50 16,76 27,62 2,05 48,28 3,58 1,86
nach 60 min 3 46,27 17,64 28,06 2,50 49,77 2,92 1,50
nach 60 min

60 min

geschwenkt 1 37,88 17,16 28,23 1,77 49,04 3,25 1,71
60 min

geschwenkt 2 34,52 16,43 27,41 1,54 47,22 3,30 1,74
60 min

geschwenkt 3 36,00 17,48 28,37 1,80 48,51 3,31 1,74

60 min
geschwenkt Mittelwert ,
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TUM 68 mit Maltose als Speisegabe

Tabelle 47: Uberblick Uiber die Ergebnisse der Reifungsversuche

Garungsnebenprodukte Tank Tank Tank
[mg/l] Jungbier 1.2 1.3. 1.4. g ZKT's
Acetaldehyd
Ethylacetat 35,30 39,33 37,76 37,64 38,2
Isoamylacetat 2,05 2,29 2,26 2,31 2,3
i-Butanol 23,07 30,41 29,5 28,47 29,5
n-Propanol 14,52 18,25 18,42 17,64 18,1
Amylalkohole 44,56 53,92 52,36 52,54 52,9
4-Vinylguajakol 2,6 2,54 2,72 2,34 2,5
4-Vinylphenol 1,4 1,44 1,51 1,36 1,4
TUM 68 mit Glucose als Speisegabe
Garungsnebenprodukte
[mg/l] Jungbier . 3. A.
Acetaldehyd 3,13 8,61 8,25 8,52 8,5
Ethylacetat 35,30 38,88 39,3 35,34 37,8
Isoamylacetat 2,05 2,49 2,37 2,37 2,4
i-Butanol 23,07 31,63 29,29 27,81 29,6
n-Propanol 14,52 19,72 17,76 17,53 18,3
Amylalkohole 44,56 55,72 53,29 51,02 53,3
4-Vinylguajakol 2,6 2,72 2,76 2,57 2,7

4-Vinylphenol
TUM 68 mit Wiirze als Speisegabe
Garungsnebenprodukte Flasche Flasche Flasche
[mg/l] Jungbier 1 2 3 Flaschen Tank 1.2

Acetaldehyd
Ethylacetat 35,30 30,62 28,63 31,12 30,12 32,41 35,32 34,08 33,9
Isoamylacetat 1,99 1,85 1,86 1,73 1,81 1,79 1,85 1,91 1,9
i-Butanol 23,07 17,75 16,8 17,16 17,2 25,56 26,49 26,26 26,1
n-Propanol 14,52 13 14,89 13,46 13,78 15,78 16,06 16,33 16,1
Amylalkohole 44,56 43,98 40,88 41,62 42,16 46,99 48,52 47,65 47,7
4-Vinylguajakol 2,6 2,66 2,78 2,6 2,68 2,67 2,63 2,69 2,7

4-Vinylphenol

Garungsnebenprodukte
[mg/l]

TUM 127 mit Wurze als Speisegabe

Jungbier

Flasche
1

Flaschen

Tank 1.2

Acetaldehyd ,
Ethylacetat 35,30 36,35 34,52 35,06 35,31 36,73 37,46 39,04 37,7
Isoamylacetat 2,05 1,92 1,89 2,01 1,94 2,23 1,98 2,01 2,1
i-Butanol 23,07 26,98 26,65 25,34 26,3 27,16 27,01 27,63 27,3
n-Propanol 14,52 15,22 15,58 15,01 15,27 15,59 15,97 15,96 15,8
Amylalkohole 44,56 45,01 46,09 45,56 45,55 47,79 48,33 49,4 48,5
4-Vinylguajakol 2,6 2,39 2,23 2,35 2,32 2,57 2,42 2,54 2,5

4-Vinylphenol

Garungsnebenprodukte
[mg/l]

TUM 505 mit Wirze als Speisegabe

Jungbier

Flasche Flasche
1 2

Flasche
3

Flaschen

Acetaldehyd
Ethylacetat 35,30 34,96 32,88 33,97 33,94 32,83 39,01 - 35,9
Isoamylacetat 2,05 2,49 2,47 2,55 2,51 1,86 2,59 - 2,2
i-Butanol 23,07 21,86 23,01 21,09 22,02 25,64 21,41 - 23,5
n-Propanol 14,52 15,92 15,71 16,51 15,97 16,58 15,89 - 16,2
Amylalkohole 44,56 51,95 51,06 51,53 51,51 50,32 51,54 - 50,9
4-Vinylguajakol 2,6 2,12 2,21 2,63 2,32 2,29 2,25 - 2,3
4-Vinylphenol 1,4 1,76 1,79 1,89 1,81 1,29 1,56 - 1,4
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Tabelle 48: Ubersicht tiber KZE-Versuche im LabormaRstab

Nullprobe

Stoffkomponente  Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/l] Standardabw. | Konfidenz
Ethylacetat 34,51 33,62 36,9 35,01 1,70 1,92
Isoamylacetat 3,12 3 3,12 3,08 0,07 0,08
Amylalkohole 55,96 52,77 56,58 55,10 2,04 2,31
150 PE

Stoffkomponente  Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] @ Mittelwert [mg/I] Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 33,67 33,86 35,02 34,18 0,73 0,83
Isoamylacetat 2,54 2,66 2,7 2,63 0,08 0,09
Amylalkohole 54,48 55,15 55,87 55,17 0,70 0,79
300 PE

Stoffkomponente  Wert 1 [mg/l] Wert2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/l] Standardabw. | Konfidenz
Ethylacetat 33,67 34,02 33,87 33,85 0,18 0,20
Isoamylacetat 2,7 2,7 2,67 2,69 0,02 0,02
Amylalkohole 55,25 54,93 56,29 55,49 0,71 0,80

Tabelle 49: Ubersicht tiber die KZE- Versuche im BrauereimaRstab - frischer Zustand

Nullprobe

Stoffkomponente | Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/I] Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 27,2 48,5 38,09 37,92 10,62 12,02
Isoamylacetat 2,4 6,1 4,86 4,45 1,85 2,09
Amylalkohole 50,7 90,1 75,17 72,01 19,88 22,50
4-Vinylguajakol 2,8 3,0 1,90 2,59 0,60 0,68
150 PE

Stoffkomponente | Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/I] Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 28,97 48,67 38,71 38,78 9,85 11,15
Isoamylacetat 2,50 6,30 5,04 4,61 1,94 2,19
Amylalkohole 55,68 91,37 75,44 74,16 17,88 20,24
4-Vinylguajakol 2,75 2,69 2,11 2,52 0,35 0,40

300 PE

Stoffkomponente | Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/I] Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 28,16 44,98 39,51 37,55 8,58 9,71
Isoamylacetat 2,51 6,01 5,04 4,52 1,81 2,04
Amylalkohole 55,16 86,87 78,99 73,67 16,51 18,68
4-Vinylguajakol 2,79 2,80 2,18 2,59 0,35 0,40
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Tabelle 50: Ubersicht tiber die KZE-Versuche im BrauereimaRstab - forciert
gealterter Zustand

Nullprobe

Stoffkomponente | Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l] Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/I] Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 32,63 44,16 39,30 38,69 5,79 6,55
Isoamylacetat 3,13 5,65 4,96 4,58 1,30 1,48
Amylalkohole 54,86 85,72 77,65 72,74 16,00 18,11
4-Vinylguajakol 2,54 2,61 2,05 2,40 0,31 0,35

150 PE

Stoffkomponente | Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l]]  Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/| Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 32,62 42 97 37,86 37,82 5,17 5,85
Isoamylacetat 3,16 5,65 4,92 4,58 1,28 1,45
Amylalkohole 55,69 83,56 75,61 71,62 14,36 16,24
4-Vinylguajakol 2,58 2,29 1,99 2,29 0,30 0,33

300 PE

Stoffkomponente | Wert 1 [mg/l] Wert 2 [mg/l]  Wert 3 [mg/l] | Mittelwert [mg/l] Standardabw. Konfidenz
Ethylacetat 30,97 46,38 36,26 37,87 7,83 8,86
Isoamylacetat 3,05 6,16 4,52 4,58 1,55 1,76
Amylalkohole 53,06 89,13 73,55 71,91 18,09 20,47
4-Vinylguajakol 2,55 2,45 2,08 2,36 0,25 0,28
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Tabelle 51: Uberblick Uber die Ergebnisse der Alterungsindikatoren bei den KZE-

Versuchen

Alterungsindikatoren [ug/|

Mittelwerte aus Charge 1

Vor KZE 150PE 300PE
Komponente: frisch alt frisch alt frisch alt
3-Methyl-Butanal 4,73 6,27 11,27 6,00 5,17 6,27
2-Methyl-Butanal 5,20 5,83 7,34 5,90 6,00 6,57
2-Furfural 6,27 19,07 11,67 17,90 6,80 19,00
2-Acetylfuran 2,70 2,50 7,27 3,67 3,37 3,90
5-Methylfurfural 3,00 2,33 7,60 3,27 3,37 3,53
Benzaldehyd 0,67 0,77 2,77 0,87 0,87 0,83
2-Propinylfurfural 0,50 0,30 0,03 0,50 0,37 0,27
2-Phenyl-Ehtanal 5,47 7,63 30,47 8,77 5,07 10,23
Bernsteinsdure-Diethylether 2,03 1,20 4,87 1,60 2,07 1,63
Nicotinsaure-Ethyl-Ester 0,13 6,03 11,77 6,97 0,70 9,70
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester 1,43 1,60 2,40 1,53 3,67 0,03
y-Nonalacton 54,00 48,60 65,00 61,77 59,93 79,40
Mittelwerte aus Charge 2

Vor KZE 150PE 300PE
Komponente: frisch alt frisch alt frisch alt
3-Methyl-Butanal 4,30 4,77 4,13 4,97 4,60 5,47
2-Methyl-Butanal 32,17 17,73 22,77 21,27 18,70 27,23
2-Furfural 14,55 21,53 9,23 22,93 8,53 21,65
2-Acetylfuran 3,47 2,97 2,77 3,17 2,73 3,67
5-Methylfurfural 4,10 3,23 3,47 3,13 3,57 3,43
Benzaldehyd 0,87 0,57 0,60 0,53 0,80 0,93
2-Propinylfurfural 0,20 0,70 0,47 0,57 0,47 0,07
2-Phenyl-Ehtanal 5,43 4,53 3,73 4,83 4,37 6,67
Bernsteinsaure-Diethylether 2,30 1,47 1,80 1,57 1,63 1,80
Nicotonsaure-Ethyl-Ester 0,63 4,70 -0,07 5,67 -0,37 8,87
Phenylessigsaure-Ethyl-Ester 0,50 1,63 -0,17 2,03 1,40 0,37
y-Nonalacton 78,47 79,35 55,70 89,75 56,53 98,27
Mittelwerte aus Charge 3

Vor KZE 150PE 300PE
Komponente: frisch alt frisch alt frisch alt
3-Methyl-Butanal 5,20 6,03 5,07 5,70 5,37 6,20
2-Methyl-Butanal 13,30 12,17 14,23 13,47 20,97 13,27
2-Furfural 8,10 23,07 10,53 24,33 11,60 25,75
2-Acetylfuran 3,60 3,73 3,73 3,73 3,70 3,80
5-Methylfurfural 3,03 3,17 3,43 3,23 3,57 2,97
Benzaldehyd 0,87 1,03 0,83 0,73 0,83 1,03
2-Propinylfufural 0,43 0,57 0,60 0,60 0,13 0,50
2-Phenyl-Ehtanal 3,60 6,33 3,20 4,83 4,90 6,23
Bernsteinsaure-Diethylether 1,53 1,97 1,70 1,97 1,83 1,50
Nicotonsaure-Ethyl-Ester 0,50 6,60 0,97 5,80 1,07 5,27
Phenylessigsdure-Ethyl-Esther 2,50 1,77 2,97 2,37 1,97 2,70
y-Nonalacton 56,47 76,13 62,03 71,30 59,25 64,47
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Tabelle 52: Analysenwerte der Lagerungsversuche von Bier A

Temperatur Parameter 0 Tage 14 Tage 28 Tage 42 Tage 56 Tage 84 Tage
4°C Ethylacetat 29,05 29,08 29,8 25,41 27,76 28,49
Isoamylacetat 4,2 4,09 3,94 3,75 2,88 2,93
SKz 139 141 136 138 133 fehlt
Warmeindikatoren 15,38 4,14 18,38 34,82 26,64 16,17
y-Nonalacton 15,20 4,14 18,38 28,72 21,49 15,40
2-Furfural 0,18 0,00 0,00 6,10 5,15 0,77
10 °C Ethylacetat 29,05 31,16 31,08 31,56 28,85 28,4
Isoamylacetat 4,20 4,15 3,78 3,83 2,82 2,86
SKZ 139 139 136 137 131 fehlt
Warmeindikatoren 15,38 5,09 19,08 22,48 15,41 17,00
y-Nonalacton 15,20 4,63 17,81 22,48 14,75 16,41
2-Furfural 0,18 0,45 1,27 0,00 0,67 0,59
20°C Ethylacetat 29,05 29,25 29,95 31,95 25,63 26,51
Isoamylacetat 4,20 4,05 3,55 2,71 2,68 2,60
SKZ 139 137 134 139 129 fehlt
Warmeindikatoren 15,38 7,85 23,95 21,37 22,10 22,14
y-Nonalacton 15,20 7,13 22,22 21,37 19,49 21,45
2-Furfural 0,18 0,72 1,73 0,00 2,62 0,60
30°C Ethylacetat 29,05 28,5 28,46 31,4 27,2 26,38
Isoamylacetat 4,2 3,9 3,5 2,81 2,62 2,66
SKZ 139 131 121 114 106 fehlt
Warmeindikatoren 15,38 5,54 26,65 30,28 38,65 23,76
y-Nonalacton 15,20 5,14 25,63 30,12 34,75 23,29
2-Furfural 0,18 0,39 1,01 0,15 3,90 0,84
40°C Ethylacetat 29,05 28,88 27,12 27,42 25,57 25,8
Isoamylacetat 4,2 3,73 3,43 2,88 2,54 2,05
SKZ 139 121 119 112 104 fehlt
Warmeindikatoren 15,38 14,72 29,09 38,93 117,00 205,29
y-Nonalacton 15,20 13,53 26,99 23,51 32,07 31,14
2-Furfural 0,18 1,18 2,10 15,42 84,39 174,15
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Tabelle 53: Analysenwerte der Lagerungsversuche von Bier B

Temperatur Parameter 0 Tage 14 Tage 28 Tage 42 Tage 56 Tage 84 Tage
4°C Ethylacetat 29,52 29,10 34,50 34,22 35,10 35,70
Isoamylacetat 3,96 3,95 4,08 4,05 3,96 3,83
SKZ 123,00 124,00 117,00 116,00 115,00 fehlt
Warmeindikatoren 19,20 12,11 21,24 20,87 37,77 25,97
y-Nonalacton 19,04 11,42 20,51 20,69 34,55 25,48
2-Furfural 0,16 0,69 0,73 0,18 3,23 0,48
10 °C Ethylacetat 29,52 29,49 29,55 31,15 35,60 35,10
Isoamylacetat 3,96 3,94 4,02 3,90 3,71 3,40
SKzZ 123,00 121,00 117,00 115,00 114,00 fehlt
Warmeindikatoren 19,20 8,65 22,77 23,94 25,08 27,48
y-Nonalacton 19,04 8,10 22,43 23,80 25,08 27,18
2-Furfural 0,16 0,55 0,34 0,14 0,00 0,31
20°C Ethylacetat 29,52 30,75 32,48 33,40 35,20 35,70
Isoamylacetat 3,96 3,80 3,65 3,55 3,60 3,43
SKZ 123,00 119,00 115,00 112,00 110,00 fehlt
Warmeindikatoren 19,20 9,19 30,02 39,23 37,06 36,46
y-Nonalacton 19,04 8,70 27,89 37,10 33,63 36,29
2-Furfural 0,16 0,49 2,13 2,13 3,43 0,17
30°C Ethylacetat 29,52 30,25 31,35 30,20 30,87 26,60
Isoamylacetat 3,96 3,80 3,05 2,85 2,98 2,60
SKZ 123,00 113,00 105,00 97,00 94,00 fehlt
Warmeindikatoren 19,20 13,48 31,77 32,68 51,29 61,25
y-Nonalacton 19,04 12,98 29,56 32,35 37,05 52,05
2-Furfural 0,16 0,50 2,21 0,33 14,24 9,21
40°C Ethylacetat 29,52 31,92 28,05 24,86 26,86 25,50
Isoamylacetat 3,96 3,17 2,80 2,90 2,81 2,75
SKzZ 123,00 116,00 117,00 111,00 107,00 fehlt
Warmeindikatoren 19,20 13,59 40,07 125,00 149,18 270,18
y-Nonalacton 19,04 12,68 20,31 42,27 47,93 52,18
2-Furfural 0,16 0,91 19,76 82,74 101,25 218,00
Tabelle 54: Analysenwerte der Garungsnebenprodukte der Langzeit-

Stabilitatsversuche von Bier A bei 20°C

Lagerzeit Ethylacetat Isoamylacetat Amylalkohole 4-Vinylguajakol 4-Vinylphenol
[Tage] [mg/l] [mga/l] [mg/l] [mga/l] [mga/l]
8 44,8 5,6 92,2 3,8 1,6

22 47,6 53 97,2 3,5 1,4
57 47 4,3 96,6 3,4 1,4
78 47,2 3,7 94,9 2,9 1,3
99 50,3 3,6 105 2,7 1,2
120 47 3,2 102,3 2,6 1,2
168 45,7 2,5 97,2 24 1,1
196 40,8 2,1 96,2 1,9 1
224 43,1 1,9 102,4 2 1
252 41,9 1,6 98,1 1,6 1
308 39,3 1,1 97 2 0,9
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Tabelle 55: Analysenwerte der Alterungsindikatoren der Langzeit-Stabilitatsversuche
von Bier A bei 20°C

Lagerzeit Summe Summe Summe

LERE) Warmeindikatoren [ug/l] | Sauerstoffindikatoren[ug/l]  Alterungsindikatoren [ug/I]
0 55 15 99
8 68 16 103
22 73 18 122
57 113 25 179
78 100 17 155
99 78 42 164

120 90 31 171
168 85 21 178
196 112 17 206
224 135 19 255
252 131 46 291
308 113 25 249

Tabelle 56: Analysenwerte der Garungsnebenprodukte der Langzeit-
Stabilitatsversuche von Bier B bei 20°C

Lagerzeit Ethylacetat Isoamylacetat Amylalkohole 4-Vinylguajakol 4-Vinylphenol
[Tage] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
8 30,3 29 61,7 2,2 1,1
15 31,2 3 64,1 2,1 1,1
23 29,2 2,7 60,1 2 1
30 30,3 2,7 61,4 2 1,1
36 29,3 2,8 60,9 1,9 1
50 29,6 2,6 61,3 1,7 1
64 29 25 59,7 1,7 0,9
78 29 2,4 62,4 1,7 0,9
92 31 2,6 66,9 1,7 0,9
106 31,6 2,5 66,5 1,6 1
120 30,9 2,6 69,8 1,6 0,9
134 30,1 24 68,1 1,5 0,8
169 30,7 23 68,7 1,5 0,8
190 30,1 2,1 67,8 1,4 0,7
211 30,9 2,2 68,5 1,4 0,7
232 31,7 2,2 69,8 1,3 0,7
280 29 2,1 64,8 0,9 0,5
308 27,1 1,9 63,9 1 0,6
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Tabelle 57: Analysenwerte der Alterungsindikatoren der Langzeit-Stabilitatsversuche
von Bier B bei 20°C

Lagerzeit Summe Summe Summe

LERE) Warmeindikatoren [ug/l] Sauerstoffindikatoren [ug/l]  Alterungsindikatoren [ug/I]
15 60 36 115
23 42 27 70
30 52 36 93
36 48 38 80
50 66 31 108
64 91 14 130
78 101 20 147
92 109 20 162
106 107 24 151
120 117 32 182
134 121 25 173
169 146 34 216
190 117 26 181
211 101 41 175
232 119 50 219
280 87 9 135
308 120 31 198
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7.2 Abbildungen
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Abbildung 93: Wirze-Zusammensetzungen flur die Erstellung der Aromaprofile von
Weizenbier-Hefestammen
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Abbildung 94: Hefezellen in Schwebe wahrend der Hauptgarung zur Charakterisierung
der Aromaprofile unterschiedlicher Hefestamme
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Abbildung 95: pH-Verlauf wahrend der Hauptgarung zur Charakterisierung der
Aromaprofile unterschiedlicher Hefestamme

Abbildung 96: Effizienzbestimmung von ATF2
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Abbildung 97: Effizienzbestimmung von BAT1
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Abbildung 99: Effizienzbestimmung von RDN 18
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7 Anhang

Abbildung 105: Faktorisierte Darstellung der ATF1-Expressionen bei TUM 68 unter
Druck

Abbildung 106: Faktorisierte Darstellung der ATF2-Expressionen bei TUM 68 unter
Druck
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Abbildung 107: Faktorisierte Darstellung der IAH1-Expressionen bei TUM 68 unter
Druck

Abbildung 108: Faktorisierte Darstellung der BAT1-Expressionen bei TUM 68 unter
Druck
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Abbildung 109: Faktorisierte Darstellung der PAD1-Expressionen bei TUM 68 unter

Druck
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