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Mikrobiologisch bedeutsame
Inhaltsstoffe in hopfeninten-
siven Bieren (Teil 2)

PRAXISTEST | In Teil 1 dieses Beitrags (vgl. BRAUWELT Nr. 11,
2017, S. 310-313) wurde allgemein tiber die mikrobiologische

Aktivitat von Hopfeninhaltsstoffen berichtet und die Ermittlung

einer hopfenbasierten Hemmbkraft von Bier vorgestellt. In Teil 2

werden nun Relevanz und Aussagekraft dieser Hemmkraft auf

Basis von Praxisuntersuchungen diskutiert.

DAZU WURDEN 15 unterschiedlich ge-
hopfte Biere sowohl mikrobiologisch als
auch analytisch untersucht. Darunter wa-
ren drei Versuchsbiere und zwolf im Handel
erhaltliche Sorten. Neben fiinf Pils-und drei
Weillbieren wurde noch je ein TPA und ein
Stout berticksichtigt sowie zwei alkoholfreie
Biere. Sofern bekannt, sind der Zeitpunkt
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der Hopfengabe und die jeweilige Dosage-
Menge in Tabelle 1 angegeben. Mehr als die
Hilfte der untersuchten Biere waren kaltge-
hopft.

Hopfenspezifische analytische
Kennzahlen im Bier

Zur hopfenspezifischen Analyse dieser Biere
diente die Methode Analytica-EBC 9.4 7. Le-
diglich die UV-Detektion wurde abgeédndert
und erfolgte mittels Diodenarray-Detektor
nichtnurbei 270 nm, sondern jenach Ana-
lyten auch noch bei anderen Wellenldngen.
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Zur externen Kalibrierung dienten die
HPLC-Standards ICE-3 (International Ca-
libration Extract Nr. 3 for Alpha and Beta-
Acids), ICS-I3 (International Calibration
Standard for Iso-Alpha-Acids Nr. 3), sowie
Dicyclohexylamin-Humulinon-Komplex,
reines Xanthohumol und reines Isoxantho-
humol.

Die durchgefiihrte HPLC-Methode er-
moglichte eine effiziente Auftrennung aller
mikrobiologisch relevanten Hopfenkom-
ponenten (Abb. 1). Hier ist beispielhaft das
HPLC-Chromatogramm des Stout-Biers
bei einer Detektionswellenldnge von 270
nm dargestellt, bei der cis-/trans-co-/n-/
ad-Isohumulon (Iso-Alpha-Sduren) und
co-/n-/ad-Humulinon kalibriert wurden.
In Abhéangigkeit vom jeweiligen Parameter
erfolgten weitere Detektionen bei 290 nm
fiir Isoxanthohumol, bei 314 nm fiir co-/n-/
ad-Humulon und bei 370 nm fiir Xantho-
humol (siehe Material und Methoden).

Die Bestimmung der EBC-Bittereinhei-
ten (EBCBE) erfolgtenach derMethode EBC-
Analytica-EBC9.8.

2: cis-co-Isohumulon

3: trans-co-Isohumulon

7: cis-n-Isohumulon

8: trans-n-Isohumulon

9/10: cis/trans-ad-Isohumulon

1: co-Humulinon
4/5: n/ad-Humulinon

11: co-Humulon
12: ad-Humulon
13: n-Humulon

6: Isoxanthohumol

= 14 Xanthohumol

Abb. 1 HPLC-Chromatogramm von Bier (Stout) nach Methode Analytica-EBC 9.47

(Detektionswellenlange: 270 nm)



Die untersuchten Biere weisen sehr un-
terschiedliche Analysenwerte auf (Tab. 2),
wobei hier besonderes Augenmerk auf die
Kalthopfung gerichtet werden soll. Wih-
rend in kaltgehopften Bieren die Iso-Alpha-
Sduren-Konzentrationen oft deutlich nied-
riger sind als die EBC-Bittereinheiten, liegen
die Alpha-Sauren auffillig hoch. Die Hu-
mulinon-und teilweise auch die Xanthohu-
mol-Gehalte sind nach einer Kalthopfung
ebenfalls relativ hoch.

Weillbier 2 mit etwa gleich hohen Iso-
Alpha- und Alpha-Siuren-Gehalten ist
stark kaltgehopft. Noch extremer ist das
Verhaltnis beim Stout mit doppelt so vielen
Alpha-Sauren wie Iso-Alpha-Sauren sowie
mit sehr hohen Werten an Humulinonen
und Xanthohumol. Wegen der Tragerfunk-
tion bestimmter vom Rostmalz stammender
Melanoidine, konnen in dunklen Bieren
deutlich erhohte Xanthohumol-Gehalte
vorliegen [1]. Diesem Prenylflavonoid wer-
den seit lingerem gesundheitlich positive
Wirkungen zugeschrieben, die sich nun in
ersten Humanstudien bestétigen [2].

Auswirkung auf die mikrobiolo-
gische Hemmkraft

Aus den analytischen Kennzahlen wurde
fiir jedes untersuchte Bier die mikrobiologi-
sche Hemmkraft hergeleitet (Tab. 2), wobei
fiirjeden Inhaltsstoff die in Teil 1 vorgestell-
ten relativen Hemmfaktoren zu Grunde lie-
gen (Hemmfaktor 100 % = 1 mg/l Xantho-
humol).

Bei schwicher gehopften Bieren mit Bit-
tereinheiten unter 30 werden entsprechend
niedrige Hemmbkréfte von etwa 450-700
Prozent erreicht. Eine zusétzliche Hopfen-
gabe im Whirlpool fiihrt zu etwas erhohten
Alpha-Sduren-Werten, die sich bereits po-
sitiv auf die Hemmbkraft auswirken konnen
(z.B. Pils 3 im Vergleich zu Pils 2). Kaltge-
hopfte Biere profitieren aufgrund erhohter
Alpha-Sduren- und Humulinon-Gehalte
deutlich in der mikrobiologischen Hemm-
kraft. Nur kaltgehopfte Biere erreichen
aufgrund hoher Alpha-Sduren-, Xantho-
humol- und Humulinon-Konzentratio-
nen Hemmkrifte tiber 1200 Prozent. Der
Hochstwert von 2780 Prozent resultierte
bei dem kaltgehopften Stout. Wie oben be-
reits erwahnt, konnen in dunklen Bieren
die Xanthohumol-Gehalte deutlich hoher
liegen und somit zusétzlich zur Hemmkraft
beitragen. Auch bei alkoholfreiem Bier
fiihrt eine Kalthopfung zu erh6hten Wer-
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ZUGRUNDELIEGENDE HOPFENGABE FUR DIE
HERSTELLUNG DIVERSER BIERE

Biersorte Zeitpunkt der Hopfengabe: x bzw. g/hl, Mengenanteil in %
(soweit bekannt)
vor/wahrend der Whirlpool (WP) Kalthopfung (KH)
Wiirzekochung
Versuchsbier 1 9,1gAlpha
Versuchsbier2 WP 9,1gAlpha
Versuchsbier 3 KH 9,1gAlpha
Pils 1 X
Pils 2 X
Pils 3WP 8,5gAlpha X
Pils 4KH 8,5gAlpha 2509
Pils 5 WP, KH 14 g Alpha X 2509
Alkoholfreies 1 X
Alkoholfreies 2 KH X X
WeiRbier 1 WP 50 % 50 %
WeiRbier 2KH 18 % 82%
WeiRbier 3 KH 30% 70%
IPAWP,KH 32% 30% 38%
Stout WP, KH 36 % 12% 51 %

Tab. 1

ANALYTISCHE ZUSAMMENSETZUNG UND DARAUS
ABGELEITETE MIKROBIOLOGISCHE HEMMKRAFT ...

... diverser Biere, hergestellt mit unterschiedlicher Hopfengabe (sieheTabelle 1)

Biersorte EBC Iso- | Alpha XN IX HUM | Mikrobiologi-
BE Alpha | mg/l mg/l mg/l mg/l | sche Hemm-
mg/l kraft (%)

Versuchsbier 1 254 22,1 11 <01 0,9 1,3 634
Versuchsbier2WP | 16,3 10,2 2,1 <0,1 0,6 1,7 443
Versuchsbier 3KH 12,2 1,7 5,1 0,1 0,1 2,1 464

Pils 1 26,4 233 0,2 n.n. 0,3 1,9 627

Pils 2 333 29,4 0,7 n.n. 04 25 794

Pils 3WP 34,4 29,3 4,7 0,2 0,9 1,3 1126

Pils 4 KH 4,7 259 5,6 0,2 05 16 1222
Pils 5 WP, KH 53,3 34,9 55 0,3 09 10,3 1512
Alkoholfreies 1 21,6 21,1 11 <0,1 0,1 n.n. 172
Alkoholfreies 2 KH 30,7 25,4 36 <0,1 0,2 2,7 980
WeiBbier 1 WP 24,2 15,8 23 0,1 05 30 636
WeiRbier2 KH 22,8 9,2 89 0,6 0,3 29 977
WeiRbier 3KH 36,8 17,2 11,6 0,7 0.8 4,6 1404
IPAWP, KH 60,7 36,3 141 0,5 1,1 11,0 2172
Stout WP, KH 458 12,5 24,0 6,1 11 7.8 2780

Tab. 2

BRAUWELT | NR. 12-13 (2017)

363



BRAUWELT | WISSEN | ROHSTOFFE

WACHSTUM VON OBLIGATEN BIERSCHADLINGEN IN
BIEREN UNTERSCHIEDLICHER MIKROBIOLOGISCHER

HEMMKRAFT
% Mikro-
Biersorte E:EC ;ii:(:z; Wachstum* Anmerkung
Hemmkraft
L.brevis | Pdamnosus | L.lindneri Alko-
986 60 2 PR ot

Versuchsbier 1 254 684 ++ + +
Versuchsbier2WP | 16,3 448 + + +
Versuchsbier3KH | 12,2 464 ++ ++ +
Pils 1 26,4 627 ++ = S 4,2 5,6
Pils 2 333 794 s - s 4,2 5,6
Pils 3WP 34,4 1126 - - -
Pils 4 KH 4,7 1222 - - -
Pils 5 WP, KH 53,3 1512 - - -
Alkoholfreies 1 27,6 172 ++ S s 41 <05
Alkoholfreies2KH | 30,7 980 S — S 41 <05
WeiRbier 1 WP 24,2 636 s s s 5,2
Weilbier 2 KH 22,8 977 + - - 4.6
WeiRbier 3KH 36,8 1404 - - - 82
IPAWP, KH 60,7 2172 - - - 82
Stout WP, KH 45,8 2780 - — — 6,5
* 4+ sehr starkes, + starkes, s schwaches/! — kein Wach
Tab. 3

ten an Alpha-Sduren sowie Humulinonen
und damit auch zu hohen Hemmkréften.
Interessant ist noch ein Vergleich der Ver-
suchsbiere 1 - 3. Diese sind mit identischen
Hopfenmengen hergestellt, die lediglich
zu unterschiedlichen Zeitpunkten dosiert
wurden (Tabelle 1). Bei einer Hopfengabe
von 9,1 g Alpha pro hl ergeben sich Hemm-
krifte zwischen 448 bis 684 Prozent, die
durch den Zeitpunkt der Hopfengabe nicht
entscheidend beeinflusst werden. Letztlich
dominiert jedoch die bessere Ausbeute mit
hoheren Gehalten an Iso-Alpha-Séduren in-
folge einer frithen Hopfengabe in der Pfanne
gegeniiber einer Whirlpool- oder Kalthop-
fung.

Wachstum von obligaten
Bierschadlingen

Die Wachstumstests erfolgten in Anleh-
nung an die bereits in Teil 1 beschriebene
Methodik. Von den obligat bierschédlichen
Bakterien wurden reprasentative Stimme
der drei besonders héufig auftretenden Ar-
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ten Lactobacillus brevis (L. 986), Pediococcus
damnosus (P 60) und Lactobacillus lindneri
(L 2) ausgewdhlt. Es handelt sich dabei um
Originalisolate aus verdorbenen Bieren. Die
Stamme wurden zur Erhaltung der Bier-
schidlichkeit und der Hopfentoleranz in
standiger ,Bierkultur* (EBC Bittereinheiten
= 23) gehalten.

Die Auswertung erfolgte nach den Krite-
rien ,,sehr starkes”, , starkes”, ,,schwaches/
langsames“ bzw. ,kein Wachstum* dieser
Bakterien innerhalb von 30 Tagen bei 25 °C
inden 15 ausgewihlten Bieren.

Die drei obligaten Bierschédlinge zeigten
in Abhéngigkeit der fiir die Originalbiere
ermittelten Hemmkréfte unterschiedliches
Wachstum (Tab. 3). So bewirkte bei den
Pilsbieren 1 und 2 derselben Brauerei die
erhohte Hopfengabe eine deutliche Hem-
mung von L. brevis. Die mikrobiologische
Stabilitdt lieR sich durch Whirlpool-Hop-
fung weiter verbessern (siehe Vergleich zwi-
schen den Pilsbieren 2 und 3 mit &hnlichen
Bittereinheiten). Die beiden alkoholfreien
Biere unterschieden sich durch zusatzli-

che Kalthopfung, was zu einer hoheren
Hemmkraft fiihrte und zu einem deutlich
geringeren Wachstum von L. brevis und P,
damnosus. Hier ist noch anzumerken, dass
der niedrige pH-Wert sicherlich zusétzlich
zur Hemmung beigetragen hat.

Im Vergleich zu WeilSbier 1 mit 24,2 Bit-
tereinheiten und 636 Prozent Hemmkraft
weist Weilsbier 2 bei lediglich 22,8 Bitter-
einheiten eine deutlich hohere Hemmkraft
von 977 Prozent auf, was die komplette
Hemmung des Wachstums von P, damnosus
und L. lindneri erklart. Das liegt an der tiber-
wiegenden Kalthopfung und den dadurch
stark erhohten Werten an Alpha-Sauren,
die eine deutlich hohere Hemmwirkung
aufweisen als die Iso-Alpha-Sduren. Dies
zeigt auch, dass die EBC-Bittereinheiten
nicht unbedingt mit der tatsiachlichen mi-
krobiologischen Inhibierung tibereinstim-
men. Weillbier 3 mit relativ hoher Hopfen-
gabe kombiniert mit Kalthopfung und einer
Hemmkraft von 1404 Prozent zeigte eine
komplette Hemmung von L. brevis, P. dam-
nosus und L. lindneri.

Bei hohen Bittereinheiten in Kombi-
nation mit Kalthopfung resultierten stets
Hemmbkréfte deutlich tiber 1000 Prozent,
was jeweils die komplette Hemmung aller
drei Teststimme bewirkte. Dagegen war bei
Hemmkréften unter 700 Prozent meist ein
starkes Wachstum der Keime zu beobach-
ten, das sich erst ab ca. 30 Bittereinheiten
abschwiéchte.

Riickschliisse aus den
mikrobiologischenTests

Zur Beeintrachtigung von obligaten Bier-
schidlingen ist eine berechnete Hemmkraft
von tiber 700 Prozent erforderlich. Beieiner
Hemmbkraft zwischen 700 bis 1000 Prozent
ist deren Wachstum stark abgeschwicht
und der Einfluss weiterer bierspezifischer
Hemmstoffe (pH, Alkohol) spielt hier eine
besonders wichtige Rolle. Liegt die Hemm-
kraft tiber 1000 Prozent, z.B. durch zusétz-
liche Whirlpool-Hopfung, ist nur noch mit
einem Wachstum besonders hopfenresis-
tenter Bierschédlinge zu rechnen. Bei alko-
holfreien Bieren ist daher eine Hemmbkraft
von mindestens 1000 Prozent anzustre-
ben, sowie ein pH bis maximal 4,1. Durch
Kalthopfung lassen sich sogar Hemmbkréfte
weit tiber 1500 Prozent erzielen, die keiner-
lei Vermehrung mehr erwarten lassen. In
dunklen mit Rostmalz hergestellten Bieren,
haben Melonoidine eine Tragerfunktion fiir



das schlecht wasserlosliche Xanthohumol.
Dadurch ist hier die Hemmkraft am hochs-
ten.

IZusammenfassung

Fiir einzelne Hopfenkomponenten wurde
die jeweilige Hemmwirkung gegeniiber
obligaten Bierschidlingen ermittelt und
daraus die hopfenbezogene Hemmkraft
definiert. Diese lasst sich berechnen und
ermoglicht somit eine Aussage tiber die In-
fektionsanfilligkeit von Bieren. Durch mi-
krobiologische Untersuchungen diverser
Biere unterschiedlicher Zusammensetzung
wurde die Aussagekraft der berechneten
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Hemmkraft verifiziert. Es wurde festgestellt,
dass die mikrobiologische Hemmwirkung
nicht immer mit den EBC-Bittereinheiten
korreliert. Hopfeninhaltsstoffe sind unter-
schiedlich wirksam und kénnen durch die
Brautechnologie beeinflusst werden. Kalt-
gehopfte Biere weisen einen hoheren Anteil
an Alpha-Sduren, Humulinonen und teil-
weise auch Xanthohumol auf, was zu einer
signifikant verbesserten mikrobiologischen
Stabilitat fithrt. [ ]
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