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BITTERSToffANALySE | Die Entwicklung moderner Analytik bietet 

im Bereich der Bierherstellung Möglichkeiten zur Erweiterung des 

analytischen Spektrums. Der Weg einzelner Verbindungen aus dem 

Rohstoff  ins fertige Bier kann mit Hilfe von Massenspektrometrie 

genau erforscht werden. Der Hartharzfraktion des Hopfens, die 

überwiegend aus polaren, also gut wasserlöslichen Bitterstoffen 

besteht, wird bei der Technologie der Kalthopfung eine besondere 

Rolle zugeschrieben. Die Kalthopfung ermöglicht einen effizienten 

Übergang dieser Substanzen aus dem Hopfen ins Bier. Um welche 

Verbindungen es sich handelt und welchen Geschmacksbeitrag sie 

zur Bierbittere leisten, beschreibt dieser Artikel.

Im RAhmEN SEINER Dissertation be-
schäftigte sich Michael Dresel mit der Er-
forschung sensorisch aktiver Einzelkom-
ponenten aus der Hartharzfraktion [1]. Es 
gelang die Charakterisierung von 40 Bit-
terstoffen aus dem Hartharz. Das Auftreten 
dieser Verbindungen wurde in 75 unter-
schiedlichen Hopfensorten aus der ganzen 
Welt verifiziert und ihr Verhalten während 
der Lagerung und der Extraktion unter-
sucht [1].

lGlucopyranoside und Prenylflavo-
noide

Die wichtigsten identifizierten Substan-
zen lassen sich in zwei unterschiedliche 
Verbindungsklassen einteilen. Zum einen 

handelt es sich um Glucopyranoside, an ei-
nen Zuckerrest gebundene Multifidole und 
Flavonole wie Kaempferol und Quercetin. 
Zum anderen werden Prenylflavonoide 
beschrieben, bei denen Xanthohumol die 
Hauptkomponente ist. Die chemischen 
Strukturformeln von Verbindungen der bei-
den Substanzklassen zeigt Abbildung 1. 

Multifidol-Glukoside wurden 2005 erst-
mals aus Hopfen isoliert [2]. Es handelt sich 
um Zwischenprodukte der Biosynthese von 
Alpha- und Beta-Säuren. Sie weisen diesel-

ben (Acyl-) Seitenketten wie die Bitterstoffe 
auf. Die Menge in Hopfen beträgt etwa 0,5 
Prozent [3]. Im Gegensatz zu Multifidol-
Glukosiden sind Flavonol-Glukoside in der 
Natur weit verbreitet. Im Hopfen werden 
für diese Verbindungen Gehalte von nicht 
mehr als ein Prozent beschrieben [3]. So-
wohl Multifidol-Glukoside als auch Prenyl-
flavonoide sind typisch für Hopfen. Die Ent-
deckung von Xanthohumol, dem Haupt-
vertreter der Substanzklasse der Prenylfla-
vonoide, erfolgte bereits vor 100 Jahren. 
Die Menge in getrocknetem Hopfen kann 
bis zu 1,2 Prozent betragen und ist abhän-
gig von der Hopfensorte [3]. Bis heute sind 
mehr als 250 wissenschaftliche Beiträge 
über gesundheitlich positive Eigenschaften 
von Xanthohumol erschienen. Die meis-
ten zeigen Ergebnisse aus in-vitro-Studien 
mit isolierten Körperzellen oder Enzymen. 
Neueste Studienergebnisse werden jedoch 
als Meilenstein in der Xanthohumol-For-
schung eingestuft, da sich die Wirkung der 
Substanz in ersten Humanstudien bestätigt 
[4]. Neben Xanthohumol sind Isoxantho-
humol, welches durch die Umwandlung 
von Xanthohumol beim Würzekochen ent-
steht, 8-Prenylnaringenin und 6-Prenylna-
ringenin Vertreter der Gruppe der Prenylfla-
vonoide. Die beiden letzten Verbindungen 

nachweis- (nwg) unD BestiMMungsgrenzen 
(Bg) in Mg/l

Substanz NWG BG

8-Prenylnaringenin 0,01 0,05

Kaempferol-Glukosid 0,01 0,05

Quercetin-Glukosid 0,01 0,05

Quercetin-Rutinosid 0,01 0,05

Quercetin-Malonylglukosid 0,01 0,05

co-Multifidol-Glukosid 0,05 0,10

Isoxanthohumol 0,05 0,10

Xanthohumol 0,05 0,10
Tab.  1
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entstehen durch einen Ringschluss von 
Desmethylxanthohumol im Verhältnis 1:3 
(8-PN:6-PN). 

lhPLC-mS/mS-Analytik

Während die Analyse von Bitterstoffen wie 
Alpha-Säuren oder Humulinonen (oxidier-
te Alpha-Säuren) in kaltgehopften Bieren 
mittels HPLC-UV Analytik möglich ist, er-
fordert die Analyse der Glucopyranoside so-
wie der Prenylflavonoide in kaltgehopften 
Bieren den Einsatz der Massenspektrome-
trie. Flüssigchromatographie mit Massen-
spektrometrie-Kopplung stellt ein analyti-
sches Verfahren zur Bestimmung von nicht-
flüchtigen Substanzen in Lebensmitteln 
dar. Der empfindliche Detektor ermöglicht 
die Quantifizierung selbst geringer Konzen-
trationen im Spurenbereich.

Die bereits erwähnten Untersuchun-
gen von Dresel stellen eine HPLC-MS/MS-
Methode zur Bestimmung verschiedener 
Hartharzkomponenten in Hopfenproduk-
ten, Hopfenextrakten und Bier vor [1]. In 
Anlehnung an die veröffentlichte Methode 
wurde eine HPLC-MS/MS-Methode entwi-
ckelt, welche die Identifizierung und Quan-
tifizierung von vorerst neun Einzelkompo-
nenten der Hartharzfraktion aus Hopfen 
in kaltgehopften Bieren mit nur einem LC-
MS/MS-Lauf  und unter Verwendung von 
ausgewählten Massenübergängen ermög-
licht. Die in die Methode aufgenommenen 
Substanzen sind Einzelkomponenten der 
Hartharzfraktion. Es handelt sich um co-
Multifiol-Glukosid, Kaempferol- und Quer-
cetin-Glukosid, Quercetin-Rutinosid, Quer-
cetin-Malonylglukosid, Xanthohumol, Iso-
xanthohumol sowie um 6- und 8-Prenylna-
ringenin (Abb. 1). Die Probenvorbereitung 
besteht aus dem Entgasen und Verdünnen 
der Biere. 

Einen spezifischen Massenübergang und 
die entsprechenden Retentionszeiten für 
jede untersuchte Substanz zeigt Abbildung 
2. Als interne Standards wurden Dicamba, 
Bentazon und Nicarbazin eingesetzt. Die-
se Verbindungen werden in Bier nicht de-
tektiert, decken jedoch die verschiedenen 
Retentionszeiten der analysierten Verbin-
dungen ab. So wurde Dicamba als inter-
ner Standard für co-Multifidol-Glukosid, 
Bentazon für Kaempferol- und Quercetin-
Glukosid, Quercetin-Rutinosid sowie Quer-
cetin-Malonylglukosid und Nicarbazin für 
die restlichen Komponenten verwendet. Die 
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der 
hier vorgestellten Methode zeigt Tabelle 1.

Eine ausführliche Beschreibung der Me-
thodenparameter ist der Publikation „LC-
MS/MS Analysis of  hop flavonoids in dry-
hopped beers“ aus der Zeitschrift Brewing 
Science – Monatsschrift für Brauwissen-
schaft [5] zu entnehmen. 

lEinfluss der hopfensorte 

Zwei verschiedene Brauversuche dienten 
als Untersuchungsgrundlage für die entwi-
ckelte HPLC-MS/MS-Methode. 

Beim ersten Brauversuch wurde zum Ba-
sisbier ausschließlich das Hopfenprodukt 
„AlphaExtrakt“ zur Einstellung der Bittere 
beim Kochbeginn gegeben. Beim Alpha-
Extrakt handelt es sich um eine wässrige 
Lösung der Alpha-Säuren [6]. Dementspre-
chend konnte in dem Basisbier aus dem ers-
ten Versuch keiner der untersuchten Ana-
lyten nachgewiesen werden. Das Basisbier 
mit 4,6 Vol.-% Alkohol, 21 Bittereinheiten 
und einem pH-Wert von 4,0 wurde aufge-
teilt und mit fünf  verschiedenen Hopfensor-
ten kaltgehopft. Tabelle 2 gibt einen Über-

blick über die Kalthopfungsrezeptur. Die 
Biere wurden sieben Tage bei 3 °C statisch 
im Fass kaltgehopft und vor der Abfüllung 
nicht filtriert. 

Die Ergebnisse der Biere Nr. 1-5 zeigen 
den Einfluss der einzelnen Hopfensorten 
auf  die Zusammensetzung der spezifischen 
Bitterstoffe im kaltgehopfen Bier. Die quan-
titativen Daten sind in Tabelle 3 zusammen-
gefasst. 

Der höchste Gehalt an co-Multifidol-
Glukosid mit 3,32 mg/l wurde in Bier Nr. 2 
mit der Hopfensorte Bravo detektiert. Der 
geringste Gehalt dieser Substanz mit 0,38 
mg/l wurde in Bier Nr. 4 nachgewiesen. 
Dieses Bier wurde mit der Sorte Denali kalt-
gehopft. Signifikante Unterschiede für die 
Einzelkomponente co-Multifidol-Glukosid 
konnten für Bier Nr. 2, Nr. 3 und Nr. 4 beob-
achtet werden.

Die höchsten Konzentrationen der ana-
lysierten Substanzen wurden in Bier Nr. 2 
gefunden. Die geringsten Mengen zeigte 
Bier Nr. 4. Die beiden Verbindungen 6- und 

Abb. 1  Chemische Strukturen ausgewählter hartharzkomponenten
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8-Prenylnaringenin wurden in keinem der 
untersuchten Biere nachgewiesen. Der 
Grund hierfür liegt in den extrem niedrigen 
Gehalten dieser beiden Verbindungen im 

Hopfen. 8-Prenylnaringenin wird mit einer 
Menge von weniger als 0,01 Prozent in der 
Pflanze beschrieben. Der Gehalt an Isoxan-
thohumol lag nicht höher als 0,11 mg/l. Ei-

ne höhere Konzentration an Isoxanthohu-
mol in Bier kann mit einer früheren Hopfen-
dosage erreicht werden. So wird das Xan-
thohumol während der Würzekochung 
zu Isoxanthohumol umgewandelt [7]. Die 
Konzentrationen an Xanthohumol in den 
untersuchten Bieren lagen zwischen 0,10 
und 0,18 mg/l. Auch Gahr et al. beschrie-
ben Xanthohumolgehalte in kaltgehopften 
Bieren zwischen 0,10 und 0,17 mg/l [8].

Beim zweiten Brauversuch wurde ein 
Pale Ale Basisbier mit der Sorte Hallertau-
er Tradition (Pellets Typ 90 einem einem 
Alpha-Säuren Gehalt von 3,8 %) gebraut.

Dieses Pale Ale Basisbier mit einem Al-
koholgehalt von 6,0 Vol.-%, 24 Bitterein-
heiten und einem pH-Wert von 4,3 wurde 
anschließend aufgeteilt und mit den Hop-
fensorten Lemondrop und Bravo mit Hilfe 
der HopGun (BrauKon GmbH) kaltgehopft. 
Eine Filtration fand auch hier nicht statt.

Die Analyse des Basisbieres ergab bereits 
quantitative Daten für acht der neun unter-
suchten Verbindungen. Die Ergebnisse zei-
gen den Transfer der Substanzen ins Bier be-
reits während des Würzekochens (Abb. 3). 
Der Einfluss der Kalthopfung ist ersichtlich.

Beide Biere, Pale Ale Nr. 1 und Nr. 2, 
zeigen eine deutlich Zunahme der Konzen-
tration im Vergleich zum Basisbier für die 
Substanzen co-Multifidol-Glukosid, Quer-
cetin-Glukosid, Kaempferol-Glukosid und 
Xanthohumol. Für Pale Ale Nr. 1 wurde 
kein Unterschied zum Basisbier für die bei-
den Quercetinderivate Quercetin-Rutinosid 
und Quercetin-Malonylglukosid beobach-
tet. Im Pale Ale Nr. 2 stiegen diese beiden 
Einzelkomponenten jedoch signifikant an.

Eine Abnahme von Isoxanthohumol im 
Vergleich zum Basisbier konnte in beiden 
kaltgehopften Bieren nachgewiesen wer-
den.

Das Verhältnis von Quercetin-Glukosid 
zu Kaempferol-Glukosid in Bier Nr. 5 (Ver-
such 1) und Pale Ale Nr. 1 (Versuch 2), 
beide Biere kaltgehopft mit der Hopfensor-
te Lemondrop, unterschied sich vom Ver-
hältnis dieser beiden Substanzen in den 
restlichen Bieren. In diesen beiden Bieren 
entsprechen die ermittelten Konzentrati-
onen einem 1:1 Verhältnis. Im Vergleich 
dazu zeigten alle anderen Biere eine höhere 
Konzentration an Quercetin-Glukosid im 
Vergleich zu Kaempferol-Glukosid. Das Ver-
hältnis dieser beiden Glukoside ist genetisch 
bedingt und abhängig von der Hopfensorte. 
Dies zeigten Untersuchungen des Weltho-
pfensortiments von 121 Hopfensorten [9].

Abb. 2  
LC-mS/mS Chroma-
togramme der un-
tersuchten hartharz-
komponenten in kalt-
gehopften Bieren

rezeptur Kalthopfung

Hopfensorte Hopfenprodukt Hopfenmenge

Versuch 1

Bier Nr. 1 Apollo P90 500 g/hl

Bier Nr. 2 Bravo P90 500 g/hl

Bier Nr. 3 Calypso P90 500 g/hl

Bier Nr. 4 Denali P90 500 g/hl

Bier Nr. 5 Lemondrop P90 500 g/hl

Versuch 2

Pale Ale Nr. 1 Lemondrop P90 500 g/hl

Pale Ale Nr. 2 Bravo P90 500 g/hl
Tab. 2
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lSensorischer Beitrag zur  
Bierbittere

Die Wahrnehmung der Bittere wird bei 
Menschen durch die Rezeptorfamilie 
hTAS2R mit etwa 25 G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren (GPCR) vermittelt. Moleku-
larbiologische Studien konnten zeigen, dass 
die in Bier vorkommenden iso-Alpha-Säu-
ren aber auch die Prenylflavonoide Xantho-
humol, Isoxanthohumol und 8-Prenylnar-
ingenin die drei Bitterrezeptoren hTAS2R1, 
hTAS2R14 und hTAS2R40 aktivieren [10]. 

Die Bestimmung des Beitrages eines Bit-
terstoffes auf  die Gesamtbittere z.B. eines 
kaltgehopften Bieres erfordert die Kenntnis 
der sogenannten Geschmacksschwellen-
werte. Ein direkter Beitrag zur Bittere ist 
gegeben, wenn die ermittelte Konzentrati-
on im Bier gleich oder höher ist als der Ge-
schmacksschwellenwert. Additive Effekte 
spielen dann eine Rolle, wenn verschiede-
nene Substanzen die selben Rezeptoren ak-
tivieren. So können sie auch unterhalb der 
Geschmacksschwelle für die Gesamtbittere 
relevant sein.

Die Hartharzkomponenten co-Multi-
fidol-Glukosid und alle Prenylflavonoide 
werden in der Literatur als ausschließlich 
bitter beschrieben, während die Glukoside 
von Quercetin und Kaempferol neben der 
Bittere auch als adstringierend wahrge-
nommen werden. Die Geschmacksschwel-
lenwerte dieser Substanzen werden der 
Dissertation von Dresel entnommen [1] 
und sind in der Tabelle 4 dargestellt. Die 
Schwellenwerte wurden in fünf  Prozent 

Abb. 3  Konzentration (mg/l) und Standardabweichung (n=3) der hartharzkomponenten in 
kaltgehopften Bieren aus Versuch 2

Ethanol mit pH 4,4 bestimmt [1]. Neben der 
quantitativen Untersuchung zeigten Brau-
versuche, dass durch die Hartharzkompo-
nenten die Qualität der Bierbittere positiv 
beeinflusst wird [1].

Der Geschmacksschwellenwert von 
co-Multifidol-Glukosid liegt bei 1,8 mg/l. 
Die ermittelten Konzentrationen für co-
Multifidol-Glukosid liegen im Bier Nr. 2 aus 
Versuch 1 und in drei Bieren aus Versuch 
2 über dem Geschmacksschwellenwert, so 
dass ein Beitrag dieser Einzelkomponente 
zur Gesamtbittere erwartet wird. Die Gehal-
te von Kaempferol- und Quercetin-Glukosid 
in den untersuchten Bieren liegen unter-
halb ihrer Geschmacksschwellenwerte für 
Wahrnehmung der Bittere, jedoch wird der 
Geschmacksschwellenwert für Adstrin-
genz in den drei Bieren aus Versuch 2 und 
im Bier Nr. 2 aus Versuch 1 überschritten. 
Ein Beitrag dieser beiden Verbindungen 
zur Gesamtwahrnehmung der Adstrin-
genz in diesen Bieren wird also erwartet. 
Die bestimmten Gehalte an Xanthohumol, 

Isoxanthohumol und 6-Prenylnaringenin 
liegen deutlich unterhalb der jeweiligen 
Geschmacksschwellenwerte. Die Kombina-
tion von Kalthopfung und Röstmalz bei der 
Bierherstellung kann jedoch zu Xanthohu-
molkonzentrationen von z.B. 6 mg/l im Bier 
[11] führen. Der Geschmacksschwellen-
wert für Xanthohumol von 3,5 mg/l ist so-
mit eindeutig überschritten und ein Beitrag 
zur Bittere ist gegeben.

lfazit

Die hier vorgestellte Methode ermöglicht ei-
ne quantitative Analyse spezifischer Bitter-
komponenten, die als repräsentativ für die 
jeweiligen Verbindungsklassen betrachtet 
werden. In Abhängigkeit von der Hopfen-
sorte zeigen die Biere signifikante Unter-
schiede für die untersuchten Einzelkom-
ponenten der Hartharzfraktion. Der Ge-
schmacksbeitrag der einzelnen Substanzen 
zur Gesamtbittere kann zudem anhand der 
in der Literatur bekannten Geschmacks-
schwellenwerte ermittelt werden.  n
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geschMacKsQualität- unD schwellenwerte 
in Mg/l aus [1]

Substanz Qualität Geschmacksschwelle (mg/l)

co-Multifidol-Glukosid bitter 1,8

Kaempferol-Glukosid bitter/adstringierend 13/0,5

Quercetin-Glukosid bitter/adstringierend 13/0,9

Xanthohumol bitter 3,5

Isoxanthohumol bitter 5,6

6-Prenylnaringenin bitter 3,4

8-Prenylnaringenin bitter 2,7
Tab. 4

Konzentrationen (Mg/l) Der hartharz-
KoMponenten in Bieren aus Versuch 1

Substanz Basis-
bier

Bier 
Nr. 1

Bier 
Nr. 2

Bier 
Nr. 3

Bier 
Nr. 4

Bier 
Nr. 5

co-Multifidol-Glukosid n.d. 1,48 3,32 1,15 0,38 1,59

Quercetin-Glukosid n.d. 0,72 1,72 0,63 0,48 0,38

Quercetin-Rutinosid n.d. 0,46 0,54 0,33 0,22 0,34

Quercetin-Malonylglukosid n.d. 0,30 1,24 1,30 0,43 0,55

Kaempferol-Glukosid n.d. 0,21 0,38 0,19 0,11 0,52

Xanthohumol n.d. 0,10 0,16 0,18 0,10 n.d.

Isoxanthohumol n.d. 0,10 0,11 0,10 0,10 n.d.

6-Prenylnaringenin* n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

8-Prenylnaringenin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
* 6-Prenylnaringenin wurde mit 8-Prenylnaringenin quantifiziert. n.d. = nicht detektiert

Tab. 3


