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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 68, 538—545 (1977)

Serologischer Nachweis einer Mitverwendung von Mais
oder Reis bei der Bierherstellung™

F. Schur, P. Anderegg und H. Pfenninger

Versuchsstation Schweiz. Brauereien, Ziirich

Einleitung und Problemstellung

Nach Artikel 378 der eidgendssischen Lebensmittelverordnung ist Bier, bei
dessen Bereitung das Gerstenmalz ganz oder teilweise durch andere Cerealien in
roher oder gemilzter Form ersetzt worden ist, entsprechend zu bezeichnen, z. B.
als Weizen- oder Reisbier. In vielen Lindern setzt man neben Gerstenmalz auch
Mais oder Reis als Rohfrucht ein, was wirtschaftlich meist giinstiger und fiir die
Qualitit des resultierenden Bieres nicht unbedingt von Nachteil ist. Es lag des-
halb die Vermutung nahe, dafl viele Importbiere unter Mitverwendung solcher
ungemilzter Surrogate erzeugt und ohne vorschriftsgemidfle Deklaration in den
Handel gebracht werden. Aus diesem Grund war es von Interesse, im Hinblick
auf die Wahrung gleicher Wettbewerbsbedingungen fiir die einheimische Brau-
industrie die Importbiere auf Mais und Reis zu untersuchen.

Klassische Analysenmethoden

Nachdem die bisher in der Literatur angegebenen Analysenkriterien zur Dif-
ferenzierung von Vollmalz- und Rohfruchtbieren (1) im allgemeinen nicht befrie-
digten, suchten wir aufgrund von theoretischen Ueberlegungen nach besser geeig-
neten Merkmalen. So bestimmten wir von zahlreichen Bieren unter anderem die
Gehalte an Gesamtstickstoff (2), Phosphat (3), Prolin (4) sowie Calcium (5) und
rechneten sie zum Vergleich auf 12° Stammwiirze um.

Die statistische Auswertung der erzielten Analysenresultate ergab die in Ta-
belle 1 zusammengestellten Werte. Danach enthielten die Rohfruchtbiere gegen-
tiber den Vollmalzbieren im Mittel weniger Gesamtstickstoff, Phosphat und Pro-
lin, aber mehr Calcium. Der Test fiir zwei voneinander unabhingige verteilungs-
freie Mefireihen nach Kolmogoroff und Smirnoff (6) zeigte, dafl sich die Mittel-
werte der Vollmalz- und Rohfruchtbiere in bezug auf Gesamtstickstoff und
Phosphat hochsignifikant, hinsichtlich des Prolins sehr signifikant, im Calcium-
gehalt jedoch nicht eindeutig unterschieden. Wie aus den Standardabweichun-

* Vortrag gehalten an der 89. Jahresversammlung der Schweiz. Gesellschaft fiir analyti-
sche und angewandte Chemie vom 16.—17. September 1977 in Schaffhausen.
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Tabelle 1. Statistische Auswertung der Resultate der klassischen Analysen
Kriterium Gesamt-N Phosphat
Bier Vollmalz Rohfrucht Vollmalz Rohfrucht
X mg/l 779 520 564 407
Differenz
st mg/l 73 127 69 101
n 38 17 38 17
Kriterium Prolin Caleium
Bier Vollmalz Rohfrucht Vollmalz Rohfrucht
X mg/l 422 338 38 49
Differenz
st  mg/l 50 78 13 23
n 38 17 24 16

gen ferner zu erkennen ist, mufl man aber auch mit einer gewissen Ueberschnei-
dung der Gesamtstickstoff-, Phosphat- und Prolingehalte beider Bierarten rech-
nen. Dies ist tatsichlich der Fall, wie die in den Abbildungen 1—3 dargestellten
Hiufigkeitsverteilungskurven demonstrieren.
Aus Abbildung 1 ist ersichtlich, daf} sich die Gesamtstickstoffwerte der Voll-
malz- und Rohfruchtbiere nur relativ wenig iiberlagerten (gerasterte Zone). Wie
aus Abbildung 2 hervorgeht, ist das beim Phosphatgehalt in etwas stirkerem Mafl
der Fall. Was die Prolinwerte betrifft (Abb. 3), so fiel die Ueberschneidungszone

noch grofier aus.
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Im weiteren versuchten wir, die verschiedenen Gruppen von Bieren durch
dreidimensionale Darstellung der Analysenzahlen zu differenzieren (Abb. 4),
wobei die Ergebnisse der ebenfalls durchgefiihrten serologischen Tests mitbertick-
sichtigt wurden. Die schwarzen Punkte stellen Vollmalzbiere, die weiflen Mais-
oder Reisbiere dar. Die schwarz-weify markierten Punkte reprisentieren Proben,
die sich serologisch weder den Mais- noch den Reisbieren zuordnen lieflen. Trotz-
dem liegen sie deutlich auflerhalb des Punkteschwarms der Vollmalzbiere. Es
diirfte sich dabei um Proben handeln, fiir deren Herstellung man Raffinations-
produkte wie z. B. Stirke- oder Glucose-Sirup eingesetzt hat. In einem dieser
Fille wurde das nachtriglich auch bestdtigt. Enthdlt ein Bier also weniger als
etwa 650 mg Gesamtstickstoff, 450 mg Phosphat und 350 mg Prolin pro Liter,
bezogen auf 12°% Stammwiirze, ist mit grofier Wahrscheinlichkeit anzunehmen,
dafl man bei dessen Produktion einen erheblichen Teil von Malzsurrogaten mit-
verwendet hat. Eine klare Identifizierung der Rohfruchtbiere ist aber anhand
der erwihnten klassischen Analysenmerkmale, selbst bei dreidimensionaler Dar-
stellung der Werte, vielfach nicht zu erreichen.
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Abb. 4. Dreidimensionale Darstellung der Gesamtstickstoff-, Phosphat- und Prolin-
werte von Vollmalz- und Rohfruchtbieren

Serologische Methoden

Eine gute Moglichkeit zum sicheren Nachwels einer Mitverwendung von
Mais oder Reis bei der Bierherstellung bieten die sehr spezifischen und emp-
findlichen serologischen Methoden, die in Medizin, Pharmazeutik, Molekular-
und Mikrobiologie schon lange wertvolle Dienste leisten. In den letzten Jahren
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kommen sie auch bei der analytischen Lebensmittelkontrolle immer haufiger zur
Anwendung, wo sich damit beispielsweise Hormone, Antibiotika, Enzyme, tieri-
sche, pflanzliche und mikrobielle Proteine sowie Pestizide, Psychopharmaka, Dik-
kungsmittel und Klirpraparate erfassen lassen.

Die bei den immunologischen Verfahren als Reagenz dienenden Antikorper
werden von Mensch und Wirbeltier als Abwehrstoffe des Blutes gegen einge-
drungene korperfremde Substanzen gebildet. Wie in Abbildung 5 schematisch
dargestellt ist, weisen die Antikorper stets zwei gleiche Bindungsstellen fiir ein
bestimmtes Antigen auf. Antigene bestehen aus einem hochmolekularen Triger
und sterisch spezifischen niedermolekularen Gruppen, den Determinanten, die sich
an der Oberfliche befinden. Aufler den Antigenen kénnen sich auch sogenannte
Haptene mit den Antikorpern verbinden. Dabei handelt es sich meist um nieder-
molekulare oder denaturierte Stoffe, die zwar determinierende Gruppen besitzen,
selbst aber nicht antigen wirken. Durch Kopplung mit vorzugsweise Proteinen
wie z. B. Rinderserumalbumin kann man auch Haptenen oder Determinanten eine
immunogene Eigenschaft verlethen. Antigene und Haptene reagieren mit den
entsprechenden Antikdrpern sowohl in vivo als auch in vitro.

Antigen (frei) Hapten

.

Antikorper “

o . %
#’mcptne

Abb. 5. Schema der Immuno-Reaktion

Bei unseren serologischen Untersuchungen an 59 meist auslindischen Bieren
bedienten wir uns grofitenteils des von Donhauser (7—10) angewandten Verfah-
rens. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, gliedert sich der serologische Nachweis im
wesentlichen in drei Abschnitte, nimlich das Erzeugen des Antiserums, das Ge-
winnen der Antigene und Haptene sowie die eigentlichen immunologischen Tests.
Den Antigenauszug bereiteten wir aus zuvor entfettetem Mais- und Reisgriefl
durch Extraktion mit Kochsalzlosung und anschliefende Dialyse. Das daraus
hergestellte Lyophilisat wurde dann nach Suspendieren in 1—2 ml physiologi-
scher Kochsalzlosung jeweils 3—4 Kaninchen nach einem speziellen Impfplan in
Portionen von 100—150 mg injiziert. Die Immunisierung dauerte einige Mo-
nate. Gegen Ende bestimmte man stets den Titer des Serums, das aus einer etwa
10 Tage nach dem letzten Spritzen aus der Ohrvene des Kaninchens entnomme-
nen Blutprobe gewonnen wurde. Beim Erreichen eines Titers von 500—1000 (ma-
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Tabelle 2. Verfahren zum serologischen Rohfruchtnachweis

Erzeugen des Antiserums (Gewinnen der Antigene und Haptene
Bereiten des Probe
Antigenauszuges (z. B. Bier)
Immunisieren Ammonsulfatfillung
(z. B. Kaninchen) Zentrifugieren
Probeblutungen Sediment l6sen
Filtrieren
Titerbestimmungen Filtrat dialysieren
Entblutung Lyophilisieren
Serumabtrennung Losen in Puffer
und -aufbereitung
Immunologische Tests
— : . <«
z. B. Immuno-Diffusion

ximale Verdinnung der Antigenldsung, bei der noch eine positive Immunoreak-
tion zu erkennen ist) fiihrten wir die Entblutung durch Herzpunktion und hierauf
die Abtrennung und Aufbereitung des Serums durch. Die einzelnen Kaninchen
bilden in sehr unterschiedlichem Mafle Antikorper, und man erhdlt nicht ohne
weiteres Seren mit hohem Titer. Schwichere Seren lassen sich durch Ammonium-
sulfatfillung der y-Globuline und Dialyse oder durch Ultrafiltration konzen-
trieren. Zudem ermdoglicht die Kopplung der y-Globuline mit Fluorescein-Isothio-
cyanat eine leichte Steigerung der Nachweisempfindlichkeit. Da Antikorper auch
mit anderen, aber dhnlichen Antigenen reagieren konnen, ist es sehr wichtig, die
Seren auf allfillige Kreuzreaktionen zu priifen. Zur Gewinnung der Antigene
und Haptene aus dem Bier fillt man diese mittels Ammoniumsulfat aus, zentri-
fugiert das Pricipitat, 16st es in Neutralpuffer, trennt das Unlosliche durch
Filtration ab, entfernt das niedermolekulare Material durch Dialyse und erhilt
dann durch Lyophilisation gut haltbare Priparate. Vor dem serologischen Test
wird davon ein Teil in Neutralpuffer gelost. Von den heute zur Verfiigung ste-
henden immunologischen Verfahren wihlten wir die relativ einfache Immuno-
Diffusion nach Ouchterlony, die fiir qualitative und halbquantitative Unter-
suchungen gut geeignet ist.

Wie Abbildung 6 zeigt, fiillt man bei diesem Doppel-Diffusionstest das Anti-
serum 1n das im Zentrum des Agargels ausgestanzte Loch und die aufbereiteten
Proben oder definierte Antigenldsungen in die 6 peripheren Vertiefungen. Auf
diese Weise konnen die Antikorper des Immunserums und die Antigene sowie
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Abb. 6. Titerbestimmung des Abb. 7. Serologischer Nachweis
Reisantiserums von Mais in Bier

Haptene der Probenlosung gegeneinander diffundieren. Im Bereich der optimalen
Konzentration beider Reaktionspartner bilden sich die Pricipitine, die im trans-
parenten Gel bei ausreichender Menge als Linien leicht zu erkennen sind. Ist das
Antiserum hamolytisch, so empfiehlt es sich, das Gel nach der 2- bis 4tigigen
Diffusion durch Einlegen in natriumazidhaltiges destilliertes Wasser zu behan-
deln. Zur Dokumentation kann man die Platten entweder direkt oder nach An-
farben der Pricipitationslinien mit Coomassie-Blau fotografieren. In Abbildung 6
ist als Beispiel die Gelplatte fiir die Titerbestimmung des Reisantiserums festge-
halten. Es ist zu sehen, wie die Pracipitationslinien der benachbarten, nach einer
geometrischen Reihe verdiinnten definierten Antigenproben ineinander iibergehen.

In Abbildung 7 wird der Nachweis von Mais in verschiedenen Bieren veran-
schaulicht. Die scharfe Bande unter dem Zentralloch zeigt, dafl fiir die Herstel-
lung des entsprechenden Bieres eindeutig Mais mitverwendet worden ist, und
zwar in einem Schiittungsanteil von mehr als 20%. Der Vergleich mit Untersu-
chungsbefunden von Bieren, die wir in unserem Pilot Plant mit einer Ersatzrate
von 1%, 5% und 30° Mais- oder Reisgriefl gebraut hatten, 1ifit eine grobe Men-
genangabe zu. Dies geniigt meist, da in der Praxis eine Malzsurrogation von
weniger als etwa 10% normalerweise nicht sinnvoll ist. Unter den serologisch ge-
priiften Proben fanden sich 17 auslindische Biere, die mit Bestimmtheit Roh-
frucht, meist Mais, enthielten.

SchluBfolgerungen

Wie die vorliegenden Untersuchungen ergaben, lifit sich eine Rohfrucht-
mitverwendung bei der Bierherstellung anhand klassischer Analysenmerkmale
allein nicht zuverldssig nachweisen. Nur serologische Verfahren koénnen den
sicheren Beweis fiir eine Malzsurrogation liefern. Die Grenzen des immunologi-
schen Tests liegen aber dort, wo man statt Mais- oder Reisgrieff Raffinations-
produkte dieser Cerealien, z.B. Stirke- oder Glucose-Sirup, oder gar Zucker
zur Bierproduktion einsetzte, weil dann die fiir die Bildung der Pricipitine erfor-
derlichen Antigene und Haptene fehlen. Die klassischen Analysen und die sero-
logische Methode vermogen sich aber in vielen Fillen gegenseitig zu erginzen.
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Dank

Herrn Dr. A. Flam vom Chemischen Laboratorium der Stadt Ziirich danken wir
fiir die fotografische Aufnahme der Agargeldiffusionsplatten bestens.

Zusammenfassung

Zum Nachweis der Mitverwendung von Rohfrucht wie Mais oder Reis fiir die Bier-
herstellung wurden 59 verschiedene, meist auslindische Biere einerseits mittels klassischer
Methoden auf ihre Gehalte an Gesamtstickstoff, Phosphat, Prolin sowie Calcium und
anderseits mit Hilfe immunologischer Tests untersucht. Wie die Resultate zeigen, geben
vor allem die Gesamtstickstoff- und Phosphatwerte, zum Teil auch die Prolingehalte
wertvolle Indikationen zur Unterscheidung von Vollmalz- und Rohfruchtbieren. Einen
sicheren Beweis fiir eine Malzsurrogation liefert jedoch nur das serologische Verfahren.
Sein Prinzip und die einzelnen Arbeitsschritte werden eingehend beschrieben. Oft knnen
sich die Immunologie und die klassische Analytik gut ergdnzen, speziell in den Fillen,
wo man zur Bierbereitung Raffinationsprodukte von Cerealien, z. B. Stirke- oder Glucose-
Sirup, oder gar Zucker einsetzte, was serologisch nicht nachzuweisen ist.

Résume

Pour I’épreuve du conbrassage des grains crus tels que le mais ou le riz dans la fabri-
cation de la biere, nous avons analysé 59 différentes sortes de biére, la plupart venant de
’étranger. D’une part, nous avons utilisé les méthodes classiques pour connaltre les
teneurs en azote total, phosphate, proline, et en calcium. D’autre part, nous nous som-
mes servis des tests immunologiques. Les résultats montrent que les teneurs en azote
total et en phosphate principalement, ainsi que celle en proline donnent de précieuses
indications pour distinguer la biére faite de plein-malt de celle qui contient des grains
crus. Mais Iépreuve la plus slire est le procédé sérologique. Son principe et les diffé-
rentes manipulations sont décrits. Souvent 'immunologie et I’analyse classique se com-
plétent parfaitement, spécialement dans les cas, ot I’on se sert de produits raffinés tirés
des céréales, tels que I’'amidon, le sirop de glucose ou méme le sucre, ou la distinction
n’est pas possible par la sérologie.
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