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Osmolalitat — Einflussfak-
toren auf die Messmethode

ALKOHOLFREIE BIERE | Die Zahl von isotonisch ausgelobten alko-
holfreien Bieren nimmt stetig zu. Inzwischen sind auch alkohol-

freie Biermischgetridnke wie Radler auf dem Markt. Isotonische

Getranke sind Flussigkeiten, deren Anzahl an osmotisch aktiven

Teilchen pro kg dem des menschlichen Blutes entsprechen. Grolke

oder Art der Teilchen spielen fiir den osmotischen Druck keine

Rolle, da es sich nicht um ein chemisches, sondern um ein physi-

kalisches Phianomen handelt. Einzig die Zahl der Teilchen (gelos-

te Atome und Ionen, aber auch Molekiile wie Zucker, Proteine,

Ethanol) ist entscheidend. Daher ist der osmotische Druck eine kol-

ligative Eigenschaft.

ALS KOLLIGATIVE EIGENSCHAFT
(von lat. colligere ,sammeln®) wird eine
Stoffeigenschaft bezeichnet, die nur von der
Teilchenzahl (d.h. dem Stoffmengenanteil)
der gelosten Komponente abhéngt, nicht
aber von der Art der Teilchen oder ihrer che-
mischen Zusammensetzung [1].

Laut Stellungnahme Nr. 2011/42 des
Arbeitskreises Lebensmittelchemischer
Sachverstiandiger der Lidnder und des
Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (ALS) auf der 98.
Sitzung am 25. und 26. Oktober 2011 in
Miinster haben isotonische Getrinke eine
Osmolalitdt von 300 mOsm +/-10 Prozent
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(entspricht 270-330 mOsm/kg). Der Ar-
beitskreis schloss sich dem Scientific Com-
mittee on Food in seiner Stellungnahme
SCF/CS/NUT/Sport/5 Final (corrected)
von 2001 an. Getrdnke mit einer niedri-
geren Teilchendichte werden als hypoton
oder auch hypotonisch bezeichnet, solche
mit einer hoheren Teilchendichte heillen
hyperton oder hypertonisch. Der Vorteil
isotonischer Getranke bei korperlicher Be-
lastung besteht in einer raschen Resorption
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der Inhaltsstoffe und somit einem schnellen
Ausgleich der unter Belastung auftreten-
den Verluste [2-4].

Eine Methode ist bisher offiziell in den
anerkannten Methodensammlungen auf-
genommen worden. Die Methode ,,2.10.2
Osmolalitédt mittels Osmometer” ist in der
Methodensammlung der Mitteleuropéa-
ischen Brautechnischen Analysenkom-
mission (MEBAK) Band Wiirze, Bier, Bier-
mischgetrianke (WiiBiBimi), Auflage 2012
beschrieben. Hierbei wird der Gefrierpunkt
des Substrates nach vorheriger Entkohlen-
sduerung ermittelt. Diese Entkohlensaue-
rung istjedoch nicht exakt beschrieben und
festgelegt.

Einfluss der Kohlensaure
und des Alkoholgehaltes

Um dies zu klaren, wurden Versuche gefah-
ren, die den Einfluss der Kohlensdure und
des Alkoholgehaltes auf die Osmolalitét
aufzeigen, sowie verschiedene Entkohle-
sduerungsmethoden und deren Einfluss
auf den verbleibenden Kohlenséduregehalt,
den verbleibenden Alkoholgehalt und die
Osmolalitdt. Die Messung der Osmolali-
tét erfolgte immer mit dem Cryostar I der
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Abb.1 Zusammenhang des CO,-Gehaltes auf die Osmolalitat in einer wassrigen Losung
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Osmolalitét in Abhdngigkeit vom CO,-Gehalt
(0.0 Vol.-% Bier)
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Abb.2 Zusammenhang des CO.-Gehaltes auf die Osmolalitat eines alkoholfreien Bieres (0,0

Vol.-%).

Funke-Dr. N. Gerber Labortechnik GmbH,

Berlin. Es war eine Zweipunktkalibrierung:

B A-Kalibrierung: 0,000°C (Hersteller
biorapid; 8 mlin Glasflasche);

B B-Kalibrierung: —0,800°C & 431 mOs-
mol/kg bei den Versuchen Abb. 1, 2 und
5 (Hersteller biorapid; 8 ml in Glasfla-
sche);

B B-Kalibrierung: —1,000°C & 538 mOs-
mol/kg bei den Versuchen Abb. 3 und 4
(Hersteller biorapid; 8 mlin Glasflasche);

B Kontrolle mittels Kontrollstandard C:
—0,512°C 2 276 mOsmol/kg (Herstel-
ler Funke Gerber; 250 mlin PEFlasche);
Die erste Versuchsreihe sollte den Ein-

fluss des CO,-Gehalts auf die Osmolalitéit
aufzeigen. Hierzu wurden in bidest. Wasser
verschiedene CO,-Gehalte durch Aufkar-
bonisierung eingestellt. Die Osmolalitét
wurde mittels Dreifachbestimmung und
der CO,-Gehalt mittels Doppelbestimmung
ermittelt. Fiir den CO,-Gehalt wurde das
cBoxQC der Anton Paar GmbH, Graz, Oster-
reich, verwendet.

Tabelle 1 zeigt, dass mit steigendem CO,-
Gehalt auch die Messwerte der Osmolalitét
linear ansteigen. Dies ist auch nochmal
deutlich in Abbildung 1 dargestellt.

Nachdem ein signifikanter Zusammen-
hang des CO,-Gehaltes in wéssrigen Losun-

gennachgewiesen werden konnte, wurde in
der zweiten Versuchsreihe die Matrix Was-
ser durch alkoholfreies Bier mit 0,0 Vol.-%
Alkohol ersetzt. Die Einstellung des Bieres
auf verschiedene CO,-Gehalte -erfolgte
durch stufenweise Entkohlensduerung. Die
Osmolalitdt wurde mittels Dreifachbestim-
mung und der CO,-Gehalt mittels Doppel-
bestimmung ermittelt. Fiir den CO,-Gehalt
wurde wieder das cBoxQC von Anton Paar
verwendet.

Tabelle 2 und Abbildung 2 zeigen klar,
dass in der Matrix Bier (untergirig, ohne
Alkohol) die Messung der Osmolalitét linear
von dem CO,-Gehalt abhéngt. Der Unter-
schied zwischen unbehandeltem Bier und
vollig entgastem Bier betrug tiber 42 mOs-
mol/kg.

Eine weitere Versuchsreihe wurde aufge-
stellt, um den Einfluss des Alkoholgehaltes
auf die Osmolalitét zu verdeutlichen. Die
Matrix hierbei war wieder bidest. Wasser.
Dazu wurde die wassrige Losung auf ver-
schiedene Alkoholgehalte durch Dosierung
einer 96-prozentigen Ethanol-Losung ein-
gestellt. Beide relevanten Merkmale wur-
den mittels Dreifachbestimmung ermittelt.
Bewusst wurden mehr Messpunkte in dem
fiir alkoholfreie Biere relevanten Bereich
ausgewahlt. Der Alkohol wurde enzyma-
tisch nach der Methode (MEBAK WiiBiBimi
2.9.7.1); Bestimmungssatz Ethanol, R-Bio-
pharm AG, Darmstadt, gemessen.

Wie in der Tabelle 3 und der Abbildung
3 ersichtlich, spielt der Alkoholgehalt auch
in dem fiir alkoholfreie Biere relevanten Be-

I EINFLUSS DES CO,-GEHALTES EINER WASSRIGEN LOSUNG AUF DIE OSMOLALITAT

Einfluss des CO,-Gehaltes auf die Osmolalitit
Probe: Bidest. H,0
Osmolalitat[mOsmol/kg] CO0,-Gehalt[g/I]
Probe N 1 2 3 Mittelwert |  Stabw K°"ﬁ‘:,°='325i':/:e"’a" 1 2 Mittelwert
0 0 0 0 0,0 0,00 0,00 0 0 0,000
1* 13,8 14,4 14,5 14,2 0,38 0,94 1,207 1,207 1,207
2 15,6 15,2 14,5 15,1 0,56 1,38 1,229 1,229 1,229
3 15,6 15,7 16,5 15,9 0,49 1,23 1,262 1,261 1,262
2% 17,4 17,0 17,3 17,2 0,21 0,52 1,273 1,271 1,272
4* 229 22,6 229 22,8 0,17 0,43 1,570 1,572 1,571
5 26,9 26,9 26,0 26,6 0,52 1,29 1,963 1,965 1,964
6 31,2 33,2 33,2 32,5 1,15 2,87 2,492 2,491 2,492
7 379 36,6 35,5 36,7 1,20 2,98 2,862 2,858 2,860
8 44,4 45,7 46,3 455 0,97 241 3,739 3,715 3,727
Tab. 1
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reich eine entscheidende Rolle. So hat sie bei
einem Alkoholgehalt von 0,54 Vol.-% tiber
90 mOsmol/kg. Die Osmolalitét ist direkt li-
near abhingig vom Alkoholgehalt.

In der vierten Versuchsreihe sollte die
Matrixunabhéngigkeit gezeigt werden,
indem der Alkoholgehalt in tatsdchlich al-
koholfreiem Bier stufenweise durch Zugabe
von Alkohol erh6ht wurde. Zuerst wurde
das Bier (0,0 Vol.-%) vollstdndig entkoh-
lensduert. Die Alkoholeinstellung erfolgte
durch eine 9 6-prozentige Ethanol-Losung.
Die Osmolalitit und der Alkoholgehalt
wurden dreifach bestimmt. Bewusst wur-
den wieder mehrere Messpunkte in dem
fiir alkoholfreie Biere relevanten Bereich
ausgewahlt. Der Alkohol wurde mit der en-
zymatischen Methode (MEBAK WiiBiBimi
2.9.7.1); Bestimmungssatz Ethanol, R-Bio-
pharm AG gemessen.

Die Ergebnisse waren dhnlich zu der
wassrigen Matrix. In ,alkoholfreiem* Bier
nahm die Osmolalitét bei 0,48 Vol.-% um
98 mOsmol/kg zu (vgl. Tab. 4 und Abb. 4).

IZentraleVersuchsreihe

Die zentrale Versuchsreihe bezog sich nun
auf die Methoden zur Entkohlensduerung,
da diese bisher nicht festgeschrieben waren
und es zu unterschiedlichen Ergebnissen u.
a. bei Ringanalysen kam. Fiir diese Versu-
che wurde ein obergériges alkoholfreies Bier
gewihlt, welches etwa 0,5 Vol.-% an Alko-
hol hatte. Es wurden verschiedene Entkoh-
lensduerungsmethoden angewendet, die
zu einer vollstandigen Entkohlensduerung
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Abb. 3 Zusammenhang des Alkoholgehaltes auf die Osmolalitat eines alkoholfreien Bieres
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Abb. 4 Zusammenhang des Alkoholgehaltes auf die Osmolalitat eines ,,alkoholfreien” Bieres

EINFLUSS DES CO,-GEHALTES EINES ALKOHOLFREIEN BIERES (0,0 VOL.-%) AUF DIE
OSMOLALITAT
Einfluss des C0,-Gehaltes auf die Osmolalitat
Probe: untergariges Bier mit 0,0 Vol.%-Alkohol
R Osmolalitat [mOsmol/kg] CO0,-Gehalt[g/I]
Nr. Probe 1 2 3 | Mittelwert | Stabw CA R 1 2 | Mittelwert
P=95%
4 Methode BLQ 246,8 | 247,1 | 2475 2471 0,35 0,87 0,000 | 0,000 0,000
7 2 x Faltenfilter 253,7 | 254,3 | 254,5 254,2 0,42 1,03 0,524 | 0,509 0,517
3 1 x Faltenfilter 256,0 | 2554 | 255,0 255,5 0,50 1,25 0,883 | 0,857 0,870
12 262,0 | 261,4 | 261,6 261,7 0,31 0,76 1,006 | 1,180 1,093
9 1x schiitteln, 180 ml Biigel 269,0 | 268,8 | 268,5 268,8 0,25 0,63 1,605 | 1,620 1,613
G B Messzﬂ';’(‘)dn‘il”gggg" Becherdlas; | 5700 | 2706 | 2705 | 2704 | 032 0,80 2,175 | 2124 | 2,150
10 1xMaischbecher; 180 ml Biigel 2725 | 2738 | 272,2 2728 0,85 2,11 2,758 | 2,755 2,757
11 2x schiitteln 279,7 | 280,5 | 281,7 280,6 1,01 2,50 2,976 | 3,015 2,996
2 1xin 180 ml Biigel 285,4 | 286,1 | 286,2 285,9 0,44 1,08 4,253 | 3,879 4,066
1 Nullprobe 2889 | 290,2 | 289,4 289,5 0,66 1,63 4,792 | 4,758 4,715
Tab. 2
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EINFLUSS DES ALKOHOLGEHALTES AUF DIE
OSMOLALITAT IN WASSRIGER LOSUNG

Einfluss des Alkoholgehalts auf die Osmolalitét
Medium: Bidest. H,0
Osmolalitat [mOsmol/kg] Alkohol [vol.%]
Probe Nr. 1 2 3 Mv:,t::- Stabw Ko:;::i;:;;;fr- Mittelwert
1 0 0 0 0,0 0,00 0,00 0,00
2 205 | 204 | 204 | 204 0,06 0,14 0,12
3 381 | 382 | 378 | 38,0 0,21 0,52 0,22
4 545 | 551 | 54,8 54,8 0,30 0,75 0,34
5 728 | 726 | 723 72,6 0,25 0,63 0,44
6 91,1 | 909 | 908 90,9 0,15 0,38 0,54
7 180,1 | 179,7 | 1804 | 180,1 0,35 0,87 1,18
8 357,5 | 356,1 | 356,3 | 3566 | 0,76 1,88 2,19
9 533,1 | 5336 | 5331 | 5333 | 0,29 0,72 3,20
10 709,5 | 709,8 | 709,1 | 7095 | 0,35 0,87 4,20
Tab.3

EINFLUSS DES ALKOHOLGEHALTES AUF DIE
OSMOLALITAT IN ,,ALKOHOLFREIEM* BIER

Einfluss des Alkoholgehalts auf die Osmolalitét
Medium: untergariges Bier mit 0,0 Vol.-% Alkohol
Osmolalitat[mOsmol/kg] Alkohol Vol.-%
Probe Nr. Mittel- Konfidenzinter- .
1 2 3 wert Stabw vall P=95% Mittelwert
1 2420 | 2424 | 2424 | 2423 | 0,23 0,00 0,014
2 258,3 | 2584 | 2580 | 2582 | 0,21 0,52 0,09
3 2781 | 2780 | 2780 | 2780 | 0,06 0,14 0,18
4 2989 | 2983 | 2984 | 2985 | 0,32 0,80 0,29
5 3184 | 3180 | 3193 | 3186 | 0,67 1,65 0,41
6 3406 | 341,3 | 3404 | 3408 | 047 117 0,48
7 4381 | 4375 | 436,1 | 4372 1,03 2,55 0,89
8 629,8 | 628,0 | 627,3 | 6284 1,29 3,20 19
9 801,5 | 800,3 | 800,3 | 800,7 0,69 1,72 3,02
10 1013,7 | 1013,1 | 10125 | 1013,1 | 0,60 1,49 3,92
Tab. 4
Entkohlensdauerungsmethoden
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Abb.5 Verschiedenen Methoden zum Entkohlensauern und deren Einfluss auf den Alkoholge-
halt und die Osmolalitat von einem alkoholfreiem Bier mit urspriinglich 0,5 Vol.-% an Alkohol
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(0,0 g/l) fihrten. Fiir die Versuche wurde
eine Probemenge von 200 g gewihlt. Insge-
samt wurden drei Versuchsreihen durchge-
fiihrt. Jede Versuchsreihe setzte sich aus den
Methoden Nullprobe, A, B, C und D zusam-
men (vgl. Kasten). Von jeder Versuchsreihe
erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung der
Merkmale CO,, Alkohol und Osmolalitét.
Das Konfidenzintervall resultiert aus den
Mittelwerten der vorangegangenen Ver-
suchsreihen.

Wie zu erwarten war, so hatte die Null-
probe —also die unbehandelte —einen durch
die Kohlenséure stark beeinflussten Osmo-
lalitatswert. Die verschiedenen Methoden
entfernten vollstdndig die Kohlensédure und
funktionieren reproduzierbar. Aber sie ent-
fernen auch ein wenig den Alkoholgehalt.
Die Methoden B bis D hatten eine mittlere
Differenz von 0,03 Vol.-% zum urspriingli-
chen Bier. Die Methode A zeigte im Mittel ei-
ne Differenz von 0,02 Vol.-%, was im Mittel
3 mOsmol/kg ausmachte, womit sich diese
Methode zum Entkohlenséduren besser eig-
net (vgl. Tab 5.und Abb. 5).

IZusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Koh-
lensdure und des Alkoholgehaltes in den
bierrelevanten Bereichen in den Matrizes
Wasser und Bier untersucht. Dabei wurden
weitgehend matrixunabhéngige, lineare
Zusammenhinge aufgezeigt. Das macht
deutlich, wie wichtig esist, die Kohlensédure
zu entfernen, da sie die Messung entschei-
dend beeinflusst. Die eigentliche Versuchs-
reihe betrachtete die Methoden zum Ent-
kohlenséduren bei der Probenvorbereitung.
Dabei zeigte sich die Faltenfiltermethode
(Methode A) als die Methode, welche den
Alkoholgehalt der urspriinglichen Probe
am geringsten beeintrachtigt. [ |
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VERSCHIEDENE METHODEN ZUM ENTKOHLENSAUERN UND DEREN EINFLUSS AUF
DEN ALKOHOLGEHALT UND DIE OSMOLALITAT ...

... von einem alkoholfreien Bier mit urspriinglich 0,5Vol.-% an Alkohol

Entkohlensduerungsmethoden

Merkmal | Einheit | Methode | Versuchsreihe 1 | Versuchsreihe 2 | Versuchsreihe3 | Mittelwert Stabw. Konﬁde—n;ri’ll;:rvallP
Nullprobe 3,34 3,32 3,38 3,35 0,031 0,076
A 3,18 32 317 3,18 0,015 0,038
Alkohol g/l B 3,02 3,06 3,08 3,05 0,031 0,076
© 3,08 3,1 311 3,10 0,015 0,038
D 3,13 3,03 3,09 3,08 0,050 0,125
Nullprobe 0,42 0,42 0,43 0,42 0,004 0,010
A 0,40 0,41 0,40 0,40 0,002 0,005
Alkohol | Vol.-% B 0,38 0,39 0,39 0,39 0,004 0,010
C 0,39 0,39 0,39 0,39 0,002 0,005
D 0,40 0,38 0,39 0,39 0,006 0,016
Nullprobe 326 325,1 326,3 325,80 0,624 1,551
A 279,53 279,67 280,17 279,79 0,335 0,833
Osl'i‘t‘;’t'a' molfgm'/ B 277,30 276,67 276,87 276,95 0,323 0,803
C 277,20 271,20 277,30 277,23 0,058 0,143
D 276,20 276,80 278,86 271,29 1,395 3,466
Tab. 5

ZentraleVersuchsreihe

Nullprobe: unbehandelt

Methode A

Materialien:

Trichter (Durchmesser oben: ca. 15 cm);

Urglas aus Kunststoff zum Abdecken derTrichter;
Faltenfilter; Hersteller: Whatman PLC, Little Chalfont,
Grol3britannien, (2555 1/2); 320 mm;

Weithalsglas 500 ml (evtl. Gummistopfen zum Entkohlen-
sauern).

Probenvorbereitung:

1.

Die Probe in den mit dem Filter versehenenTrichter schiitten.
DenTrichter wahrend der Filtration mit Urglas abdecken, um
derVerflichtigung des Alkohols bei alkoholhaltigen Proben
entgegenzuwirken.

Nach dem Durchlaufen der Probe die Offnung des Weithals-
glases miteinem Gummistopfen verschlieRBen.

Die Probe flinfmal schiitteln und das CO, entweichen lassen.
DiesenVorgang flinfmal wiederholen.

Die Schritte 1 bis 3 zweimal wiederholen.

Methode B

Materialien:

Becherglas 1000 ml;
Urglas aus Kunststoff.

Probenvorbereitung:

1.

Flasche auf 20°C temperieren.

2. 20049 (+/-0,1g) Probein ein 1-I-Becherglas (aus Glas, gereinigt

und getrocknet) einwiegen.

Durch 40-maliges Umschtten (5 cm Hohe) in weiteres 1-I-
Becherglas entkohlensauern. Dabei ist darauf zu achten, dass
weder Bier noch Schaum verlorengeht. Uber den AusgieRer
lasst sich die Probe verlustfrei umschiitten.

4. 15 min warten. Der Schaum fallt hierbei noch gut zusammen.
Dann durch Schwenken Schaumreste an derWand des
Becherglases ablésen und homogenisieren.

5. Uberfiihrung der Probe inVials: Aufpassen, dass kein Schaum
an der Pipettenspitze hdngenbleibt. Pipettenspitze nur einmal
blasenfrei aufziehen und in leicht schréag gehaltenesVial tGiber-
flihren. Aufpassen, dass nichts an derWandung des Vials
hangenbleibt. Bei jeder Messung neue Pipettenspitze und
neuesVial verwenden.

Methode C

Materialien:

e Saugflasche1000 ml;
e  Gummistopfen;

e Vakuumpumpe.

Probenvorbereitung

1. 200 g derauf20°Ctemperierten Probe in 1-I-Saugflasche
einwiegen.
2. Probe 35 min tiberVakuumpumpe entgasen.

Methode D

Materialien:

o Weithalsglas 500 ml;

e  Gummistopfen mit Bohrung;

e Magnetruhrer;

e Magnetrihrstabchen, PTFE, 55 x 14 mm, dreieckig.

Probenvorbereitung:

1. 200 g derauf20°Ctemperierten Probe in Weithalsglas einwie-
gen und mit Gummistopfen verschliel3en.
2. Probe 80 min auf Magnetriihrer bei 500 rpm entgasen.
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