QUANTIFIZIERUNG AROMARELEVANTER VERBINDUNGEN IN
WEISSWEIN MITTELS SPME

Lisa-Maria Zefferer, Erich Leitner

Institut fiir Analytische Chemie und Lebensmittelchemie, Technische Universitit Graz,
Petersgasse 12/2, 8010 Graz, Austria

Spricht man iiber Wein und dessen Qualitit, so sind es vor allem Aromastoffe, die das
sortentypische Bouquet eines Weines sowohl positiv, hinsichtlich angenehm fruchtiger
oder floraler Noten, aber auch negativ durch die Bildung von Fehltdnen, beeinflussen

koOnnen.

In der Literatur werden iiber 800 fliichtige, aromarelevante Verbindungen im
Weinaroma zitiert [1]. Dabei wird das sortentypische Weinbouquet meist nur durch eine
kleine Anzahl spezifisch und duBerst geruchsaktiver Substanzen, die in relativ niedrigen
Konzentrationen, im Mikrogramm- bis Nanogrammbereich vorliegen, gebildet. Viele
dieser Verbindungen werden bereits in der Traube generiert, weshalb der
Traubenstoffwechsel von wesentlicher Bedeutung fiir die Weinaromatik ist [2]. Die
meisten Substanzen werden wihrend der Fermentation des Traubensaftes gebildet,
andere wiederum entwickeln sich im Laufe von Reifungs- und Lagerungsprozessen [3].
Die Bestimmung dieser Verbindungen erweist sich oft als sehr komplex und basiert
hidufig auf langwierigen Probenvorbereitungsmethoden. Zu den geldufigsten
Extraktionstechniken z#dhlen unter anderem die statische Headspace-Analyse, das
Purge- und Trap-Verfahren, die Festphasenextraktion und die Fliissig-fliissig
Extraktion. Diese Techniken weisen einige Nachteile auf, dazu zihlen unter anderem
der Einsatz organischer Losungsmittel, welche zu chromatographischen Uberlagerung
mit leichtfliichtigen Stoffen neigen, sowie eine oftmals notwendige Konzentrierung der
Zielanalyten, um detektierbare Gehalte zu erreichen [4]. Eine 10sungsmittelfreie
Alternative dazu stellt die Festphasenmikroextraktion (SPME, Solid Phase
Microextraction) dar. Sie gilt als eine effiziente, sehr einfach handhabbare und schnelle
Probenvorbereitungstechnik. In der folgenden Abbildung ist das Funktionsprinzip der

SPME schematisch dargestellt.
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Abbildung 1 Prinzip der HS-SPME [5]

Zahlreiche Studien belegen, dass es sich bei der Festphasenmikroextraktion um eine
rasche und qualitative Screening-Methode handelt. Thr Einsatz zur quantitativen
Bestimmung fliichtiger Verbindungen wird jedoch sehr kritisch betrachtet. Bei
Quantifizierungen mit dieser Methode sind einige Parameter wie Matrixeinfliisse oder
Verdriangungsreaktionen von unterschiedlichen Analyten an Fasern mit adsorptiven
Beschichtungen zu beriicksichtigen [6]. Zur Methodenoptimierung miissen Parameter
wie beispielsweise die Auswahl der richtigen Faserbeschichtung, geeignete
Anreicherungszeit und -temperatur, sowie Probenmenge und Zugabe von Salzen
beriicksichtigt werden. Die wichtigsten Optimierungsmoglichkeiten werden unter den

folgenden Punkten zusammengefasst:

e Polaritdt und Schichtdicke der Faser

e Art und Weise der Probenentnahme (Headspace oder Eintauchen der Faser in die
Probe)

¢ Probenvolumen
e pH-Wert und Salzkonzentration der Probe
e Extraktions- bzw. Anreicherungszeit

e Agitation der Probe

Des Weiteren muss eine vollstindige Desorption der fliichtigen Analyten von der Faser
erfolgen. Hinsichtlich der Sorptionsmechanismen kann prinzipiell zwischen
absorbierenden und adsorbierenden Fasern unterschieden werden, die aufgrund ihrer

Materialeigenschaften unpolar, bipolar oder polar sein konnen. Neben der Polaritét der



Fasern sind auBerdem Oberflichen- und Porenstruktur der Beschichtungen von
Bedeutung. Wihrend bei Absorptionsfasern die Extraktion auf der Verteilung in dem
entstehenden Mehrkomponentensystem basiert, wird bei Adsorptionsfasern das
Anreicherungsvermogen durch die Oberflachenbeschaffenheit der Faser determiniert.
Im folgenden Absatz werden die Sorptionsmechanismen von SPME-Fasern
veranschaulicht sowie unterschiedliche Fasermaterialien und ihre

Trennungseigenschaften aufgelistet.
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Abbildung 2 Sorptionsmechanismen in der SPME [5]

Tabelle 1 Eigenschaften von SPME-Fasern in der GC

Faser Schichtdicke [pm] Polaritit
Polydimethylsiloxan 7 pm, 30 um, 100 pm | unpolar
Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen 65 um bipolar
Polydimethylsiloxan/Carboxen 75 pm bipolar
Carbowax/Divinylbenzen 65 um polar
Polyacrylat 85 um polar

Im Zuge der Untersuchung aromarelevanter Substanzen diverser Weilweinsorten wurde
eine effiziente und rasche Methode basierend auf HS-SPME gekoppelt mit GC-MS
(Gaschromatographie-Massenspektrometrie) zur Quantifizierung terpenoider Verbin-
dungen in Wein entwickelt. Aufgrund ihrer geringen Schwellenwerte und positiven
olfaktorischen Eigenschaften (Rose, Lavendel, Apfel, Honig) haben sich Vertreter
dieser Substanzklasse als sortentypisches Merkmal und somit als bedeutendes Kriterium
bei der Beurteilung der Qualitit von Weinen etabliert. Das Hauptaugenmerk der
Untersuchung wurde dabei auf typische Vertreter dieser Stoffklasse gelegt. Zusitzlich
dazu wurde der Phenylester Methylanthranilat, der aufgrund seiner Fruchtigkeit das
Aroma stark beeinflussen kann, sowie die Verbindungen 1,1,6-
Trimethyldihydronaphtalin (1,1,6-TDN) und B-Damascenon, bekannt als wichtige
Komponenten wihrend der Lagerung und Reifung von Weinen, in die Untersuchungen
mit einbezogen. Im Gegensatz zu anderen phenolischen Estern, die aufgrund ihrer

geringen Fliichtigkeit und niedrigen Konzentrationen keinen wesentlichen sensorischen



Einfluss auf die Aromatik von Weinen haben, verleiht Methylanthranilat Vitis labrusca
Varietiten ihr typisches traubenartigen Aroma, dem bei hoheren Konzentrationen der
Begriff ,,foxy* (fuchsartig) zugeschrieben wird [7]. Bei den Substanzen 1,1,6-TDN und
B-Damascenon hingegen handelt es sich um Abbauprodukte von Carotinoiden, genauer
betrachtet entstehen diese durch die saure Hydrolyse ihrer glykosidischen Vorldufer
wihrend der Weinlagerung [8]. Ubersteigt die Konzentration des 1,1,6-TDN seinen
Schwellenwert um das Fiinf- bis Zehnfache wird es mit seinen Kerosin- und Petrolnoten
als Fehlton angesehen. Faktoren wie beispielsweise ein hoher Sauregehalt in den
Trauben, Wasserstress, hohe Sonneneinstrahlung wihrend der Traubenreifung aber auch
ein geringer Ernteertrag sowie eine spite Lese fordern die Generierung von 1,1,6-TDN.
Daneben wird der Petrolton bei Rieslingen von hohen Pridikaten und entsprechender
Lagerung iiber mehrere Jahre jedoch als positiv erachtet [9]. [p-Damascenon hat
aufgrund des sehr niederen Schwellenwertes von 2 ng/L in Wasser eine wichtige
Bedeutung fiir die Fruchtigkeit der Weine [10]. Die nachfolgende Tabelle gibt einen
Uberblick iiber die untersuchten Verbindungen, deren Schwellenwerte und ausgewihlte
Ionen fiir die massenselektive Bestimmung.

Tabelle 2 Struktur, selektive Ionen , Geruchsbeschreibung sowie Schwellenwerte ausgewéhlter
Verbindungen

Verbindung Struktur selekg:;;ezionen Geruchsbeschreibung Sc[l:lvgvlil]e[rlll\_&l'grt
Linalool ﬁ 136, 121,93 Blume, Lavendel 2-50
Hotrienol é 82,71,79 Hyazinthe 25-110
PN
D-Citronellol E\L 123,81, 69 Rose 15-100
Geraniol EVOH 123, 93, 69 Rose, Geranie 30-130
H\ N/H o
Methylanthranilat @Ao/ 151, 119,92 Blume, Honig 300




A [11-
Verbindung Struktur selekg:;;azionen Geruchsbeschreibung Schv&t]al[l:l;/v;jrt
1,1,6-TDN 172,142, 115 Kerosin, rauchig 20
B-Damascenon é/v/\ 190, 121, 69 Apfel, Rose, Honig 0,002-7
Nerolidol | 7 """"Y'| 107.136,93 | Holz, Blume, Wachs 15-1000
Fir die Methode wurde <ene 2 cm  Stableflex DVB/CAR/PDMS

(Divinylbenzen/Carboxen 50/30 um auf Polydimethylsiloxan) SPME-Faser gewihlt, da

aufgrund der beiden Adsorptionsschichten Molekiille {iber einen weiten

werden konnen.

GC-MS auf einer

Molekulargewichtsbereich angereichert Die Trennung und

Bestimmung erfolgte mittels Um

unpolaren Trennséule.
Bestimmungsgrenzen (Tab. 3) im Bereich der sensorischen Wahrnehmungsschwelle zu

erreichen, wurde mit selected ion mointoring (SIM) bei ausgewihlten Fragmentspuren

gemessen. Die Quantifizierung erfolgte mittels B-Cyclocitral als interner Standard.

Tabelle 3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (LOD & LOQ)

Verbindung LOD [pg/L] LOQ [pg/L]
Linalool 0,1 0,4
Hotrienol 0,06 0,2
D-Citronellol 0,7 2,5
Geraniol 0,3 0,9
Methylanthranilat 0,3 1

1,1,6-TDN 0,5 1,8
B-Damascenon 0,06 0,2
(Z)-Nerolidol 0,2 0,6
(E)-Nerolidol 0,5 1,7

Eine iibersichtliche Zusammenfassung der GC-MS Methodenparameter findet sich in
Tabelle 4 wieder. Anhand ausgewihlter Beispiele werden entsprechende Daten

préasentiert.



Tabelle 4 GC-MS Analysenparameter

HS SPME GC-MS
Injektortemperatur 270 °C
Detektortemperatur 280 °C

Constant Flow 0,37 bar bei 50 °C
Solvent Delay 5,5 min
Massenbereich 20-300 amu
Messmodus Scan; (atune)
Temperaturprogramm
50 °C (1 min) - 12°C/min - 280 °C (1 min)
Saulenparameter
Saule HP-5 (Optima-5 Accent)
Saulenlinge 30 m
Sédulendurchmesser (ID) 0,25 mm
Schichtdicke 1 pm
Trégergas He
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