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New volatile sulphur compounds in wine — cis- and trans-2-methyl-thiolane-3-ol

Summary. — For the first time cis- and trans-2-methyl-thiolane-3-0l were identified (GC-
MS) in the aroma extract of wines of the varieties Riesling and Morio-Muskat. These compounds
are not present in must. They develop during the alcoholic fermentation in a narrow correlation
with production of ethanol.

Einleitung

Fliichtige organische Schwefelverbindungen konnen infolge ihrer niedrigen
Geruchs-Schwellenwerte die sensorische Beurteilung unserer Nahrungs- und GenuB-
mittel sehr nachhaltig beeinflussen. Bei den bisher in WeiBlweinen identifizierten
S-Verbindungen (5, 10) handelt es sich um leicht fliichtige Thiodther wie Dimethylsul-
fid (DMS), Disthylsulfid (DES) oder Dimethyldisulfid (DMDS) (5) und um einige weni-
ger fliichtige Komponenten. Unter diesen wurde 3-(Methylthio)-propanol-1 (Methio-
nol) als Hauptkomponente nachgewiesen (3, 6). Weiterhin wurden 3-(Athylthio)-propa-
nol-1 (Athionol) (7, 8), Essigsiiure-3-(methylthio)-propylester (Methionylacetat) (7, 8),
3-(Methylthio)-propionséure-methylester (7, 8), 3-(Methylthio)-propionsdure-athyl-
ester (7, 8), N-(3-[Methylthio]-propyl)-acetamid (9), Methylthiolacetat (1) und Athyl-
thiolacetat (1) in Wein identifiziert. Ferner wurde als zyklische S-Komponente 2-Me-
thyl-thiolan-3-on nachgewiesen (7). Dabei wird Methionol im Verlaufe der alkoholi-
schen Girung aus der S-haltigen Aminoséure Methionin gebildet, wihrend Methiony-
lacetat und 2-Methyl-thiolan-3-on gleichzeitig als Nebenprodukte entstehen (5).

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Charakterisierung verschiedener Reb-
sorten anhand der Aromastoffzusammensetzung konnten wir cis- und trans-2-Me-
thyl-thiolan-3-o0l im Wein nachweisen und identifizieren.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial

a) Weine der Rebsorten Riesling und Morio-Muskat der Qualitidtsstufen Q. b. A. und
Kabinett aus den Jahren 1980, 1981 und 1982 von Winzergenossenschaften des
Bereichs Siidliche WeinstraBe.

b) Aus einem GroBgebinde (Gebietswinzergenossenschaft Deutsches Weintor, Ilbes-
heim/Rheinpfalz) wurden mehrere Proben vor, wihrend sowie nach der Gérung
entnommen (Morio Muskat, Q. b. A., 1981).

1) Auszug aus der Dissertation (in Vorbereitung) von M. GUNTERT, Universitiit Karlsruhe.
2) California State College, Stanislaus/Turlock.
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Aufarbeitung, Extraktion und Konzentrierung der Aroma-
stoffe

Die Weine (250 ml) wurden in einer von RAFPP et al. (4) beschriebenen Extraktions-
apparatur iiber 20 h mit 60 ml einer Mischung aus Monofluortrichlormethan und
Dichlormethan (9+1, v/v) extrahiert. Die Extraktionsmittel wurden zuvor {iber eine
Kolonne (1 = 1,8 m, i.D. = 4,5 cm) rektifiziert. Als interner Standard wurden 0,1 ml
einer 0,2%igen #dthanolischen Octanol-3-Lésung auf 250 ml Wein vor der Extraktion
zugegeben.

Die Most- und Weinproben aus dem Gérgebinde wurden nach der Entnahme mit
Actidion (15 mg/1), Kochsalz (100 g/1) und Natriumfluorid (2,5 g/1) versetzt (Inhibierung)
und anschlieBend wie 0. a. extrahiert.

Die Aromaextrakte wurden bis zur Analyse bei —25 °C aufbewahrt.

Von diesen Weinextrakten wurden unmittelbar vor der Analyse etwa 20 ml abge-
nommen und in einem Spitzk&lbchen liber eine wassergekiihlte Vigreuxkolonne kon-
zentriert. Der erhaltene Aromaextrakt wurde bei —25 °C gekiihlt, ein aliquoter Teil
(1—2 pl) wurde mit einer gekiihiten Mikroliterspritze in das Injektionssystem des Gas-
chromatographen eingespritzt.

Zur Bestimmung der S-Komponenten mittels eines flammenphotometrischen
Detektors (FPD) wurde den Weinextrakten nach der Extraktion 1 pl Tetradecanthiol
als externer Standard zugesetzt.

Auftrennung der Aromastoffe (GC-Bedingungen)

System A B C
Geriite: Siemens Chromato- Siemens Chromato- Siemens Sichromat
graph L 350 graph L 402 mit S-Detektor
Integrator: Hewlett Packard 3390 A
Detektor: FID FID FPD
(Wellenlédnge 395 nm)
Schreiber: Rikadenki Multi-Pen Recorder Printer-Plotter
(R10) (Siemens)
Schreibervorschub: 0,5 ecm/min 0,5 cm/min 0,5 cm/min
Tragergas: H; (3-Ring) H, (3-Ring) N;, (reinst)
Split: 1:32,3 1:25 1:25
Injektortemperatur: 200 °C 200 °C 200 °C
Detektortemperatur: 200 °C 200 °C 200 °C
Temperaturpro- 50—170 °C 60—170 °C 60—170 °C
gramm: bei AT 1,5 °C/min bei AT 1,5 °C/min bei AT 2 °C/min
Glaskapillaren: Reoplex 400 Carbowax 20 M Carbowax 20 M
1=60m;i.D.=0,25 1=50m;i.D.=0,25 1=25m;i.D.=0,25
mm mm mm
Injektionsvolumen: 1,0l 1,5ul 1,0 pl
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Identifizierung der Aromastoffe

Die Identifizierung der Komponenten erfolgte durch Vergleich der Retentionsda-
ten der entsprechenden Referenzsubstanzen sowie mit Hilfe der Massenspektrometrie

(GC-MS).
Gerit: Finnigan 3200 mit INCOS-Auswertesystem
Tréagergas: He
Temperatrprogramm:  50—160 °Cbei AT 2 °C/min
Glaskapillare: Carbowax 20 M,1 = 60 m, i. D. = 0,25 mm
Anregungsenergie: 70 eV

Die Referenzsubstanz 2-Methyl-thiolan-3-01 wurde durch Reduktion von
2-Methyl-thiolan-3-on 3) mit NaBH, in wifirig-dthanolischer Losung (1:1 v/v) erhal-
ten.

Ergebnisse und Diskussion

In allen bisher untersuchten Weilweinen der Rebsorten Weifler Riesling und
Morio-Muskat konnten die cis/trans-Isomere des 2-Methyl-thiolan-3-ol nachgewiesen
werden. Da es sich nicht um eine sortenabhiingige Komponente handeln diirfte, sollte
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Abb. 1: Aromagrammausschnitt eines Aromaextraktes aus Wein der Rebsorte Riesling. (Glaskapil-
lare, Carbowax 20 M.)

C A

18 = i-Amylalkohole 86 = cis-2-Methyl-thiolan-3-ol (25, 3S und 2R, 3R)
36 = Octanol-3 (Standard) 93 = trans-2-Methyl-thiolan-3-0l (2S, 3R und 2R, 3S) + Nerol
54 = 2-Methyl-thiolan-3-on 107 = 2-Phenyléithanol

80 = Methionol

Chromatogram section of aroma extract from wine of the cultivar Riesling. Glasscapillary, Carbo-
wax 20 M. For peak numbers compare German text.

ihr Nachweis auch in Weinen anderer Rebsorten méglich sein, Im Aromagrammaus-
schnitt eines Weines der Rebsorte Riesling (Abb. 1) erscheint mit kiirzerer Retentions-
zeit (Peak Nr. 86) cis-2-Methyl-thiolan-3-ol (2S, 3S und 2R, 3R), mit lingerer Reten-
tionszeit (Peak Nr.93) trans-2-Methyl-thiolan-3-ol (2S, 3R und 2R, 3S). Diese Zuord-
nung der Isomere wurde von ZABRANSKY et al. (11) auf GE-XE-60 vorgenommen.

3) Fiir die Uberlassung der Ausgangsprobe danken wir Herrn Dr. W. PICKENHAGEN, Firmenich SA,
Genf, sehr herzlich. '
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Abb. 2: Massenspektrum von 2-Methyl-thiolan-3-ol.
Mass spectrum of 2-methyl-thiolane-3-ol.

Relative Retentionszeiten verschiedener S-Verbindungen auf Carbowax 20 M (Tetradecanthiol =

1,000) (Geriiteanordnung C)
Relative retention times of S-compounds on Carbowax 20 M (tetradecanthiol = 1.000) (equip-
ment C)

Verbindung Referenzsubstanzen Weinextrakte
2-Methyl-thiolan-3-on 0,251 0,247
Unbekannt —_ 0,261
3-(Methylthio)-propionsédure-methylester 0,265 —
3-(Methylthio)-propionsédure-ithylester 0,317 —
Methionylacetat 0,407 _
Methionol 0,556 0,552
2-Methyl-thiolan-3-ol (cis) 0,583 0,587
Athionol — 0,636
2-Methyl-thiolan-3-ol (trans) 0,673 0,678
Unbekannt — 0,884
Tetradecanthiol (Standard) 1,000 1,000

N-(3-[Methylthio}-propyl)-acetamid — 1,729
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Die Massenspektren der Referenzsubstanzen (Abb. 2) sowie die Retentionszeiten
auf zwei verschieden belegten Glaskapillaren (Reoplex 400 und Carbowax 20 M) stim-
men tliberein mit den entsprechenden Daten der aus dem Wein extrahierten Verbin-
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Abb. 3: Die Gehalte von Athanol und von cis-2-Methyl-thiolan-3-ol und Methionol im Verlauf der
alkoholischen Gérung.

Development of ethanol and of cis-methyl-thiolane-3-ol and methionol during the alpoholic fermen-
tation.
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dungen. Im vorliegenden Aromagramm (Abb. 1) sind neben cis- und trans-2-Methyl-
thiolan-3-ol auch 2-Methyl-thiolan-3-on (Peak Nr. 54), das zusammen mit Milchséure-
n-butylester eluiert wird, und Methionol (Peak Nr.80) sowie Octanol-3 als innerer
Standard (Peak Nr.36) und zur besseren Ubersicht auch die i-Amylalkohole (Peak
Nr. 18) und 2-Phenylathanol (Peak Nr. 107) gekennzeichnet.

Von der einleitend genannten Gruppe der weniger fliichtigen S-Komponenten
konnten anhand von Massenspektren auch Athionol sowie N-(3-[Methylthio]-propyl)-
acetamid in allen untersuchten Weinen identifiziert werden. Da von diesen beiden Ver-
bindungen keine Referenzsubstanzen vorhanden waren, wurden sie im Aromagramm
nicht angegeben.

Zur Uberpriifung der erzielten Ergebnisse wurden einige der Weinextrakte mit
Hilfe eines S-spezifischen FPD-Detektors (Gerit C) untersucht und ausgewertet. In
der Tabelle sind die relativen Retentionszeiten (bezogen auf Tetradecanthiol) der vor-
handenen Referenzsubstanzen und der im Wein nachgewiesenen S-Verbindungen auf-
gefliihrt. Es wurde bestatigt, daf in den Weinen 2-Methyl-thiolan-3-on, Methionol, cis-
und trans-2-Methyl-thiolan-3-ol vorhanden sind. Bei den Peaks mit den ralativen
Retentionszeiten 0,636 und 1,729 sollte es sich um Athionol und N-(3-[Methylthio]-pro-
pyl)-acetamid handeln.

Obwohl fiir die Verbindungen Methionylacetat, 3-(Methylthio)-propionsiure-
methylester und 3-(Methylthio)-propionsédure-dthylester die Referenzsubstanzen und
deren Massenspektren vorlagen, wurde keine dieser drei Verbindungen in einem der
untersuchten Weine aufgefunden. Dabei ist vor allem das Fehlen von Methionylacetat
liberraschend, da im Wein neben Athylacetat alle Essigsiureester der héheren Alko-
hole vorliegen, wenn die Alkohole entsprechende Konzentrationen aufweisen.

In Versuchen, bei denen das Verhalten der Aromastoffe vor, wihrend und nach
der Gérung untersucht wurde (2), konnte ermittelt werden, daB cis- und trans-2-
Methyl-thiolan-3-o0l erstmalig mit Garungsbeginn nachzuweisen sind und dann wéh-
rend der Gérung fast kontinuierlich bis zu einem Maximum ansteigen. AnschlieBend
fallt der Gehalt bis zum ersten Abstich von der Hefe (16 d nach Gérbeginn) leicht ab. In
Abb. 3 sind die Gehalte an Athanol (oben) und cis-2-Methyl-thiolan-3-0l sowie Methio-
nol (unten) dargestellt. Die Bildung dieser S-Verbindungen zeigt einen sehr dhnlichen
Verlauf und ist eng korreliert mit der Athanolbildung. Eine Abweichung zwischen dem
Verhalten der S-Komponenten und der Athanolbildung ist jedoch zwischen dem 3. und
4. d zu beobachten, wo die Gehalte der S-Verbindungen unter die Werte abfallen, die
analog zur Athanolbildung zu erwarten wiren. Zwischen dem 4. und 5. d war es erfor-
derlich, das Gérgebinde zu kiihlen. Die dadurch verminderte Girtitigkeit der Hefen
duBert sich zu diesem Zeitpunkt in einem geringeren als dem zu erwartenden Athanol-
gehalt.

Zusammenfassung

Mit Hilfe der GC-MS-Kopplung identifizierten wir zum erstenmal cis- und trans-
2-Methyl-thiolan-3-ol im Aromaextrakt von Weinen der Rebsorten Riesling und
Morio-Muskat. Diese Verbindungen sind im Traubenmost nicht enthalten und werden
im Verlauf der alkoholischen Girung — eng korreliert mit der Athanolzunahme —
gebildet.

Fiir die sorgfaltige Durchfiihrung der GC-MS-Messungen danken wir Herrn H. ULLEMEYER
recht herzlich. -
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