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Gas chromatographic investigations on the aroma constituents of grape berries

I. Concentration and separation by capillary glass columns

Summary. — Using long capillary glass columns (approx. 70 m) makes it pos-
sible to separate aroma concentrates from grapeberries into up to 300 peaks during 2
to 3 hs. The destruction of the cells involves enzymatic-oxidative and enzymatic-
hydrolytic processes, whereby some components are decomposed (fruit esters) and others
newly built up. To determine the initially present aroma components of grapeberries, the
enzymes must be inactivated (by homogenizing the grapeberries with 65°% methanol).
The aroma components obtained in this way are concentrated with Freon 11 (boiling
point 23,8 °C) from the water-methanol solution under moderate conditions. Suppression
of the enzymatic processes during the destruction of the cells, optimum concentration
and good separation of the aroma concentrate including some hundred components are
essential for detecting variety-specific compounds.

Einleitung

Die fliichtigen Inhaltsstoffe der Weinbeeren sind von erheblicher Bedeutung,
weniger im Hinblick auf den Stoffwechsel der Hefe als vielmehr wegen ihrer senso-
rischen Eigenschaften. Sie tragen entscheidend zum Sortencharakter eines Mostes
oder Weines bei. Die Konzentration der einzelnen Verbindungen, die den verschie-
densten Stoffklassen wie Estern, Ketonen, Aldehyden, Terpenen usw. angehoren,
liegt unter 10—3 g/kg, so daBl ihre Erfassung trotz empfindlichster Detektoren erst
nach Anreicherung moglich ist. Wie aus zahlreichen Arbeiten hervorgeht (1, 2, 5, 7,
8, 9, 10, 11, 14, 15, 17, 18, 19), enthdlt ein Aromakonzentrat einige hundert Einzel-
komponenten. Da diese vielen Verbindungen sich u. a. in Polaritit, Siedepunkt und
Konzentration erheblich unterscheiden, ist ihre chromatographische Auftrennung
sehr erschwert. Beim Nachweis und bei der Bestimmung der fliichtigen Aromastoffe
in Frichten erweist sich die Gaschromatographie als besonders leistungsfahige und
sehr gut geeignente Methode.

Mit den vorliegenden Untersuchungen beabsichtigten wir, die Aufarbeitung,
Anreicherung und Auftrennung so zu gestalten, dafl eine Sortencharakterisierung
anhand der Aromastoffzusammensetzung moglich wird; zugleich werden damit
wichtige analytische Voraussetzungen fiir die biochemische Friiherkennung neuer
Rebsorten geschaffen.
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Material und Methoden

1. Anreicherung der Aromastoffe

1 kg frisch geerntete, gesunde Weinbeeren wurden mit ca. 700 ml 65%igem Me-
thanol (mit Freon gereinigt) in einem Starmix (Braun) homogenisiert. Das Homo-
genat wurde abzentrifugiert und der Riickstand nochmals mit ca. 300 ml Methanol
(wie oben) ausgewaschen. Die vereinigten klaren Zentrifugate wurden mit 65%igem
Methanol auf 1700 ml aufgefiillt und anschlieBend mit etwa 70 ml Freon 11 (CCLF;
Siedepunkt 23,8 °C; Fa. Tega, Technische Gase und Gasetechnik, Wiirzburg) bei einer
Wasserbadtemperatur von 27 °C mindestens 15 h extrahiert (Extraktionsvorrichtung
siehe Abb. 1). Der Extrakt wurde in ausgezogenen 50-ml-Kd&lbchen, die mit 3 Mar-
kierungen (25 1, 50 g1 und 100 ul) versehen waren (Abb. 1), auf etwa 50 «l ein-
geengt. Von diesem Konzentrat wurde 1 ul fiir die gaschromatographische Analyse
verwendet.

Abb. 1: Extraktionsapparatur (ohne Kiihlerauf-
satz) zur Anreicherung der Aromastoffe aus
Wein mit Freon 11 (Dichte 1,4944). V = Vor-
spriinge, die ein oben erweitertes Glasrohr
halten. D =32 mm, H =120 mm: Apparatur
flir 100 ml Flissigkeit; D =50 mm, H = 160
mm: fir 250 ml; D= 70 mm, H = 260 mm: fir
1000 ml.

NS:16,5-23

v

Extraction equipment (without cooler) for en-
riching the volatile aroma compounds from
wine with Freon 11 (specific gravity 1.4944).
V = Projections to hold a glass tube widened at
the upper part. D = 32 mm, H = 120 mm: equip-
ment for 100 ml liquid; D = 50 mm, H = 160
mm: for 250 ml; D =70 mm, H = 260 mm: for
1000 ml. Y

Zur Standardisierung (Zugabe einer Be-
zugssubstanz zur Eliminierung der Fehler,
die bei der Aufarbeitung, Anreicherung und
Auftrennung auftreten konnen) wurden zu 260mm
1 kg Weinbeeren vor der Aufarbeitung z. B.
1 u«l Buttersdure-i-amylester (gaschromato-
graphisch gereinigt) oder «l einer 10%igen
2-Phenyldthanol-Lésung (1 ml 2-Phenyl-
dthanol puriss. in 10 ml Athanol) zugesetzt.

2. Auftrennung des Aromakonzentrates

a) Sadule: 75 m lange Glaskapillarsdule mit 0,3 mm Innendurchmesser, belegt
mit LAC-3-R-728. Tragergas: 1 ml Wasserstoff/min; Splitverhaltnis nach Verdamp-
fer: 1 :30; Temperaturprogramm: 50—150 °C; 1,5 °C/min. Geréat: Carlo-Erba, Modell
2101 AC.

b) Sdule: 50 m lange Glaskapillarsdule mit 0,36 mm Innendurchmesser, belegt
mit FFAP (Carbowax 20 M/2-Nitroterephthalsdure). Trigergas: 1 ml Wasserstoff/
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min; Splitverhaltnis nach Verdampfer: 1:15. Temperaturprogramm: 50—150 °C;
1,5 °C/min. Gerat: Siemens L 400.

Ergebnisse und Diskussion
1. Anreicherung

Zur Anreicherung der fliichtigen Aromastoffe aus Traubensdften bzw. Trau-
benmosten benutzten wir in fritheren Arbeiten (5, 11) als Extraktionsmittel Pentan/
Dichlormethan (2 : 1 v/v) (Merck: Pentan zur Analyse, Dichlormethan zur Analyse).
PriLLINGER und Mapner (9) verwendeten Ather/Pentan (1 :2 v/v). van Wyk et al. (19)
extrahierten die Destillate von Traubenmosten 5 Tage lang mit Ather, wobei das
Losungsmittel mehrmals erneuert wurde.

Aus den verwendeten Extraktionsmitteln konnen Begleitstoffe in die Aroma-
konzentrate gelangen und so die Ergebnisse verfdlschen. Etwa 50 ml der von uns
verwandten Pentan/Dichlormethan-Mischung engten wir auf 50 x«l ein. Bei der gas-
chromatographischen Untersuchung dieses Konzentrates erhielten wir auf der 75-
m-Glaskapillarsdule (LAC-3-R-728) etwa 100 Peaks, wobei bis zu Retentionzseiten
von 70 min Storkomponenten nachzuweisen waren. Aus diesen Ergebnissen geht
hervor, dafl ein Pentan/Dichlormethan-Gemisch bei Anwendung der kapillarchro-
matographischen Analyse zur Anreicherung der fliichtigen Aromakomponenten nicht
brauchbar ist.

Die geringsten Verunreinigungen wiirden durch Gasextraktion auftreten. Diese
Anreicherungsmethode ist jedoch nicht geeignet, aus der wélirigen Losung die Aro-
mastoffe zum quantitativen Vergleich in ausreichender Menge zu gewinnen. Bavo-
NovE und CorponNier (1) reicherten die Aromastoffe durch Gasextraktion mit Stick-
stoff an. Im Konzentrat fanden sie jedoch nur 25 Peaks.

Ein Losungsmittel mit dhnlichen Extraktionseigenschaften wie Pentan/Dichlor-
methan ist Freon 11 (CCIL,F). Um den Reinheitsgrad dieses Losungsmittels im Ver-
gleich zu Pentan/Dichlormethan zu ermitteln, engten wir auch Freon 11 von 50 ml
auf 50 z ein und fanden auf derselben Glaskapillarsdule (75 m, LAC-3-R-728) nur
noch 8 Peaks, von denen nur einer als Storpeak (Retentionszeit 63 min) anzusehen
ist. Da die Retentionszeiten der librigen Peaks unter 7 min liegen, wird die Aussage-
kraft der Aromagramme nicht beeinflufit. Neben diesen guten Eigenschaften (Rein-
heitsgrad, niedriger Siedepunkt) hat Freon 11 noch weitere Vorteile gegeniiber den
anderen Extraktionsmitteln: Es ist weder entflammbar noch explosiv (vgl. hingegen
Ather), seine Giftigkeit ist geringer als die von Dichlormethan. Die Wasserloslich-
keit von Freon 11 liegt bei 25 °C unter 0,01 Gew.%. Dieser unpolare halogenierte
Kohlenwasserstoff ist als gutes Losungsmittel fiir unpolare Verbindungen und als
weniger gutes fir polare Verbindungen (Alkohole, Sduren) zu betrachten.

2. Inhibierung der Enzyme bei der Aufarbeitung

Drawert et al. (3) und TressL (16) fanden beim Zerkleinern von Apfeln ohne In-
aktivierung der Enzyme betrdchtliche Mengen von Aldehyden und Alkoholen. Beim
Zerstoren des Zellverbandes unter Luftzutritt wurden durch enzymatische Oxida-
tion vorwiegend Hexanal, trans-2-Hexen-al-1, cis-3-Hexen-al-1 und cis-3-Hexen-
ol-1 gebildet. Bei Inhibierung der Enzyme konnten die Verff. nur sehr geringe Men-
gen der Hexenale finden. Neben diesen oxidativen Vorgidngen laufen auch enzyma-
tisch-hydrolytische Prozesse ab, die zur Spaltung der Fruchtester und somit zur
Neubildung von Aromastoffen fiihren.

Fir die Inhibierung der Enzyme stehen zahlreiche Verbindungen zur Verfiigung
(Schwermetallsalze, Cyanide, Sulfite usw.). Wie TressL (16) nachweisen konnte, wird
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die Hexanal-Bildung durch Blausidure und Quecksilber-II-cyanid tiberhaupt nicht,
durch Ascorbinsdure nur schwach gehemmt; Trichloressigsdure, Methanol, Quer-
cetin und schweflige Sdure verhindern hingegen weitgehend die Bildung von C,-
Verbindungen. Aufgrund eigener Untersuchungen erwies sich Methanol als glinstig-
ster Inhibitor. Hierzu ist jedoch eine &dullerst sorfdltige Reinigung des Methanols
erforderlich. Beim Extrahieren von destilliertem 65%igem wéaBrigen Methanol mit
Freon 11 fanden wir etwa 50 Peaks, wobei die ldngste Retentionszeit 27 min betrug
und ein Peak wiederum nach 63 min auftrat (Storpeak von Freon). Eine 15stiindige
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Extraktion des Methanols ist deshalb unumginglich. Eine erneute Extraktion des
bereits gereinigten Methanols brachte nur noch 20 Peaks, wobei nach einer Reten-
tionszeit von 11 min keine Storpeaks mehr auftraten (auBler dem Storpeak des
Freons). Somit kann Methanol ohne Verfilschung der Aromagramme als Inhibitor
verwendet werden.

Wie aus der Tabelle hervorgeht, wurde die Aromastoffzusammensetzung ohne
Inaktivierung der Enzyme beim Aufarbeiten erheblich verdndert. Wurde die Inhi-
bierung erst 10 min nach Beginn der Zerstorung des Zellverbandes durchgefiihrt,
so waren bereits ganz erhebliche Mengen an n-Hexanal, trans-2-Hexanal-1, cis-3-
Hexanal-1, trans-2-Hexenol-1 und Hexanol-1 entstanden. Der n-Hexanal-Gehalt
nahm hierbei um das 77fache gegeniliber demjenigen bei sofortiger Inaktivierung
zu, trans-2-Hexanal-1 um das 5fache, Hexanol-1 um das 2fache, cis-3-Hexenal-1
um das 102fache und cis-3-Hexenol-1 um das 13fache. Wiéhrend weiterer 110 min
(Inaktivierung der Enzyme 120 min nach Zerstoren des Zellverbandes) nahm trans-
2-Hexenal-1 kaum noch zu, trans-2-Hexenol-1 stieg auf das 3,5fache an und cis-3-
Hexenol-1 fast auf das doppelte. Hexanol-1 und trans-2-Hexenol-1 nahmen im
Verlauf von 120 min am stidrksten zu, ndmlich auf das 114- bzw. 108fache der Kon-
trolle (Tabelle). Der Gehalt an n-Hexanal, der bereits 10 min nach dem Zerstéren
des Zellverbandes die Kontrolle 77fach libertraf, nahm im weiteren Verlauf wieder
ab. Hexanal wird hierbei, wie Groscu (6) bei Erbsen festgestellt hat, durch den
ADH-NADH-Komplex zum Hexanol-1 hydriert. In der inaktiven Weinbeere (so-
fortige Inhibierung) waren bereits geringe Mengen an n-Hexanol, Hexanol-1, trans-
2-Hexenol-1, cis-3-Hexenal-1 und cis-3-Hexenol-1 sowie ein erheblicher Anteil an
trans-2-Hexenal-1 enthalten. PriLLinGer und Mapner (9) fanden bei der Extraktion
frisch gepref3ter Trauben, ohne Zusatz eines Inhibitors, groe Mengen Hexanol-1
im Aromakonzentrat. van Wyk et al. (19) und Harby (7), die ebenfalls Weinbeeren
ohne Inaktivierung entsafteten und aus dem Saftdestillat die Aromastoffe durch
Extraktion anreicherten, stellten betrédchtliche Mengen Hexanol-1, trans-2-Hexenal-1
und trans-2-Hexenol-1 fest.

Diese stark ausgepréigte Neubildung von Aromastoffen beim Zerstéren des Zell-
verbandes 1463t einen Vergleich der Aromastoffzusammensetzung verschiedener Sor-
ten nur nach Ausschalten der sekundér ablaufenden Reaktionen zu. Die Aufarbei-
tung der Weinbeeren mufl somit unter Inaktivierung der Enzyme geschehen.

3. Auftrennung der Aromakonzentrate

Saulenchromatographische Vortrennungen der Aromastoffe an Kieselgel (18),
in Fraktionen verschiedener Polaritdtsstufen, sind bei der Identifizierung der Sub-
stanzen mit Hilfe der Koppelung von Gaschromatographie und Massenspektrosko-
pie eine grofle und entscheidende Hilfe. Da hierdurch jedoch die quantitativen Ver-
héltnisse beeinflu3t werden, ist diese Methode im Rahmen von Untersuchungen, die
einen Sortenvergleich anstreben, nicht geeignet.

Auch die Auftrennung auf gepackten Trennséulen, die bisher bei vielen Arbeiten
eingesetzt wurden, scheidet fiir unsere Zielsetzung aus, da ihre Trennleistung bei
weitem nicht ausreicht. Zuviele Komponenten konnen in einem Peak erscheinen.
Trotz langer Analysenzeiten erhilt man nur relativ wenige Peaks. So konnten z. B.
van Wryk et al. (19) auf einer 10 ft. langen gepackten Sdule (Innendurchmesser % in.)
selbst bei einem Temperaturprogramm von 80—225 °C und einer Laufzeit von 25
min nur 21 Peaks auftrennen.

Durch Injektion des Extraktes auf mehrere Trennsdulen mit unterschiedlicher
Phase konnten wir, jedoch mit sehr viel Aufwand, bei Verwendung gepackter Sdu-
len mehr Information erhalten (11). Die Anwendung der Mehrstufentechnik (4) zeig-
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Abb. 2: Aromagrammausschnitt von Morio-Muskat-Trauben. Obere Kurve: hochste Empfindlichkeit; mittlere Kurve: 5fache Abschwa-
chung; untere Kurve: 125fache Abschwachung.

Part of the aromagram of Morio Muscat grapes. Upper curve: highest sensibility; medium curve: 5 times recorder decrease; lower curve:
125 times recorder decrease.
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te deutlich, wie einheitlich aussehende Peaks bei Uberfiihrung auf eine weitere
Trennsdule z. T. in mehrere Komponenten zerlegbar sind. Die Anwendung der

Trapping-Methode (12) konnte so selbst bei gepackten Trennsdulen zu guten Er-
gebnissen flihren.

Mit der Kapillarchromatographie, die sich als leistungsfdhigste analytische Va-
riante aus der klassischen Gaschromatographie entwickelt hat, sind die Vorausset-
zungen fir die Auftrennung des im Aromakonzentrat vorliegenden Vielkomponen-
tengemisches geschaffen. Ausgehend von etwa 400 Komponenten im Aromakonzen-
trat sollte bei einem Trennvermoégen von 2—3 Substanzen je min bei einer Analy-
senlaufzeit von 2—3 h das Problem zu losen sein.

Hagrrpy (7) fand auf einer 50-ft.-Kapillarsdule (0,02 in. Innendurchmesser; LB
550 X) bei einem Temperaturprogramm von 32—165 °C liber eine Analysenzeit von
70 min nur 30 Peaks. Raymsuaw und Harpy (10) benutzten eine Apiezon-Kapillarsdule
(50 ft.; 0,02 in. Innendurchmesser; 40—180 °C) und fanden nach 70 min 52 Peaks.
PritLinger und Mapner (9) erreichten beim Auftrennen von Aromakonzentraten auf
Kapillar-Festschichtsdulen (Carbowax 1540) bei einem Temperaturprogramm von
70—130 °C nach 35 min 63 Peaks.

Mit der von uns eingesetzten Trennsidule (LAC-3-R-728)!) konnen wir aus
Freon-Anreicherungen von walrig-methanolischen Weinbeerhomogenisaten bei ei-
ner Analysenzeit von 150 min (Temperaturprogramm: 50—150 °C, 1,5 °C/min, danach
isotherm) 270 Peaks auffinden. In Abb. 2 ist das Ergebnis dieser Trennung von der
22. bis zur 72. min dargestellt. In dieser Zeit durchlief das Temperaturprogramm
den Bereich von 83—150 °C. Wie die Abbildung zeigt, ist liber den gesamten Bereich
keine Nullpunktdrift festzustellen. Wiederholungsanalysen erbrachten eine sehr
gute Reproduzierbarkeit sowohl der Retentionszeiten als auch der Peakhohen.

Zusammenfassung

Durch Verwendung von langen Glaskapillarsdulen (ca. 70 m) besteht die Mog-
lichkeit, aus Aromaanreicherungen von Weinbeeren bei einer Analysenzeit von
2—3 h bis zu etwa 300 Peaks aufzutrennen. Beim Zerstoren der Zellstrukturen lau-
fen enzymatisch-oxidative sowie enzymatisch-hydrolytische Prozesse ab, wobei ei-
nige Komponenten (Fruchtester) abgebaut und andere neu gebildet werden. Um die
primir vorhandenen Aromastoffe von Weinbeeren bestimmen zu kénnen, mufl die
Aufarbeitung unter gleichzeitiger Inaktivierung der Enzyme durchgefihrt werden
(Homogenisieren der Weinbeeren mit 65%igem Methanol). Die so gewonnenen Aro-
mastoffe werden mit Freon 11 (Siedepunkt 23,8 °C) aus der wédBrig-methanolischen
Losung unter schonenden Bedingungen angereichert. Die Ausschaltung der enzy-
matischen Vorgange beim Zerstoren der Zellstrukturen sowie eine bestmogliche An-
reicherung und eine gute Auftrennung des einige hundert Komponenten umfassen-
den Aromakonzentrates sind wichtige Voraussetzungen zum Auffinden der sorten-
typischen Verbindungen.
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