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Nachweis und Bestimmung von Actidion in Weinen 1)

von

A. Rarp und A. ZIEGLER

Seit alters her werden zur Bereitung und Haltbarmachung der Lebensmittel
verschiedene Konservierungsstoffe verwendet. Es ist erwiesen, dafl die Anwendung
von Schwefeldimpfen bei der Weinherstellung hereits den Agyptern und Romern
bekannt war (4). Auch im Mittelalter wurde die schweflige Sdure bei der Wein- und
Mostgewinnung verwendet und schon Kaiser Maximilian hat hiergegen Verbote
erlassen.

In der heutigen Zeit ist der Gebrauch von Stoffen mit konservierenden Eigen-
schaften in der Lebensmitteltechnologie weit verbreitet. In vielen Lindern ist der
Zusatz von Konservierungsstoffen nicht geregelt, in anderen, z. B. europdischen Lan-
dern, ist die Benutzung von Benzoesdure, Sorbinsdure, Athyl- und Propylester der
p-Hydroxybenzoesdure sowie ihren Natriumsalzen erlaubt.

Auch zur Stabilisierung von Weinen werden neuerdings aufler schwefliger Sau-
re, Pyrokohlensidurediithylester und Ascorbinsdure auch Stoffe angewandt, deren
Zusatz nicht erlaubt ist, so u. a. p-Chlorbenzoesdure, Monobromessigsdure, Na-
triumazid, FluBsdure, Actidion.

In der Literatur sind eine Reihe von Arbeiten und Methoden fiir den unspezi-
fischen Nachweis von Konservierungsmitteln in Nahrungsmitteln erwahnt (2, 3, 12).
Diese Verfahren beruhen auf der biologischen Ermittlung zugesetzter Inhibitoren,
die das Wachstum gewisser Mikroorganismen, z. B. von Hefen, hemmen. Diese Me-
thode ist dann anwendbar, wenn man nur das Vorhandensein von Hemmstoffen
prifen will. Eine Angabe, um welchen Stoff es sich handelt, ist nicht méglich. Diese
biologischen Tests werden meistens auch durch andere Stoffe stark gestort; so storen
bei der Uberpriifung von Weinen auBer der erlaubten schwefligen Sdure auch der
Alkoholgehalt, der Extrakt, der Gehalt an phenolischen Verbindungen usw. (1). Es
ist deshalb unbedingt erforderlich, spezifische Nachweismethoden fiir die einzelnen,
bei der Weinbereitung nicht erlaubten Konservierungsmittel auszuarbeiten. Bisher
sind u. a. fiir p-Chlorbenzoesdure (6, 7), Sorbinsdure (11, 13), Benzoesdure, Salicyl-
sdure, p-Hydroxybenzoesdure (5, 11) usw. Nachweis- und Bestimmungsmethoden
beschrieben.

Material und Methoden

Flr Actidion gab es bisher keinen spezifischen Nachweis. Actidion (Cyclohex-
imid; f-[2-(3,5-dimethyl-2-oxocyclohexyl)-2-hydroxy]-athylglutarimid)
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ist ein Antibiotikum, das schon in Konzentrationen von 0,6—1,5 mg/l die Gdrung von
Weinhefen vollkommen hemmt (8, 10). Seine Anwendung zur Weinstabilisierung ist
jedoch allgemein nicht erlaubt.

Zur Anreicherung von Actidion wurden 250 ml Wein mit 2n H,SO, angesduert
(pH 1) und danach mehrere Male mit 10 ml Chloroform-Aceton (4 Teile Chloroform,
1 Teil Aceton) ausgeschiitielt. Eventuell aufiretende Emulsionen konnen durch
Zentrifugieren (10 min bei 3000 U/min) in eine wissrige und Losungsmittel-Phase
aufgetrennt werden. Nach dem Trocknen (mit wasserfreiem Natriumsulfat) wird das
Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand in 1 ml Aceton aufgenommen. Diese
Losung wird dinnschichtchromatographisch untersucht.

Als FlieBmittel sind folgende Gemische geeignet:
hei Kieselgel GF als Triagermaterial:

I Benzol : Chloroform : Eisessig (4:5:1),
II Benzol : Dioxan : Ameisensdure (80:17 : 3);

bei Polyamid (Woelm; mit 4% Fluoreszenzindikator) als Trégermaterial:

ITII Benzol : Pentan : Eisessig (50 : 45 : 5),
IV Benzol : Eisessig (96 : 4),
V Benzol : Essigester : Eisessig (85:10 :5).

Nach dem Chromatographieren werden die Platten mit Fluoreszenzindikator ge-
trocknet und unter UV-Licht (254 nm) betrachtet. Die Flecken oder Zonen erscheinen
als dunkle Stellen auf hellem Untergrund.
Gut geeignet sind spezifische Spriihreagentien. Durch Bespriihen mit Tetra-

zoliumblau wird nur Actidion gelb geféarbt:

L, 0,5 g Tetrazoliumblau in 100 ml Methanol,

L, 6 n NaOH in Wasser.
L, und L, werden vor dem Gebrauch 1 :1 gemischt. Die bespriihten Platten werden
auf 80° C erwidrmt, dabei entstehen gelbe Flecken auf violettem Untergrund.

Die durch Fluoreszenz oder durch Vergleichssubstanz ermittelten Zonen oder
Flecken werden abgekratzt, in R6hrchen (4 mm @) gegeben und die Substanzen mit
2,5 ml sterilem Wasser eluiert. Zu der wissrigen Losung gibt man 2,5 ml Nahrlosung
(doppelt konzentriertes Grundndhrmedium nach Wickeruam (9), 400 g/1 Glukose, 1 g/l
L-Glutaminsdure, 1 g/l Ammoniumsulfat) und beimpft mit einer Sacchearomyces
cerevisiae-Suspension. Die Losung wird bei 25° C vergoren. Nach 2—3 Tagen wird
die Hemmung mit einer Blindprobe (ohne Actidion) und einer totalen Hemmung
(50 mg/l Actidion) verglichen. Die durch die Hefen verursachte Triibung wird spek-
tralphotometrisch bei 600 nm (Schichtdicke 1 cm) gemessen. Die Extinktion gibt ei-
nen Hinweis liber das Ausmall der Girhemmung.

Ergebnisse und Diskussion

Mit den FlieBmitteln III, IV und V gelingt es, auf Polyamidschichten Actidion
von anderen Konservierungsmitteln wie Monobromessigsdure, Sorbinsdure und p-
Chlorbenzoesdure abzutrennen. Auf Kieselgel GF-Platten kann man mit den Flief3-
mitteln I und II Actidion ebenfalls von den o. a. Antibiotika abtrennen, wobei je-
doch p-Chlorbenzoesdure und Sorbinsdure nicht gut voneinander getrennt werden.
Die besten Ergebnisse wurden durch zweidimensionale Auftrennung erhalten.

Dazu eignen sich folgende FlieBmittelgemische:

1. Lauf FlieBmittel III, 2. Lauf FlieBmittel IV;
1. Lauf FlieBmittel III, 2. Lauf FlieBmittel V.
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Sind gleichzeitig mehrere Konservierungsmittel vorhanden, so ist eine zweidimen-
sjonale Auftrennung unbedingt erforderlich. Sind dabei noch einige Substanzen in
mehrfacher Konzentration gegeniiber anderen vorhanden (z. B. 10 y/1 Actidion ne-
ben 25 mg/l Sorbinsdure), so empfiehlt es sich, zuerst eine pridparative eindimen-
sionale Auftrennung vorzunehmen. Dabei werden bis 200 u«l der Probe streifenfor-
mig aufgetragen, nach dem Lauf die einzelnen Zonen abgekratzt, die Substanzen
mit Ather eluiert und anschlieBend zweidimensional aufgetrennt.

Tabelle 1

Noch sicher nachweisbare Antibiotika-Mengen

Nachweis durch

Substanz spez. Fluereszenz Giarhemmung
Sprihreagentien bei 258 nm (mikrobiol. Test)
¥ i Y
Actidion 10 40 0,5
Monobromessigsdure 5 40 10
p-Chlorbenzoesdure 8 1 50

Aus Tab. 1 ist die Nachweisgrenze von Actidion zu ersehen. Die Nachweisemp-
findlichkeit ist bei den verschiedenen Methoden sehr unterschiedlich. Wihrend bei
der Fluoreszenzmethode 40 y Actidion gerade noch nachweisbar sind, konnen durch
das spezifische Spriihreagenz noch 10 y erfafit werden. Der mikrobiologische Nach-
weis ist wesentlich empfindlicher. Noch 0,5 y Actidion kdénnen sicher nachgewiesen
werden. Diese Nachweisempfindlichkeit reicht aus, um die zur Weinstabilisierung
notige Menge (50 y/1) sicher feststellen zu konnen.

In Tab. 2 sind die Ergebnisse des mikrobiologischen Nachweises der nach dinn-
schichtchromatographischer Auftrennung aus Polyamidschichten eluierten Konser-
vierungsmittel (mit Wasser) zusammengestellt. Bei den untersuchten Wirkstoffen
stimmt die Hemmung mit der in Modellversuchen festgestellten tiberein (10). Durch
Kombination der diinnschichtchromatographischen Trennung mit einem mikrobiolo-
gischen Nachweis konnen gidrhemmend wirkende Stoffe sicher nachgewiesen wer-
den. Die Extinktion gibt im Vergleich zu den Blindwerten einen Anhaltspunkt tiber
die Menge der vorhandenen Konservierungsmittel.

In Tab. 3 sind die Ergebnisse der Actidionbestimmung aus Weinen enthalten.
Dabei zeigt sich deutlich, dafl die zugesetzte Menge Actidion (50 y/1) eindeutig nach-
zuweisen ist.

Zusammenfassung

Mittels der dilinnschichtchromatographischen Analyse konnten wir Actidion von
anderen Konservierungsmitteln abtrennen und bestimmen. Durch Besprithen mit
einem spezifischen Reagenz kann die Nachweisempfindlichkeit von Actidion gegen-
tUber der Fluoreszenzmethode wesentlich gesteigert werden.

Die Kombination Dilinnschichtchromatographie mit anschlieBendem mikrobio-
logischem Hemmtest der eluierten Substanzen erlaubt eine einwandfreie Bestim-
mung von Actidion in Weinen.

Der mikrobiologische Nachweis ermoglicht eine genaue Identifizierung der
diinnschichtchromatographisch getrennten Konservierungsmittel.
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Tabelle 3
Nachweis von Actidion in Weinen

Aus Polyamidschichten Blindwerte
eluiertes Actidion ohne Actidion

Wweinprobe') A C P R Actidion 100 mg/1

Hemmung + - + + -

Extinktion 0,705 0,040 0,790 0,100 0,750 0,000

+ nicht gehemmt, — gehemmt.

1)y Weinproben wurden 1968 von der OIV, Arbeitsgruppe «Microbiologie du vin», zur Uberpri-

fung der vorgeschlagenen Methoden zur Verfligung gestelit.

Die Proben enthalten folgende Konservierungsmittel:

A: Weilwein ohne Zusatz,

C: Weilwein mit 1 mg/l Monobromessigsdure, 25 mg/l Kaliumsorbat, 5 mg/l p-Chlorbenzoe-
sdure, 0,05 mg/Actidion,

P: Rotwein ohne Zusatz,

R: Rotwein mit 1 mg/l Monobromessigsdure, 25 mg/l Kaliumsorktat, 5 mg/l p-Chlorbenzoe-
sdure, 0,056 mg/l Actidion.
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Eingegangen am 15. 7. 1969 Dr. A. Rapp
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