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Aus dem Forschungs-Institut flir Rebenziichtung Geilweilerhof

Uber Inhaltsstoffe von Mosten und Weinen

IV. Modellgdrversuche zur Untersuchung der Fuselolbildung und gaschromato-
sraphische Analyse von Fuselolalkeholen?)

von

F. DrawerT und A. Rarp

Hohere Alkohole, zusammenfassend als Fusel6le bezeichnet, kommen zwar
schon in sehr geringen Mengen in reifenden Friichten vor — nachgewiesen u. a.
durch gaschromatographische Analyse von Aromakonzentraten aus Apfeln, Birnen
(1) und Trauben (2) —, die Hauptmenge der in alkoholischen Getrédnken vorhande-
nen Fusel6le entsteht jedoch durch Hefegédrung, wie der umfangreichen Literatur
zu entnehmen ist, auf deren Wiedergabe hier verzichtet wird, zumal erschépfende
Ubersichten abgefa3t worden sind (3, 4, 5).

In durchschnittlichen Mengen von 100 bis 600 mg/l Wein tragen die Fuseldle
nicht nur wesentlich zum Geschmack und Bukett eines Weines bei, sondern auch
zur unterschiedlichen Bekdmmlichkeit. Dabei ist in Betracht zu ziehen, daf3 die in
den Fuselblen des Weines mengenméBig tiberwiegenden Fusel6l-Alkohole 2-Methyl-
propanol (1) (iso-Butanol) und ,,Garungsamylalkohol“ mit den Hauptkomponenten
3-Methyl-butanol(1l) (iso-Amylalkohol) und2-Methyl-butanol (1) [D(-)-Amylalkohol]
pharmakologisch wirksam sind (3). Diese Wirkungen sollten allerdings im Zusam-
menhang mit den anderen Weininhaltsstoffen beurteilt werden und in Anbetracht
der relativ geringen Konzentrationen der Fuseldle ist unseres Erachtens weniger mit
einer akuten als vielmehr mit einer chronischen Wirkung zu rechnen.

Fuselole sind qualitédtsbestimmende Inhaltsstoffe des Weines. Thre Entstehung
hangt sowohl hinsichtlich der Menge als auch der Art von der stofflichen Zusam-
mensetzung des Traubenmostes ab, der den Hefen als Substrat dient; ferner von
den Hefen und dem Gérverlauf. Hinsichtlich der substratabhéngigen Bildung der
Fuselol-Alkohole wurde vor allem durch die Untersuchungen von F. EnruicH (3, 4, 5)
bekannt, daBl u.a. iso-Butanol, iso-Amylalkohol und D-Amylalkohol aus den
Aminosduren Valin, Leucin und Isoleucin durch Desaminierung, Decarboxylierung
und Reduktion entstehen. Wie Yamapa u. Mitarb. (6) nachgewiesen haben, entstehen
hohere Alkohole aber auch aus anderen Aminosduren, und nach Untersuchungen von
Trouxis (7) auch aus Glucose, womit die Annahme der Bildung von Fuseldlen aus
Zuckern durch Genevors und Laron (8) bestdtigt wurde.

Im Verlauf biochemisch-physiologischer Untersuchungen an Traubenbeeren
zeigte sich nun durch quantitative, automatisierte und damit gut reoroduzierbare
Bestimmung von Aminosduren an Ionenaustauschern. daf3 in reifenden Beeren die
Konzentrationen der freien Aminosduren zunéchst fortlaufend ansteigen, um spéter
Plateauwerte zu erreichen. die sowohl hincichtlich der Menge aller Aminosduren als
auch beziiglich der Termine, zu denen die Aminosdure-Plateaus erreicht werden,
sortentynisch sind (9). Die friihreife Neuzucht des Geilweilerhofes Aris (Sbl. 2-19-58)
zum Beispiel erreichte wihrend der Reifungsperiode des Jahres 1962 Mitte Oktober

1) III. Mitt. Anwendung der Diinnschicht- und S&ulen-Chromatographie zur Trennung der
Anthocyane, Vitis 4, 42—48 (1963).
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den Plateauwert von rd. 4200 mg/]l, 1963 ebenfalls Mitte Oktober 4700 mg/l (mg Ge-
samtaminosduren/l Saft einer Durchschnittsprobe). Die von uns aufgefundenen
Mengen an freien Aminosduren bei den Neuzuchten Sbl. 2-19-58, FS. 4-201-39 und
B-4-6 sowie bei Riesling Klon 90 liegen damit wesentlich héher als die von Laron-
LarourcapeE und GuiMBERTEAU (10) in den Rebsorten Cépage Merlot und Cépage Ca-
bernet-Sauvignon papierchromatographisch und mikrobiologisch bestimmten Men-
gen. Dasselbe trifft flir den Gesamtstickstoff zu. Dazu ist allerdings zu bemerken,
dafl wir frither papierchromatographisch ebenfalls wesentlich niedrigere Aminosiu-
renwerte erhalten hatten.

In Anbetracht der betrdchtlichen Mengen von freien Aminosduren im Most
aus reifen Traubenbeeren schien es uns notwendig zu sein, zunédchst definierte Géar-
versuche unter Zusatz bestimmter Stickstoffverbindungen durchzufithren, um einer-
seits eine Information iiber die ,, Wertigkeit“ von N-Verbindungen gegeniiber einem
Hefestamm zu erhalten, der als reprédsentativ flir Weinhefen gelten kann und an-
dererseits unter Verwendung leistungsfdhiger analytischer Methoden, wie Gaschro-
matographie, Ionenaustausch-Chromatographie und enzymatische Analyse, eine
Auskunft tiber die unter definierten Bedingungen anfallenden Stoffwechselprodukte
zu bekommen.

Beschreibung der Versuche
Gidransidtze

In 850 ml bidestilliertem Wasser wurden 100 g Glucose und 1,5 g der jeweils zu
priufenden N-Verbindung (Tabelle 1) gelost. Die steril filtrierten Losungen (Seitz-
Schichtenfilter) sind sodann mit jeweils 85 ml einer sterilen 10fach konz. Nahrlosung
nach Wickeruam (11) versetzt und anschlieBend mit 0,5 ml einer Hefesuspension in-
kubiert worden (Aufschwemmen einer ca. 1 Woche alten Schrigagarkultur von Sac-
charomyces cerevisiae Stamm H, in einigen ml physiologischer NaCl-Losung). Die
Géranséitze verbleiben 21 bis 24 Tage bei 25° (Brutschrank; gelegentliches Aufschiit-
teln). Alle Ansidtze werden gleichzeitig begonnen und abgebrochen.

Aufarbeitung der Gidransdtze

Zunichst erfolgt das Abtrennen der Hefen durch Zentrifugieren (3000 U/min).
Nach dreimaligem Waschen mit Wasser durch Aufschldmmen und Zentrifugieren
trocknen im Vakuumexsikkator tiber P,O; bei Raumtemperatur und Bestimmung
der Trockengewichte.

Die blanken Uberstinde nach Zentrifugieren werden mit den Waschwissern
vereinigt und definierte Volumina (etwa die H&lfte) im Rotationsverdampfer bei
guter Kiihlung der Vorlage bis zur Sirupkonsistenz eingeengt.

Gaschromatographische Analysen der Destillate

Zur gaschromatographischen Analyse der Destillate wurde ein Siemens-Univer-
sal-Gaschromatograph?) in der vor kurzem ausfiihrlich beschriebenen Spezialaus-
fiilhrung I verwendet. Dieses Gerét besteht aus zwei gerdumigen senkrecht stehen-
den Luft-Thermostaten, deren Temperatur unabhdngig voneinander sehr genau ge-
regelt werden kann. Damit besteht die Mdoglichkeit, zwei oder mehrere Trennsiulen
im jeweiligen Temperaturoptimum in Reihe oder parallel zu betreiben, womit auch
komplexe Stoffgemische gut aufgetrennt und analysiert werden kdonnen (Mehrstu-
fentechnik) (12).

Anthocyane. Vitis 4, 42—48 (1963)
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Abb. 1: Gaschromatogramm nach Direktinjekticnen eines Destillates
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Abb. 2: Gesamt-Aminosiduren von Hefen aus Giransitzen unter Zusatz verschiedener

Stickstoffverbindungen im Vergleich zu einem Géransatz mit Traubenmost.
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Proben von 10 bis 20 ul Destillat werden in die in Thermostat I befindliche In-
jektionsstelle eingespritzt. Trennsdule I (in Thermostat I; 115% besteht aus einem
Edelstahlrohr?) von 340 cm Linge gefiillt mit Carbowax 1550 auf Kieselgur?) (20 +
100), Trennsdule II (in Thermostat II; 75% aus 240 cm Di&thyl-hexyl-sebacat auf
Kieselgur (20 + 100) und dahintergeschaltet 80 cm Didthyl-D-tartrat auf Kieselgur
(20 +100). Als Tragergas wurde Reinstwasserstoff verwendet (115 ml/min). Als De-
tektor diente in diesem Fall ein FID der Fa. Siemens (12, 13), der neben seiner Emp-
findlichkeit und Arbeitskonstanz den Vorteil hat, dal er mit Wasserstoff als Tra-
gergas betrieben werden kann. Ein Fiinftel der aufgetrennten Komponenten wird
nach Stromungsteilung (1:5) dem FID zugefiihrt. Die Signale des FID gelangen
uber einen Elektrometer-Verstirker zu einem Kompensations-Schreiber (Kompen-
sograph Siemens). Die quantitative Auswertung der Piks erfolgt durch Planimetrie-
ren.

Analyse der Hefen auf Aminosduren

Zur Ermittlung der Gesamtaminosduren (frei und gebunden) wurden ca. 50 mg
der getrockneten Hefen mit 4 ml Phenol und 6 ml 10n-HCI 24 h im Bombenrohr auf
105° erhitzt. Die Aufarbeitung der Hydrolysate und die Analyse der Aminosduren
wurde wie vor kurzem beschrieben (14) vorgenommen.

Glycerin-Analyse der Zentrifugate
Sie erfolgte wie flir Moste und Weine beschrieben (15) enzymatisch.

Ergebnisse

Die , Wertigkeit“ verschiedener N-Verbindungen fiir Wachstum und Stoffwech-
sel des unter den beschriebenen Bedingungen gehaltenen Hefestammes wird aus
Tabelle 1 ersichtlich, in der die zugesetzten N-Verbindungen nach Hefezuwachs an-
geordnet worden sind. Asparaginsdure und Glutaminsdure werden gut, Prolin nur
maiaBig verwertet, was in guter Ubereinstimmung zu Versuchen in groen Gebinden
steht, in denen die Aminosdurenverwertung nach Einsetzen der Spontangidrung
fortlaufend untersucht und festgestellt wurde, daBl Prolin nicht oder nur geringfii-
gig von den Hefen aufgenommen wird. Wie auch bei der Beurteilung der Qualitdt von
Branntweinen (16) konnte durch Direktinjektion von Proben der Destillate aus den
Gaéaransdtzen die wesentlichsten Fuseldlalkohole Butanol(l), 2-Methyl-propanol(1)
(iso-Butanol) und Garungsamylalkohol [2-Methyl-butanol(l) + 3-Methyl-butanol(1)]
relativ einfach und quantitativ bestimmt werden. Die Art der erhaltenen Chromato-
gramme ist aus Abbildung 1 zu ersehen. Die Befunde von F. EurcicH flir Valin, Leu-
cin und Isoleucin kommen auch hier in den gaschrematographisch gefundenen Wer-
ten fiir iso-Butanol und Garungsamylalkohol zum Ausdruck. Bei Isoleucin zeigt sich
zusitzlich noch ein leicht erhéhter Gehalt an Butanol (1), was auch flir Glutamin-
sdure zutrifft. Beim Glutamin-Ansatz sind vergleichsweise wenig Fuseldl-Alkohole
vorhanden. Methionin allein bringt weniger iso-Butanol als Methionin + Prolin.
Bemerkenswert ist auch der geringe Fuseldlgehalt des Asparaginsidure-Ansatzes.
Dasselbe trifft fiir das offenbar relativ gut verwertbare Ammonsulfat zu.

Erstaunlich ist die Bildung von Weinsdure in allen Versuchsansitzen, die wein-
saurefrei angesetzt worden waren und die teilweise festgestellte Entstehung von

’) Edelstahlrohre der Fa. Schoeller-Werke, Hellenthal/Eifel, von 0,6 cm Innen- und 0,8 cm
Aufiendurchmesser.
4) Kieselgur sduregewaschen, 60—80 mesh.



Tabelle 1
Verwertung und Umsatz von N-Verbindungen durch definierte Garansatze
1 11 111 v A VI
Hefezuwachs 2-Mett yl- L 111
Nr. Zugesetzte N-Verbindung Trocken- Butanol (1)*  propanol (1)* Gérungsamyl- Weinsdure Apfelsdure
gewicht (iso-Butanol) alkobol®., v
g g1 gl gNn
1 D-Ammon-tartrat 1.50 0,015 0,041 0,061 1: 15 +
2 DL-Asparaginsdure 1,50 < 0,010 0,051 0,052 1:1 +
3 L-Glutamin 1,42 < 0,010 0,020 0,032 1: 1,6 + +
4 L-Glutaminsédure 1,15 0,022 0,020 0,068 1: 34 +
5 DL-Leucin 1,07 < 0,010 0,017 0,430 1:253 +
6 Ammonsulfat 1,04 < 0,010 0,010 0,023 1: 2,3 + —
7 DL-Valin 0,93 < 0,010 0,260 0,077 1: 0,3 + —
8 L-Glutaminsdure 1,5 g
-+ Weinsdure 80 g 0.89 0,026 0,017 0,062 1: 3,6 + -+
-+ Apfelsdure 80 g
9 Ammonnitrat 1,39 < 0,010 0,021 0,026 1: 1,2 +
10 DL-Isoleucin 0,78 0,023 0,093 0,435 1: 47 + (+)
11 Ammonacetat 0,75 < 0,010 0,080 0,093 1: 1,2 + —
12 DL-Methionin 0,75 g .
+ DL-Prolin 075 g 0,74 < 0,010 0,208 0,283 1: 14 + +
13 L-Cystein 0,73 < 0,010 0,010 0,049 1: 49 + +
14 DL-Methionin 0,59 < 0,010 0,070 0,128 1: 1,8 + +
15 L-Tryptophan 0.48 < 0,010 0,058 0,089 1: 1,5 + =

*) Alkohole in g/l hezogen auf 1 g Hefezuwachs (Trockengewicht).
*¥) Garungsamylalkohol = 2-Methyl-butanol (1) + 3-Methyl-butanol (1).
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Apfelsdure (V und VI, Tabelle 1). Die Synthese von Weinsdure durch Hefen konnte
inzwischen durch Versuche mit C-Verbindungen einwandfrei bestatigt werden.

Bestimmt man durch Totalhydrolyse die Gesamtaminosduren der gewaschenen
und getrockneten Hefen aus verschiedenen Géaransidtzen im Vergle.ch zu dem opti-
malen Substrat Traubenmost, so sind nur geringfiigige Unterschiede feststellbar
(Abbildung 2). Eine Deutung dieses interessanten Befundes muf3 weiteren Arbeiten
vorbehalten bleiben.

Tabelle 2

Enzymatische Glycerin-Analyse in Garanséidtzen

Clycerin

Substrat g1

Traubenmost (Riesling 90) vor der Garung 030
nach der Gadrung 11,70

Nahrmedium + Glutaminsdure 4,16
Nidhrmedium -+ Methionin 4,20
Nédhrmedium + Ammonsulfat 3,98
Nahrmedium + Tryptophan 3,70

Enzymatische Glycerinanalysen in den Géransdtzen nach Abzentrifugieren der
Hefen geben zu erkennen (Tabelle 2), dal die Zusdtze der N-Verbindungen keinen
wesentlichen Einflufl auf die Glycerinbildung ausiiben.

Zusammenfassung

In Anbetracht der wiahrend mehrerer Jahre in beachtlichen Mengen in Mosten
aus reifen Traubenbeeren aufgefundenen freien Aminosduren wurden Modellgédr-
versuche mit definiertem, synthetischer Ndhrmedium unter konstanten Bedingun-
gen und mit einem flir Weinhefen reprisentativen Hefestamm (Saccharomyces cere~
visiae Stamm H,) durchgefiihrt, Variiert wurde lediglich das N-Angebot. Bezogen
auf Hefezuwachs in den vergleichbaren Géaransatzen ergibt sich eine gewisse Wer-
tigkeit der zugesetzten N-Verbindung. Die in Abhéngigkeit vom N-Angebot ent-
standenen Fuselol-Alkohole konnten durch Direktinjektion von Destillaten gas-
chromatographisch gut getrennt und bestimmt werden, und durch die genaue Ana-
lyse einiger hoherer Alkohole treten Beziehungen hervor, die nicht oder nur teil-
weise durch die Enrrich’schen Vorstellungen oder die anderer Autoren erklarbar
sind. Nach Totalhydrolyse der Hefen aus Géaransitzen mit verschiedenen N-Quel-
len und Analyse der Gesamtaminosduren weichen die Werte fiir die einzelnen
Aminosduren nur unwesentlich voneinander ab. Unter den gewéahlten Versuchsbe-
dingungen ist die Variation des Stickstoff-Angebotes kaum von Einfluf3 auf die Gly-
cerinbildung. Interessant ist der Befund, daB3 die hier verwendete Hefe Wein- und
Apfelsdure zu bilden vermag. Die Arbeiten werden mit anderen Substraten und mit
1C-Verbindungen weitergefiihrt.

Herrn Prof. Dr. B. Husfeld danken wir fur die stete Forderung unserer Arbeiten
Herrn K.-H. Reuther und G. Kupfer fiur analytische Mitarbeit.
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