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Enzymatische Milchsdurebestimmung in Weinen

K. Mayer und G. Pause
Eidg. Forschungsanstalt, 8820 Widenswil

Die Hohe des Milchsduregehalts in Weinen hingt im wesentlichen davon ab,
bis zu welchem Grad die betreffenden Getrinke den «biologischen Siureabbau»
vollzogen haben; bei diesem Prozeff wird die Aepfelsiure auf bakteriellem Weg
teilweise oder vollstindig zu Milchsdaure decarboxyliert. Fiir eine Anzahl Schwei-
zer Weine fanden wir kiirzlich Milchsduregehalte zwischen 0,7 und 4,8 g/l, der
grofte Teil hievon im Bereich von 2—3 g/l (1). Weine mit weniger als 2 g Milch-
saure/l wiesen zumeist erhohte Anteile an D (—)-Milchsdure sowie noch deutliche
Aepfelsiuregehalte auf.

Da bei der Milchsiurebestimmung in Wein verschiedene Storfaktoren in Be-
tracht kommen, liflt sich diese Saure auf konventionelle Weise nur unter be-
trichtlichem Aufwand erfassen. Die bereits verhiltnismaflig umstindliche Lieb-
Zacherl-Methode (modifiziert nach Koch und Bretthauer [2]) eignet sich nicht fiir
vergorene Getrinke wegen Storung durch 2,3-Butylenglykol (3, 4); wie sich bei
entsprechenden Untersuchungen in unserem Labor ergab, kann der mit dieser Methode
an Weinen erhaltene Fehler 100 %o {ibersteigen. Giinstige Ergebnisse erhielten wir
dagegen mit einem Verfahren, bei welchem die Siuren vorerst an Anionenaus-
tauschern abgetrennt und nach Elution einer CuSOa4/Ca (OH)s-Behandlung unter-
worfen wurden, worauf im weiteren nach Koch und Bretthaner vorgegangen
wurde. Diese Methode gestaltete sich jedoch sehr zeitraubend; so erforderten serien-
miflige Bestimmungen an 20 Proben rund 40 Arbeitsstunden.

Der Umstand, dafy die Milchsdure je nach Abbaugrad im Wein in Form von
variablen Anteilen an L(+)- und D(—)-Lactat vorliegt und dafl fiir eine Be-
stimmung auf enzymatischem Weg ausschlief}lich die L(+)-Lactatdehydrogenase
zur Verfigung stand, verunmoglichte bisher die Anwendung eines derartigen
Verfahrens. Nachdem neuerdings ebenfalls ein D(—)-Lactatdehydrogenase-Pri-
parat erhiltlich ist*, lassen sich Milchsdurebestimmungen auch in Wein auf ein-
fache Weise bewerkstelligen. Im Prinzip wird dabei die Milchsidure unter geeigne-
ten Bedingungen spezifisch zu Pyruvat dehydriert, vorgelegtes NAD durch den
abgespaltenen Wasserstoff gleichzeitig reduziert und letztere Reaktion photome-
trisch ausgewertet:

L-Lactatdehydrogenase
1. L(+)-Lactat -+ NAD# * Pyruvat + NADH +HiE

D-Lactatdehydrogenase
2. D(—)-Lactat + NAD* < > Pyruvat + NADH + H*

* Wir danken der Firma Boehringer Mannheim GmbH, Werk Tutzing, fiir die freundliche
Ueberlassung eines D-Lactatdehydrogenase-Musters.
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Die wahrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist aquivalent zur L- und
D-Lactatmenge. NADH ist Meflgrofle und wird aufgrund seiner Adsorption bei
340 nm oder 366 nm bestimmt.

Bestimmungsvorschrift (nach 5)
Losungen fiir ca. 100 Bestimmungen:

Losung 1 11,4 g Glycin
25 ml Hydrazinhydrat, 24 %o
mit ca. 275 ml dest. Wasser verdiinnen. Soll-pH: 9,0. Losung bei
ca. 4 ° C 6 Monate haltbar.

Losung 2 600 mg NAD (Boehringer Nr. 15300 CNAA) mit 20 ml dest.
Wasser 16sen. Bei ca. 4 © C 4 Wochen haltbar.

Suspension 3 2 ml L-Lactatdehydrogenase (5 mg/ml)
(Nr. 15371 ELAC).

Suspension 4 2 ml D-Lactatdehydrogenase (2 mg/ml).
Die Enzymsuspensionen sind unverdiinnt zu verwenden.

Bei 4 © C betrdgt die Haltbarkeit 1 Jahr.

Bestimmungsansatz
In dest. HoO-gespiilte Reagenzrohrchen werden nacheinander pipettiert:

3,00 ml Puffer
0,20 ml Probe bzw. Weinverdiinnung mit hochstens 50 mg Milch-

sdure/l
0,20 ml NAD-Losung

Nach Mischen wird die Extinktion E;: bei 340 nm gemessen, hierauf Zusatz von

0,02 ml L-LDH
0,02 ml D-LDH

Die Reagenzgliaser werden geschwenkt, mit einer Folie (z. B. Parafilm) ver-
schlossen und wihrend genau 60 Minuten bei 25 ° C im Wasserbad inkubiert. Hier-
auf wird die Extinktion erneut gemessen (E.). Es sind gleichzeitig mindestens
3 Nullproben — Wasser anstelle lactathaltiger Proben — mitzufiihren; die hie-
fir erhaltene Extinktionsdifferenz E:>—FE wird als Blindwert von den Extink-
tionsdifferenzen der lactathaltigen Ansitze abgezogen.

Berechnung:  Aus

. Mole Milchsaure/ml Probe = AE-V

erd-v
ergibt sich fiire = 6,22 cm?® / p. Mol und A = 340 nm,

Probenmenge (v) = 0,2 ml, Reaktionsvolumen (V)
= 3,42 ml, Schichtdicke (d) = 1 cm:

mg gesamte Milchsdure/l = A E - 247,65
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Zur Ueberpriifung wurden eine Anzahl hiesiger Rot- und Weiflweine nach drei
Methoden auf ihre Milchsduregehalte untersucht; miteinander verglichen wurden
folgende Verfahren:

1. Bestimmung unter Abtrennung der Siuren an Anionenaus-
tauschern (6), Ca (OH)2- und CuSOs-Behandlung der Eluate
und darauffolgende Lieb-Zacherl-Oxydation (4),

2. die hier beschriebene enzymatische L(+)- und D(—)-Lactat-
bestimmung und

3. die Lieb-Zacherl-Methode in der Modifikation nach Koch und
Bretthauer (2).

In der nachstehenden Tabelle sind die an 21 Weinen ermittelten Ergebnisse
zusammengefafit.

Milchsiurebestimmungen an Weinen. Vergleich dreier Methoden

Gehalte an gesamter (L[+]- und D[—]—) Milchsdure

Weine Ionenaustauscher- Enzymatische M‘;éhoge nﬁ“h

Methode (1) Methode (2) Byt (3)

g/l g/l : gl &
Nr.
Rotweine:
2 ‘Trasadinger, 1966 3,41 347 4,23
21 Gamay Rutilant, 1966 2,40 2,24 3.70
22 Salvagnin, 1966 2,40 332 4,76
31 Rouge de Diolly, Pully, 1966 267 2,59 3,26
40 Pinot noir, Pully, 1966 4,10 3,99 4,91
72 Merlot, 1966 2,04 1,99 2,74
73  Merlot Viti, 1966 225 2,14 2,82
74 Nostrano, 1965 277 2,67 3,30
85 Twanner, 1966 4,37 4,43 491
Weillweine:

13 Lutry, 1966 2,48 2,54 74!
14 Johannisberg de Sion, 1966 2,87 2,60 4,48
16 Chateau la Batie, 1966 2,86 3,07 4,33
18 Chateau de Luins, 1966 2,30 2,30 3,35
19 St. Eloi, 1966 2,31 2,28 3,34
20 Fendant de Sion, 1966 2,61 2,42 4,16
29 Perle d’Alzey, Pully, 1966 2558 2,48 3,39
50 Ermitage, Spitlese, 1966 2,55 259 4,19
51 Malvoisie, Spitlese, 1966 2,06 2,08 4,41
57 Ermitage, 1966 2357 2,53 3,76
81 Tokajer, Spitlese, 1966 4,07 3,76 4,86
82 Auxerrois, 1966 2:33 2,46 3,16
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Die mit den Methoden 1 und 2 erhaltenen Resultate zeigen gute Uebereinstim-
mung; der Tendenz nach lieferte das enzymatische Verfahren geringfiigic — im
Mittel um 1,6 %0 — tiefere Werte als die Ionenaustauscher-Methode. Daf die Be-
stimmung nach Koch und Bretthauer bei vergorenen Getranken viel zu hohe Werte
vortduscht, bestitigt sich hier erneut; im Durchschnitt lagen die entsprechenden
Zahlen nahezu 50 %o iiber den tatsichlichen Gehalten.

Aut Grund dieser ersten Ergebnisse betrachten wir die enzymatische Methode
als vielversprechendes Verfahren, um Gesamtmilchsaurebestimmungen in Weinen
und weiteren Getrinken rasch und genau auch an grofleren Probenserien — z. B.
25 Bestimmungen je Person und Halbtag — durchzufiihren. Die Methode diirfte
geeignet sein, die bislang in Getrinkelaboratorien iiblichen schwerfilligen oder
ungenauen Verfahren weitgehend zu ersetzen. Wir beabsichtigen, in ndchster Zeit
weitere vergleichende Untersuchungen anzustellen.

Zusammenfassung

An 21 Weinen wurden die Milchsiduregehalte mit drei Methoden bestimmt. Das dabei
erstmals angewendete enzymatische Verfahren gestattete, die Milchsiuregehalte einfach,
rasch und genau zu erfassen.

Résumé

La teneur en acide lactique de 21 vins a été déterminée a 1’aide de trois méthodes. La
méthode enzymatique employée pour la premiere fois a permis un dosage simple, rapide et
-
precis.

Summary

21 wines have been assayed with three methods for lactic acid. An enzymatic method
has been used for the first time; it allowed an easy, fast and accurate determination of
total lactic acid contents.
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