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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 84, 311-333 (1993)
Eingegangen 5. Mai 1993. Angenommen 7. Mai 1993

Ubersicht und Anwendung der HPLC-Analytik von Siuren
und Zucker in Wein

Survey and Application of HPLC Analysis of Acids and Sugars in Wine

A. Kaufmann

Schuler-Weine, Seewen SZ

Einleitung

In der Weinanalytik werden Zucker und Sduren mehrheitlich nasschemisch resp.
enzymatisch bestimmt. Trotz der vielen publizierten Arbeiten hat die HPLC oder
GC erst sehr begrenzten Zugang zur Weinanalytik gefunden. Neben der notwen-
digen Instrumentierung haben aber auch weitere Faktoren den Einzug der Instru-
mentalanalytik verhindert: Die Mehrzahl der publizierten Methoden eignen sich
wohl tiir Forschungslaboratorien, versagen aber in der routinemissigen Lebens-
mittelkontrolle oder der Betriebsanalytik. Einige der beobachteten Problempunk-
te: kurze Lebensdauer der analytischen Siulen, Interferenzen durch andere Wein-
inhaltsstoffe, Reproduzierbarkeitsprobleme, schlechte Wiederfindungen und um-
fangreiche Probenaufarbeitung. Das Fehlen von routinetauglichen Analyse- und
Screeningmethoden diirfte aber auch ein wesentlicher Grund fiir das Auftreten und
die Verbreitung von Weinskandalen sein. Mit dieser Arbeit soll eine HPLC-Me-
thode vorgestellt werden, welche bei uns wihrend 3 Jahren erfolgreich eingesetzt
wurde. Zudem soll ein grober Uberblick iiber die verschiedenen chromatographi-
schen Methoden zur Weinanalytik gegeben werden.

Methodeniibersicht

HPLC-Umkehrphase obne Derivatisierung (Siauren)

Aufgrund der Popularitit von Umkehrphasen wie C-18 gab es verschiedene
Versuche, Carbonsduren damit zu trennen (1-3). Dabei wird die mobile Phase mit
einer starken Sdure angesduert, um die Dissoziation der Analyten zuriickzudrin-
gen. Mit der Zugabe von Tetrabutylammoniumphosphat (2) wurde versucht, die
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Retentionszeit der Sduren zu verlingern. Trotzdem sind die Analyten noch zu polar
und niitzen deshalb den Arbeitsbereich einer C-18-Siule nur sehr unvollstindig
aus. So 1st z. B. ein Polaritatsgradient nicht realisierbar. Die Qualitit des C-18-Ma-
terials hat einen grossen Einfluss auf die Trennleistung. So wurde in unserem
Laboratorium beobachtet, dass nach einigen Einspritzungen Tricarbonsiuren wie
Citronensdure kontinuierliche Retentionszeitverkiirzungen zeigten. Wird mittels
UV detektiert, so kdnnen phenolische Komponenten oder Aminosauren interfe-
rieren. Ein Stufengradient nach Abschluss der Analyse zwecks Saulenreinigung ist
notwendig.

HPLC-Umkehrphase mit Derivatisierung (Siuren)

Die Derivatisierung von Carbonsiuren soll die Detektierbarkeit verbessern
sowle die Polaritit erniedrigen, um damit die Trennleistung von Umkehrphasen
besser ausnutzen zu konnen (4-6). Aufgrund der meist umfangreichen Probenauf-
arbeitung und ungentigenden Wiederfindung (besonders Di- und Tricarbonsauren)
konnten sich solche Methoden nicht durchsetzen. Wird der Arbeitsschritt der
Derivatisierung eingesetzt, so diirfte die nachfolgende Analyse auf einem Kapillar-
GC, aufgrund der hoheren Trennleistung, aussagekraftiger sein.

HPLC-Ionenausschluss (Siuren)

Siulen

Im Gegensatz zur Ionenaustauschchromatographie trennen Ionenausschluss-
saulen Mono-, Di-, und Tricarbonsiuren isokratisch auf. Die kommerziell erhilt-
lichen Ionenausschlussaulen arbeiten mittels mehreren Mechanismen (Ionenaus-
schluss, Grossenausschluss und Umkehrphasen-Mechanismus) (7). Deshalb wer-
den sowohl Siuren als auch Zucker getrennt. Diese Saulen sind in verschiedenen
ionischen Formen erhiltlich. Am verbreitetsten sind die Sdulen der Hydrogenform.
Sdulen mit anderen ionischen Formen wie Calcium, Blei usw. eignen sich fiir
spezifische Trennprobleme, wie z. B. Oligosaccharide und Zuckeralkohole. Diese
Saulen sind aber betreffend Trennleistung der Hydrogenform meist deutlich un-
terlegen. Alle Siulentypen arbeiten mit wisserigen mobilen Phasen. Aufgrund der
einfachen mobilen Phase kénnen die verschiedensten Detektionstechniken ver-
wendet werden. Viele Autoren versuchten, die Trennbedingungen zu optimieren,
um die wichtigsten Weininhaltsstoffe interferenzfrei zu bestimmen (8-10). Es muss
aber festgehalten werden, dass die Selektivitat von lonenausschlussaulen nur sehr
geringfligig durch die Analysenparameter beeinflusst werden kann. Eine hohe
Sdulentemperatur ist fiir brauchbare Zuckerpeaks notwendig (Erhohung der Mu-
tarotationsgeschwindigkeit von Zuckern). Die Verinderung der Siurekonzentra-
tion bringt nur geringe Retentionszeitverinderungen. Bei Einsatz von Siulen der
Hydrogenform kann die Sdurekonzentration nicht beliebig reduziert werden.
Aufgrund der dadurch fehlenden Dissoziationsunterdrickung der Sdureanalyten
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neigen diese dann zum Peaktailing. Zugaben von Acetonitril oder Cyclodextrinen
wurden in der Literatur (11) beschrieben, konnten sich aber nicht durchsetzen.

Detektion

a) RI-Detektion

Die am meisten angewendete Detektionstechnik ist der Refraktionsindex (RI).
Hier werden starke Interferenzen von Zucker mit den Sduren beobachtet. Geringe
Konzentrationen an Glucose, Fructose, Citronen- und Apfelsaure sind oft nicht
mehr quantifizierbar. Der RI-Detektor spricht aber im Gegensatz zum UV-Detek-
tor nicht auf phenolische Komponenten an. Im Gegensatz zu alteren Geriten sind
moderne RI-Detektoren heute durchaus routinetauglich.

b) UV-Detektion

Bei Wellenlingen um 215 nm lassen sich Carbonsauren detektieren. Phenole
interferieren, nicht aber Zucker. Meistens ist die Entfernung von Phenolen vor der
Analyse notwendig (12). Eine kombinierte UV-/RI-Detektion liefert deutlich mehr
Informationen. Interferenzen lassen sich aber auch so noch nicht vollstindig
eliminieren.

c) Elektrische Leitfahigkeit

Die elektrische Leitfihigkeit ist sehr spezifisch fiir Anionen. Sie eignet sich gut
fir die stark dissoziierten Siuren. Siuren mit hohen pK-Werten wie Essig- und
Milchsdure produzieren aber nur sehr schwache Signale. Da bei der Hydrogensaule
verdiinnte Saure als Eluent verwendet wird, resultiert eine hohe Grundleitfahigkeit.
Moglich ist der Einsatz von Hexansulfonsidure und einem Membransuppressor

(13).

Probenauftrennung

Trotz selektiver Detektion treten immer noch gewisse Peakiberlappungen auf.
Verschiedene Autoren (14, 15) trennen deshalb den Wein vor der Analyse in eine
neutrale und eine saure Fraktion auf. Die Trennung beruht auf der Anwendung
eines Anionenaustauschers. Die von uns getesteten Arbeitsvorschriften zeigten
unbefriedigende Resultate. Oft brachen schwache Siuren bei der Ionenaustau-
scherbehandlung bereits mit der neutralen Fraktion durch. Bei der Verwendung
von stark basischen Harzen in Hydroxidform wurden alle Sduren zuriickgehalten.
Daneben wurde aber eine unbefriedigende Wiederfindung von Glucose und Fruc-
tose beobachtet. Der verbleibende Anteil dieser Zucker wurde zusammen mit der
sauren Phase eluiert. Eine von uns entwickelte Methodik, sieche unten, verwendet
ein spezielles Harz, welches diese Problematik nicht zeigt. Zur Erreichung einer
besseren Auftrennung der Analyten wurden auch zwei Siulen hintereinander
geschaltet (16-18). Praktisch alle Autoren, die mittels UV detektieren, entfernen
vor der Analyse die phenolischen Weinkomponenten. Die iltere Methodik der
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Aktivkohlebehandlung ist nicht zu empfehlen. Dabei geht gewohnlich auch immer
Analytverloren. Die Behandlung mit C-18-Festphasenextraktionsréhrchen hinge-
gen zeigte keine messbaren Verluste an Analyrt.

HPLC-Ionenchromatographie (Anionen)

Obwohl die Idee nahe liegt, die Ionenchromatographie zur Analyse von Wein-
anionen heranzuziehen, eignet sie sich dazu nur bedingt. Gewisse Siuren wie
Essigsdure und Milchsdure sowie Apfelsiure und Weinsiure lassen sich mit den
meisten Sdulen nicht befriedigend trennen. Weit gewichtiger ist aber die Tatsache,
dass keine isokratisch betriebene Ionenaustauschsiule Mono-, Di- und Tricarbon-
sauren in einem Lauf trennen kann (19). Das Aufkommen der Gradientenionen-
chromatographie (20, 21) erméglicht die Auftrennung aller wichtigen Weinanio-
nen. Die verwendete Detektion, elektrische Leitfahigkeit, ist sehr selektiv und wird
von Nichtanionen nicht gestort. Meist wird Natronlauge als Eluent verwendet.
Zwischen Sdule und Detektor muss die Natronlauge mittels eines Membransup-
pressors aus dem Eluent entfernt werden. Die heutige Siulengeneration 16st aber
folgende Probleme noch nicht: Retentionszeitreproduzierbarkeit, nichtlineare Ka-
librationskurven, Systempeaks. Die heute erhiltlichen Hochleistungssiulen sind
niederkapazitiv. Der dynamische Bereich ist deshalb beschrinkt. Zudem ist eine
deutliche Abhingigkeit der Retentionszeit von der Konzentration des entspre-
chenden Analyten zu beobachten. Die Kalibration kann deshalb nicht automa-
tisiert werden. Zudem erschwert die faktische Monopolstellung eines Siulenher-
stellers die Verbreitung von Gradientenionenchromatographiemethoden sowie
deren Aufnahme als offizielle Testmethode. Trotz dieser Probleme diirfte aber die
Ionenchromatographie mit verbesserter Siulentechnologie in Zukunft an Bedeu-
tung gewinnen.

Kapillarelektrophorese (Anionen)

Die Kapillarelektrophorese wurde schon seit lingerer Zeit fiir die Weinanalytik
vorgeschlagen (22, 23). Seit kurzer Zeit sind nun auch Gerite kommerziell erhilt-
lich. Diese Methodik zeichnet sich durch die sehr hohe Trennleistung und kurze
Analysenzeit aus. Problematisch ist aber die Detektion. Aufgrund des Fehlens von
chromophoren Gruppen werden Carbonsauren mittels indirekter UV-Absorption
gemessen. Eine sehr unbefriedigende Basislinie ist deshalb bei dieser Detektions-
technik zu beobachten. Zurzeit ist der limitierte dynamische Bereich ein ungeléstes
Problem. Alle wichtigen Weinanionen eluieren innerhalb eines Analysenlaufes.
Aufgrund der Konzentrationsunterschiede der Analyten und des limitierten dyna-
mischen Bereiches sind aber zwei Einspritzungen mit unterschiedlichen Proben-
mengen notwendig.
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GC (Sauren)

Die meisten Carbonsduren im Wein sind nicht GC-giangig. Mittels vorgangiger
Derivatisierung lassen sich aber praktisch alle wichtigen Weinanionen (24-27)
mittels GC analysieren. Die kapillarchromatographische Trennung liefert sehr viele
Informationen und diirfte die Methode der Wahl fiir Screeningzwecke sein. Wie
bei den Kohlenhydraten wird die Silylierung und Acetylierung am haufigsten
eingesetzt. Im Gegensatz zur Zuckeranalytik (Mutarotationskinetik) entstehen
keine Mehrfachpeaks. Ungelost ist aber die mangelnde Ausbeute bei Tricarbonsiu-
ren.

Normalphasen-LC (Zucker)

Die Bestimmung von Zuckern mit NH» modifizierten Silikat-Siulen wird seit
lingerer Zeit praktiziert (15, 28). RI und neuerdings gepulste Amperometrie wird
dabei zur Detektion eingesetzt. Die mobile Phase besteht aus etwa 75% Acetonitril.
Neben der begrenzten Trennleistung stellt die Saulenalterung ein noch nicht gianz-
lich gelostes Problem dar. Die NH,-Gruppen der Siule reagieren mit Probenbe-
standteilen (Aldehyden und Ketonen) zu Schiffschen Basen. Die basischen NH>-
Gruppen verursachen zudem eine «Autohydrolyse» des Silicageltrigers. Mit neue-
ren NH-Sdulen auf Polymerbasis konnte dieses Problem gelost werden. Ansitze,
Acetonitril durch weniger toxische Losungsmittel zu ersetzen, existieren, konnten
sich bisher aber nicht durchsetzen. Von vielversprechenden Versuchen mit Siulen
auf der Basis von immobilisierten Cyclodextrinen wurde berichtet (29).

Ionenchromatographie (Zucker)

Bei hohen pH-Werten dissoziieren Zucker und lassen sich somit mittels Ionen-
austauschchromatographie bestimmen (30). Beim Einsatz von Gradientenionen-
chromatographie lassen sich Mono- und Oligosaccharide bestimmen. Aufgrund
der notwendigen Empfindlichkeit wird die elektrochemische Detektion der RI
vorgezogen. Um ein Faulen der Elektrode zu verhindern, wird die Technik der
pulsierenden Amperometrie (PAD) eingesetzt.

lonenausschluss (Zucker)

Aufgrund der Einfachheit werden Zucker sehr oft mittels Tonenausschluss
bestimmt (8-10, 14). Die Eigenschaft dieser Sdulen, sowohl Zucker als auch Sauren
zu trennen, ist sowohl Vor- als auch Nachteil. Aufgrund der hohen Beladbarkeit
kann RI zur Detektion eingesetzt werden. Zucker, Glycerin und Alkohol lassen
sich mit einem Lauf bestimmen. Aufgrund des hohen dynamischen Bereiches
konnen sowohl die geringen Zuckermengen als auch die hohen Alkoholkonzen-
trationen 1im Wein quantifiziert werden. Die ionische Form der Siule beeinflusst
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die Selektivitit der Trennung deutlich. Je nach Trennproblem soll deshalb die
entsprechende Siule gewihlt werden. Neben der RI-Detektion werden auch UV-
und gepulste Amperometrie eingesetzt. Die Amperometrie ist der UV-Detektion
an Empfindlichkeit und Selektivitit deutlich tuberlegen. Bei der Verwendung von
Borsdure als Eluent kann auch mittels elektrischer Leitfahigkeit detektiert werden
(31).

GC mit Derivatisierung (Zucker)

Verschiedene Derivatisierungstechniken ermoglichen eine kapillargaschroma-
tographische Zuckeranalytik (25, 27, 32-34). Am verbreitetsten ist die Silylierung
und Acetylierung. Einige Zucker eluieren aber nicht als einheitliche Peaks. Auf-
grund der Mutarotation bilden sich aus einem Zucker mehrere Derivate die auf der
Sdule aufgetrennt werden. Verschiedene Techniken (33, 34), wie eine vorgingige
Oxymierung oder Mercaptylisierung, verhindern teilweise oder ginzlich diesen
unerwinschten Effekt.

Schlussfolgerungen

Mit der Erhiltlichkeit von neuen Saulenmaterialien ist die Attraktivitit der C-18
Analytik fir Carbonsiuren stark gesunken. Die Ionenausschlussaulen haben sich
etabliert und aufgrund der einfachen Betriebsbedingungen eine zunehmende Ver-
breitung gefunden. Die ungentigende Trennleisung fiir den Wein stellt aber nach
wie vor ein Problem dar. Die Ionenchromatographie und evtl. die Kapillarelektro-
phorese diirften in Zukunft an Bedeutung gewinnen. Eine neue Saulentechnologie
ist aber notwendig, um reelle Proben unter Routinebedingungen messen zu kon-
nen. Die populire Normalphasenchromatographie von Zuckern diirfte zusehends
an Bedeutung verlieren. Die Ionenausschlusschromatographie setzt sich in diesem
Bereich immer mehr durch. Ein grosses Potential diirfte die Gradientenionenchro-
matographie mit gepulster amperometrischer Detektion haben. Derivatisierungs-
techniken, sowohl fiir Zucker als auch Sauren, eignen sich nur sehr beschrankt fir
den Routinebetrieb. Sie sind aber die Methoden der Wahl fur die Verifizierung von
Peakidentitidten bzw. Strukturaufklirungen von unbekannten Peaks.

Arbeitsvorschrift

Prinzip

Die verwendete lonenausschlusssdule trennt sowohl neutrale als auch saure
Komponenten. Aus diesem Grund wird der Wein zuerst mit einem lonenaustau-
scher quantitativ aufgetrennt. Die resultierenden zwei Fraktionen (neutral und
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sauer) werden getrennt, aber mit der gleichen stationiren/mobilen Phase analysiert.
Bei korrekter Arbeitsweise fillt die Trennleistung der Siule erst nach 2000-3000
Einspritzungen ab.

Instrumentierung

HPLC-Isokratisch (Hewlett-Packard-1090)
Sdulenheizung

Brechungsindex-Detektor (Hewlett-Packard-1047A)
UV-Detektor (Dioden Array Detector)
Zweikanaldatenstation

Festphasenextraktionsgerit (z. B. Adsorbex SPU Merck)
Sample Processor Visi-1 (Supelco Nr.: 05-7080)

Chemikalien

Natriumcarbonat 0,5 M

Schwefelsaure 1 M

Schwefelsiure 0,01 M

Ionenaustauscher: Bio-Rex 5, 100-200 Mesh (Bio-Rad-Nr.: 140-7841)
Methanol

Sdulen, Verbauchsmaterial

Ionenausschlussiule HPX-87H 300%7,8 mm (Bio-Rad-Nr.: 125-0140)
Vorsiule Micro-Guard H (Bio-Rad-Nr.: 125-0129)
Festphasenextraktionsrohrchen 200 mg C-18 3 ml

(Chromabond, MN; Nr.: 730 002)

Einwegspritzen 5 ml (Macherey-Nagel-Nr.: 718005)
HPLC-Disk-Probenfilter 0,45 um (Spartan Miiller Krempel, Nr.: 07.463.050)
leere Einwegextraktionsrohrchen 8 ml (ICT-Nr.: Al 600820)
HPLC-Probentlischchen mit Bordelkappen

Konditionierung des Ionenaustanschers

Fillen der leeren Extraktionssiule mit 1,5 g lonenaustauscher.

Gefillte Sdulchen auf Absaugvorrichtung.

4,5 ml Natriumcarbonat (0,5 M) in das Saulchen dispensieren und mit einem
Glasstab umriihren.

Mittels Vakuum absaugen und Lésung verwerfen.

2mal mit je 4,5 ml Natriumcarbonat (0,5 M) Rohrchen spiilen und Lésung
verwerfen.

2mal mit je 4,5 ml dest. Wasser spiilen und Lésung verwerfen.
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— 4,5 ml dest. Wasser zugeben, mit Glasstab umrithren und Lésung verwerfen.

— 2mal mit je 4,5 ml dest. Wasser spiilen.

— Rohrchen mittels Vakuum kurz leersaugen und einen 10-ml-Messkolben unter
die Ausflusskapillare des Rohrchens stellen.

Auftrennung der beiden Fraktionen

a) Neutrale Fraktion

— genau 1 ml Wein in ein konditioniertes Réhrchen dispensieren, absaugen in
Messkolben.

— 2mal mit je 4,0 ml dest. Wasser spilen und in Messkolben absaugen.

— Messkolben aus dem Festphasenextraktionsgerit entfernen und mit dest. Wasser
zur Marke auffiillen.

— Die resultierende Losung wird mittels einer Einwegspritze (nach einmaligem
Spiilen) durch einen 0,45-pum-Filter in ein Probenflischchen abgefiillt. Der Filter
kann fiir sechs Weine mit je zwei Doppelproben verwendet werden.

— Diese Probe kann nun anaylsiert werden.

b) Saure Fraktion

— Einen 10-ml-Messkolben unter die Ausflusskapillare des Rohrchens stellen.

— 3 ml Schwefelsiure (1 M) ins Réhrchen geben und in den Messkolben absaugen.

— 3 ml Schwefelsdure (1 M) ins Rohrchen geben und mit Glasstab umriihren,
anschl. in den Messkolben absaugen.

— 3 ml Schwefelsdure (1 M) ins R6hrchen geben und in den Messkolben absaugen.

— Messkolben entfernen und mit dest. Wasser zur Marke auffiillen.

— C-18-Festphasenextraktionsréhrchen mit 0,5 ml Methanol spiilen.

— Rohrchen 2mal mit je 3 ml dest. Wasser spiilen.

— Ausfluss des Rohrchens mit 0,45-um-Filter versehen.

— Mit der «sauren Phase-Losung» das C-18-Rohrchen fiillen.

— Mittels Sample Processor (Handpumpe) Losung durchpumpen.

— Den Pumpvorgang 2mal wiederholen (Filtrat verwerfen) und beim dritten Mal
Filtrat in ein HPLC-Flischchen abfiillen. Ein C-18-Réhrchen kann fiir die zweti
Proben einer Doppelbestimmung verwendet werden, der 0,45-pum-Filter kann
fiir 6 Weine mit je 2 Doppelproben verwendet werden.

— Die Probe kann nun analysiert werden.

HPLC-Analyse
HPLC-Parameter
Saule: HPX-87 H mit Vorsiule
Eluent: 0,01 M Schwefelsaure in Wasser
Fluss: 0,6 ml/min
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Saulentemperatur: 65E

Druck: etwa 65 Bar
Einspritzvolumina: 25 ul
Analysenzeit neutrale Phase: 26 min
Analysenzeit saure Phase: 25 min

Die Verwendung von 0,01 M Schwefelsaure ist notwendig, um reproduzierbare
Retentionszeiten und symmetrische Peaks zu erhalten. Die Saule wird zudem
kontinuierlich durch die Schwefelsiure regeneriert. Saccharose hydrolysiert unter
diesen Trennbedingungen. Eine Hydrolyse dieses Analytes lasst sich aber auch
beim Einsatz von Wasser als mobile Phase und einer tieferen Saulentemperatur
nicht gianzlich unterdriicken.

Detektoren

Der von uns verwendete RI-Detektor verursachte kaum technische Probleme.
Etwa 30 min nach der Inbetriebnahme kann die erste Analyse gefahren werden. Es
ist bekannt, dass dltere Gerite wesentlich lingere Einlaufzeiten bendtigen.

Das von uns verwendete Gerit erlaubt die Sptilung der Referenzzelle mit dem
Eluenten. Andere Gerite zweigen einen Teil des Eluentenstroms fiir die kontinu-
terliche Spiilung der Referenzzelle ab. Aufgrund der Moglichkeit von Retentions-
zeitverschiebungen diirfte das Einkanal- dem Zweikanalgerat tiberlegen sein. Mit-
tels eines Zeitprogrammes wird die Referenzzelle zwischen Einspritzung und
Einspritzpeak gespiilt und das Signal elektronisch auf Null gesetzt.

RI: Temp. RI-Detektor: 40 °C (neutrale und saure Phase). Die Referenzzelle des
RI-Detektors soll zu Beginn jeder Analyse gesptilt werden. Darauf erfolgt ein
Nullabgleich. Vorteilhafterweise wird dies mittels eines Zeitprogrammes
automatisch durchgefiihrt.

UV: 215 nm, Bandbreite 10 nm (saure Phase)
193 nm, Bandbreite 4 nm (neutrale Phase, nicht zwingend)
250 nm, Bandbreite 10 nm (saure Phase, nicht zwingend)

— Trennsdule und Vorsiule mit mobiler Phase (0,01 M Schwefelsiure) langsam
einfahren (bis zur stabilen Basislinie bei 193 nm und RI-Stabilitit).

Standard

a) Neutral: D(+)Glucose: 0,2g Muluplikationsfaktor F: 1
D(-)Fructose: 0,2 ¢ ¢ sl
Glycerin: 0,4 g ! il
Diethylenglycol: 0,2 g . S|
Ethanol: 10 ml ! |

— Auf 100 ml auffiillen. Danach 1:10 verdiinnen und filtrieren.
— Stabilitit im Kiihlschrank: 1 Woche.
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b) Sauer: Citronensaure:
L+Weinsaure:
L-Apfelsdure:
Bernsteinsaure:
Calcium-L-lactat:

Natrium-acetat:

Auswertung

0,10 g Muluplikationsfaktor F: 1

0,25 g i |

0,25 ¢ : . 1

0,40 ¢g : feal

0,20 g ; ": 0,6206
0,20 g ¥ 1 0.732

Auf 200 ml auffiillen. Danach 1:5 verdiinnen und filtrieren.
Stabilitit im Kihlschrank: 1 Woche

Je nach HPLC etwa 6 Proben zwischen zwei Standards einspritzen.
Retentionszeiten: siche Chromatogramme 1-7.

Zur optimalen Integration der Chromatogramme ist die Erstellung von Integra-

tionsmakros empfehlenswert.
Substanz

Glucose
Fructose
Glycerin
Diethylenglycol
Ethanol
Citronensaure
Weinsiure
Apfelsdure
Bernsteinsaure
Milchsaure
Essigsdure

Konzentrationsberechnung

zugehoriges Detektorsignal

RI

RI

RI

RI

RI

UV 215 nm
UV 215 nm
RI (in Spezialfillen: UV 215 nm)
RI

RI

RI

Apx s Mx s Fx e i0
Asx

Einwaage der Substanz x
Multiplikationsfaktor der Substanz x
Fliche der Substanz x im Standard

Fliche der Substanz x in der Probe
Konzentration der Substanz x im Wein (g/l;

Ausnahme: bei Ethanol Vol.-% ) «Ausgedriickt als freie Saure,
bzw. als Zucker wasserfrei»

Cr =
Legende: Mx =
Et—
Asx =
Apx =
(Cop =
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Diskussion der Analysenmethode

Probenvorbereitung

Das Festphasenextraktionsgerat, Adsorbex-SPU-Merck, wurde von uns zur
Probenaufarbeitung eingesetzt. Mittels eines Vakuums wird die Weinprobe bzw.
die Spiillésung durch den Ionenaustauscher gesogen. Es zeigte sich, dass 12 Proben
parallel aufgearbeitet werden kénnen. Ein Vorteil des verwendeten Gerites besteht
darin, dass durch das Anheben und Drehen des Deckels die Eluate von den
Auffanggefissen in den Ablauf geleitet werden kénnen. Bei der Verwendung eines
solchen Gerites konnen pro Tag und Person 18 Proben (Doppelbestimmung)
aufgearbeitet werden.

Die unten beschriebene Behandlung des Tonenaustauschers hat sich bewihrt
und sollte entsprechend durchgefithrt werden. Es ist méglich, die Konditionierung
des Tonenaustauschers nicht in den Extraktionsréhrchen, sondern in einem grossen
Chromatographierohr durchzufithren. Die Extraktionsréhrchen wiirden dann di-
rekt mit dem vorherig konditionierten Tauscher gefiillt werden. Der erwihnte
Ionenaustauscher wird von uns seit 3 Jahren eingesetzt. Die Méglichkeit, dass die
Selektivitit dieses Tauschers chargenabhingig ist, kann nicht ginzlich ausgeschlos-
sen werden. Sollten Sauredurchbriiche beobachtet werden, sollte der Tauscher in
die Hydroxidform umgewandelt werden. Beim Zuriickhalten von Fructose und
Glucose kénnten Mischformen von Chlorid und Carbonat eingesetzt werden.

Die C-18-Behandlung der sauren Phase ist notwendig, um phenolische Kom-
ponenten zu entfernen. Erfahrungsgemass liefern verschiedene Hersteller sehr
unterschiedliche Qualititen an Festphasenextraktionsréhrchen. Extraktionsréhr-
chen, welche die saure Fraktion eines Rotweines nicht vollstindig entfirben, sollten
nicht verwendet werden. Nicht ginzlich entfirbte Proben produzieren Peaks mit
Retentionszeiten von mehr als 30 min. Diese Substanzen erscheinen dann im
nichsten Chromatogramm.

Anwendungsgebiet

Diese Vorschrift ist fiir alle Traubenweine inkl. Champagner und Sauternes
geeignet. Anpassungen an unterschiedliche Gehalte, z. B. Zucker, sind nicht erfor-

derlich.

Bestimmbare Substanzen

Glucose, Fructose, Glycerin, Diethylenglycol, Ethanol, Citronensiure, Wein-
sdure, Apfelsiure, Bernsteinsaure, Milchsiure, Essigsiure.

Weitere Substanzen sind quantifizier- bzw. qualifizierbar, z. B. Trehalose, Sor-
bitol, Inositol, Shikimisdure, Ethylenglykol. Unnatiirliche Methanolmengen sind
ebenfalls bestimmbar. Saccharose ist wegen der Hydrolyse durch die mobile Phase

321
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 84 (1993)



nicht bestimmbar. Die Methode eignet sich sowohl zur Quantifizierung der wich-
tigsten Weininhaltsstoffe als auch zur Suche nach moéglichen extrakterhéhenden
Zusatzen.

Wiederfindung lonenaustanscherbehandlung

Mittels Standardlésungen wurde die Auftrennleistung des Ionentauschers gete-
stet. Die Konzentrationen der einzelnen Substanzen wurden einem «Durch-
schnittswein» angepasst. Damit soll abgeklart werden, ob Verschleppungen der
Zucker, Durchbriiche der Siuren bzw. irreversible Adsorption von sauren Kom-
ponenten erfolgt (Tabelle 1).

Die Wiederfindung liegt zwischen 98,15 und 100,89%. Die einzige Ausnahme
bildet Bernsteinsaure mit 83,75% Wiederfindung. Bei keiner Siure konnte ein
«Durchbrechen» in die neutrale Fraktion beobachtet werden. Ebenso wurden
keine Verschleppungen von neutralen Komponenten in die saure Fraktion festge-
stellt. Citronensdure und Essigsdaure weisen leicht héhere Standardabweichungen
als die restlichen Substanzen auf. Dieses Verhalten ist nicht durch die lonenaustau-
schertrennung verursacht. Die niedrige Konzentration dieser beiden Substanzen
im verwendeten Standard resultierte in kleinen, schwierig zu integrierenden Peaks.

Tabelle 1. Wiederfindung Tonenaustauschbehandlung

Neutrale Fraktion Saure Fraktion
Substanz Wiederfindung relative Wiederfindung relative
(%) Standardabweichung (%) Standardabweichung
(%) (%)

Trehalose (3 g/1) 99,28 2,02 - -
Glucose (3 g/l) 100,98 1,83 - -
Fructose (3 g/1) 100,55 1.92 - -
Glycerin (8 g/1) 99,85 0,67 - -
Diethylenglycol (2 g/1) 99.96 1,08 - -
Ethanol (10 Vol.-%) 99.96 0,83 - -
Citronensaure (1 g/l) - - 98,58 2,40
Weinsaure (2,5 g/1) = - 99,73 1,34
Apfelsaure (2,5 g/l) - - 98,15 1"53
Bernsteinsdure (3 g/1) - - 83,75 1,86
Milchsiure (1,3 g/l) — = 99,11 1,99
Essigsaure (0,8 g/1) - ~ 98,53 2,44

n = 20 Proben
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Wiederfindung nach C-18-Bebhandlung

Ein méglicher Verlust an sauren Analyten aufgrund der C-18-Reinigung wurde
geprift (Tabelle 2).

Wie zu erwarten, interferiert die apolare C-18-Phase nicht mit den polaren
Analyten, was sich in den guten Wiederfindungen zeigt.

Tabelle 2. Wiederfindung nach C-18-Behandlung

Substanz Wiederfindung (%) relative Standardabweichung (%)
Citronensaure (1 g/1) 100,1 0,99
Weinsdure (2,5 g/1) 100,36 0,58
Apfelsaure (2,5 g/1) 99,84 0172
Bernsteinsaure (3 g/l) 98,23 0,81
Milchsaure (1,3 g/1) 98,95 1517
Essigsaure (0,8 g/1) 99,17 220
n = 18 Proben
Linearitat

Um reelle Proben messen zu konnen, ist der dynamische Bereich und damit die
Linearitit des Detektorsignales von grosser Bedeutung (Tabelle 3).

Verglichen mit anderen Trenn- bzw. Detektionsmethoden, zeigt die lonenaus-
schlusschromatographie mittels RI-Detektion einen sehr grossen dynamischen
Bereich. Die grossen Konzentrationsunterschiede an Analyten, wie sie in Wein

vorkommen, kénnen damit mittels eines Analysenlaufes gemessen werden.

Tabelle 3. Linearitat

2

Substanz Minimale Konz. Maximale Konz. r

Trehalose 0,5 g/l 10 g/1 0,999999
Glucose 2 g/l 100 g/1 0,999982
Fructose 20 g/l 100 g/1 0,999992
Glycerin 1.5 o1 30 g/l 0,999999
Dietglycol 0,5 g/1 10 g/1 0,999845
Ethanol 1 Vol.-% 20 Vol.-% 0,999994
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Resultatevergleich mit klassischen Methoden

Alkohol

Verglichen mit der destillativen Alkoholbestimmung ist die Genauigkeit prak-
tisch identisch. Der limitierende Faktor stellt in diesem Fall das Auffillen der
aufgearbeiteten Probe im 10-ml-Messkolben dar.

Glycerin

Die Resultate fiir Glycerin sind verglichen mit anderen Bestimmungsmethoden
deutlich besser. Insbesondere sei hier die enzymatische Methode (Bohringer) er-
wihnt, welche bei der Matrix Wein unerkliarbare Abweichungen zeigt. Eine Be-
stimmung des Glycerin/Alkohol-Verhiltnisses ist bei der Verwendung einer klas-
sischen Glycerin und Alkoholbestimmung nur sehr bedingt zulissig. Im Falle
dieser HPLC-Methode werden mogliche Fehler neutralisiert, da Glycerin und
Alkohol in einem Analysenlauf bestimmt werden.

Zucker

Verglichen mit der Methode Rebelein liefert die beschriebene Methode stets
etwas niedrigere Werte. Dies ist besonders bei geringen Gehalten sehr ausgeprigt.
Bei hohen Zuckergehalten stimmen die Resultate von HPLC, Rebelein und Enzy-
matik gut iiberein. Da die Methode Rebelein alle reduzierbaren Substanzen als
Zucker erfasst, ist dieser Sachverhalt verstindlich. Bei geringen Zuckergehalten
(0-2 g/l) werden mit dieser HPLC-Methode ebenfalls etwas zu grosse Zuckerge-
halte gemessen. In diesem Konzentrationsbereich koeluieren mehrere nicht vergir-
bare Zucker und Zuckeralkohole mit den Peaks von Glucose und Fructose. Die
besten Resultate, bei geringen Restzuckergehalten, liefert die Enzymatik.

Weinsdure

Praktisch zusammen mit der Weinsiure eluieren Galacturonsiure und
Phosphorsdure. Wird das UV- statt das RI-Signal verwendet, lisst sich die Interfe-
renz durch diese zwei stérenden Substanzen reduzieren. Das gemessene Resultat
ist aber trotzdem in den meisten Fillen um etwa 5-15% zu hoch. Die Unterschiede
fallen besonders ins Auge, wenn mit der Rebelein-Methode verglichen wird. Die
dortverwendete Aktivkohle (Entfiarben des Weines) adsorbiert eine gewisse Menge
an Weinsaure und liefert damit zu tiefe Werte.

Restliche Séiuren

Bei hohen Konzentrationen ist die Ubereinstimmung zur Enzymatik gut. Bei
geringen Mengen, z. B. Apfelsdure und Citronensiure nach dem biologischen
Sdureabbau, werden zu hohe Werte erhalten. Ahnlich wie beim Zucker iiberlagern
in diesem Konzentrationsbereich andere Siuren die gesuchten Substanzen.
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Chromatogramme

Die Probenaufarbeitung mittels Ionenaustauscher und C-18-Festphasenextrak-
tion reduziert storende Komponenten stark. Es resultieren «saubere», gut integrier-
bare Chromatogramme. Die Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten ist derjeni-
gen von Umkehrphasentrennungen deutlich tiberlegen (Abb. 1-5).

Moglichkeiten und Grenzen der beschriebenen Methode

Es sind mehrere Methoden publiziert worden, die ebenfalls mittels Anionen-
austauscher die neutralen Komponenten von den sauren Inhaltsstoffen trennen. Bei
uns konnten diese Methoden nicht zufriedenstellend reproduziert werden. Bei der

RI
114
A B C D 0
A
19—M
=
(o)
o
=
—d
2 UV: 193 nm
5 414
< A B ¢ D E /\
A A .8
19
g ] [T AT (U T [ (T [T [ oy L L8 ) P s TR P30 ([ s [ [ Vs [ P [ T
i 2 3 [ ] 5 [3 T 8 3 2l e PR 1500 160 ke 1R 13 20 21 22 23 24 25
Zeit (min)
Abb. 1. Standard neutrale Komponenten
Legende: A = Glucose
B = Fructose
C = Glycerin
D = Diethylenglycol
E = Ethanol
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Abb. 2. Weine ohne Restzucker (Legende siehe Abb. 1)

Aufarbeitung brachen die schwachen Siuren mit der neutralen Fraktion durch den
Ionenaustauscher. Bei der Verwendung von stark basischen Austauschern in der
Hydroxidform wurden solche Durchbriiche nicht mehr beobachtet, dafiir wurde
aber bereits Fructose und Glucose von den Tauschern zuriickgehalten. Der von uns
verwendete Ionenaustauscher in der Hydrogencarbonatform zeigt bei sachgerech-
ter Anwendung keines der beiden Probleme (Ausnahme: unbefriedigende Wieder-
findung bei der Bernsteinsaure). Wein lisst sich auch ohne Probenaufbereitung
direkt mittels Ionenausschlusschromatographie untersuchen. In diesem Fall tiber-
lagern sich die neutralen und sauren Komponenten im Chromatogramm. Beson-
ders bei grossen Konzentrationsunterschieden von benachbarten Peaks ist dann
eine Quantifizierung nicht mehr moglich. Aus diesem Grund liefert die hier
vorgestellte Methode mit der vorhergehenden Auftrennung iiber einen Ionenaus-
tauscher wesentlich mehr und exaktere Informationen. Zudem ist durch die vor-
gangige lonenaustauschertrennung die Unterscheidung zwischen anionischen und
neutralen Analyten gegeben. Die Genauigkeit in bezug auf die klassische Analytik
oder Enzymatik ist vergleichbar. Der deutliche Vorteil liegt aber bei den signifikan-
ten Arbeits- und Kosteneinsparungen. Aufgrund der wenig toxischen Chemikalien
ist die beschriebene Arbeitsvorschrift gegeniiber den ilteren Methoden deutlich
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Abb. 3. Wein mit Restzucker (Legende siche Abb. 1)

umweltvertriglicher. Die Methode liefert vollstindige Daten zur Uberwachung der
Giarung und des biologischen Saureabbaus. Es ist mit dieser Methode méglich,
routinemassig Wein auf extrakterhohende Zusitze zu untersuchen.

Die beiden Chromatogramme 6 und 7 zeigen, dass Kontaminationen bzw.
Verfilschungen von Wein routinemissig erkannt werden konnen.

Sorbitolzusatz

Dieses Chromatogramm stammt von einem chilenischen Rotwein (Abb. 6). Der
ungewohnlich hohe Peak nach Fructose ist Sorbitol. Dieser Zusatz wurde bei der
routinemissigen Kontrolle von Degustationsmustern entdeckt. Die von uns infor-
mierten chilenischen Behorden verfiigten daraufhin Exportkontrollen und verhin-
derten so die Ausweitung dieses Weinskandales.

Die Abklirung der Identitit des Peaks gelang durch die Verwendung einer
Ca-Ionenausschlusssiule sowie durch Silylierung/GC-Trennung,.

Ethylenglycol

Nach unserem Wissen wurde Ethylenglycol, im Gegensatz zu Dietylenglycol,
keinem Wein absichtlich zugesetzt. Das Chromatogramm (Abb. 7) enthilt 3 g/
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Abb. 4. Standard saure Komponenten
Legende: K — Citronensaure

G = Weinsiure
H = Apfelsiure
I = Bernsteinsdure
J = Milchsiure
K

= Essigsaure

Ethylenglycol. Der urspriingliche Verdacht eines unerlaubten Zusatzes erwies sich
in diesem Fall als unbegriindet. Bei einer Inspektion der Kellerei konnte bei einem
Wirmeaustauscher ein Riss entdeckt werden. Durch diesen Riss trat ein kontinu-
ierlicher Strom an Kiihlflussigkeit (Ethylenglycol) in den zu kiithlenden Wein aus.

Es besteht die Moglichkeit, die Produkteidentitiat mit der beschriebenen Me-
thode sicherzustellen. Die Erfahrung zeigt aber, dass bei der Lagerung des Weines
Verinderungen auftreten, die das Analysenbild verandern.

Das Erkennen der Herkunft resp. Traubensorte ist nur bedingt méglich. So
erkennt man z. B. die Traubensorten Cabernet-Sauvignon und Shiraz an relativ
grossen Shikimisiuremengen.

Die beschriebene Methode ist bei der Verwendung eines entsprechenden
Geriteparks routinetauglich. RI-Detektoren der neueren Generation sind extern
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Abb. 5. Wein mit abgeschlossenem Sdureabbau (Legende siche Abb. 4)

ansteuerbar und konnen fir unbeaufsichtigte Analysenserien eingesetzt werden.
Bei uns sind gesamthaft tiber 6000 Proben mit der beschriebenen Methode analy-
siert worden.

Dank

Herrn K. Schelbert (Schuler Weine) und Herrn St. Heiner (Schuler Weine) fur die
praktische Durchfithrung der Methodenvalidierung. Herrn Dr. M. Brunner (Kantonales
Laboratorium Zirich) fir das Austesten der Methodik. Herrn Dr. R. Erter (Kantonales
Laboratorium Zurich) fir die gute Zusammenarbeit und die Durchsicht des Manuskriptes.

Zusammenfassung

Eine Ionenausschluss-HPLC-Methode fiir Wein wird beschrieben. Um Interferenzen
zwischen Sauren und Kohlenhydraten zu reduzieren, wird der Wein vor der Analyse mittels
eines Anionenaustauschers getrennt. Die resultierenden neutralen und sauren Fraktionen
werden getrennt auf der gleichen analytischen LC-Siule analysiert. Die Wiederfindungen,
die Linearitdt und die Reproduzierbarkeit werden diskutiert. Diese Methode ist in unserem
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Abb. 6. Wein Neutrale Fraktion mit Sorbitolzusatz (Legende siehe Abb. 1)

Laboratorium fiir mehrere tausend Weinanalysen verwendet worden. Sie eignet sich sowohl
zur Quantifizierung von bekannten Inhaltsstoffen als auch zur Bestimmung von Weinverfil-
schungen.

Reésumeé

Une méthode HPLC d’exclusion d’ions pour le vin est décrite. Pour réduire les interfe-
rences entre I’acide et les hydrates de carbone, le vin sera séparé avant I’analyse au moyen
d’un échangeur d’ions négatifs. Les fractions acides et neutres, qui en résultent seront séparées
sur la méme analyse par colonne LC. Les récupérations, la linéarité et la capacité de
reproduction sont discutées. Cette méthode a été utilisée dans notre laboratoire pour plusi-
eurs milliers de vins. Elle est bien connue pour les quantifications de substances et méme pour
la détection des vins frelatés.

Summary

A ion-exclusion HPLC method for wine analysis is described. In order to reduce
interferences between acids and carbohydrates, the wine 1s separated previous to the analysis
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Abb. 7. Wein Neutrale Fraktion mit Ethylenglycolkontamination (Legende sieche Abb. 1)

by an anion exchanger. The resulting neutral and acid fractions are analysed separately on the
same analytical LC column. The recovery rates, the linearity and the reproducibility are
discussed.

This methode has been used in our laboratory for the analysis of several thousands of
wines. It is suitable for the quantification of known compounds, as well as for the detection
of possible adulterations.
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