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Synthese und Charakterisierung ausgewdhlter isotopenmarkierter Verbindun-
gen (Standards) in der SPME-Analytik von off-flavour Verbindungen
Teil 1: Ethylphenole
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Hohere Bundeslehranstalt und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau
A-3400 Klosterneuburg, Wiener Strafte 74
E-Mail: Walter.Brandes@weinobst.at

Zur Reduktion von in der SPME-Analytik haufig auftretenden Matrixeffekten ist die Verwendung von
isotopenmarkierten Verbindungen als interner Standard in Verbindung mit einer massenspektrometri-
schen Detektion haufig unverzichtbar. Die kommerziell verfligbare Anzahl solcher Substanzen ist im Ver-
gleich zu der grofRen Zahl an analytisch relevanten Verbindungen allerdings gering. In einigen Fallen kann
diese Liicke durch die Eigensynthese der benétigten Substanzen verkleinert oder sogar geschlossen wer-
den. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden zur Verbesserung der SPME-Analytik des Weinfehlers ,,Brettano-
myceston“ die dafiir beno6tigten Substanzen 4-Ethylphenol, 4-Ethylguajacol und 4-Ethylcatechol in teil-
weise deuterierter Form hergestellt und gereinigt. Die Verwendung dieser Verbindungen als interne
Standards in einer von uns entwickelten SPME-Methode erbrachte gute Reproduzierbarkeiten, hohe
Empfindlichkeiten und keinen Hinweis auf einen signifikanten Matrixeffekt.

Schlagworter: Brettanomyces, Synthese deuterierter Standards, Clemmensen Reduktion

In order to reduce matrix effects that frequently occur in SPME analysis, the use of isotope-labeled com-
pounds as an internal standard in conjunction with mass spectrometric detection is often indispensable.
However, the commercially available number of such substances is small compared to the large number
of analytically relevant compounds. In some cases, this gap can be reduced or even closed by in-house-
synthesis of the required substances.

In the first part of this work, the substances 4-ethylphenol, 4-ethylguaiacol and 4-ethylcatechol required
for the improvement of the SPME analysis of Brettanomyces off-flavor were prepared and purified in a
partially deuterated form. The use of these compounds as internal standards in an SPME method devel-
oped by us resulted in good reproducibility, high sensitivity and no evidence of a significant matrix effect.
Keywords: Brettanomyces, synthesis of deuterated compounds, Clemmensen Reduction
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Einleitung

Die Festphasen Mikroextraktion (SPME) hat sich
seit ihrer Erfindung und kommerzieller Verfiig-
barkeit auf Grund zahlreicher Vorteile als eines
der vielseitigsten Anreicherungs- und Selektions-
verfahren in der gaschromatographischen Analy-
tik etabliert. Vor allem sind hier hohe Anreiche-
rungen, geringe Probenvolumen und groRe Vari-
abilitat durch den Einsatz verschiedener Faserbe-
schichtungen und Applikationstechniken zu nen-
nen. Auch das dafiir bendtigte Probenaufgabe-
system ist im Vergleich zu anderen Anreiche-
rungsverfahren sowohl in der Anschaffung als
auch im Betrieb relativ kostenglinstig. Diesen
zahlreichen Vorteilen steht als gravierender
Nachteil der ausgepragte Matrixeffekt der meis-
ten SPME-Applikationen gegeniber. Bedingt
durch das sehr ungiinstige Phasenverhaltnis zwi-
schen Probenvolumen und Volumen des auf die
Extraktionsphase aufgebrachten Extraktionsma-
terials treten bei unterschiedlichen Proben teil-
weise so hohe Schwankungen der Messergeb-
nisse auf, dass die Verfahren fir die quantitative
Analytik haufig nur mit Einschrankungen brauch-
bar sind. Selbst die Verwendung von strukturell
sehr dhnlichen Verbindungen als interne Stan-
dards I6sen dieses Problem meist nur unbefriedi-
gend. Standardadditionen umgehen zwar diese
Schwierigkeit, erfordern aber einen erheblichen
Mehraufwand.
Die einzig befriedigende Lésung besteht in der
Verwendung von isotopenmarkierten Analyten
als interner Standard in Verbindung mit einer
massenspektrometrischen Detektion. Aus Kos-
tengriinden und wegen besserer Verfligbarkeit
spielen hier voll- oder teildeuterierte Verbindun-
gen die grofte Rolle. Trotz des jahrlich steigenden
Angebotes an kommerziell erhaltlichen deute-
rierten Substanzen ist ihre Zahl, gemessen an je-
ner der flr die Analytik benétigten Verbin-
dungen, noch immer sehr gering.
In einigen Fallen kann das kaufliche Angebot
durch die gezielte Eigensynthese erganzt werden.
Die Planung dieser Synthesen muss neben der
Verfligbarkeit entsprechender Ausgangsprodukte
dabei noch folgenden Uberlegungen Rechnung
tragen:

1. Der Massenshift der detektierten lonen

bei deuterierter und nicht deuterierter
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Substanz muss auf Grund des in jeder or-
ganischen Verbindung vorhandenen C-13
Anteils mindestens 2 betragen. Da bei
Ublichen massenspektrometrischen De-
tektionsverfahren neben dem Target-lon
mindestens ein Qualifier-lon zur Absiche-
rung der Richtigkeit verlangt wird, betrifft
diese Anforderung zumindest 2 lonen.

2. Das Target-lon sollte fiir die Erreichung
groBer Empfindlichkeiten der Methodik
eine hohe Intensitat aufweisen.

3. Die Deuterierung muss bei den ange-

wandten Probenaufarbeitungs- und
Messbedingungen hinreichend stabil
sein.

Obwohl fir die Verwendung als interner Standard
meist sehr kleine Substanzmengen notwendig
sind, ist die Verwendung groRerer Mengen an
Ausgangsverbindungen aus den folgenden Griin-
den haufig notwendig:

1. Die entsprechenden Reaktionsgefalle ge-
wahrleisten nur bei gewissen Mindest-
mengen definierte und kontrollierbare
Synthesebedingungen.

2. Die Ausbeuten einzelner Reaktionen sind
teilweise sehr gering.

3. Viele Aufreinigungsmethoden wie etwa
Destillation oder Kristallisation sind nur
bei gewissen Mindestmengen an Sub-
stanz moglich.

Aus den oben genannten Griinden sollten die flr
die vollstandige Synthese bendétigten Chemika-
lien relativ kostenglinstig erhaltlich sein.

Ziel dieser Arbeit war eine Verbesserung der
Messmethodik fiir die SPME-Analytik des Wein-
fehlers  Brettanomyces-Ton (auch ,Pferde-
schweilRton” genannt) durch die Synthese der
nicht oder nur schwer kommerziell erhaltlichen
Verbindungen 4-Ethylphenol (4-EP), 4-Ethyl-
guajacol (4-EG) und 4-Ethylcatechol (4-EC) in voll-
oder teildeuterierter Form. 4-Ethylguajocol wird
mittlerweile von einigen Anbietern wie US Biolo-
gical Life Science Shop, Toronto Research Chemi-
cals und Clear Synth verkauft, wobei nur die Pro-
dukte der ersten beiden Unternehmen die Deu-
terierung in der Ethylgruppe besitzen. Fir 4-
Ethylphenol und 4-Ethylcatechol in deuterierter
Form konnte von den Autoren keine Bezugsquelle
gefunden werden, jedoch wurde ein 4-Ethyl-
phenol-d4 von Pollnitz et al. als interner Standard
fiir die Bestimmung von 4-Ethylphenol und 4-
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Ethylguajacol in Wein hergestellt und angewen-
det.

Diese drei Verbindungen stellen in nicht deute-
rierter Form die Leitsubstanzen des als Brettano-
myceston (auch ,PferdeschweiRton“) bezeichne-
ten Weinfehlers dar. Ihre Bildung erfolgt in zwei
Stufen aus den Precursoren p-Hydroxycumar-
saure, Ferulasdure und Kaffeesaure. In der ersten
Stufe werden diese Verbindungen zu den ent-
sprechenden Vinylphenolen decarboxyliert. Zu
diesem Schritt sind eine Reihe von Hefen und
Milchsdurebakterien befahigt (Dugelay et al.
1993, Shinohara et al. 2000, Couto et al..2006).
Die zweite Stufe, die Hydrierung der Vinylphenole
zu den entsprechenden Ethylphenolen, wird da-
gegen fast ausschliefllich von Hefen der Gattung
Brettanomyces durchgefiihrt (Chatonnet et al.
1992, Chatonnet et al. 1995, Suarez et al 2007,
Milheiro et al. 2019). Die in Wein gefundenen
Konzentrationen reichen von wenigen pg/l bis
Uber 1 mg/l. Der Schwellenwert fiir die Klassifika-
tion als fehlerhaft ist von dem betreffenden Wein
abhangig und wird fir 4-Ethylphenol mit 230-
450 pg/l, fur 4-Ethylguajacol mit 33-135 pg/l und
fur 4-EC mit 60-775 pg/l angegeben (Lattey et al.
2010, Francis et al. 2005, Nikfardjam et al. 2009,
Petrozziello et al. 2014; Wedral et al. 2010). Alle
drei Substanzen kdnnen nach vorheriger Acylie-
rung mittels SPME-Analytik mit hoher Empfind-
lichkeit detektiert werden (Carillo et al. 2007). 4-
EP und 4-EG sind auch ohne Derivatisierung der
SPME-Analytik zuganglich (Matorell et al. 2002,
Pizarro et al. 2007).

Material und Methoden
Chemikalien und Reagenzien

4-Hydroxyacetophenon 99 % (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)
4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon 98 % (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Deuteriumoxid 99,9 Atom % (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)

Deuteriumchlorid 35 % in D20 99 Atom % (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Methanol Rotisolv 99,9 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Methanol-OD 99 Atom % (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)

Natriumchlorid (Sigma Aldrich, St. Louis, Mis-
souri, USA)

Zinkpulver (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA)
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tert-Butylmethylether 99,5 % (Roth, Karlsruhe,
BRD)

Natriumsulfat wasserfrei gekérnt 99,5 % (Roth,
Karlsruhe, BRD)

Salzsaure 35 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Natriumhydroxid 98 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Dichlormethan 99,5 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Bortribromid 99 % (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA)

Methanol Rotisolv (Roth, Karlsruhe, BRD)
Essigsaure p. A. 100 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Ameisensaure 98 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Natriumacetat p. A. 99 % (Roth, Karlsruhe, BRD)
Propionsdureanhydrid 98,5 % (Roth, Karlsruhe,
BRD)

Molekularsieb 4A (Roth, Karlsruhe, BRD)
Hypophosphorige Sdure 50 % in Wasser (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Messgerate und -bedingungen

Flissigchromatograph: 1200 HPLC mit 1200 Dio-

den Arraydetektor (beides Fa. Agilent, St. Clara,

USA)

Trennsaule: InfinityLab Poroshell 120 SB-C18,

2,1x150 mm, 2,7 u (Fa. Agilent, St.Clara, USA)

Saulentemperatur: 40° C

Laufmittel A: 0,5 % Ameisensaure in Deionat

Laufmittel B: Methanol

Fluss: 0,24 ml/min

Gradientenprogramm: 0-10 min 70 % A/30 % B
15 min 50 % A/50 % B
15-30min 50 % A/50 % B
30-35min 70 % A/30 % B

Die Detektion der einzelnen Verbindungen er-
folgte bei 270 nm.

Gaschromatograph: 6890N Gaschromatograph
mit 5975 massenspektrometrischem Detektor
(beide Fa. Agilent, St. Clara, USA) und Combi PAL-
Probengeber (Fa. CTC-Analytics, Zwingen,
Schweiz)

Trennsdule: ZB-WAX 60 m Lange, 0,25 mm Innen-
durchmesser, 0,25 pum Filmdicke (Fa. Pheno-
menex, Aschaffenburg, BRD)

Fluss: 1,2 ml/min, konstant

Injektor-Temperatur: 250° C
Transferline-Temperatur: 250° C
Temperaturprogramm:

Initialtemperatur: 50° C, 3 min

Level 1: 10° C/min. = 100° C, 0 min

Level 2: 6° C/min. > 250° C, 7 min
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Fiir die Detektion und Quantifizierung der einzel-
nen Verbindungen wurden folgende lonen aufge-
nommen:

4-Ethylphenol (4-EP) Targetion 107,
Qualifierion 122
4-Ethylphenol-d5 (4-EP-d5) Targetion 109,
Qualifierion 127
4-Ethylguajacol (4-EG) Targetion 152,
Qualifierion 137
4-Ethylguajacol-d5 (4-EG-d5)  Targetion 157,
Qualifierion 139
4-Ethylcatechol (4-EC) Targetion 138,
Qualifierion 123
4-Ethylcatechol-d5 (4-EC-d5)  Targetion 143,

Qualifierion 125

Arbeitsvorschriften
Syntheseschritte

4-Ethylphenol-d5

2,04 g (10 mMol) 4-Hydroxyacetophenon werden
in einem 100ml-Rundkolben mit Magnetriihrstab
mit 3 ml CH30D, 3 ml Deuteriumoxid und 0,3 ml
35%iger Deuteriumchlorid-Losung eine Stunde
unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Nach dem
Abkihlen wird das Lésungsmittel unter intensi-
vem Rihren im Wasserbad bei ca. 80° C im
Membranpumpenvakuum mit einer chemiefes-
ten Membranpumpe weitgehend entfernt und
der Riickstand 10 Minuten im Olpumpenvakuum
getrocknet. Die gesamte Prozedur wird wieder-
holt und der danach verbleibende Riickstand
nach Zugabe von 3,4 g Zinkstaub mit 7,5 ml Deu-
teriumoxid und 7,5 ml 35%ige Deuteriumchlorid-
Losung 3 Stunden unter Rickfluss zum Sieden er-
hitzt. Nach dem Abkiihlen wird die Losung in ein
50ml-Zentrifugenréhrchen mit 3 g NaCl Gberfihrt
und bis zur weitgehenden Auflésung des Kochsal-
zes gemischt. Die Losung wird 2-mal mit je 10 ml
t-Butylmethylether extrahiert. Die vereinigten
Etherextrakte werden mit Natriumsulfat getrock-
net und der Ether am Rotationsverdampfer weit-
gehend entfernt. Der Riickstand wird einer Was-
serdampfdestillation unterworfen. Nach Uber-
gang von ca. 70 ml Destillat wird die Destillation
beendet, im Destillat 10 g NaCl gelost und in ei-
nen Scheidetrichter Uberflihrt. Nach 3-maliger
Extraktion mit je 10 ml Dichlormethan werden
die vereinigten Extrakte mit Natriumsulfat ge-
trocknet und anschlieRend das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer maoglichst vollstandig ent-
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fernt. Der Riickstand wird mit 10 ml 20%iger Salz-
saure und einer Spatelspitze Zinkstaub eine
Stunde am Riickfluss gekocht. Nach Abkiihlen der
Losung werden 3 ml 10molare Natronlauge zuge-
geben, die Losung in ein 50ml-Zentrifugenréhr-
chen mit 3 g Kochsalz Gberfiihrt und bis zur weit-
gehenden Auflésung des Kochsalzes gemischt.
Die Losung wird anschliefend 2-mal mit je 10 ml
t-Butylmethylether extrahiert und die vereinigten
Etherextrakte mit Natriumsulfat getrocknet. Die
Prozedur wird einmal wiederholt. Der danach er-
haltene Riickstand wird im Vakuum einer Dreh-
schieberpumpe bei ca. 1 mBar destilliert und das
zu Beginn ibergehende, nahezu farblose Destillat
gesondert aufgefangen.

4-Ethylguajacol-d5

2,49 g 4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon wer-
den wie unter 4-Ethylphenol-d5 beschrieben be-
handelt.

4-Ethylcatechol-d5

2 ml 4-Ethylguajacol-d5 werden in 20 ml (ber
Molekularsieb getrocknetem Dichlormethan ge-
[6st und auf 0° C gekiihlt. AnschlieRend wird un-
ter Stickstoffatmosphare und Riihren eine Losung
von 4 ml Bortribromid in 5 ml trockenem Dichlor-
methan tropfenweise zugegeben, danach 2 Stun-
den unter Rickfluss zum Sieden erhitzt und an-
schlieBend bei Raumtemperatur Gber Nacht ste-
hen gelassen. Am néachsten Tag wird unter Rih-
ren ein Gemisch von 80 ml Deionat und 0,5 ml
50%iger Hypophosphoriger Sdure tropfenweise
zugegeben und die Mischung noch ca. 10 Minu-
ten intensiv geriihrt. Nach Uberfiihrung in einen
Scheidetrichter und Abtrennung der Dichlorme-
thanphase wird noch 2-mal mit je 25 ml Dichlor-
methan extrahiert und die vereinigten Extrakte
mit Natriumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan
wird am Rotationsverdampfer unter Stickstoffat-
mosphare abgedampft. Das Rohprodukt wird bei
ca. 0,2 mBar unter Stickstoffatmosphare destil-
liert.

Die Gehaltsbestimmung aller drei Endprodukte
erfolgte mittels HPLC durch Flachenvergleich der
gemessenen Peaks mit gleichen molaren Kon-
zentrationen der nicht deuterierten Substanzen
und ergab fiir 4-Ethylphenol-d5 98,7 %, 4-Ethyl-
guajacol-d5 99,3 % und 4-Ethylcatechol-d5
97,6 %. Die Massenspektren aller drei Endpro-
dukte wurden nach Derivatisierung mit Propions-
dureanhydrid auf einem Gaschromatographen
mit massenspektrometrischem Detektor aufge-
nommen.
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Analytik

Fir die quantitative Bestimmung von 4-EP, 4-EG
und 4-EC in Wein wurde folgendes Derivatisie-
rungsschema entwickelt. 10 ml Probe wurden in
einem 10 ml Messkolben mit 100 pl interner
Standardlésung (4-EP-d5, 4-EG-d5, 4-EC-d5 je
50 mg/lin 40 % Ethanol) gemischt. Davon wurden
3 ml in einem Zentrifugenréhrchen mit 1 g di-Ka-
liumhydrogenphosphat versetzt und bis zur Auf-
I6sung des Salzes mit einem Vortexmischer egali-
siert. Nach Zugabe von 200 ul Propionsaurean-
hydrid wurde erneut ca. 1 Minute mit einem Vor-
texmischer egalisiert und die Losung anschlie-
Rend in ein 15ml-Vial mit Magnetriihrstab geleert
und sofort mittels Schraubkappe und Teflondich-
tung verschlossen. Die Extraktion der Analyten
erfolgte 50 Minuten im Gasraum mit einer 65 pm
DVB-PDMS Faser (Fa. Sigma, St. Louis, USA) bei
40° C. Die Desorption erfolgte 3 Minuten im split-
less mode des GC-Injektors.

Gasfluss: 1 ml/min

Splitless Zeit: 3 min

Injektortemperatur: 250° C
Transferlinetemperatur: 250° C
Temperaturprogramm:

Oven 50° C, Holdtime: 3 min

Level 1: 10° C/min = 100° C, 0 min

Level 2: 6° C/min > 250° C, 7 min

Laufzeit: 40 min

Fir die Detektion und Quantifizierung der einzel-
nen Verbindungen wurden folgende lonen aufge-
nommen:

4-EP  Target lon 107, Qualifier lon 122

4-EP d5 Target lon 109, Qualifier lon 127

4-EG  Target lon 152, Qualifier lon 137
4-EG-d5Target lon 157, Qualifier lon 139

4-EC  Target lon 138, Qualifier lon 123
4-EC-d5Target lon 143, Qualifier lon 125

Die Kalibration erfolgte durch Zugabe von Kon-
zentrationen der einzelnen Verbindungen im Be-
reich von 25 bis 1000 pg/I zu einem Rotwein, des-
sen urspringlicher Gehalt an den Analyten rech-
nerisch ermittelt wurde.

Fir die Bestimmung der Wiederfindungsrate
wurden zu 2 Weil3- und 2 Rotweinen durch Zusatz
die Konzentration der Analyten um 100, 250 und
500 pg/l erhéht und danach sowohl die Ur-
sprungsweine als auch die Additionen analysiert.
Die Bestimmung der Wiederholbarkeit erfolgte
durch 4-fache Analyse von 2 WeiR- und 2 Rotwei-
nen.
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Ergebnisse und Diskussion

Alle drei Verbindungen besitzen 5 Wasserstoff-
atome in der Ethylgruppe, 4 bzw. 3 weitere an
den aromatischen Kern gebundene und 1 bzw. 2
an den Hydroxygruppen. Lediglich 4-EG besitzt
dariiber hinaus noch die 3 Wasserstoffatome der
Methoxygruppe. Die aciden Wasserstoffatome
der Hydroxygruppen unterliegen in wassriger L6-
sung sehr schnell einem Austausch und sind da-
her fiir eine Substitution durch Deuterium unge-
eignet. Fur die Synthese der deuterierten Deri-
vate kommt daher entweder ein teilweiser oder
vollstandiger Ersatz der Wasserstoffatome der
Ethylgruppe durch Deuterium oder die entspre-
chende Substitution der am aromatischen Kern
gebundenen Wasserstoffatome in Frage. Auf
Grund der grofReren Stabilitdt von aliphatisch ge-
bundenem Deuterium gegeniiber Austauschreak-
tionen wurde der Ethylgruppe der Vorzug gege-
ben. Dies gilt umso mehr, als es sich bei allen drei
Verbindungen um m-elektronenreiche Aromaten
handelt, die elektrophilen Austauschreaktionen
im Kern und damit verbundenen Deutererium-
verlust besonders leicht zuganglich sind.

Als Ausgangsverbindungen wurden urspriinglich
fir alle drei Substanzen die entsprechenden Ace-
tophenonderivate gewahlt. Die Umwandlung der
Ketogruppe dieser Verbindungen in eine volldeu-
terierte Methylengruppe ist mit einer Reihe von
Reaktionen moglich. Da alle drei Verbindungen
ausreichende Saurestabilitdt besitzen und dar-
Uber hinaus die deuterierten Reagenzien fir die
Umwandlung kommerziell leicht zugédnglich sind,
erschien die Clemmensen Reduktion mit Zink und
Deuteriumchlorid als die geeignetste Methode
(Buklavka 2004).

Eine direkte Clemmenson Reduktion der Aus-
gangsverbindungen ist nicht moglich, da die
durch Keto-Enol-Tautomerie aciden Wasserstoff-
atome der Acetylgruppe wahrend der Reaktion
teilweise durch Deuterium ersetzt werden und in
Bezug auf die Isotopenverteilung uneinheitliche
Produkte erhalten werden. Aus diesem Grund
wurden vor der Clemmensen Reduktion die Was-
serstoffatome der Acetylgruppe weitgehend
durch Deuterium ersetzt. Zur schnellen Einstel-
lung des Austauschgleichgewichtes wurde Deute-
riumchlorid als Katalysator verwendet. Die Syn-
these verlauft mit Ausbeuten zwischen ca. 60 %
bei 4-EG und ca. 80 % bei 4-EP. Die Hauptverluste
treten beim Ersatz der drei Wasserstoffatome der
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Acetylgruppe gegen Deuterium auf, da hierbei in
groRerem AusmalR Aldolreaktionen unter Bildung
harziger Nebenprodukte stattfinden. Die Clem-
mensen Reduktion selbst verlauft dagegen mit
sehr hohen Ausbeuten. Das primare Endprodukt
weist allerdings einen Massenshift von 7 bei 4-EP
bzw. 8 bei 4-EG auf, da unter den gewahlten Re-
aktionsbedingungen die am Kern gebundenen
Wasserstoffatome ebenfalls teilweise oder voll-
standig durch Deuterium ersetzt werden. Der
Riicktausch dieser Deuteriumatome durch Was-
serstoffatome erfolgte unter den Bedingungen
der Clemmensen Reduktion mit nicht deuterier-
ten Reagenzien wobei hier nur geringe Mengen
Zinkstaub als Oxidationsschutz bendtigt werden.
Die 5 aliphatisch gebundenen Deuteriumatome
der Ethylgruppe werden hierbei nicht ausge-
tauscht.
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Die Massenspektren von 4-EP und 4-EG (Abb. 1
und 2.) nach der Derivatisierung mit Propionsau-
reanhydrid weisen eine Reihe von Gemeinsam-
keiten auf. Vom Molekiilion ausgehend wird zu-
erst der Propionsaurerest abgespalten und dar-
aus durch weitere Elimination der Methylgruppe
der Ethylgruppe die fir Alkylaromaten charakte-
ristische Tropyliumstruktur gebildet. Bei 4-EP ist
die Tropyliumstruktur Basispeak, bei 4-EG dage-
gen die Struktur nach Abspaltung des Propion-
saurerestes. Der Massenshift bei den deuterier-
ten Produkten gegeniiber den nicht deuterierten
Verbindungen betragt beim Molekiilion und beim
ersten Spaltprodukt 5, bei der Tropyliumstruktur
aber nur 2 (Abb. 3 und 4).

Abb. 1: Massenspektrum von 4-Ethylphenol nach Derivatisierung mit Propionsaureanhydrid
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Abb. 2: Massenspektrum von 4-Ethylguajacol nach Derivatisierung mit Propionsdureanhydrid
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Abb. 3: Massenspektrum von 4-Ethylphenol-d5 nach Derivatisierung mit Propionsdaureanhydrid
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Abb. 4: Massenspektrum von 4-Ethylguajacol-d5 nach Derivatisierung mit Propionsaureanhydrid
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3. Eine einfache Abtrennung des 4-Ethylca-

Diese fiir 4-EP und 4-EG befriedigende Synthese- techols nach der Clemmensen Reduktion
vorschrift konnte aus den folgenden Griinden fir von den Nebenprodukten durch Wasser-
4-EC nicht erfolgreich angewendet werden. dampfdestillation ist auf Grund der gerin-
1. Sowohl Ausgangs- als auch Endprodukt gen Wasserdampffliichtigkeit von 4-EC
bendtigen auf Grund ihrer Sauerstoff- nicht moglich.
empfindlichkeit das Arbeiten unter In-
nertgasatmosphdre. Die Demethylierung von 4-EG-d5 durch Bortribro-
2. Das Abdampfen des Methanol-OD/Deu- mid unter Stickstoff ist dagegen vergleichsweise
teriumoxid/Deuteriumchlorid-Gemi- unkompliziert und unter den gewahlten Bedin-
sches vom 3,4-Dihydroxyacetophenon gungen praktisch quantitativ. Allerdings muss mit
fahrt zu einer dunkel geférbten, hochvis- einem betrachtlichen Uberschuss Bortribromid
kosen Flussigkeit mit erheblichem Anteil gearbeitet werden wihrend theoretisch nur zwei
an Losungsmittel anstelle eines kristalli- Drittel Aquivalente der Verbindung notwendig
nen Produktes. waren (Kosak et al. 2015). Offenbar ist durch die
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benachbarte Position der Hydroxy- und Me-
thoxygruppe die Reaktion sterisch gehemmt. Das
Massenspektrum von 4-EC nach Derivatisierung
mit Propionsaureanhydrid weist einen Unter-
schied zu den entsprechenden Spektren von 4-EP
und 4-EG auf (Abb. 5). Als ,,Molekilion” tritt nur
die einfach veresterte Verbindung auf, wobei sich
hier nicht entscheiden lasst, ob nur eine der bei-
den Hydroxygruppen mit Propionsaureanhydrid
reagiert oder im Fall einer doppelten Veresterung
die Abspaltung eines Sdurerestes unter den Stan-
dardbedingungen der ElektronenstoRionisation
vollstandig ist. Die weitere Fragmentierung er-
folgt auch hier durch Abspaltung der Pro-
pionylgruppe zum Basispeak und danach durch
Eliminierung einer Methylgruppe zur Bildung der
Tropyliumstruktur. Der Massenshift zwischen
deuteriertem und nicht deuteriertem Produkt be-
tragt auch hier fiir die ersten beiden lonen 5 und

BRANDES und SARI

flir das dritte lon 2 (Abb. 6). Die chromatographi-
sche Trennung der deuterierten und nicht deute-
rierten Verbindungen ist unter den hier gewahl-
ten Bedingungen praktisch vollstandig (Abb. 7).
Die Kalibration ergab fiir alle 3 Verbindungen bis
zu einer Konzentration von 1 mg/l sehr gute Line-
aritat (Abb. 8 bis 10). Die Wiederfindungsraten
schwankten zwischen 82,2 % und 123,4 %, der
groRte Teil der Ergebnisse wies aber keine gro-
Rere Abweichung als 10 % vom theoretischen
Wert auf (Tab. 1). Die groRte relative Standardab-
weichung der Wiederholungen betrug maximal
11,8 % (Tab. 2). Die aus den Signal-Rausch-Ver-
héltnissen errechneten Nachweisgrenzen liegen
far 4-EP bei 0,06 pg/|, fiir 4-EG bei 0,25 pg/l und
fir 4-EC bei 0,4 pg/|. Die entsprechenden Bestim-
mungsgrenzen sind 0,2 upg/l, 0,80 pg/l und
1,2 pg/l.

Abb. 5: Massenspektrum von 4-Ethylcatechol nach Derivatisierung mit Propionsaureanhydrid
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Abb. 6: Massenspektrum von 4-Ethylcatechol-d5 nach Derivatisierung mit Propionsdureanhydrid
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Abb. 7: Chromatogramm einer Standardlésung mit einer Konzentration von je 1 mg/l an 4-EP, 4-EG
und 4-EC
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Tab. 1: Wiederfindungsraten in 2 WeiBweinen (WW1 und WW?2) und 2 Rotweinen (RW1 und RW2)
in % nach Zusatz von 100 (Wf1), 250 (Wf2) und 500 ug/| (Wf3) von 4-EP, 4-EG und 4-EC

4-EP pg/l 4-EG pg/l 4-ECpg/l 4-EP 4-EG 4-EC 4-EP 4-EG 4-EC 4-EP 4-EG 4-EC
ohne Zusatz ohne Zusatz ohne Zusatz Wfl Wf1 Wfl Wf2 WwWf2 Wf2 Wf3 Wf3 Wf3

Ww1 0,48 0,20 0,69 91,3 82,4 84,2 123,4 115,0 115,0 105,7 103,3 106,5
Ww2 0,68 0,14 0,91 104,9 98,5 100,0 113,9 106,6 109,7 101,8 98,1 99,8
RW1 0,42 0,91 0,56 88,4 82,2 84,0 100,4 93,2 0956 103,7 99,8 1024
RW2 45,16 13,29 13,19 94,1 94,0 96,6 99,7 94,0 955 96,1 92,6 953
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Tab. 2: Relative Standardabweichung von 2 WeiRweinen (WW1 und WW?2) und 2 Rotweinen (RW1 und

RW?2) in % nach 4-maliger Analyse

4-EP 4-EG 4-EC
WW1 Mittelwert pg/I 0,19 0,20 0,29
WW2 Mittelwert pg/| 0,19 0,17 0,35
RW1 Mittelwert pg/I 0,20 0,78 0,49
RW2 Mittelwert pg/! 49,02 14,91 14,35
WW1 StdAbw. g/l 0,02 0,01 0,04
WW?2 StdAbw. pg/l 0,01 0,01 0,03
RW1 StdAbw. g/l 0,02 0,08 0,02
RW?2 StdAbw. pg/! 0,14 0,67 0,31
WW1 Rel.StdAbw. % 11,80 4,10 12,20
WW?2 Rel.StdAbw.% 2,70 7,80 8,90
RW1 Rel.StdAbw.% 10,20 10,00 4,20
RW?2 Rel.StdAbw.% 0,28 4,50 2,20
Zusammenfassung der synthetisierten Produkte als interner
Standard ergab hohe Empfindlichkeiten und bei
Ziel dieser Arbeit war die Synthese der den hier verwendeten Weinen keinen Hinweis

Verbindungen 4-Ethylphenol, 4-Ethylguajacol
und 4-Ethylcatechol in voll- oder teildeuterierter
Form als interner Standard fir die
Quantifizierung dieser drei Verbindungen in
Wein mittels SPME-Technik. Um einerseits

moglichst stabile Produkte bezuglich
Deuteriumverlust im Zuge der
Probenvorbereitung zu  vermeiden  und

andererseits hohe Empfindlichkeiten fir die

Detektion durch  massenspektrometrischen
Detektor zu erreichen, wurde bei allen
Verbindungen die Ethylgruppe als Zielort

gewahlt. Die Synthese fiir 4-Ethylphenol d5 und
4-Ethylguajacol d5 wurde mit befriedigenden
Ausbeuten durch Austausch der aciden
Wasserstoffatome  der  Acylgruppe durch
Deuterium und anschlieRender Clemmensen
Reaktion mit deuterierten Reagenzien der
entsprechenden Arylketone durchgefiihrt. 4-
Ethylcatechol d5 konnte auf Grund seiner hohen
Reaktivitat und Oxidierbarkeit des
Ausgangsproduktes auf diesem Wege nicht
synthetisiert werden. Diese Verbindung musste
daher durch Demethylierung von 4-Ethylguajacol
d5 mittels Bortribromid hergestellt werden. Alle
drei Endprodukte hatten einen Gehalt von ca.
98 %. Die Adaptierung einer in der Abteilung
etablierten SPME-Analytik unter Verwendung
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auf Matrixeffekte.
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