! P d' Mitteilungen Klosterneuburg 74 (2024): 41-56; DOI: 10.2478/mittklbg-2024-0004
ara Igl I I ISSN: 3061-063X (Online); 3061-0621 (Print)

Einfluss unterschiedlicher Parameter auf die Bildung aromaaktiver
Verbindungen aus Ascorbinsaure in Modellwein

Anna Heidrich, Alexandra Endres, Martin Pour Nikfardjam*

Staatliche Lehr- und Versuchsanstalt fiur Wein- und Obstbau
Traubenplatz 5, D-74189 Weinsberg

*Korrespondierender Autor: martin.pourn@Ilvwo.bwl.de

Zusammenfassung

Der Einfluss der Temperatur, des pH-Wertes, der Ascorbinsdure- und der Schwefeldioxid-Konzentration
auf den Abbau von Ascorbinsdure zu aromaaktiven Verbindungen wurde in Modellweinen untersucht.
Es zeigte sich, dass sowohl eine kiihle Temperatur (12 °C) als auch hohe Gehalte an freiem SO, (Schwe-
feldioxid) (50 mg/l) zu einer Verlangsamung der Bildung von aromaaktiven Abbauprodukten fihrt.
Darlber hinaus wirkt ein hoher pH-Wert ebenfalls hemmend. Diese Untersuchungen bestatigen damit
bereits publizierte Ergebnisse. Da Ascorbinsdure insbesondere bei Weil3- und Roséweinen zum Einsatz
kommt und hier die Bildung von aromaaktiven Substanzen offenbar leichter moglich ist als in Rotwei-
nen, kdnnen die vorgestellten Ergebnisse als Empfehlungen fiir 6nologische Handlungsweisen herange-
zogen werden.
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Abstract

Influence of different parameters on the formation of aroma-active compounds from ascorbic acid in
model wines. The influence of temperature, pH value, ascorbic acid, and sulfur dioxide concentration
on the degradation of ascorbic acid into aroma-active compounds was examined in model wines. It was
found that both cool temperature (12 °C) and high levels of free SO, (sulfur dioxide) (50 mg/I) slow down
the formation of aroma-active degradation products. Additionally, a high pH value also has an inhibitory
effect. These investigations thus confirm previously published results. Since ascorbic acid is particularly
used in white and rosé wines where the formation of aroma-active substances appears to be easier than
in red wines, the presented results can be used as recommendations for oenological practices.

Keywords: Furfural, 3-Hydroxy-2-pyrone, Ethyl-2-furoate, sulfur dioxide, GC-MS

Resumée

L'influence de la température, de la valeur du pH, de I'acide ascorbique et de la concentration en dioxyde
de soufre sur la dégradation de I'acide ascorbique en composés aromatiques a été examinée dans des
vins modeles. Il a été constaté que tant une température fraiche (12 °C) que des niveaux élevés de SO,
(dioxyde de soufre) libre (50 mg/l) ralentissent la formation de produits de dégradation aromatiques.
De plus, une valeur élevée du pH a également un effet inhibiteur. Ces investigations confirment donc
des résultats précédemment publiés. Etant donné que I'acide ascorbique est particulierement utilisé
dans les vins blancs et rosés, ou la formation de substances aromatiques semble étre plus facile que
dans les vins rouges, les résultats présentés peuvent étre utilisés comme recommandations pour les
pratiques cenologiques.
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Einleitung

Ascorbinsdure ist ein laut Verordnung (EU)
2019/934 Anhang | A Tabelle 2 Nummer 2.6 fiir die
Weinbereitung zugelassener Behandlungsstoff.
Die Hochstmenge im verkehrsfahigen Wein darf
nicht mehr als 250 mg/| betragen. Der Zusatz von
Ascorbinsaure zu Wein erfolgt dabei aus verschie-
denen Griinden.

Zum einen soll der Zusatz eine mogliche Bildung
der untypischen Alterungsnote (UTA) verhindern
oder zumindest verlangsamen. Zum anderen dient
die zugesetzte Ascorbinsdure als Antioxidans ge-
gen etwaig in der Flasche bereits vorhandenen
oder permanent durch den Verschluss eindringen-
den Sauerstoff (Schneider, 2013). Es muss bedacht
werden, dass der Zusatz an Ascorbinsdure nicht
ganz unkritisch gesehen werden kann. Denn As-
corbinsdure kann neben ihren positiven Wirkun-
gen auch eine ganze Reihe von negativen Auswir-
kungen auf die Weinqualitat haben, die in der Re-
gel nicht direkt mit dem Zusatz von Ascorbinsaure
assoziiert werden. Zum Verstandnis dieser negati-
ven Auswirkungen ist es notwendig, sich mit den
chemischen Prozessen, die durch und mit Ascor-
binsaure ausgelost werden kdnnen, zu befassen.

Die Oxidation im Wein ist ein sehr komplexer Me-
chanismus. Trotzdem koénnen einige kritische
Faktoren benannt werden, die fir einen Oxidati-

onsvorgang im  Wein unerldsslich  sind.
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Hier sind zu nennen: Sauerstoff, Eisen, Kupfer,
Mangan, freies Schwefeldioxid (SO;) sowie Phe-
nole und Ascorbinsdure. Grundsatzlich ist zu be-
merken, dass Sauerstoff, so wie er natirlicher-
weise in der Umgebungsluft vorliegt, eher als re-
aktionstrage zu bezeichnen ist (Danilewicz, 2003).
Er muss fiir eine Reaktion erst durch andere Stoffe
aktiviert werden. Hierfiir sind in erster Linie die
Ubergangsmetalle Eisen, Kupfer und Mangan ver-
antwortlich, die in jedem Wein natirlich vorkom-
men oder, wie das Kupfer, zur Bockser-Behand-
lung und -Vermeidung wahrend der Weinherstel-
lung zugesetzt werden (Funk, 2003; Margalit,
2012).

Generell geht die Oxidation weniger vom Sauer-
stoff selbst als vom Eisen aus. Das Eisen in seiner
dreiwertigen Form {bernimmt vom SO, ein
Elektron, so dass es selbst in die zweiwertige Form
Ubergeht. Das um ein Elektron beraubte SO, hin-
gegen bildet ein Radikal, eine duBerst reaktive
Zwischenstufe. Und erst dieses Radikal ist es, wel-
ches in einem zweiten Schritt mit dem Sauerstoff
reagiert und diesen dabei aktiviert (Abb. 1). Man
kénnte es auch so formulieren, dass ausgerechnet
diejenige Substanz, die man eigentlich zum Schutz
des Weines vor Oxidation hinzufligt, namlich das
SO, die Oxidation des Weines Uberhaupt erst er-
moglicht. Dies ist ein gedankliches Paradox, das
nicht gleich verstandlich erscheint.
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Abb. 1: Reaktion des Sulfits mit Eisen und Sauerstoff (Danilewicz und Wallbridge, 2010)

42



Mitteilungen Klosterneuburg 74 (2024): 41-56 Heidrich et al.

Das aus SO, und Sauerstoff gebildete Radikal ist starkes Oxidationsmittel und reagiert bevorzugt
ebenfalls dulerst reaktiv und sucht sich weitere mit Ethanol zu Acetaldehyd, der Wein wird ,luf-
Reaktionspartner. Es kann nun durch ein weiteres  tig”. Mit Aromen oder Phenolen reagiert H,0, zu
S0O,-Molekil abgefangen und so entscharft wer- den jeweiligen oxidierten Verbindungen. Der
den oder aber, wenn kein SO, mehr im Wein vor-  Wein verliert in der Folge an Frische und zeigt eine
liegen sollte, mit Wasser unter Bildung von Was- mehr oder weniger deutliche Braunfarbung (Pour
serstoffperoxid (H,0,) reagieren. H,0; ist ein sehr  Nikfardjam, 2010).

OH Ox. OH Ox. o
Fe/Cu/R’ Fe/Cu/R’
I;[ + 02 o D[ + HOZ. o ﬁi- H202
OH o o l‘f SO,
W H,S0,

H,SO, HSO,

Abb. 2: Oxidation der Phenole (Pour Nikfardjam, 2010)

Wahrend sich die Phenole aus ihrer oxidierten In Versuchen konnte gezeigt werden, dass Ascor-
Form, den sogenannten Chinonen, durch den Ein-  binsdure unter oxidativen Bedingungen zur 2-Ke-
satz von SO, wieder in ihre Ausgangsform verset- tobuttersdure (2-Oxobutansdure) abgebaut wird
zen lassen (Abb. 2), gelingt dies bei der oxidierten und diese als Vorstufe fir die Weiterreaktion mit
Form der Ascorbinsdure, der Dehydroascorbin- Ethanol zu Sotolon dient (Kénig et al., 1999; Pons
saure (DHA), leider nicht, da diese unter oxidati- et al., 2010). In weitergehenden Untersuchungen
ven Bedingungen zligig weiter oxidiert wird bestatigte sich, dass bereits ein Zusatz von 80 mg/I
(Matissek, 2019). Der Einsatz von Ascorbinsdure Ascorbinsdure zu Weinen, die in Flaschen mit Sup-
ist daher eine einmalige Angelegenheit; die Sub- remcorg, einem synthetischem Korken, gelagert
stanz steht also nicht wie die Phenole durch eine  wurden, zu einer Bildung von 1 pg/l Sotolon inner-
Rickreaktion tiber SO; nochmals fiir weitere Ein-  halb der ersten 18 Monate fiihren kann und damit
satze zur Verfligung. Auch muss festgehalten wer-  den Geruchsschwellenwert von 2 pg/l des Race-
den, dass Ascorbinsaure nicht ganz so effektiv mit  mats von Sotolon in wassriger Losung mit 12 %vol.
Sauerstoff reagiert, wie dies SO, tut (Danilewicz et  Ethanol wahrscheinlich Gberschreitet (Pons et al.,
al., 2008). Dies liegt ursdchlich im unterschiedli- 2008; Pons et al., 2015).

chen Redoxpotenzial beider Substanzen begriin-

det. Im Falle der Ascorbinsdure liegt das Standard- 7y den weiteren Abbauprodukten gehéren Ethyl-
Elektrodenpotenzial bei +0,490V (Heimann und 2-furoat, Furfural und 3-Hydroxy-2-pyron, deren
Wisser, 1962) und fiir SO, bei +0,16 V (Binnewies  geruchliche Charakteristika von Vanille, iber Kara-
etal, 2016). mell und gebackenes Brot bis hin zu Lakritze rei-
chen (Pisarnitskii, 2001; Veli'sek et al., 1976). Ins-
Darlber hinaus kann Ascorbinsdure zu einer Viel- gesamt sind sie daher eher fir reifere Aromatiken
zahl von aromaaktiven Verbindungen abgebaut verantwortlich, als dass sie den frischen Eindruck
werden. Hier ist einerseits die Substanz Sotolon zu  eines Weines verstarken wiirden. Ihre Bildung ist
nennen, ein Aromastoff, der Sherries, Madeira- folglich durchaus kritisch zu sehen, da sie das Po-
und Portweinen ihren charakteristischen oxidier- tential besitzen, einem Wein die Frische zu rauben
ten Geruch verleiht. Dartber hinaus ist die Sub- oder zumindest zu Gberdecken, obwohl die Ascor-
stanz pragend fir das Aroma von Liebstdckel binsdure eigentlich zum Erhalt des frischen Aro-
(,Maggi-Aroma“) und Bockshornklee, aber auch  mas eingesetzt wird.
fiir Karamell, verbrannten Zucker und Ahornsirup.
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Fiir uns stellte sich im durchgefiihrten Projekt da-
her die Frage, welchen Einfluss Temperatur,
SO, und pH-Wert auf die Bildung der oben ge-
nannten aromaaktiven Verbindungen aus unter-
schiedlichen Ascorbinsaure-Ausgangskonzentrati-
onen haben. Dies wurde in Modelllésungen in
einem Design of Experiments (DoE) Screening
Design durchgefiihrt, um ein moglichst einfaches
System mit geringen Synergismen vorliegen zu ha-
ben. Sotolon wurde aufgrund der erforderlichen
komplexen Analytik nicht in die weiteren Betrach-
tungen einbezogen.

Material und Methoden

L(+)-Ascorbinsdure 99,0-100,5 % und L(+)-Wein-
saure 99,7 % stammen von VWR International BV
(Leuven, Belgien). Von Merck KGaA (Darmstadt,
Deutschland) wurden die Substanzen Natrium-
chlorid (zur Analyse), Kaliumdisulfit (EMSURE zur
Analyse, Supelco) und Natronlauge erhalten, und
von Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutsch-
land) wurde das Ethanol 2 99,8 %, p.a. bezogen.
Zur Gaschromatographie wurde Helium von Air
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Products GmbH (Hattingen, Deutschland) verwen-
det.

Mittels  einer
Extraction-Gaschromatographie-Massenspektro-
metrie-Analyse (HS-SPME-GC-MS-Analyse) wur-

den die Probenlésungen analysiert. Die Gerateein-

Headspace-Solid-Phase-Micro-

stellungen sind der Tab. 1 zu entnehmen. Zur Ana-
lyse stand der Gaschromatograph Clarus 690 mit
dem TurboMatrix MultiPrep+ #1 Autosampler und
dem Massenspektrometer Clarus SQ 8T mit El-lo-
nisation von PerkinElmer (Shelton, USA) zur Verfi-
gung. Der Quartz Liner for splitless Operation
(ID=1 mm, OD=4 mm, Liange=86,2 mm) ist auch
von PerkinElmer (Shelton, USA). Die SPME Faser
(Carbon Wide Range/PDMS, Faserdicke: 95 um,
Faserldange: 10 mm) zur Extraktion der Analyten
wurde von Restek Pal (Zwingen, Schweiz) bezo-
gen. Zur Trennung der Analyten diente die Elite-
WAX Capillary Column (Polyethylenglycol 30 m x
0,32 mm ID x 0,5 um, 20-250 °C) von PerkinElmer
(Shelton, USA). Die Auswertung der Chromato-
gramme wurde mittels der Software TurboMass
Version 6.1.2 von PerkinElmer (Shelton, USA)
durchgefihrt.

Tab. 1: Einstellungsparameter fiir die HS-SPME-GC-MS-Analyse

SPME

Faser Carbon WR/PDMS - 95/10
Faser Konditionierung 250°C
Pra-Konditionierung 10.00 min
Post-Konditionierung 1.00 min

Nadelspulfluss 0.8 bar
Proben-Inkubation 5.00 min. 50 °C

HS-Extraktion 45.00 min. 50 °C

Agitator ein:5s,aus: 2s
Desorption 10.00min. 250 °C
GC
Saulenfluss 2 ml/min
Tragergas Helium
Injektor 250 °C
Split 50 ml/min @1.00 min.
Gas Saver 20 ml/min @14.00 min.
Ofen Temperatur-Programm 40 °C/3.00 min. - 5 °C/min/175 °C/0.00 min. - 8 °C/min./200 °C/10.00 min.
MS
Elektronenenergie 70 eV
Transferline 220 °C
lonenquelle 200 °C
Solvent Delay 14.00 min.
Scan Modus 14.20 - 40.00 min.
Scan m/z 38-250 amu
Scan Time 0.2s
Inter-Scan Delay 0.025s
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Modellversuch

Nach einem DoE Screening Design (2") (Tab. 2) mit
den vier Parametern Temperatur, pH-Wert, SO,-
und Ascorbinsdure-Konzentration, wurden zur
Darstellung der Weil3- und der Rotwein-Modell-
weinmatrix jeweils 16 Modellweine angesetzt
(2*=16). Die Modellweine enthielten 12 %vol.
Ethanol. In diesen variieren jeweils zwei ausge-
wahlte Stufen der Parameter, sodass jede mogli-
che Kombination einmal dargestellt wird. Zusatz-
lich wurden zwei Kontrollen mit den mittleren

Heidrich et al.

Werten der Konzentrationsstufen angesetzt. Die
Proben wurden Uber einen Zeitraum von drei Mo-
naten wochentlich mit oben genannter Methode
(Tab. 1) gemessen. Hierfir wurden 5 ml der Probe
in ein 20 ml-Headspace-Vial mit 1 g Natriumchlo-
rid gegeben und vermischt und zur Gleichge-
wichtseinstellung vor der Messung fiir acht Stun-
den bei Raumtemperatur (22 °C) stehen gelassen.

Tab. 2: Design of Experiments Screening Design mit den vier Parametern Temperatur, pH-Wert, SO»-

und Ascorbinsdaure-Konzentration

| pH-Wert Temperatur [°C] Schwefeldioxid [mg/I] Ascorbinsdure [mg/I]
WeiR-/Roséwein-Modellweinmatrix
1 3,00 12,0 25,0 125,0
2 3,50 12,0 25,0 125,0
3 3,00 30,0 25,0 125,0
4 3,50 30,0 25,0 125,0
5 3,00 12,0 50,0 125,0
6 3,50 12,0 50,0 125,0
7 3,00 30,0 50,0 125,0
8 3,50 30,0 50,0 125,0
9 3,00 12,0 25,0 250,0
10 3,50 12,0 25,0 250,0
11 3,00 30,0 25,0 250,0
12 3,50 30,0 25,0 250,0
13 3,00 12,0 50,0 250,0
14 3,50 12,0 50,0 250,0
15 3,00 30,0 50,0 250,0
16 3,50 30,0 50,0 250,0
17 3,25 21,0 37,5 187,5
18 3,25 21,0 37,5 187,5
Rotwein-Modellweinmatrix
19 3,50 12,0 25,0 125,0
20 4,20 12,0 25,0 125,0
21 3,50 30,0 25,0 125,0
22 4,20 30,0 25,0 125,0
23 3,50 12,0 50,0 125,0
24 4,20 12,0 50,0 125,0
25 3,50 30,0 50,0 125,0
26 4,20 30,0 50,0 125,0
27 3,50 12,0 25,0 250,0
28 4,20 12,0 25,0 250,0
29 3,50 30,0 25,0 250,0
30 4,20 30,0 25,0 250,0
31 3,50 12,0 50,0 250,0
32 4,20 12,0 50,0 250,0
33 3,50 30,0 50,0 250,0
34 4,20 30,0 50,0 250,0
35 3,85 21,0 37,5 187,5
36 3,85 21,0 37,5 187,5
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Mittels der Chromatogramme aus dem Scan-Mo-
dus wurden die Ascorbinsdaure-Abbauprodukte
Ethyl-2-furoat, Furfural und 3-Hydroxy-2-pyron
analysiert. Hierflr wurden die in Tab. 3 dargestell-
ten m/z verwendet, die nach den Spektren
(NIST Tandem Mass Spectral Library, Version 2.4,
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25.03.2020, National Institute of Standards and
Technology U.S. Department of Commerce) ein-
deutig fiir die Verbindungen sind. Aufgrund feh-
lender Referenzsubstanzen wurde mit den Peak-
flachenverhaltnissen der Abbauprodukte gerech-
net.

Tab. 3: Chromatographische und massenspektrometrische Charakteristika der Degradationsprodukte

der Ascorbinsdure in der GC/MS-Analyse

Kovats-Index

Retentionszeit

Verbi
erbindung m/z (polare Sdule, Temperaturprogramm) [min]
Furfural 95 + 96 1425-1486 15,3
Ethyl-2-furoat 95+ 112 + 140 1612-1624 19,2
3-Hydroxy-2-pyron 55 +84 +112 1965-1997 27,1

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm XLSTAT 2023.1.1.1396 (Addinsoft, Paris, Frank-

reich).

Ergebnisse

Die Bildungskinetik der drei analysierten Abbau-
produkte ist in der Abb. 3 dargestellt. Zunachst
fallt auf, dass die Bildung aller drei Substanzen
hauptsachlich temperaturabhéngig ist. Die Mo-
dellweine, die bei der klassischen Wein-Lagertem-
peratur von 12 °C aufbewahrt wurden, bilden spa-
ter und in deutlich geringerer Menge die entspre-
chenden Abbauprodukte. Die Bildungskinetik ver-
l[auft fir die kiihl gelagerten Proben fir Ethyl-2-fu-
roat und Furfural ndherungsweise linear. Die Pro-
ben, die bei einer Temperatur von 30 °C gelagert
worden sind und somit Extremsituationen wah-
rend der Lagerung nachstellen, wie sie zum Bei-
spiel auf Transportwegen erreicht werden kénn-
ten, verzeichnen eine deutlich schnellere Bildung
der Abbauprodukte. Der Verlauf der Ethyl-2-fu-
roat-Bildung ist exponentiell, die der anderen Ver-
bindungen eher linear. Ab der Woche sieben bzw.
fiir das 3-Hydroxy-2-pyron ab der Woche drei er-
folgt nach diesem Zeitpunkt kein nennenswerter
Anstieg mehr. Moglicherweise wurde bis zu die-
sem Zeitpunkt die gesamte Ascorbinsaure als Sub-
strat der Verbindungen bereits vollstandig aufge-
braucht. Die Kontrollproben, die bei Raumtempe-
ratur gelagert wurden, das heil3t die Lagertempe-
ratur, welche meistens im Verkauf und beim Ver-
braucher zu Hause erreicht wird, liegt im Verlauf
zwischen den kalt- und warmgelagerten Proben.
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Die Bildungskinetik ist vergleichbar zu den kaltge-
lagerten Proben, weshalb eine Lagertemperatur,
die kleiner oder gleich der Raumtemperatur ist,
offensichtlich langsamer zur Bildung von Abbau-
produkten fiihrt, als dies bei héheren Temperatu-
ren der Fall ist. AuBerdem fallt auf, dass die warm-
gelagerten Proben stdrker verschieden grolRe
Mengen an Abbauprodukten bilden als die kiihige-
lagerten Proben.

Ein weiterer auffalliger Faktor, der einen sichtba-
ren Einfluss auf die Bildungskinetik der drei Ver-
bindungen hat, ist der pH-Wert. Werden die Mo-
dellweinmatrices fir WeiR- und Rotwein mitei-
nander verglichen, zeigt sich, dass die Kurvenver-
laufe der Rotweinmatrix allgemein niedriger als
die der WeiBweinmatrix liegen. Folglich scheint
ein hoher pH-Wert eine hemmende Wirkung auf
die Bildung der Abbauprodukte zu haben. Da As-
corbinsdure jedoch eher bei Weinen mit niedri-
gem pH-Wert eingesetzt wird (WeiR-/Roséweine),
kann hier ein deutlich starkerer Abbau stattfinden.

Der Einfluss der SO,-Konzentration ist fir die Bil-
dung des Ethyl-2-furoats offenbar eher zu ver-
nachlassigen. Jeweils dahnliche Proben mit unter-
schiedlicher SO,-Konzentration besitzen auch in
ihrer Kinetik ahnliche Kurvenverldufe. Fiir Furfural
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und fir 3-Hydroxy-2-pyron gilt dies hingegen
nicht. Furfural wird vermehrt bei einem héheren
S0,-Gehalt gebildet und 3-Hydroxy-2-pyron bei ei-
nem niedrigeren Gehalt.

Die Ascorbinsaure selbst hat dabei einen positiven
Einfluss auf die Bildung der Abbauprodukte. Dies
hangt ursachlich damit zusammen, dass mehr
Substrat vorliegt.

Dartiber hinaus konnten auch sensorische und vi-
suelle Veranderungen der Proben festgestellt
werden. Ab der dritten Lagerwoche wurde bei ei-
nigen Proben ein stRlicher, an Karamell erinnern-
der Geruch wahrgenommen. Der Geruch ist ver-
gleichbar mit der sensorischen Beschreibung der
Ascorbinsaure-Abbauprodukte. Ob der Geruch
dem Sotolon zuzuordnen ist oder den anderen
drei beschriebenen Abbauprodukten, kann nicht
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eindeutig bestatigt werden. Der Geruchsschwel-
lenwert des Sotolons liegt bei 2 pg/l in wassriger
Losung mit 12 %vol. Ethanol (Pons et al., 2008)
und ist deutlich niedriger als die der anderen drei
Verbindungen, die mit Ausnahme des Furfural im
Milligramm-Bereich liegen (Burdock, 2010; Shaw
et al., 1970; Sun et al., 2018). Mit der Zugabe von
125 und 250 mg/| Ascorbinsdure zu den Modell-
weinproben ist es durchaus moglich, dass die ge-
nannten Schwellen erreicht werden kénnen (Pons
et al., 2015). Ob eine synergistische Wirkung der
Verbindungen untereinander vorliegt, ist nicht be-
kannt. Weiterhin konnte eine Gelbfarbung der
Probenlosungen festgestellt werden. Diese trat
vor allem in Proben mit einem hohen pH-Wert
und bei einer Lagertemperatur von 30 °C auf. Die
gelbliche Farbung kann vermutlich auf die Bildung
von Furfural (Burdock, 2010) und DHA zurlickge-
flihrt werden (Teichmann und Ziebarth, 1966).
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Abb. 3: Bildungskinetik der Ascorbinsaure-Abbauprodukte
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In den Tab. 4 und 5 ist die statistische Auswertung
aller Daten dargestellt. lhr ist zu entnehmen, dass
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Parametern und den Verbindungen vorliegen. Es
ist hervorzuheben, dass die Temperatur auf alle
drei Verbindungen und jeweils in beiden Matrices

Heidrich et al.

den starksten hochsignifikanten Einfluss hat. Da-
ran schlief8t sich der Einfluss des pH-Wertes und
der Ascorbinsdure-Konzentration mit ungefahr
gleichen Signifikanzniveaus an. Insgesamt weist
die SO,-Konzentration allgemein das geringste Sig-
nifikanzniveau auf.

Tab. 4: Statistische Datenauswertung nach einem Screening Design der Relevanz der vier Parameter

auf die Bildung der Ascorbinsaure-Degradationsprodukte in den WeiRwein-Modellwein-Lésungen

nach acht Wochen

WeiRwein
Ethyl-2-furoat
Source DF Sum of squares/Mean squares F Pr>F p.-va‘It.les .
signification codes
pH 1,000 7,07E+13 16,247 0,010 *
[°C] 1,000 9,09E+14 208,860 <0,0001 HoEx
SO, 1,000 1,42E+13 3,256 0,131 °
Ascorbinsaure 1,000 1,46E+14 33,538 0,002 il
Furfural
pH 1,000 6,14E+11 11,405 0,020 *
[°C] 1,000 4,21E+12 78,233 0,000 *Ak
SO, 1,000 7,97E+11 14,817 0,012 *
Ascorbinsaure 1,000 1,24E+11 2,302 0,190 °
3-Hydroxy-2-pyron
pH 1,000 3,17E+10 0,351 0,579 °
[°C] 1,000 1,28E+13 141,556 <0,0001 *EK
SO, 1,000 1,15E+11 1,277 0,310 °
Ascorbinsdure 1,000 5,66E+11 6,274 0,054

Signification codes: 0 < *** <0.001 < **<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Tab. 5: Statistische Datenauswertung nach einem Screening Design der Relevanz der vier Parameter

auf die Bildung der Ascorbinsaure-Degradationsprodukte in den Rotwein-Modellwein-Losungen nach

acht Wochen
Rotwein
Ethyl-2-furoat
Source DF Sum of squares/Mean squares F Pr>F p_-vallt.xes .
signification codes
pH 1,000 1,11E+14 52,781 0,001 *Ex
[°C] 1,000 1,70E+14 81,228 0,000 kX
SO, 1,000 5,23E+10 0,025 0,881 °
Ascorbinsaure 1,000 4,91E+13 23,428 0,005 **
Furfural
pH 1,000 2,11E+11 18,918 0,007 *k
[°C] 1,000 5,67E+11 50,829 0,001 Hokx
SO, 1,000 2,46E+10 2,205 0,198 °
Ascorbinsaure 1,000 5,05E+10 4,525 0,087
3-Hydroxy-2-pyron
pH 1,000 3,26E+11 3,961 0,103 °
[°C] 1,000 6,15E+12 74,651 0,000 ok
SO, 1,000 3,86E+11 4,684 0,083 .
Ascorbinsaure 1,000 2,11E+12 25,547 0,004 **

Signification codes: 0 < *** <0.001 < **<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
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In der Abb. 4 wird der prozentuale Beitrag der vier
Faktoren an der Bildung der Ascorbinsdure-Ab-
bauprodukte dargestellt, und es kénnen die zuvor
beschriebenen Abhangigkeiten und Signifikanzen
bestatigt werden. Die Temperatur- und pH-Wert-
Abhéangigkeit, die auch schon Veli'sek et al., 1976,
Yuan und Chen, 1998 und Izquierdo-Caias et al.,
2020 festgestellt
beobachtet werden. Allgemein weisen Ethyl-2-fu-

haben, konnten ebenfalls

roat und Furfural gréRere Ahnlichkeiten zueinan-
der auf. Aus der Abb. 4 geht zuséatzlich hervor,

Ethyl-2-furoat
100 %

80 %

60 %

40 %

Beitrag an der Synthese

20%

0%

Heidrich et al.

dass SO; auf die Bildung des 3-Hydroxy-2-pyron ei-
nen deutlichen, wenn auch nicht statistisch signi-
fikanten Einfluss hat (vgl. Tab. 4). Je geringer der
S0O,-Gehalt ist, desto mehr 3-Hydroxy-2-pyron bil-
det sich. Hinzu kommt, dass dieser Einfluss nur bei
niedrigeren pH-Werten vorliegt und bei héheren
pH-Werten weitestgehend in den Hintergrund
tritt, da weniger freies SO, vorliegt (Belitz et al.,
2008). Die Bildung des 3-Hydroxy-2-pyrons ist da-
mit ursachlich mit dem Vorliegen von molekularer
SO, verbunden.

Furfural 3-Hydroxy-2-pyron

WeiBwein Rotwein WeiBwein Rotwein WeilBwein Rotwein

Temperatur pH

Ascorbinsdure

Schwefeldioxid

Abb. 4: Prozentualer Beitrag der vier Parameter auf die Bildung der Ascorbinsaure-Degradationsprodukte in den
Modellwein-Lésungen fiir Weilk- und Rotwein-Modellweinmatrix nach acht Wochen, ausgewertet nach einem

Screening Design
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Diskussion

Die erldauterten Abhangigkeiten kénnen nun in ei-
nen Zusammenhang mit den Reaktionsmechanis-
men gebracht werden. Mit Ausnahme des Furfural
bilden sich die Abbauprodukte ausgehend von der
DHA. Ihr Bildungsweg (Abb. 5) kann durch Licht,
Sauerstoff, Metallionen und Temperatur beein-
flusst werden. Die Proben wurden im Dunkeln in
Weillglas gelagert, sodass sie nur wahrend der
Messzeiten Licht ausgesetzt wurden. Zum Anset-
zen der Proben wurde doppelt entmineralisiertes
Wasser verwendet, wodurch ein Eintrag von Me-
tallionen nahezu ausgeschlossen ist. Das Schiitteln
vor jeder Probennahme und die wochentliche Zu-
nahme des Kopfraums im Probenkolben, sind fir
alle Proben gleich. Damit kdnnen diese Parameter

Heidrich et al.

als Verursacher ziemlich sicher ausgeschlossen
werden.

Folglich hat auf die Bildung von DHA insbesondere
der Temperaturunterschied einen Einfluss. Die Re-
aktion zur DHA ist irreversibel, da kein Reagenz zur
Regeneration dieser vorliegt (Njus et al., 2023).
Weiterhin oxidiert DHA zur 2,3-Diketogulonsaure
(Matissek, 2019; Richardson und Finley, 1985). Die
von Sheraz et al.,, 2015 beschriebene katalysie-
rende Wirkung eines pH-Wertes bei 4,0 auf die Bil-
dung der DHA scheint hier keinen Einfluss zu ha-
ben, da die Modellweinproben mit einem niedri-
geren pH-Wert schneller Abbauprodukte gebildet
haben als die mit einem hoheren pH-Wert.

S 0 OH
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HO OH
i H‘l/ OH. i
& L-Ascorbinsaure \FeICuIR'
Q OH +0,
o}
OH
R OH G
O S
o CH
ih'v o
o o OH
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HO o o) OH
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5 +H Ti— H 5 oH
0 oH T
£ o]
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o.
HO.
o- +
\O_

2HO —» H,0,+0,

H+ + HO, — H,0,

Abb. 5: Reaktionsmechanismus zur Bildung der DHA (Basak et al., 2023)

Ausgehend von der 2,3-Diketogulonsaure findet
eine Decarboxylierung, eine Umlagerung und eine
Kondensationsreaktion statt. Die gebildete 5-Hyd-
roxy-2-oxo-pent-3-en-caboxylsaure reagiert durch
und  anschliefender

eine  2,5-Cyclisierung
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Wasserabspaltung zur 2-Furancarboxylsdure oder
durch eine 2,6-Cyclisierung, anschlielender Was-
serabspaltung und Umlagerung zum 3-Hydroxy-2-
pyron (Abb. 6) (Basak et al., 2023; Yuan und Chen,
1998).
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Abb. 6: Reaktionsmechanismus zur Bildung der Abbauprodukte 2-Furancarbonsaure und 3-Hydroxy-2-pyron aus-
gehend von der DHA (Basak, Shaik, & Chakraborty, 2023; Yuan & Chen, 1998)

Da in Wein Ethanol vorliegt, reagiert die 2-Furancarboxylsdure innerhalb einer saurekatalysierten Fi-
scherveresterung weiter zum Ethyl-2-furoat (Abb. 7) (Flavouring Group, 2005; Pisarnitskii, 2001).

OH
DaE
0 o

2-Furancarboxylsaure

R
H
o {5 LCH3+ 2
H/

Ethyl-2-furoat
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Abb. 7: Sdurekatalysierte Fischerveresterung der 2-Furancarboxylsaure zu Ethy-2-furoat mit Ethanol
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Wird der Reaktionsmechanismus des Ethyl-2-
betrachtet,
Temperatur und der pH-Wert einen grofRen

furoats haben vor allem die
Einfluss. Beide Parameter verschieben wahrend
der Veresterung das Gleichgewicht auf die Seite
Die hat

einen den

des Esters. S0O,-Konzentration

insbesondere Einfluss auf
Oxidationsschritt zu Beginn zur DHA und weiter
zur 2,3-Diketogulonsdure. Auf diese Reaktionen
wirkt sie inhibierend, wodurch sich in den
Modellweinproben mit einer niedrigeren SO,-
Konzentration, aber sonst gleichen Parametern,
kleinere Mengen an Abbauprodukten gebildet
haben. Da die Veresterung reversibel ist, kann dies
zu einem Abbau am Ende der Versuchszeit gefiihrt

haben.

Obwohl sich die Bildung des 3-Hydroxy-2-pyrons
erst am Ende des Mechanismus von der Bildung
des Ethyl-2-furoats unterscheidet, sind die Kur-
venverldufe und der Beitrag der Parameter an der
Bildung verschieden. Der Abb. 7 ist zu entnehmen,
dass bei niedrigeren pH-Werten, die in den Weil3-
wein-Modellweinproben vorlagen, die Tempera-
tur einen kleineren Beitrag an der Bildung des 3-
Hydroxy-2-pyrons hat, jedoch der Einfluss des SO,
verstarkt wird. Bei niedrigeren pH-Werten kénnen
Bisulfit-Addukte gebildet
wodurch mehr 3-Hydroxy-2-pyron entstehen

weniger werden,
kann. Besonders die drei Zwischenprodukte, be-
vor sich 3-Hydroxy-2-pyron bildet, weisen olefini-

sche Doppelbindungen auf, mit denen SO,
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Addukte bilden kann (Nursten, 2005). Zuletzt ist
der Pyran-Ring weniger stabil, wodurch der Kur-
venverlauf in den letzten vier Wochen weniger
stabil ist als der des Ethyl-2-furoats.

Furfural kann als einzige Verbindung anaerob di-
rekt aus der Ascorbinsaure gebildet werden. In der
Abb. 8 sind die Bildungswege des Furfural darge-
stellt. Es wird deutlich, dass eine hohe Temperatur
die einzelnen Kondensationsreaktionen kataly-
siert und ein niedriger pH-Wert sich positiv aus-
wirkt. Auch hier hat SO, einen Einfluss auf die Bil-
dung, indem es Addukte mit den Zwischenproduk-
ten bilden kann. Hierbei ist zu unterscheiden, dass
sich mit Furfural nur eine reversible Bindung zu
SO; bilden kann, sich hingegen mit Zwischenpro-
dukten des Bildungsweges durchaus auch irrever-
sible Addukte bilden kdnnen (Adams, 1997 zitiert
nach Wallington et al., 2013; Wedzicha, 1984
zitiert nach Wallington et al., 2013). Zudem ist das
Furfural-Bisulfit-Addukt mit zunehmender Tempe-
ratur weniger stabil, wodurch mehr Furfural in er-
warmten Proben vorliegt (Makarov et al., 1997,
Wallington et al., 2013). Dass Warme zu mehr Fur-
fural flhrt, kann bestatigt werden. Zwar zeigt die
Auswertung nach dem DoE Screening Design eine
S0O,-Abhéangigkeit; werden jedoch die Graphen be-
trachtet, ergibt sich, dass héhere SO,-Konzentrati-
onen nicht hemmender wirken. Diese Wirkung
tritt gegeniber des Einflusses der Temperatur und
des pH-Werts in den Hintergrund.
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Abb. 8: Ascorbinsdure-Degradationsweg zu Furfural (Basak et al., 2023; Kurata und Sakurai, 1967)

Zusammenfassung

Die vorgestellten Ergebnisse und Betrachtungen
zeigen, dass der Einsatz von Ascorbinsdure im
Wein nicht ganz unkritisch zu sehen ist. Die drei
untersuchten Abbauprodukte weisen in ihrer Bil-
dung eine deutliche Abhangigkeit von verschiede-
nen Parametern auf. So kann deren Bildung in Mo-
dellwein durch eine kiihle Lagerung bei 12 °C stark
minimiert werden. Ein hoher pH-Wert wirkt eben-
falls hemmend und eine SO,-Zugabe verhindert
die Bildung des 3-Hydroxy-2-pyron zusatzlich. Da
Ascorbinsdure jedoch in der Regel bei Weinen mit
niedrigem pH-Wert zum Einsatz kommt (Weil3-

/Roséweine), besteht hier offenbar einen gréRe-
res Potential fur die Bildung der vorgestellten Ab-
bauprodukte. Bei diesen Weinen sollte folglich be-
sonders auf die Einhaltung einer niedrigen Lager-
temperatur geachtet werden, um die Bildung der
aromaaktiven Abbauprodukte nicht zu forcieren.
Zwar handelt es sich bei den vorgestellten Ergeb-
nissen nur um erste Untersuchungen in Modell-
wein-Losungen; die Ergebnisse zeigen jedoch
erste Problemfelder auf, die bei der Verwendung
von Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel im
Wein dringend Beachtung finden sollten.
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