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Kurzfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Sesquiterpen Rotundon, die derzeitige Leitver-
bindung der pfeffrigen Note der autochthonen 6sterreichischen Rebsorte Griiner Veltliner, zu
guantifizieren und Auswirkungen kellertechnischer MaBnahmen auf den Rotundongehalt von
Wein zu untersuchen. Fiir die Quantifizierung wurde eine robuste SPE-SPME-GC-MS-Methode
entwickelt, die eine Gehaltsfeststellung bis in den Schwellenwertbereich der Verbindung in
ng/l in Weinen der Sorte Griiner Veltliner ermoglicht. Die Analyse von 108 Griiner Veltliner
Proben ergab eine durchschnittliche Gehaltsverteilung von 31,7 ng/l. Es wurde eruiert, ob die
ermittelten Gehalte hinsichtlich der Schwellenwertangaben von 16 ng/l relevant sind. Durch
dieses Vorgehen konnten die Datenlage und das Verstandnis flr Effekte (z.B. Region, klimati-
sche Bedingungen) deutlich verbessert werden. Im Griinen Veltliner zeigte sich eine hohere
Rotundonkonzentration in kiihleren, niederschlagsreicheren Jahrgangen als in heiRen, trocke-
nen Jahrgangen.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit werden etablierte 6nologische MaRnahmen thematisiert.

III

Jede*r Winzer*in sollte bestrebt sein, den Rotundongehalt fiir das , Pfefferl” der Weinsorte
Griner zu stabilisieren oder sogar zu optimieren. Zur Klarung der Effekte der Faktoren Gar-
temperatur, Maischestandzeit, Maischeschwefelung, Jungweinschwefelung, Mostklarung,
Hefendhrsalzzugabe auf den Rotundongehalt wurden drei voneinander getrennte statistische
2x2-Versuchsplane im Versuchsmal3stab von 30 Litern realisiert. Die statistische Auswertung
lieferte folgende Erkenntnis: Einflussfaktoren wie hohere Gartemperatur, Verzicht auf Mai-
schestandzeit, Maischeschwefelung und Mostklarung fiihrten zu einem héheren Rotundon-
gehalt. Dies ist Uberwiegend auf die hydrophoben Eigenschaften des Rotundons zuriickzufih-
ren. Der Rotundonengehalt von Weinen der Sorte Griiner Veltliner wird durch den Jahrgang

(klimatische Bedingungen), die Region bestimmt und kann durch technologische MaBnahmen

stabilisiert werden.



Abstract

This study aims to quantify the sesquiterpene rotundone, the current key compound of the
peppery note of the autochthonous Austrian grape variety Griner Veltliner, and to investi-
gate the impact of cellar-technical measures on the rotundone content. For quantification, a
robust SPE-SPME-GC-MS method was developed, which enables a content determination up
to the threshold range of the compound in ng/l in wines of the Griiner Veltliner variety. The
analysis of 108 Griiner Veltliner samples showed an average content distribution of approx.
31.7 ng/l. It was determined whether the determined levels are relevant with regard to the
threshold values (16 ng/l). This procedure enabled the data situation and the understanding
of effects (e.g., region, climate) to be significantly improved. In Griiner Veltliner, there was a
higher concentration of rotundone in cooler, more precipitation-rich vintages than in hot, dry

vintages.

In the second part of the work, well-established oenological measures are discussed. Wine-
growers should aim to stabilize or even optimize the rotundone content for the ‘Pfefferl’ in
wines. To clarify the effects of the factors fermentation temperature, maceration time, mac-
eration sulphurization, young wine sulphurization, must clarification and the addition of yeast
salts on the rotundone content, three separate statistical 2 to the power of 2 experimental
designs were carried out on an experimental scale of 30 litres. The evaluation through vari-
ance analysis, Pareto diagrams, main effect diagrams, and interaction diagrams provided the
following findings: A higher fermentation temperature, the omission of a mash stand time,
mash sulphurization, and must clarification have led to higher rotundone content. This finding
is mainly due to the hydrophobic properties of the rotundone. The rotundone content of wine
of the variety Griiner Veltliner is determined by the vintage (climatic conditions), region and

can stabilize through technological measures.
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1  Einleitung

Besonders in den 1980er-Jahren war die Forschung daran interessiert und darauf fokussiert,
moglichst rasch viele Weinaromaverbindungen zu identifizieren. Dies trug dazu bei, den
Weingeschmack als komplex zu erachten, weil diese Weinaromamatrix viele Hunderte von
flichtigen Molekilen umfasst. Die groRte Herausforderung fiir Weingeschmackschemiker*in-
nen besteht in der Erkenntnis, welche dieser Molekiile fiir den Geschmack verantwortlich
sind. Dazu gibt es vom Aromaexperten Herrn Prof. Erich Leitner beim Weinforum Burgenland
(2016) folgende Feststellung: Es kénnen im Wein mehrere Hundert Verbindungen analytisch
nachgewiesen werden, doch fiir die Geschmackserkennung des Menschen sind — so Leitner —
aber lediglich rund 40 von Bedeutung (Gruber, 2016). Auch nach Ferreira et. al (2007) setzt
sich das Aroma eines Weins aus einer bestimmten Reihe von geruchs- und geschmacksaktiven

Molekllen zusammem.

Von den Hunderten Verbindungen werden nur 5% als geruchsaktiv beschrieben. Laubenba-
cher et al. (2008) verweisen in ihrer Arbeit Uber die Aromatik bei den Sorten Blaufrankisch
und Zweigelt, dass nur 30 bis 40 Weinaromastoffe als geruchsaktiv beschrieben werden und
somit das Aroma des Weins pragen. Nicht nur Leitner und Laubenbacher vertreten diese An-
sicht, auch Flak et al. (2007) berichten (ber das Vorliegen eines einheitlichen Aromagrund-
musters in Griner Veltliner Weinen des Weinviertels, bestatigt durch die GC/MS-Aromaana-
lytik. Die von Flak et al. (2007) begleitend durchgefiihrte statistische Auswertung von 37 quan-
tifizierten Aromaverbindungen hat ebenfalls eindeutig gezeigt, dass die Sorte Griiner Veltliner

im gesamten Weinviertel ein nahezu identisches Basisaroma aufweist.

Es stellte sich erst nach und nach heraus, dass ein charakteristisches Weinaroma nicht so sehr
von den am héaufigst vorkommenden Verbindungen (Fermentationsaromen) abhangt, son-
dern von Spurenkomponenten mit sehr starkem, potentem, unverkennbarem Geruch, so
Francis und Newton (2005). Es handelt sich dabei um Verbindungen, die ihr (spezifisches) bzw.
charakteristisches Aroma auf einige Weine libertragen. Sogenannte Leitaromaverbindungen,
key odours (Schliisselverbindungen), rufen eine charakteristische Aromanote hervor und wer-
den mit bestimmten Rebsorten bzw. Reifungs- oder Lagerungsbedingungen direkt assoziiert.

Deren Freisetzung und Wahrnehmung bewirken eine radikale Veranderung des Weinaromas



in eine bestimmte Richtung. Auch Laubenbacher et al. (2008) geben an, dass die Charakteris-
tik einzelner Rebsorten von einzelnen Verbindungen hervorgerufen wird, deren Mengen nur

im Nano- bis Mikrogramm-Bereich pro Liter vorliegen und zudem extrem fliichtig sind.

Wiist (2003) bringt es mit seinem Fachartikel , Qualiat entscheidet sich im Nanogramm* auf
den Punkt, namlich, dass Weinaroma nur von einer kleinen Gruppe geruchsaktiver Substan-
zen wesentlich gepragt wird. Auch Polaskova et al. (2008) verweisen darauf, dass eine Gruppe
von Aromastoffen direkt mit bestimmten Sortenaromen (varietal flavors) in Weinen in Ver-
bindung gebracht wurde. Unter diesen wurden nur wenige Molekiile identifiziert als wertvolle
Beitrage zum Weinaroma wie Monoterpenoide (Rapp und Mandery, 1986), C13-Norisopreno-
ide (Winterhalter und Rouseff, 2002), fliichtige Schwefelverbindungen (Darriet et al., 1995;
Tominaga et al., 1996, 1998a) und Methoxypyrazine (Allen et al., 1991).

Derzeit gibt es laut Ferreira (2010) rund 16 Einzelverbindungen, sogenannte impact odorants,
die beim Erreichen einer bestimmten Konzentrationsschwelle diesen laut Ferreira existieren-
den ,,Aromapuffer” des Weins tiberwinden kénnen. Hinter dem von Ferreira kreierten Begriff
Aromapuffer verbirgt sich Folgendes: Er stellt gleichermalien eine gemeinsame aromatische
Grundstruktur auf, welche alle Weine aufweisen. Sie setzt sich laut Ferreira (2007, 2009) aus
Ethanol und 27 verschiedenen Aromastoffen zusammen, von denen die meisten Nebenpro-
dukte der Fermentation sind. Die Mischung dieser Verbindungen hat das typische Weinaroma
und bt eine sogenannte aromapuffernde Wirkung aus. Bei den 16 identifizierten Verbindun-
gen, die diesen Aromapuffer brechen bzw. Gberwinden, handelt es sich um sogenannte im-
pact compounds. Dazu zahlt Ferreira et al., (2007) bzw Ferreira (2012) chemische Substanzen
wie Linalool, Cis-rosenoxide & R-Damascenone, 4-Methyl-4-mercaptopentanone, 3-Mercap-
tohexanol, 3-Mercaptohexylacetate, Isoamylacetate, Whiskylactone, Diacetyl, Sotolon, Me-
thional, Phenylacetaldelyd, Dimethylsulfid, Furfurylthiol, Benzylmercaptan und Rotundon

auf.

Eine weitere Kennzahl zur Beurteilung der relativen Bedeutung einer einzelnen Verbindung
in komplexen Geruchsmischungen ist der sogenannte Geruchsaktivitatswert (odour activity
value, OAV). Der Geruchsaktivitatswert ist allgemein definiert als das Verhéltnis der Konzent-
ration einer einzelnen Verbindung zur Geruchsschwelle fir diese Verbindung (Friedrich und

Acree, 1998; Trabue et al., 2006). Francis und Newton (2005) definieren den Geruchsaktivi-



tatswert (OAV) folgendermaRen: Der spezifische Beitrag jeder fllichtigen Verbindung zum ge-
samten Weinaroma wurde durch Berechnung des Geruchsaktivitatswerts (OAV) als Verhaltnis
der Konzentration jeder Verbindung zu ihrer Nachweisschwellenkonzentration bestimmt. Je
groRer der Geruchsaktivitatswert (OAV) ist, desto wahrscheinlicher ist es, dass die Verbindung
zum Gesamtgeruch einer komplexen Geruchsmischung beitragt (OAVs > 1). Wenn dies fir
flichtige Weinaromaverbindungen zutrifft, tragen sie somit wesentlich zu den Weinaromen

bei.

Um sowohl die Relevanz von Schliisselverbindungen (impact compounds) als auch die Bedeu-
tung und den Nutzen der OAV zu verdeutlichen, folgt ein Beispiel: Laut Wood et al. (2008)
bewegen sich die Geruchsaktivitatswerte von Rotundon im Pfeffer zwischen 50.000 bis
250.000. Das ist bis dato die potenteste Aromaverbindung, die in diesem Gewlirz (iberhaupt
gefunden wurde. Doch auch fiir das Produkt Wein und sein Aroma lasst sich die Beteilung von
Rotundon mit-tels OAV demonstrieren. So analysierte Mattivi et al. (2011) Schioppettino -
Weine (Rot-wein, Friaul Italien) bis zu einem Rotundongehalt von 561ng/l. Unter Berticksich-
tigung des Schwellenwertes fir Rotwein von 16ng/l (Wood et al. 2008) ware dies fiir Schiop-
pettino -Weine ein OAV-Wert von 35. Wenn der OAV -Wert von 1 {iberschritten wird ist dies

ein Hinweis fiir einen Beitrag der Verbindung zum Weinaroma.

Generell ware dazu noch anzumerken, dass in der Literatur fir jede Aromaverbindung ein
breites Spektrum an Wahrnehmungsschwellen gefunden werden kann. Dies kann durch die
Reinheit der getesteten Verbindungen, die Zusammensetzung der in den sensorischen Tests
verwendeten Matrix (Wasser; hydroalkoholische Losung und ihr Ethanolgehalt; Eigenschaften
der Modellweinlésung; Weintyp) und die angewandte Verkostungsmethode — orthonasal,

oder retronasal — erklart werden.

Tabelle 1 listet die zuvor erwahnten Schliisselaromastoffe, die wesentlich zum Weinaroma
bestimmter Rebsorten beitragen, tGbersichlich auf. Auerdem sind in Tabelle 1 auch die je-
weiligen Wahrnehmungschwellen und Deskriptoren dieser relevanten fllichtigen Verbindun-

gen in Zusammenhang mit bestimmten Rebsorten dargestellt.



Tabelle 1: Uberblick ausgewahlter Schliisselverbindungen (impact odours) bestimmteter Rebsorten; Quelle: eigene Darstellung.

-Schlusselaromastoffe Impact compounds
Wirkstoffe oder AromaFamilien

Wahrnehmungschwelle
(engl. perception threshold, PT 2/ (L-1)

Deskriptor ®

Verknupfte Rebsorten

Referenz
quellen

Linalool, 25.2 g/ Modelwein; orthonasal Zitrone a Ferreira et al., 2000; ® Escudero et al., 2004
c-rose oxide 0,2 ug/! Wassrig-alkoholische viin. blumi Muscat, Gewdirztra- aGuth, 1997;
14 HB Léusng; retronasal grun, 3 miner, Pedro Ximenez > Ong & Acree, 1999
wassrig-alkoholische suer Apfel, (sun dried) 3 Guth, 1997;
f-damascenone 0.05 g/! Losung; retronasal gebackener Apfel b Escudero et al., 2004
4-Methyl-4-mercaptopentanon, . . .
. | Model ; orth | Buch ab T, I, 1
4-Mercapto-4-Methyl-2- pentanon 0.0008 pg/ odelwein; orthonasa uchsbaum, Ginster ominaga et al., 1998a
- -1-h |
3-mercapto exanol, 0.06 pg/l Modelwein; orthonasal Passionsfrucht, Grapefruit Sauvignon blanc 2bTominaga et al., 1998b
3-Mercaptohexyl acetate R . 2 Tominaga et al., 1996;
.0042 pg/l Model ; orth | Buch P fruch
3-Mercaptohexyl acetate 0.0042 pg/ odelwein; orthonasa uchsbaum, Passionsfrucht b Tominaga et al,, 1998a
Isoamyl acetat 0,03 mg/I 10 % Ethanol wie Bananen oder ,Birnendrops” Swiegers et al., 2005
. 20 pg/! WeRwein
Cic-4S,5S -
' 54 g/l Rotwein
Whiskylacton Cis- 132 pg/l WeiRwein
4R,5R 17 | R i i
Gamma Iacton. 0 ug/! o‘twen‘) Kokosnuss ‘Welne Brown, R. C. et al., 2006
(%)-5-Butyl-4-methyldihydro- Trans- 140 pg/ WeiRwein . Eichenfass
- Eichengeschmack
2(3H)-furanon Isomere 4S,5R 370 pg/l Rotwein
Trans- 330 pg/l Weilwein
4R,5S 305 pg/l Rot Wein
Diacetyl 50ppb Model wine 10 % Diacetyl, butterscotch Einige Chardonnavs Selfridge TB, Amerine MA, 1978
¥ 100ppb 10 % (w/w Ethanol) Diacetyl, butterscotch g ¥ Guth 1997
2ppb 12 % Ethanol .(Zurry, Waln.uss Pons et al., 2008
Sotolon verantwortlich fur nussig, scharf, Curry Jérez. PX. Onorto
3-Hydroxy-4,5-dimethylfuran-2(5H)-on 8 ppb WeiBwein Noten von Flor-Sherry VDN’ Sa’ut:rnes’ Pons et al., 2008
yaroxy=4, v 15 ppb Wein oder botrytisiert ! Martin et al., 1990
5 ppb 10 % (w/w) Ethanol Weine Guth, 1997
) Synthetischer Wein
Meth I 0,5u/1 ! Escud t al., 2000
ethiona 5K/ Kunstwein Ofenkartoffel Einige Chardonnays scuderoetal,
Sauternes
1 109 i ig, B .M. ., 201
2-Phenylacetaldelyd ug/! 0 % Modelwein Honig, Blumen Mayr C.M. et al., 2015
Dimethyl sulfid flavour threshold range from Schwarze Johannisbeere, gekochter . . .
25 - 75 ug / 10ug)/! Kohl, Spargel, Dosenmais, Melasse Chat. Du Pape 27 ug/l im Rotwein: Beloqui et al., 1996a+b
Furfurylthiol 5 ng/l Rotwein Gerosteter Kaffee, Fleisch, Popcorn Einige alte Weine Dubourdieu und Tominaga, 2004
) Tomi t al., 2003
Benzylmercaptan 0,3 ng/l model hydroalcoholic »Empyreumatischer” Rauch und ver- Sauvignon Blanc, Se- ominaga eta
Phenylmethanethiol »3 g solution branntes Holz million, Chardonnay
Rotundon 0,016 pg/! Rotwein “Austra.llsc.her Shlraf Wood et al., 2008
Schwarzer Pfeffer osterreichischer Gri- -
0,08 pg/! Wasser ner Veltliner Mattivi, 2011




Laut der DAC-Verordnung Weinviertel missen Weine der Sorte Griiner Vetliner folgende ty-
pische Eigenart aufweisen: Farbe: hellgelb, griingelb; Geruch: typisches Sortenbukett; Ge-
schmack: fruchtig, wirzig, pfeffrig; kein Holzton; nicht einseitig alkoholhaltig; keine Botrytis-
note. Flr Konsument*innen, die bestrebt sind, diesen sortentypischen Griinen Veltliner zu
identifizieren (sensorisch zuzuordnen), sollten sich hinsichtlichGeruch und Geschmack in
Richtung wiirzig, pfeffrig und fruchtbetont — Fruchtnoten nach Steinobst — orientieren. Selbst
ein 15-sekiindiger Werbespot des Weinviertel DAC im 6sterreichischen Fernsehen wirbt mit
der fiir diese Rebsorte so typische pfeffrige Aromatik. Neben dem idyllischen Bild von Wein-
garten vor einer Kellergasse wird mit dem Satz geworben: , Fruchtig, pfeffrig, frisch, das muss

der echte Griine Veltliner aus dem Weinviertel sein” (Weinviertel DAC-Werbung).

Dennoch ist gerade aus Forschungssicht tiber die oder den chemischen Verursacher der wie-
derholt beschriebenen pfeffrigen Aromatik von Weinen der Rebsorte Griiner Veltliner sehr
wenig bekannt. Fir die pfeffrige Note im Wein gab es bis zum Jahr 2007 bzw. 2008 nicht die

eine zuordenbare Leitsubstanz.

Erst australische Forscher und Forscherinnen rund um Wood et al. (2008) identifizierten mit-
tels olfaktorischer Gaschromatografie GC-O-Analyse im Rotwein Shiraz das Sequiterpene Ro-
tundon als eine Leitsubstanz fiir die pfeffrige, wiirzige Note. Siebert et al. (2008) quantifizier-

ten diese Verbindung spater.

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich ausschliefSlich mit dem Sequiterpen Rotundon,
denn kaum eine WeiRweinsorte ist so sehr mit diesem sensorischen Attribut behaftet wie der
osterreichische Griine Veltliner. Zusatzlich kristallisiert sich im Zuge des Klimawandels immer
starker heraus, dass nachhaltige Auswirkungen auf die wiirzige, pfeffrige Aromatik des Gri-
nen Veltliners drohen kénnten. Daher wird das Vorkommen dieser Leitsubstanz fiir die pfeff-
rige Typizitat in der Sorte Griner Veltliner Weine untersucht und ermittelt, wie klassische
etablierte technologische MalRnahmen diese Leitsubstanz beeinflussen kénnen. Das dabei ge-
nerierte Wissen hinsichtlich der Konzentration im heimischen Griinen Veltliner Wein sowie
Effekte durch kellerwirtschaftliche Handlungen sollen erste Beitrage zur Erhaltung der Sub-
stanz im GV sein. Sie sind anderseits Ausgangspunkt flir weitere Strategien zur Stabilisierung

und Verbesserung der pfeffrigen Typizitat dieser wichtigen osterreichischen Weillweinsorte.



1.1 Rotundon — Stand des Wissens

1.1.1 Rotundon — Chemische Einordnung, besondere Eigenschaften und Vor-

kommen

Rotundon ist der Trivalname von
(3S,5R,85)-3,4,5,6,7,8-Hexahydro-3a,8a-dimethyl-5a-(1-methylethenyl)azulen-1(2H)-on mit

der Summenformel CisH2,0 und einem Molekulargewicht von 218,33 g/mol. Aus stereoche-

mischer Sicht handelt es sich um (-)-Rotundon. Im Vergleich zu

Monoterpenen wie beispielsweise Linalool (154,25 g/mol), 0 HyC

Geraniol (154,25 g/mol) ist Rotundon eine schwere Aromaver-
bindung. Eine reine Betrachtung der Summenformel (C1sH220)

|asst den Riickschluss zu, dass Rotundon zu der Stoffklasse der CH

HyC 2

Sequiterpene-C15 zahlt. Aus der Struktur (Abbildung 1: Rotun- HC
3

don Struktur) wird ersichtlich, dass es sich um ein sauerstoff-

Abbildung 1: (-)-Rotundon Struk-
tur; Quelle: https://static.cymit-
quimica.com/pro-
ducts/3D/img/XR175543 gif.

haltiges bizyklisches Sesquiterpen-Keton aus der Familie der
Guaiane handelt. Als Mitglied der Stoffklasse Sequiterpene ge-
hort Rotundon damit zur grofSten Untergruppe der Terpene.
Wie andere Sesquiterpene ist Rotundon damit ein sekundarer Pflanzenstoff, welcher in Wein-
reben, Traubenbeeren, Wein und Trester enthalten ist (Li et al., 2019). Seit einigen Jahren
gelten neben den Monoterpenen auch die Sequiterpene als chemische Vertreter des soge-
nannten Primdraromas. Rotundon ist also eine Verbindung, die direkt von der Traube stammt.
Damit handelt es sich um einen sogenannten originaren bzw. primaren Traubenaromastoff.
Die beiden Unterklassen der Terpene, die eine maligebliche Rolle im Weinaroma spielen, sind
die Monoterpene bzw. die der Sequiterpene.

Abbildung 2 versucht, die Verbindung Rotundon in eine Ubersicht von Trauben und weinre-
levanten Terpene zuzuordnen. Generell wird Gber Sesquiterpene berichtet, dass diese poten-
ziell zu den gesundheitlichen Vorteilen von Wein beitragen (Rocha et al., 2006). So verfligen
einige Verbindungen offenbar (iber entziindungshemmende Eigenschaften (Fernandes et al.,
2007), antibakterielle Eigenschaften, einschlieRlich einer Erhohung der bakteriellen Empfind-
lichkeit gegeniiber Antibiotika (Goncalves-Pereira und Pévoa, 2011), vantikarzinogene (Tat-

man und Mo., 2002) und antioxidative Wirkungen (Ruberto und Baratta, 2000). Auch



D‘Onofrio et al. (2017) berichten, dass der Sesquiterpengehalt in einer Rebsorte fiir die orga-
noleptischen und nutrazeutischen Eigenschaften von Traubenprodukten mitverantwortlich
ist. Li et al. (2019) fassen in einer Studie 97 Sequiterpene zusammen. Als Hauptbestandteile
von Sesquiterpenen in Trauben und Weinen wurden vor allem a-Ylangene, B-Caryophyllen,
a-Caryophyllen und Germacren D sowie sauerstoffhaltige Sesquiterpene, einschlieRlich Far-
nesol und Nerolidol, identifiziert (Luo et al., 2019; May und Wiist, 2012; Zhang et al., 2016a).
Die meisten in Trauben haufig vorkommenden Sesquiterpenkohlenwasserstoffe fehlen im
Wein. Dimming (2015) zeigt durch ihre Untersuchung von Griinen Veltliner Beeren das Vor-
handensein von sieben Sesquiterpenen bei verschiedenen Griiner Veltliner Klonen. Dabei
handelt es sich um gamma-Cadinen, delta-Cadinen, alpha-Muurolen/Germacren D, Ylangen,
Valencen, (+) -Aromadendren, beta-Caryophyllen, beta-Cyclocitral, Geranylaceton, Linalool
und R (+) -Limonen. Dimming (2015) konnte diese Sequiterpene spater im Wein der Sorte
Griner Veltliner nicht wiederfinden; eine Erklarung, warum viele Sequiterpene in Trauben als
Vorlaufer zu finden sind, aber spater im Wein nicht mehr existent sind. Dies ist darauf zuriick-
zufihren, dass diese Verbindungen nicht in weindhnliche hydroalkoholische Losungen extra-
hiert werden und stattdessen aus dem Saft entfernt werden, weil sie an Feststoffe aus Trau-
ben zurlickbinden. Dies bedeutet, dass Sesquiterpenkohlenwasserstoffe in Trauben als Ge-
schmacksvorlaufer wirken kénnen, nicht jedoch im Wein. Eine der Ausnahme bildet das Ro-
tundon. Fiir die Weinaromaforschung ist dieses Sequiterpen aufgrund dieser Attribute so
spannend. Die erste Besonderheit ist, dass es als sogenanntes Primdraroma sowohl in den
Trauben als auch spater noch im Wein vorkommt, wobei normalerweise viele Sequiterpene

nur in Trauben, aber spater nicht mehr im Wein gefunden werden.

Die zweite Besonderheit ist seine niedrige Wahrnehmungsschwelle und seine starke charak-
teristische pfeffrige Note, die im Wasser bei 8 ng/l und im Rotwein bei 16 ng/| liegt. Ferreira
(2012) zahlt Rotundon zu den geruchsintensiven Aromastoffen im Wein. Um die Potenz dieser
Verbindung und dessen Geruchsschwelle zu veranschaulichen: 5 ml Rotundon wiirden aus-
reichen, damit alle jahrlich produzierten australischen Weine (ca. 12,9 Mio. Hektoliter) deut-

lich nach Pfeffer schmecken.



Anosmie — Spezifische Anosmie und Bedeutung

Obwohl es eine Leitsubstanz, also ein sogenannter impact odour ist, gibt es bei der Verbin-
dung Rotundon eine sogenannte spezifische Anosmie. Laut der australischen Forschungs-
gruppe rund um Wood et al. (2008) und Siebert et al. (2008) konnen ungefihr 20 % der Ver-
kostungsteilnehmer diese Verbindung selbst bei der hdchsten getesteten Konzentration
(4000 ng/l) auch in Wasser nicht wahrnehmen. Daher kénnen die sensorischen Erfahrungen
zweier Verbraucher bzw. Verbraucherinnen, die dasselbe Glas Shiraz Wein genieRen, sehr un-
terschiedlich sein. Trotz der Anosmie kann Rotundon von Konsument*innen in anderen Pro-
dukten wahrgenommen werden. So wurde Rotundon in viel hoheren Konzentrationen als im
Wein in bekannten und gangigen Krautern und Gewdrzen wie Thymian gefunden, insbeson-
dere aber in schwarzen und weiBen Pfefferkdrnern, wo ungefahr 10.000-mal so viel vorhan-

den ist wie in sehr ,pfefferigem” Wein.

Die Einmaligkeit des Rotundons liegt darin, dass Rotundon die erste bekannte Schliisselver-
bindung in schwarzen oder weilRen Pfefferkdrnern ist, die ein charakteristisches Pfefferaroma
aufweist. AuBerdem hat Rotundon einen Geruchsaktivitatswert in Pfeffer in der GréRBenord-
nung von 50.000 bis 250.000 und ist nach diesem Kriterium die mit Abstand starkste Aro-

mastoffverbindung, die bisher in diesem wichtigsten Gewtirz gefunden wurde.

Dieses Phanomen der spezifischen Anosmie wird gerade in Zusammenhang mit dem analy-
sierten Rotundon von mehreren Quellen (Wood et al., 2008; Gaby et al., 2020) beschrieben.
Fiir Rotundon kann eine spezifische Anosmie vorliegen, da einige Personen es trotz normalem
Geruchssinn — selbst bei hohen Konzentrationen — nicht wahrnehmen kénnen. Dies kann die
Wahrnehmung der Pfeffrigkeit und somit die Praferenz fir rotundonhaltige Weine beein-
trachtigen. Gerade in Zusammenhang mit einer so geruchsaktiven Verbindung wirkt dies
zweifelsohne kurios. Die Person, die die Pfeffernote nicht wahrnimmt, ist von der sogenann-
ten spezifischen Anosmie betroffen. Dabei handelt es sich um eine deutlich verminderte Sen-
sibilitdt gegenlber einer Duftstoffgruppe (Croy et al., 2015). Spezifische Anosmie ist die Un-
fahigkeit, einen bestimmten Geruch wahrzunehmen, wahrend die allgemeine Riechverarbei-

tung unbeeintrachtigt ist (Croy et al., 2016).

Laut Studien von Croy et al. (2016) zur spezifischen Anosmie von Uber 20 verschiedenen Ge-
ruchsstoffen mit 1600 Probanden zeigte sich, dass spezifische Anosmien keineswegs ein sel-

tenes Phdnomen sind, wie bis dato angenommen wird. Croy et al. (2016) fanden heraus, dass



die Wahrscheinlichkeit, eine spezifische Anosmie auf irgendeinen Geruchsstoff zu haben,
quasi 1 betragt. AuRerdem stellten sie fest, dass spezifische Anosmien durch dauerhafte und
wiederholte Exposition von Diften behebbar sind. Die Forscher*innen weisen darauf hin,
dass spezifische Anosmien keine Ausnahme, sondern die Regel olfaktorischer Verarbeitung

sind und einen flexiblen Filtermechanismus fir die Riechreize darstellen.



Uberblick - Trauben bzw. Weinrelevante TERPENE

Dieser Ubersicht erhebt keinen Anspruch
MONO-TERPENE auf Vollstandigkeit sondern soll dem Leser
vermitteln die Verbindung Rotundon ein bzw

zuzuord nen
linalool cisitrans ocimenol
fander, seed-ose)  (rose blossom, Wﬂwﬂ) (mn) (rose, movvass: w d me Valiey) (lm\) (citrus)
| Xk~ é]
O OH 0 0
0 OH
uranoid] linalool oxide [pyranoid| 1,8<ineol rose oxide wine lactone myrcenol
!L'L‘? a!.?: &L sweet) n(.eanrvv. swoet, floral) ' (eucalyptus, herbal, camphar) (floral green) (coconut-ike, spice) (lavender, citrus)
Acyclic sesquiterpenes Monocyclic Sesquiterpenes
Bisabolane skeleton Germacrene skeleton
r L 1
(E)}f-Blsabolens (Zya-Bisabolene D Germacrene
Byciclic sesquiterpenes
Fude ,,,,a,,, skeleton Eremophilane skeleton (adlm'm skeleton
‘r:; Y:; wXCQ Y(IP é@k ?Ql
5-Cadinene

Tricyclic sesquiterpenes

Guaiane skeleton Aromadendrene skeleton Cedlrane skeleton
1
(4] ;

v-Gurjunene a-Gurjunene a-aromadendren. Viridiflorol a-Cedrene

(-)-Rotundone

Abbildung 2: Uberblick/Auszug Trauben bzw. weinrelevante Terpene, um Rotundon zuzuordnen;
Quellen: Grafik der Trauben-Monoterpene aus Panighel und Flamini (2015); Grafik der Sesquiterpene aus Cin-
cotta et al. (2015).

10



Vorkommen von Rotundon

Diese Verbindung wurde in den 1960er-Jahren aus knolligem Zypergras (Cyperus rotundus)

isoliert, dem es letztendlich auch seinen Trivalnamen zu verdanken hat (https://ives-techni-

calreviews.eu/article/download/4483/13222?inline=1). Als Rotundon als pfeffrige Leitsub-

stanz im Shiraz durch Wood, Siebert im Jahr 2008 identifiziert wurde, erlebte das Molekdl
seine Wiederauferstehung und riickte nach beinahe 48-jahriger Abwesenheit wieder in den
Fokus der Forschung. Es handelt es sich bei Rotundon um ein ziemlich allgegenwartiges, weit-
verbreitetes Molekiil. So konnte es neben dem Zyperngrass in Pfeffer mit 1.200 bis 2.025
ug/kg (Wood et al., 2010) sowie einer Vielzahl an anderen mediterranen Krautern wie Basili-
kum, Thymian, Majoran identifiziert und quantifiziert werden. Die folgende Tabelle 2 sowie
die Abbildung 3 zeigen eine Konzentrationsverteilung zwischen Trauben (0,62 pg/kg), Wein

(0,150 pg/kg) und Krautern.

Tabelle 2: Vergleich der Rotundon Gehalte von Krautern, Wein, Trauben in ug/kg; Quelle: Wood et al. (2010).
Tabelle Konzentration von Rotundon in verschiedenen Pflanzen und Pflanzenprodukten

Beispiel Rotundonkonzentration
(ug/kg, Mittelwert einer
doppelten Extraktion und Analyse)
WeiRer Pfeffer (Piper nigrum) 2025
Black Pfeffer (Piper nigrum) 1200
Wein (Vitis vinifera) 0,15
Trauben (Vitis vinifera) 0,62
Majoran (Origanum majorana) 208
Geranie, Pelargonie (Pelargonium alchemilloides) 25
Knolliges Zypergras (Cyperus rotundus), Nussgras 920
Rosmarin (Rosmarinus officinalis) 86
grauer Salzbischel, Kiistensalzbischel (Atriplex ci- 37
nerea)
Basilikum (Ocimum basilicum)
Thymian (Thymnus vulgaris)
Oregano (Origanum vulgare) 1

Neben Krautern tragt dieses Sequiterpen laut Wu und Cadwaller (2019) auch zum Aroma von
gerostetem Chicoree bei. Arbeiten von Nakanishi et al. (2017a, 2017b) weisen den Beitrag

von Rotundon in Mango, Apfel, Orange, Grapefruit und Fruchtsaften nach.
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Vorkommen von Rotundon in bisher analysierter Rebsorten

Bei Geffroy et al. (2020) findet sich eine Tabelle 3 (unten), welche die Rotundongehalte bisher
analysierter Rebsorten gegeniiberstellt. Bei Betrachtung dieser Rotundongehalte von Han-
delsproben in dieser Tabelle fallt sofort die Dominaz der roten Rebsorten auf. WeiRweine sind
in dieser Zusammenstellung von Geffroy et al. (2020) kaum vertreten. Die Ausnahme stellt
derzeit der Griine Veltliner dar. AuRerdem zeigt sich, wie schon bei den Krautern zuvor, wie

weitverbreitet das Molekil Rotundon in vielen Rebsorten ist.

Wie bei Genthner (2014) nachzulesen ist, findet sich Rotundon auch in Spirituosen bzw. Des-
tillaten wie Whisky, Tequila, Rum, Brandy. In diesen Destillaten wurden Konzentrationen bis
zu 1.345 ng/l gefunden. Diese Konzentrationen resultieren einerseits aus Fasslagerung, an-

derseits aus der Lagerungsdauer.
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ROTUNDON KONZENTRATION VON KRAUTERN UND WEIN
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Abbildung 3: Visueller Vergleich der Rotundongehalte von Krdutern, Wein, Trauben in pg/kg; Quelle: Wood et al. (2010).
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Tabelle 3: Vorkommen bzw. Vergleich von Rotundongehalten bisher analysierter Rebsorten (Handelsproben); Quelle: In Anlehung an Geffroy et al. (2020).

Rebsorte Rotundonkonzentration ng/I| Rotwein oder Weifiwein Region, aus der die Trauben/Weine stammen Referenz
Areni 68 Rotwein Armenien Geffroy (2018)
Abouriou 58 Rotwein Cotes du Marmandais, Frankreich Cullere et al. (2016)
Castets (Maturana Tinta) 8-112 Rotwein La Rioja, Spain Cullere et al. (2016)
Castets (Maturana Tinta) 50 Rotwein La Rioja, Spanien Geffroy et al. (2017b)
Durif 2-35 Rotwein Mehrere Regionen von Australien Herderich et al. (2012)
Gamay 19-85 Rotwein Zentral-Frankreich Cullere et al. (2016)
Graciano 0,6-17 Rotwein La Rioja, Spanien Cullere et al. (2016)
Graciano 38 Rotwein Bezirk Canberra, Australien Herderich et al. (2012)
Grliner Veltliner 63-266 Weilwein Mehrere Regionen von Osterreich Mattivi et al. (2011)
Grlner Veltliner 9-85 Weilwein Mehrere Regionen von Osterreich Nauer et al. (2018)
Mondeuse 54-62 Rotwein Savoie, France Geffroy et al. (2017b)
Mourvedre 11 Rotwein Nicht bekannt Cullere et al. (2016)
Mourvedre 32 Rotwein Bandol, Frankreich Geffroy et al. (2017b)
Pineau d’Aunis 66-200 Rotwein Loiretal, France Geffroy (2018)
Pinot noir 3-11 Rotwein Mehrere Regionen von Australia Herderich et al. (2012)
Pinot noir 38 Rotwein Zentral-Frankreich Geffroy (2018)
Riesling 9 WeiBwein Frankland River, Australien Herderich et al. (2012)
Schioppettino 19-35 Rotwein Friaul, Italien Cullere et al. (2016)
Schioppettino 457-561 Rotwein Friaul, Italien Mattivi et al. (2011)
Syrah 150 Rotwein Mehrere Regionen von Australia Wood et al. (2008)
Syrah 7-161 Rotwein Mehrere Regionen von Australia Herderich et al. (2012)
Syrah 2-116 Rotwein Grampians, Australia Zhang et al. (2015b)
Syrah 17-90 Rotwein Hawke’s Bay, New Zealand Logan (2015)
Syrah 39-142 Rotwein Northern Rhone Valley Takase et al. (2015)
Syrah 152-232 Rotwein Mehrere Regionen von Japan Takase et al. (2015)
Syrah 2-18 Rotwein Sudfrankreich, Australia Cullere et al. (2016)
Touriga Nacional 9 Rotwein Douro, Portugal Geffroy (2018)
Vespolina 278-560 Rotwein Nord Italien Mattivi et al. (2011)
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1.1.2 Lokalisation, Verteilung und Bildung des Rotundons in der Rebe bzw.
Traube

Uber das Vorkommen bzw. speziell die Lokalisation in Trauben berichtet Caputi (2011), dass
sich 96 bis 99 % des Rotundons im Exokarp der Beerenhaut befinden. Ebenso berichten Zhang
et al. (2016), dass das Vorkommen von Rotundon im Wein hauptsachlich von der Trauben-
schale stammt. Laut Zhang et al. (2016) kann es auch in Nicht-Traubengeweben wie Bladttern
und Stielen gefunden werden. Vor diesem Forschungsergebnis war unklar, ob Rotundon un-
abhangig in verschiedenen Weinrebengeweben produziert oder zwischen Nicht-Traubenge-
webe und Traubenbeeren transportiert werden kann. Des Weiteren untersuchten Zhang et
al. (2016) die Verteilung von Rotundon und mdogliche Translokation in Weinrebengewebe bei
Shiraz. Die Studie ermittelte die Verteilung dieser Verbindung in verschiedenen Rebengewe-
ben wahrend der Entwicklung. Es wurde mittels isotopenmakiertem Rotundon versucht, den
wahrscheinlichsten Weg der Rotundontranslokation — Gber das Phloem — herauszufinden.
Dariiber hinaus wurde bewertet, ob die lokale Produktion von Rotundon durch FraRschad-
linge induziert wurde. Durch Zhangs (2016) Ergebnisse konnte erstmals gezeigt werden, dass
Rotundon im Rahmen der Entwicklung von Vitis vinifera L. cv. in den Blattstielen und Stielen
bzw. Rachisen vorhanden ist. Ebenfalls zeigte sich, dass verschiedene Weinrebengewebe ein
ahnliches Muster der Rotundonproduktion in verschiedenen Traubenentwicklungsstadien
aufwiesen. In den einzelnen Rebentrieben enthielten Nicht-Traubengewebe im Vergleich zu

Beeren hohere Konzentrationen an Rotundon.

Zhang et al. (2016) bestatigten die lokale Produktion von Rotundon in einzelnen Geweben
und schlossen die Moglichkeit einer Phloem-Translokation von Rotundon zwischen verschie-
denen Geweben aus. Im Gegensatz zu anderen durch Pflanzenschadlinge induzierte Terpene
hatte diese Schutzaktivitat einen begrenzten Einfluss auf die Konzentration von Rotundon in

Weinblattern.

Laut Caputi et al. (2011) reichert sich die Verbindung Rotundon von der Veraison bis zur Ernte
fast ausschlieBlich in Beerenexokarp an. Geffroy et al. (2014) verwiesen darauf, dass die An-
reicherung dieser Verbindung in Shiraz-Weinen von den Jahrgangsbedingungen und dem Rei-
fegrad abhdngig war, sodass 44 Tage nach der mittleren Reife eine héhere Rotundonkonzent-

ration erreicht wurde. Sowohl Studien wie jene von Geffroy et al. (2014) und Zhang, et al.
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(2015), die die Rotundonakkumulation in Trauben nach der Veraison untersucht haben, zeig-
ten, dass sie sich hauptsachlich nach mittlerer Reife akkumuliert. Informationen zur Sesqui-
terpenakkumulation wahrend der Beerenentwicklung, insbesondere vor der Veraison, fehlen

derzeit noch.

Um die Biosynthese des Rotundons in die Terpenebildung einzuordnen, liefern Wedler et al.
(2015) einen wichtigen Ansatz zum Verstandnis hinsichtlich des Ausgangsprodukts: dass Mo-
noterpene (10 Kohlenstoffe) aus Geranyldiphosphat (GPP) hergestellt werden, wahrend
Sesquiterpene (15 Kohlenstoffe) hingegen aus Farnesyldiphosphat (FPP) und Diterpene (20
Kohlenstoffe) aus Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) synthetisiert werden. Die nachfolgende
Abbildung 4 zeigt libersichtlich die Basis beziehungsweise Schllisselausgangsverbindung fir
die jeweilige Terpenklasse.
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Abbildung 4: Uberblick der chemischen Umwandlung in der Terpenbiosynthesebildung der Ausgangsprodukte;
Quelle: Wedler et al. (2015).

Lange und Croteau et al. (1999), Eisenreich et al. (1998), Lange et al. (2000) und Sallaud et al.
(2009) verweisen auf zwei Stoffwechselwege, die GPP, FPP und GGPP erzeugen: erstens der

sogenannte Mevalonat (MVA)-Weg und zweitens der 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat/1-
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Desoxy-D-xylulose-5-phosphat/DXP)-Weg (siehe Abbildung 4). Jeder Weg verwendet eine ei-
gene Weise zur Erzeugung von Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP), die anschliefend durch Geranyldiphosphatsynthase zu GPP kombiniert werden.
GPP selbst ist ein Substrat flr die Farnesyldiphosphat-Synthase. Nagegowda (2010) verweist
darauf, dass in Weintrauben Vitis vinifera, GPP und FPP (iber den EP/DOXP-Weg in den Mito-

chondrien bzw. den MVA-Weg im Zytosol biosynthetisiert werden.

Die vorher genannte Schllisselverbindung bzw. Wege der Terpenebildung wie Farnesyldiphos-
phat (FPP) der Mevalonat (MVA)-Weg bzw. der MEP/DXP = 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phos-
phat/1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat/DXP) -Weg sollen bei nachfolgender Beschreibung hel-
fen, die bisherigen Feststellungen liber die Biosynthese des Sequiterpens Rotundon einzuord-
nen. So heben Schwab und Wuest (2015) zur Herkunft terpenoider Geruchsstoffe (Monoter-
pene und Sesquiterpene) in Wein hervor, dass diese gemischten Bildungsmechanismen wie
enzymatische und nicht-enzymatische Schritte umfassen. Dies trifft zum Beispiel auf Rotun-
don zu. Es ist bekannt, dass die Bildung von Rotundon die enzymatische Bildung des Vorlau-
fers a-Guaien erfordert, gefolgt von der nicht-enzymatischen Bildung von Rotundon durch
Luftoxidation von a-Guaien (Huang et al, 2014). Rotundon wird also durch Luftoxidation und
Biosynthese aus einer Vorldauferverbindung, a-Guaien, gebildet (Huang et al., 2014; Takase et
al., 2015) (siehe Abbildungen 5 und 6). Dies stimmt mit der Beobachtung libereinstimmt, dass
das pfeffrige Aroma oft zunimmt, wenn Wein im Laufe der Zeit zur Oxidation in einem Glas

belassen wird (Petrozziello et al., 2021).

Hinsichtlich des Rotundonstoffwechselwegs sind weitere Details bekannt. So stellten Takase
et al. (2016) bei Vergleich und Untersuchung zweier Syrah-Trauben verschiedener japanischer
Weinberge fest, dass FPPS (farnesyl diphosphate synthase gen) eine Schlisselrolle bei der Be-
stimmung des Akkumulationsniveaus von Rotundon spielen kdnnte, dass reichlich Substrate
fiir die VVTPS24-Katalyse bereitstellen kann, um a-Guaien als Vorldufer von Rotundon zu pro-
duzieren. Darliber hinaus konnte das DXPS(1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase-Gens)
unter dem MEP-Weg-Genen (2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat) eine regulatorische Rolle
fiir eine Vorlauferversorgung von den Plastiden zur Rotundonbiosynthese spielen. Eine wei-
tere, ebenfalls von Takase et al. (2016) durchgefiihrte Arbeit identifizierte VvSTO2 als a-Gua-
ien-2-Oxidase, die a-Guaiene in Rotundon in der Rebsorte Syrah umwandeln kann. Die funk-

tionelle Charakterisierung ergab, dass VvSTO2 eine Guaien-2-Oxidase ist, die in der Lage ist,
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die C2-Position von a-Guaien zu oxidieren, was zur Biosynthese von Rotundon als Hauptreak-
tionsprodukt fuhrt. Die Arbeit von Takase et al. (2016) legt nahe, dass die Akkumulation von
Rotundon sowohl von der Biosynthese von a-Guaien als auch von der Expression des Schlis-

selenzyms VvSTO2 abhangen (siehe Abbildungen 5 und 6).

Zusatzlich kann DXPs(1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase-Gen) unter den MEP-Pa-
thway-Genen (ME P= 2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat) eine regulatorische Rolle fiir eine
Vorlauferversorgung der Plastiden zur Rotundon-Biosynthese spielen (siehe Abbildungen 5
und 6). Darliber hinaus zeigte sich auch, dass CYP71BES5 die Rotundon-Biosynthese zusammen
mit der Verflgbarkeit von a-Guaien regulierte. FPPS kann zusammen mit VvTPS24 und
CYP71BES5 als entscheidendes Zielgen fiir die Verbesserung der Rotundon-Biosynthese in
Weinreben dienen, abhdngig von verschiedenen Umweltfaktoren. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass FPPS eine Schlisselrolle bei der Bestimmung des Akkumulationsniveaus von Ro-
tundon spielen konnte, welches reichlich Substrate fir die VvTPS24-Katalyse liefern kann, um
ein Guaien als Vorlaufer von Rotundon herzustellen. Zusatzlich kann DXPs(1-Desoxy-D-Xylu-
lose-5-Phosphat-Synthase-Gens) unter den MEP-Pathway-Genen eine regulatorische Rolle
fir eine Vorlauferversorgung der Plastiden zur Rotundon-Biosynthese spielen (siehe Abbil-
dungen 5 und 6). Die biochemische Frage zu beantworten, warum bestimmte Traubensorten
wie Syrah den direkten Vorldaufer von Rotundon, Sesquiterpen a-Guaiene, anreichern, ist eine
schwierige Aufgabe, wenn bedacht wird, dass bis zu 69 Terpen-Synthasen (TPSs) identifiziert

wurden (Schwab und Wuest, 2015).
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Biosyntheseweg fur (-)-Rotundon; vorgeschlagen von Takase et al. (2016a).
>Rotundon wird produziert durch die enzymatische Oxidation von a-Guaien.

Vorgeschlagene biosynthetische Bildung von Rotundon:
a-Guaien-bildende Carbokationskaskade gefolgt von radikalisch initiierter Oxidation; Wedler et al. (2015)
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Das Schema in Abbildung 6 zeigt den mutmaRlichen Cyclisierungs-/Umlagerungsmechanismus von Carboka-
tionen. In diesem Mechanismus wird ein Deprotonierungs-/Reprotonierungs-Prozess tiber eine Germacren-
Zwischenstufe gezeigt. Es ist unbekannt, ob dieser Prozess durch einen konzertierten intramolekularen Pro-
tonentransfer ersetzt werden kénnte (Hong und Tantillo, 2014). Dieser Protonentransferprozess — sei er
konzertiert oder schrittweise — wiirde zu einer sekundaren Carbokation fiihren (siehe Abbildung 6, oben
rechts). Sekundare Carbokationen werden haufig als Intermediate vermieden (Tantillo, 2011; Tantillo, 2008;
Tantillo, 2010; Hong und Tanillo, 2014), sodass es moglich ist, dass der Protonentransfer mit einer Cyclisie-
rung kombiniert wird. Ob die Bildung eines bestimmten Diastereomers bei der Cyclisierung energetisch be-
vorzugt wird oder nicht, ist ebenfalls nicht klar. Quantenchemische Berechnungen der oben beschriebenen
Art kdnnten diese Réatsel l6sen. Sobald a-Guaien gebildet ist, kann es durch nicht-enzymatische Oxidation in
Rotundon umgewandelt werden (Huang et al., 2014). Ein mutmaRlicher Mechanismus fiir diesen Prozess,
analog zu einem Mechanismus fiir die Lipidperoxidation, ist auch in Schema Abbildung 6 untengezeigt. Bei
diesem Vorgang ist nicht klar, warum die Abstraktion eines allylischen Wasserstoffatoms zu dem gezeigten
spezifischen Allylradikal vorherrscht; auch eine Abstraktion von drei anderen allylischen Positionen ist mog-
lich. Sobald das Allylradikal gebildet ist, ist weder klar, warum der O:-Einfang an der gezeigten spezifischen
Stelle bevorzugt wird, noch ist klar, ob der Einfangschritt eine Diastereoselektivitat aufweist. Auch hier kénn-
ten quantenchemische Berechnungen Licht ins Dunkel bringen.

1.1.3 Uberblick tiber Effekte und Einflisse auf den Rotundongehalt

Seit der Entdeckung von Rotundon im Wein im Jahr 2008 durch Forscher*innen des Australi-
schen Weinforschungsinstituts (Wood et al., 2008) beschéftigen sich weltweit australische,
franzosische, italienische und spanische Forschungsgruppen damit (neben der Messung des
Rotundonsgehalts), wie sich Umweltfaktoren, weinbauliche Faktoren und technologische
Malnahmen auf den Rotundongehalt auswirkten. Diese Einflussfaktoren auf das Rotundon
werden in den nachfolgenden Abschnitten basierend auf der derzeitigen Literatur naher vor-

gestellt.

1.1.3.1 Umweltfaktorenbedingte Effekte auf den Rotundongehalt

Australische Forschungsergebnisse von Zhang et al. (2015) haben gezeigt, dass der Anbau von
Weinreben in einem kiihlen Klima ein entscheidender Faktor ist, der die Ansammlung von
Rotundon in Traubenbeeren und Wein férdert. Zhang et al. (2015) konnten durch die Analyse
der Rotundonenkonzentration von 15 Jahrgdngen (1996 bis 2014) eines Weines desselben
Weinbergs in Shiraz und durch Verwendung bzw. Vergleich historischer Datensatze nachwei-
sen, welche Wetterparameter die Rotundonkonzentration in Traubenbeeren und Wein am
meisten beeinflussen. Die Ergebnisse von Zhang et al. (2015) zeigten, dass die hochsten Kon-
zentrationen von Rotundon durchwegs in Weinen aus kiihleren und feuchteren Jahrgangen
gefunden wurden. Die Schwankungsbreite dieser Jahrgange (1996 bis 2014) bewegte sich fiir
die Verbindung Rotundon in Shiraz zwischen 2 ng/l bis 116 ng/I (Zhang et al., 2015).
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Zusatzlich konnten die australischen Forscher*innen zeigen, dass die Konzentration von Ro-
tundon im Wein negativ mit der taglichen Sonneneinstrahlung und der Temperatur der Trau-

benzone sowie positiv mit dem Wasserhaushalt des Weinbergs korrelierte.

Die von Zhang et al. (2015) beschriebene Modellierungstechnik war in der Lage, dass Verhal-
ten der Rotundonkonzentration basierend auf saisonalen Wetterbedingungen und phanolo-
gischen Stadien der Weinrebe zu beschreiben und kdnnte moéglicherweise dazu verwendet
werden, um die endgililtige Rotundonkonzentration in zukiinftigen Vegetationsperioden vor-
herzusagen. Dies kdnnte die Einfiihrung von Prazisionsbewasserungs- und Laubmanagement-
strategien ermoglichen, um negative Auswirkungen im Kontext mit dem Klimawandel und
mikroklimatische Schwankungen, wie beispielsweise Hitzewellen, innerhalb eines Weinbergs

auf die Weinqualitat wirksam abzuschwachen.

Laut Scarlett et al. (2014) wurde festgestellt, dass die Konzentration von Beerenrotundon
raumlich deutlich variabel ist. Diese Schwankung der Rotundonkonzentration innerhalb der
Weinberge diirfte mit der Variation der Bodeneigenschaften und der Topografie verbunden
sein. Gerade diese lokalen Gegebenheiten haben Einfluss auf die Umgebungstemparatur als

wahrscheinlichster Hauptgrund fir diese Variation.

Zhang et al. (2015) fiihrten eine Studie zu Umweltfaktoren, die die Variabilitat der Rotundo-
nenkonzentration in Beeren von Vitis vinifera L. cv. Shiraz untersuchten, durch. Dazu zahlten
die Umweltfaktoren, die die Rotundonkonzentrationen in Traubenbeeren antreiben, indem
die Rotundonvariabilitat quantifiziert und mit weinbaulichen Parametern korreliert wird. Die
Einteilung des Weinbergs in verschiedene Zonen (auf Grundlage von Wuchsstarke, elektri-
scher Bodenleitfdahigkeit und Hanglage), Weinreben in Sonnenorientierungen (schattiert bzw.
unschattig) und Trauben in Sektoren (oben und unten sowie vorne und hinten) zeigt den Ein-
fluss von Rebenkraftvitalitat, Sonnenlicht und Temperatur. Das Vorkommen der héchsten Ro-
tundonenkonzentration wurde in schattigen Traubensektoren und Reben und bei héher-
wiichsigen Reben in den sldlich ausgerichteten Bereichen des Weinbergs beobachtet. Die
hochste Konzentration an Rotundon findet sich durchweg an der Spitze und in den schattigen
Sektoren der Trauben, was mit niedrigeren Oberflachentemperaturen der Trauben korreliert.
Die Modellierung zeigte, dass eine Beerentemperatur von tiber 25° C die Rotundonkonzent-
ration in Shiraz negativ beeinflusst. Sowohl die natirliche als auch die kiinstliche Schattierung

moduliert die Traubenoberflache und die Lufttemperatur in der Traubenzone und erhoht die
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Rotundonkonzentration, ohne andere Qualitatsparameter der Traubenbeere zu beeintrach-
tigen. Daher sind die Temperatur und moglicherweise der Grad der Beschattung die Haupt-
determinanten von Rotundon in Weinbeeren. Die Weinbergtopografie, die Rebenvitalitat, die
Rebzeile und die Traubenorientierung beeinflussen den Grad der Beerenabschattung und
kdnnen daher die Traubenoberflachen- und Zonentemperaturen anpassen und somit die Bee-

renrotundonkonzentration beeinflussen.

Neben der Sonneneinstrahlung, die in Weinbergen unterschiedlich ist, gibt es einen weiteren
Faktor, der ebenfalls unterschiedlich ist, namlich das Weinbergbodenmikrobiom. Deshalb un-
tersuchten Gupta et al. (2019) die Zusammensetzung des Weinbergbodenmikrobioms im Zu-
sammenhang mit der Rotundonkonzentration in australischen , pfeffrigen” Shiraz-Trauben im
kGthlen Klima. Es ist jedoch wenig Uber die Rolle von Bodenmikroben, auBer mikrobiellen
Krankheitserregern, auf die Traubenzusammensetzung oder ihre Rolle bei den Auswirkungen

des Jahrgangs oder des Standorts (Terroir) auf die Traubenzusammensetzung bekannt.

Gupta et al. (2019) nutzten einen Amplikon-Sequenzierungsansatz, um die potenziellen Be-
ziehungen zwischen Bodenmikroben und der inhdrenten raumlichen Variation der Zusam-
mensetzung der Traubenmetaboliten sowie insbesondere die Konzentration des ,Impact
Aroma Compound” Rotundon in Shiraz-Trauben zu untersuchen (Vitis vinifera L.). 16S5-rRNA-
und ist-Region-Amplikon-Sequenzierungsanalysen von mikrobiellen Gemeinschaften in den
Oberflachenbodden, die aus diesen Zonen (definierte Zonen mit inharent niedriger oder hoher
Konzentration des Traubenmetaboliten Rotundon) gesammelt wurden, zeigten deutliche Un-
terschiede zwischen den Zonen in der genetischen Vielfalt und Zusammensetzung des bakte-
riellen und pilzlichen Mikrobioms des Bodens. Boden in der Zone mit hohem Rotundon zeig-
ten eine hohere Diversitdt an Bakterien, aber eine geringere Diversitat an Pilzen im Vergleich
zu Bdden in der Zone mit niedrigem Rotundon. Gupta et al. (2019) konnten dariiber hinaus
mit Netzwerkanalysen feststellen, dass die mikrobielle Zusammensetzung in den Boden der
Zone mit hohem Rotundon gut strukturiert ist, insbesondere in Bezug auf die Bakterienge-
meinschaft, verglichen mit der in Boden der Zone mit niedrigem Rotundongehalt. Die Haupt-
unterschiede zwischen den Rotundonzonen in der mikrobiellen Gemeinschaftsstruktur waren
gerade fiir Bakterien und Pilze offensichtlich, insbesondere hinsichtlich Bakterien, die zu den
Acidobacteria-GP4 und GP7, Rhizobiales, Gaiellaceae, Alphaproteobakteria und den Nectri-

aceae- und Tremellaceae-Pilzfamilien gehdren. Obwohl das Mulchen in einigen Teilen des

22



Weinbergs Veranderungen in der Bakterien- und Pilzzusammensetzung und der gesamten
mikrobiellen katabolen Diversitat und Aktivitat verursachte, maskierten diese Auswirkungen
nicht die auf der rotundonzonebasierende Variation. Basierend auf Guptas Feststellungen
bzw. Guptas Befund Uber die Variation in Bodenmikrobiomen in den Rotundonzonen wird
verdeutlicht, wie entscheidend das Verstindnis der mikrobiellen Okologie, der Pflanzenbio-
chemie und des Weinbaumanagements fiir ein verbessertes Management des Traubenstoff-

wechsels und der Zusammensetzung sowie des Weingeschmacks sind.

Harner et al. (2019) haben in einer Studie klimatische und weinbauliche Faktoren gemeinsam
bewertet, um herauszufinden, welche Variablen den starksten Einfluss auf die Akkumulation
von Rotundon haben. Der Beweggrund fiir Harner et al. (2019) war es, zu verstehen, wie ein-
zelne klimatische oder kulturelle Faktoren die Bildung von Rotundon in Trauben und anschlie-
Rend den Grad der Pfeffrigkeit des Weins beeinflussen. Harner et al. (2019) entwickelten ein
Vorhersagemodell, das Faktoren (Auswirkungen von Wetter und weinbaukulturelle Faktoren)
identifizierte, die die Rotundonkonzentrationen in Noiret-Trauben (Vitis sp.) bei der Ernte er-
klaren. Das amerikanische Forschungsteam hat 21 weinbauliche, meso- und mikroklimatische
Variablen und Konzentrationen von Rotundon in Noiret-Weintrauben in sieben Weinbergen
im Nordosten der USA der Jahrgdange 2016 und 2017 gemessen. Laut Harner et al. (2019) wa-
ren die Wachstumsgradtage wahrend der Fruchtreifung (=growing degree days (GDDv)) und
die Menge der Sonnenstrahlung (kumulative Sonnenexposition, cumulative solar exposure;
CSE), fur die Rotundonkonzentration entscheidend. Harner et al. (2019) konnten eine postive
Rotundonkorelation bei niedrigen (< 15 °C) und eine negative Korelation bei hohen (> 30 °C)
Beerentemperaturen feststellen. Die Forscher und Forscherinnen entwickelten unter Ver-
wendung eines 2-Jahres-Datensatzes ein Vier-Variablen-Modell, das mehr als 80 % der Varia-
tionen der Rotundonkonzentration bei der Ernte erklart. Das Modell umfasste das Wetter
(Wachstumsgradtage wahrend der Fruchtreifung (growing degree days (GDD) und pflanzen-
bezogene Variablen (Phosphor- und Kalziumkonzentration im Blattstiel und Erntemenge). Das
von Harner et al. (2019) entwickelte Modell kdnnte von Weinproduzenten verwendet wer-
den, um Standorte oder kulturelle Praktiken zu identifizieren, die die Akkumulation von Ro-

tundon begtinstigen.
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1.1.3.2 Weinbaubedingte Effekte auf den Rotundongehalt

Die nun nachfolgend prasentierten Ergebnisse aus weinbaulich relevanten Arbeiten (Geffroy
et al., 2014; Davies et al., 2015; Geffroy et al., 2016; Geffroy et al., 2019) liefern wichtige
Erkenntnisse und Rickschlisse, wie sich weinbauinduzierte MaRnahmen bzw. Handlungen
auf Rotundon auswirkten. Die erwahnten weinbaulichen Arbeiten beschaftigten sich aber

ausschlieRlich mit Rotweinen bzw. fanden in Australien bzw. Frankreich statt (z. B. Shiraz, Fer).

Ergebnisse von Geffroy et al. (2014) zeigen, dass die Anreicherung dieser Verbindung in Wei-
nen von den Jahrgangsbedingungen und dem Reifegrad abhangig waren, sodass 44 Tage nach
der mittleren Reife eine hohere Rotundonkonzentration erreicht wurde. Aus praktischen
Uberlegungen bedeutet das, den idealen Erntezeitpunkt hinsichtlich des maximalen Rotund-
ongehalts zu finden. Des Weiteren zeigte sich nach Geffroy et al. (2014), dass die Anwendung
von exogener Jasmonsdure bzw. das Ausdiinnen der Trauben die Rotundonkonzentration
nicht signifikant beeinflussten, wahrend das Entfernen der Blatter die Rotundonkonzentra-
tion stark reduzierte. Die Verringerung der Rotundonkonzentration in den Beeren durch die
Entlaubung wurde auch von Logan (2015) nachgewiesen. Gerade die Blattentfernung fuhrt zu
héheren Beerentemperaturen. Die Arbeiten von Zhang et al. (2015a, 2015b) zeigten, wie be-
reits erwdhnt, dass bei Beerentemperaturen liber 25 °C eine deutliche Reduktion der Rotun-
donproduktion feststellbar war; dasselbe bewiesen die Arbeiten von Harner et al. (2019) bei

Beerentemperaturen (iber 30 °C.

AuBerdem wies der Wein aus bewasserten Behandlungen eine héhere Rotundonkonzentra-
tion auf. Damit wurde der Wasserzustand der Reben wahrend der Erntezeit als eine weitere-
Schlusselvariable identifiziert, die gut mit der beobachteten Variabilitdat des Rotundons inner-

halb der Parzelle korrelierte.

Zur gezielten Beeinflussung des Erntezeitpunkts gibt es eine Studie von Davies et al. (2015).
Diese demonstrierte, dass Shiraz-Weine — aus Traubenbeeren (Vitis vinifera), die durch Be-
handlung mit Pflanzenwachstumsregulatoren wie 1-Naphthalenessigsdure (NAA) oder 2-
Chlorethylphosphorséure (Ethrel) in der Reifung verzogert worden waren — erhéhte Rotund-
onkonzentrationen und somit mehr Pfeffergeschmack und -aroma aufwiesen. Davies et al.

(2015) stellten fest, dass 1-Naphthalenessigsdure wirksamer als Ethrel ist. NAA verzogerte die
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Ernte um 23 Tage im Vergleich zu sechs Tagen fiir Ethrel. Es zeigte sich, dass die Rotundonge-
halte in NAA-Weinen (29 ng/l) um ein Vielfaches hoher waren als in Ethrel-Weinen (2 ng/l).
Somit kann die Behandlung von Trauben mit NAA und in geringerem Male mit Ethrel die
Reifung verzogern und die Rotundonkonzentration in Shiraz-Frucht erhéhen, wodurch die
pfeffrigen Eigenschaften des Weins verstarkt werden. Auch eine sensorische Analyse von
Weinen aus NAA-behandelten Friichten zeigte einen hoheren Pfeffergeschmack und -aroma

im Vergleich zu denen der Kontrollweine oder Ethrel-behandelten Beeren.

Geffroy et al. (2016) konnten in ihrer Studie durch Traubentrocknung am Rebstock mit Hilfe
der Anwendung sogenannter ,Passerillage Eclaircissage sur Souche” (PES) in Kombination mit
Bewadsserung bei Rotweinen eine erhdhte Phenol- und Rotundonkonzentration belegen. Bei
PES handelt es sich um eine Technik, bei der einige Wochen vor der Ernte ein Teil des Frucht-
zweigs abgeschnitten wird. Dadurch wird eine Austrocknung der Beeren erreicht, welche zu
einer Erhéhung der Gesamtsdure, des Zuckergehalts und der phenolischen Verbindungen
flhrt. Esist bekannt, dass Wassermangel wahrend der Reifung problematisch ist, um Weine
mit hoheren Rotundongehalt bzw. hoherem Gehalt an phenolischen Verbindungen herzustel-
len. Es zeigte sich, dass PES einen begrenzten Einfluss auf Rotundon in Wein hatte. Da die
PES-Technik zu einer Unterbrechung des Saftflusses fiihrt, legen die Ergebnisse nahe, dass
Rotundon in den Beeren synthetisiert und nicht verlagert wird. Ein Weinbausystem, das Be-
wasserung und dann PES kombinierte, fihrte — so Geffroy et al. (2016) — zu signifikanten Zu-
wachsen bei Rotundon, Zuckerkonzentration, Anthocyanen und Gesamtphenolindex in Wein
sowie beim Verhaltnis von Schale zu Saft. Messungen der Oberflachentemperatur der Trau-
ben zeigen, dass die durch Bewadsserung induzierte Steigerung der Rotundonproduktion
wahrscheinlich eher auf einen direkten als auf einen indirekten Effekt durch eine Zunahme

der Blattflache zurilickzufiihren ist, die zu einem kihleren Mikroklima der Trauben fihrt.

Geffroy et al. (2019) untersuchten die Verwendung von drei giangigen Weinbaupraktiken
(Blattentfernung zehn Tage nach Beerenansatz, Entfernung der Seitentriebe und verzogerte
Ernte sieben Tage nach der Kontrolle) zur Modulation der Rotundon- und 3-Iso-Butyl-2-Me-
thoxypyrazin-Zusammensetzung von Rotweinen der franzdsischen Rebsorte Fer aus einer kli-
matisch gemaBigten Weinregion mit sehr kiihlen Nachten. Die Erkenntnis von Geffroys et al.
(2019) Untersuchung einer verzégerten Ernte beobachtete einen Anstieg der Rotundonkon-

zentration, wahrend das Entfernen von Blattern und das Entfernen von Seitentrieben keinen
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signifikanten Einfluss auf die Rotundonenkonzentration hatten. Eine verzogerte Ernte und das
Entfernen von Seitentrieben waren die effizientesten Methoden, um die IBMP-Konzentration
in Weinen zu senken. Die drei Techniken ermoglichten es, das Verhaltnis der Geruchsaktivi-
tatswerte (OAV) Rotundon zu IBMP zu erhéhen, wobei die groRte Auswirkung bei einer ver-
zogerten Ernte beobachtet wurde. Nach Ergebnissen von Geffroy et al. (2019) scheint eine
verzogerte Ernte die beste Methode zu sein, um die fllichtige Zusammensetzung von Fer-Wei-
nen in Richtung einer Erhohung des OAV Rotundone zu OAV IBMP-Verhaltnisses zu modulie-

ren.

1.1.3.3 Technologie bedingte Effekte auf den Rotundongehalt

Die nun nachfolgend prasentierten Ergebnisse aus 6nologisch relevanten Arbeiten (Caputi et
al., 2011; Zhang et al., 2017; Geffroy et al., 2017; Petrozziello et al., 2021) liefern wichtige
Erkenntnisse hinsichtlich MaBnahmen zur Manipulation des pfeffrigen Charakters. Die er-
wahnten technologischen Arbeiten zu Modellierung dieses charakteristischen pfeffrigen

Weinaromas beschaftigten sich ausschlielich mit Rotweinen (z. B. Shiraz, Duras).

So ist laut Caputi et al. (2011) aus technologischer Sichtweise von entscheidender Bedeutung
zu wissen, dass sich das Rotundon fast ausschlieBlich in Beerenexokarp anreichert, was darauf
hindeutet, dass der Schalenkontakt wahrend der Weinbereitung verwendet werden kdnnte
bzw. sollte, um den pfeffrigen Charakter von Wein zu modulieren. Doch in diesem Zusam-
menhang machten Caputi et al. (2011) eine technologisch relevante Beobachtung hinsichtlich
Rotundonausbeute, und zwar, dass diese nach dem Weinzubereitungsprozess geringer aus-
fiel. Tatsachlich wurden — wie Caputi et al. (2011) belegten — nur 10 % des in den Trauben
enthaltenen Rotundons wahrend der Garung extrahiert und nur 6 % in Flaschenweinen wie-
dergewonnen. Dies ist anhand mehrerer Punkte erklarbar, weil es sich bei Rotundon um eine
hydrodophobe Verbindung handelt, wie dessen Octanol-Koeffizient belegt. Aufgrund-der so-
mit starken Affinitat zur Bindung an Partikel wahrend der Traubenverarbeitung, speziell wah-
rend der Garung, wurden nur geringe Mengen (ca. 10 %) aus der Traube extrahiert, die sich
im Wein wiederfinden. Caputi et al. (2011) sind der Meinung, dass durch Filtrationsmalnah-

men dieser Wert zusatzlich reduziert werden konnte.

Diese geringe Extraktion bzw. Abnahme nach dem Fillen des Rotundon ldsst sich dadurch

erklaren, dass Rotundon eine sehr hydrophobe Verbindung ist, die schlecht |16slich ist, wie die
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meisten (viele) Sesquiterpene, und dass diese dazu neigt, sich an Partikel zu binden. Forscher
und Forscherinnen verweisen darauf, dass die meisten in Trauben haufig vorkommenden
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe im Wein fehlen. Es wurde gezeigt, dass dies darauf zuriick-
zufiihren ist, dass diese Verbindungen nicht in weinahnliche hydroalkoholische Losungen ex-
trahiert werden und stattdessen aus dem Saft entfernt werden, wenn sie sich an Feststoffe
aus Trauben binden. Dies bedeutet, dass Sesquiterpenkohlenwasserstoffe in Trauben als Ge-

schmacksvorlaufer wirken kénnen, nicht jedoch im fertigen Wein.

Eine andere durchgefiihrte Technologiestudie von Zhang et al. (2017) fokussierte sich aus-
schlieBlich auf die zuvor erwdhnte Extraktionsproblematik dieser Verbindung aus den Schalen
von Weinbeeren wahrend der Garung in Wein. Daflir wurde, so Zhang et al. (2017), der Most
am ersten und flinften Tag der Garung mit Ethanol und Saccharose angereichert und der re-
sultierende Wein hinsichtlich Rotundon, fliichtigen Aromastoffen und Farbe bewertet. Zhang
et al. (2017) konnten damit ebenfalls den Zusammenhang zwischen der Konzentration von
Rotundon und dem Alkoholgehalt wahrend des Fermentationsprozesses beweisen. Der Alko-
holgehalt von Wein und die Schale-Wein-Kontaktzeit waren laut Zhang et al. (2017) zwei Fak-
toren, die die Rotundonextraktionsrate aus Trauben in Wein beeinflussten. Die Anreicherung
erhohte die Rotundonextraktionsrate erheblich und verbesserte nebenbei die Weinfarbe und
Phenolkonzentration, sowie beeinflusste durch die Alkoholzugabe bzw. starke Alkoholbildung
die Konzentration an Esterverbindungen wie Ethylacetat, 3-Methylbutylacetat, Ethylbu-
tanoat, Ethylhexanoat, Ethyloctanoat, Methylnonanoat, Isopentanol und Phenylethylalkohol
im resultierenden Wein. Dieses Ergebnis von Zhang et al. (2017) ist sehr kritisch zu betrachten,
weil eine Zugabe von technischen Alkoholen in dieser Konzentration sowie Saccharose vor

Beginn der Garung in unseren Breiten nicht erlaubt ist.

Waéhrend Zhang et al. (2017) Varianten der Ethanolanreicherung zur Extraktionsverbesserung
testen, untersuchten Geffroy et al. (2017) mit der Rebsorte Duras (Rotwein) im LabormaRstab
von nur zwei Litern (!!!) den Einfluss von klassischen 6nologischen Fermentationsvariablen
(wie Dauer und Temperatur der Mazeration, die Hefespezies, die Zugabe von pektolytischen
Enzymen) und speziellen Weinzubereitungstechniken (z. B. Cold Soak, Thermovinifizierung,
Kohlensduremazeration und Roséweinbereitung) auf Rotundon. Auch Geffroy et al. (2017) -

wie bereits sechs Jahre davor Caputi et al. (2011) — machten die Feststellung, dass Rotundon
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schlecht extrahierbar war. Geffroy et al. (2017) nutzten einen Korrelationsvergleich mit Ant-
hocyanen und dem Gesamtphenolindex. Dies sind Variablen, welche die Extraktion von Scha-
lenverbindungen widerspiegeln. AuBerdem schlossen Geffroy et al. (2017) daraus, dass sich
die Loslichkeit von Rotundon, von Anthocyanen und den meisten Trauben-Proanthocyanidi-

nen deshalb unterschied, weil Rotundon sich an andere Feststoffe bindet.

Aus der Arbeit von Geffroy et al. (2017) konnte weiters noch festgestellt werden, dass Weine,
die im Herstellungsprozess eine bevorzugte Entfernung der Schalen beinhalteten (z. B. Rosé-
weine), niedrige Rotundonkonzentrationen von ca. 20 % bzw. 13 % aufwiesen. Hingegen bei
Erhohung der Temperatur oder der Mazerationszeit fiihrte dies zu erhéhten Rotundonkon-
zentrationen. Langerer Schalenkontakt wahrend der Mazeration nach der Fermentation
fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der Rotundonkonzentration um ca. 20 % im Wein, was
auf praktische Moglichkeiten zur Reduzierung des Pfefferaromas im Wein hindeutet (Geffroy

et al., 2017).

Petrozziello et al. (2021) untersuchte den Einfluss bestimmter 6nologischer Faktoren wie SO,-
Dosierungen, Lagerungstemperatur und Sauerstoffmenge auf die Rotundonkonzentration in
Pelaverga-Weinen, einen Rotwein namens Pelaverga piccolo (eine autochthone Rebsorte, die
im Piemont angebaut wird). Es wurde gezeigt, dass malige Sauerstoffmengen zu einem sig-
nifikanten Anstieg der Rotundonkonzentration in fertigen Weinen fiihren kann. Umgekehrt
hatten offenbar unterschiedliche Dosierungen von Schwefeldioxid oder Lagertemperatur der
Weine keinen Einfluss auf diese Verbindung. Dass es durch maRige Sauerstoffgaben zu einem
Anstieg kommt, konnte wie schon erwahnt daran liegen, dass Rotundon durch die Oxidation

von a-Guaien gebildet wird Huang et al. (2014).
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1.1.3.4 Fazit der Effekte und Einfliisse auf den Rotundongehalt

Anhand der folgenden Abbildung 7 werden die zuvor beschriebenen Effekte und Einflisse,
wie Umweltfaktoren, Weinbau, Klima und Technologie auf den Rotundongehalt von Trauben
und Wein hinsichtlich dessen positiver oder negativer Auswirkungen tberblicksartig zusam-

mengefasst.

Positiv + stimulierend wirken :
= Wasserversorgung/Bewdsserung vor der Verasion
= Licht stimuliert die Rotundonproduktion
= Erntedatum/Erntezeitpunkt mitentscheidend
- selektive Ernte - spaterer Erntezeitpunkt.

» Kombination aus Bewdasserung(+PES), Entlaubung

= Abhdngigkeit des Klon
= Ethanolzugabe vor Garung
ROtUI’ldOI‘I = Bei Rotwein Erh6hung der Temperatur bzw. Mazerationsdauer

Negativ wirken :

* Hohe Temperaturen und Trockenheit
= Sonnenscheinstunden u.a.

= Botyris

= |angerer Schalenkontakt wahrend der Mazeration

Abbildung 7: Zusammenfassender Uberblick — Positive und negative Einfliisse auf den Rotundongehalt von
Trauben und Wein.
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1.2 Problem- und Aufgabenstellung bzw. Zielsetzung und zentrale
Forschungsfragen

Im Folgenden wird ein Uberblick tiber die Ziele und Herausforderungen der vorliegenden Ar-

beit beschrieben:

= Das Vorkommen der derzeit bekannten Leitsubstanz fiir die pfeffrige Note, das Rotundon,
im Grinen Veltliner nach Resultaten von Mattivi et al. (2011) zu bestatigen sowie eine
durchschnittliche Gehaltsverteilung in einer reprasentativen Zahl an osterreichischen
Handelsproben (> 100) erschienener Jahrginge innerhalb von Osterreich zu erheben.
Dazu soll und wurde eine entsprechende analytische Methode an der HBLA Klosterneu-

burg entwickelt.

Neben dem reinen Nachweis dieser Verbindung wurde eine Quantifizierungsgrenze bis

zum Schwellenwert im unteren ng/l Bereich angestrebt.

Die SPE-SPME-GC-MS-Methode wurde nach der damaligen (2010 bis 2016) vorhandenen
instrumentellen Ausstattung konzipiert und musste aufgrund dessen, ausgehend von der
in der Literatur genutzten Methodenbandbreite angepasst bzw. modifiziert werden. Die
genutzten Analysenmethoden fiir Rotundon basieren auf SPE-GC-MS (Cullere et al., 2016),
SPE-SPME-GC-MS (Siebert et al., 2008; Mattivi et al., 2011; Geffroy et al. ,2014;) oder
SBSE-GC-MS (Takase et al., 2015) und verwenden liberwiegend stabile Isotopenverdiin-

nungsanalyse (SIDA) also einen deuterierten Rotundonstandard.

Vielen staatlichen oder privaten Weinlaboren stehen vorrangig nur GC-MS-Systeme zur
Verflugung. In den seltenen Fallen verfliigen diese Giber teure GC-MS/MS-Systeme. Die ge-
nutzte GC-MS an der HBLA Klosterneuburg verfiigt Giber einen Autosampler, mit dem eine

Mikrofestphasenextraktion (SPME) durchgefiihrt werden kann.

Zusatzlich war zu Beginn der Methodenentwicklungsarbeiten 2011/2012 ein Rotundon-
standard kommerziell nicht verfiigbar. Es musste also auch noch ein geeignetes und er-
fahrenes Syntheselabor gefunden werden, das in der Lage war, diese Verbindung in ent-
sprechender Reinheit und Qualitadt zu synthetisieren. Die im Rahmen der Arbeit genutzte
GC-MS-Methode orientierte sich im Wesentlichen an der von Siebert et al. (2008) entwi-
ckelten Analysenmethode fir Rotundon. Der leicht nachvollziehbare Hauptgrund war,

dass dessen genutzte instrumentelle Ausstattung fiir die Quantifizierung dhnlich wie jene
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an der HBLA Klosterneuburg war. Der gravierendste Unterschied war, dass die For-
schungsgruppe des AWRI Australian Wine Research Institute rund um Siebert aufgrund
deren einmaliger Kooperation mit dem weltweit zweitgroBten Aromahersteller Symrise
sowohl Uber einen Rotundonstandard als auch liber einen deuterierten Standard verfiig-

ten.

Neben dem ersten Schwerpunkt, mittels hauseigener entwickelter Labormethoden das
Vorkommen und die Verteilung des Rotundons im Griinen Veltliner zu bestimmen, war
der zweite Schwerpunkt, aus technologischer und Winzersicht, Erkenntnisse zu generie-
ren sowie den Einfluss von kellertechnischen MalRnahmen auf den Rotundongehalt in
Weinen der Sorte Gruner Veltliner zu untersuchen und zu bewerten. Um die Auswirkun-
gen von klassischen genutzten MaBnahmen in Weinbaubetrieben wie Gartemperatur,
Standzeit, Maischeschwefelung, Jungweinschwefelung, Mostklarung und Hefenahrsalzzu-
gabe festzustellen, werden statistische Versuchsplane genutzt, um diese Effekte auf den
Rotundongehalt zu bewerten. Dieser Technologieversuch wird als Versuchsplan konzi-
piert und in zwei aufeinander folgenden Erntejahren (2011, 2012) durchgefiihrt, um somit
eine entsprechende Aussagekraft der Ergebnisse fir die Praxis zu generieren.

Um neben diesen beiden Aufgabenschwerpunkten das Vorkommen und die Verteilung
des Rotundons im dsterreichischen Griinen Veltliner abzubilden und 6nolgische Effekte
zu ermitteln, die sich als forderlich bzw. abtraglich fir den Rotundongehalt auswirken,
wurden auch einige Projektpartner sowie betreute Schilerdiplomarbeiten mit Rotundo-

nanalysendaten zu technologischen bzw. weinbaulichen Versuchen versorgt.
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1.3 Methoden

1.3.1 Uberblick genutzer Methoden bzw. Vorgangsweise in den Publikationen

Die nachfolgende Abbildung 8 liefert eine stark vereinfachte Ubersicht (iber die in den beiden

Publikation | und Il konkret durchgefiihrten Analysen.

Publikation |
Analyse von (-) Rotundon mittels SPE-SPME-GC-MS in 6sterreichischen Qualitatsweinen der Rebsorte Griiner Veltliner

¢ Wie - mittels hausintern modifizierter SPE-SPME-GC-MS-Methode nach Siebert et.al (2008)
¢ Was —> ausschliefRlich 105-108 dsterreichische Handelsproben der Sorte Griine Veltliner
¢ Auswertung der Rotundongehalte hinsichtlich Jahrgang, Regionalitdt, Kombination aus Jahrgang und Regionalitat

Pubblikation II
Untersuchungen uber den Einfluss von kellertechnischen MaRnahmen auf den Rotundongehalt in Weinen der Sorte Griiner Veltliner

~

¢ Wie - drei voneinnader unabhingige 22 Versuchspline

¢ Was - Versuchplan A — Effekt von Gartemperatur und Standzeit auf den Rotundongehalt

e Was - Versuchplan B — Effekt von Maischeschwefelung und Jungweinschwefelung auf den Rotundongehalt
e Was - Versuchplan C — Effekt von Mostklarung und Hefendhrsalz auf den Rotundongehalt

¢ Auswertung der drei voneinander unabhangigen 22 Versuchspldne mit Minitab® 198 bzw. Design Expert®

Abbildung 8: Allgemeine Ubersicht genutzter Methoden und Vorgangsweise in den Publikationen.

1.3.2 Ausgangslage Quantifizierungsmethoden flir das Sequiterpen Rotundon

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht der derzeit genutzten Methoden zur Quantifizierung des Sequi-
terpenketons Rotundon. Aus dieser wird die Bandbreite der Strategien zur Probenanreiche-
rung, Probenaufgabe ersichtlich; diese erstrecken sich von Festphasenextraktion (SPE) tGber
Immersion-Microfestphasenextraktion (SPME) und Twister (SBSE), wobei festzuhalten ist,
dass die Festphasenextraktion (SPE) Gberwiegend zur Aufkonzentrierung der Zielanalyten ein-
gesetzt wird. Die Art der Probenaufgabe reicht von Mikrofestphasenextraktion (SPME), tiber
Large Volume bis hin zu einem speziellen thermalen Aufgabesystem fiir die Twister-Desorp-
tion. Als genutzte Analyseninstrumente werden drei Systeme verwendet: GC-MS, GC-MS-MS,
MDGC-MS. Ein Vergleich der Analysenkenndaten (z. B. LOQ) zwischen der ersten publizierten
Methode von Siebert et al. (2008), die eine SPE-SPME-GC-MS verwendet, mit jener von Mat-
tivi et al. (2010), der eine SPE-SPME-GC-MS-MS nutzte, zeigt, dass eine GC-MS/MS-Methode
hohere LOQs liefert als ein GC-MS. Es scheint, als wiirde fur die Quantifizierung eines Spuren-
analyts wie Rotundon in einer komplexen, herausfordernden Matrix wie Wein, bereits ein GC-

MS-Instrument ausreichend sein.
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Tabelle 4: Ubersicht Methoden zur Quantifizierung des Sequiterpenketons Rotundon.

Siebert et al. Mattivi et al. Siebert & Barter Culleré et al.
*
AUTORTIN (2008) (2011) (2013) Gerstel Takase et al. (2015) (2016)
LAND Australien Italien Australien Japan Spanien
Probenmenge 100ml 100ml 15ml 5ml 50ml
Probenanrei- | ¢pp come SPE-SPME MASE/LVI SBSE SPE/LVI
cherung Twister
Proben- .
SPME SPME LVI Twister LVI
aufgabe
Analyseinstru- GC-MS GC-MS/MS MDGC-MS Heart-C.uttlng Two-Di- GC-MS
ment mensional GC-MS
-R - .
Stan.dard Ja d;-Rotun Ja d_-Rotundon Ja d_-Rotundon Ja d_-Rotundon Nein
Deuteriert J/N don 5 5 > R-Damascone
Matrix Wein, Most Wein Wein, Most Wein, Trauben Wein
5,0 0 ng/10Q
WeiRwein 6,5 ng/l (Trauben), 2,0 ng/l
Loq 05 ng/l 6,70 ng/LOQ 5,0 e/l 7,2 ng/! (Wein) Rotwein
Rotwein

Petronilho et al. (2014) weisen bzgl. der Sequiterpeneanalyse darauf hin, dass die meisten
dieser Verbindungen in sehr geringen Konzentrationen (ug/l, ng/l) in Trauben und Weinen

vorkommen. lhre Quantifizierung ist somit recht schwierig und herausfordernd.

1.3.3 Herausforderungen der Weinaromaanalyse an die Probenvorbereitung

Sowohl Ortega-Heras et al. (2002) als auch Castro et al. (2008) verdeutlichen, warum gerade
die Analyse von Aromaverbindungen in der Matrix Wein —und anderen énologischen Produk-
ten — eine solche Herausforderung darstellen. Beide Autoren wie auch Rebiere et al. (2010)
erklaren, dass die grol3e Komplexitat dieser Matrix einerseits aufgrund der Vielzahl an identi-
fizierbaren Verbindungen in der fliichtigen Weinfraktion (ca. 800 bis 1000 Aromakomponen-
ten) und andererseits, dass diese mehrere hundert Verbindungen auch noch in unterschied-
licher Konzentrationsvariabilitdt zwischen 10 bis 10! g/l vorkommen kénnen. Diese fllichti-
gen Komponenten weisen eine unterschiedlichste chemische Natur auf, weil diese sehr hete-
rogene Gruppen wie Alkohole, Aldehyde, Ketone, Ester etc. umfassen. Gerade aufgrund die-
ser chemischen Vielfalt verfliigen diese Verbindungen tber unterschiedlichste Polaritdten, un-
terschiedlichste Loslichkeiten und unterschiedlichste Fliichtigkeit und pH-Bedingungen
(Camara et al., 2006). AuRerdem sollte ein Aromaanalytiker bei 6nologischen Produkten die
geringe chemische Stabilitat der Verbindungen (aromatische Komponenten) berticksichtigen,
weil diese sehr leicht oxidiert werden (Ortega-Heras et al., 2002; Castro et al., 2008). Castro

et al. (2008) verweist auf die begrenzte Spezifikation der Nachweissysteme. Ortega-Heras et
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al. (2002) merken an, dass gerade entscheidende fllichtiger Bestandteile von Wein, sogenante
Schliisselaromastoffe, nur in sehr geringer Konzentration gefunden werden kénnen. Die Ana-
lyse solcher aromarelevanten Substanzen muss im Bereich der sensorischen Wahrnehmungs-
schwelle liegen. Castro et al. (2008) unterstreicht die Notwendigkeit der Probenvorbereitung,
insbesondere wenn Zielanalyten von Interesse in niedrigen Konzentrationen vorliegen. Auch
Ortega-Heras et al. (2002) sind der Ansicht, dass diese Proben hoch konzentriert sein miissen,

damit die Analyten genau quantifiziert werden konnen

1.3.3.1 Vergleich der Probenvorbereitung SPE, SPME, SBSE, MIASE

Eines der Hauptprobleme, mit denen Forscher und Forscherinnen bei der Untersuchung der
fiir das Weinaroma verantwortlichen Verbindungen konfrontiert sind, besteht in der Wahl
eines geeigneten Extraktionsverfahrens zur qualitativen und quantitativen Darstellung des ur-
spriinglichen Weinaromas (Blanch et al., 1991; Etievant et al., 1996). Dies bedeutet es sollte
ein Extrakt erhalten werden, welches alle urspriinglich im Wein enthaltenen fliichtigen Ver-
bindungen enthalt, ohne dass Umbauprodukte enstehen oder die Analyten abgebaut werden.
Gerade aufgrund der groBen chemischen Vielfalt und Konzentrationbandbreite (mg/I, ug/l,
ng/l) der Weinaromenverbindungen wurden im Laufe der Zeit unterschiedliche Methoden
entwickelt, um dieses Ziel zu erreichen. Doch alle diese Isolierungs- und Konzentrationsme-
thodetechniken wie Festphasenmikroextraktion SPE, Festphasenmikroextraktion, SPME,
Sorptive Riihrstabextraktion engl. StirBarSorptive Extraktion weisen jeweils Vor- und Nach-
teile auf. Die nachfolgende Tabelle 5 liefert flr jede dieser Probenvorbereitungsanreichungs-
techniken zur Isolierung und Anreicherung von fliichtigen Bestandteilen von Weinaromen
eine kurze Beschreibung (Prinzip, Ablauf, Ausstattung). Es wird neben den Vor- und Nachtei-
len der Probenvorbereitungstechniken auch auf die Eigung bzw. Tauglichkeit hinsichtlich der

Analyse des Zielanalyten Rotundon eingegangen.
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Tabelle 5: Ubersicht und Beschreibung derzeit genutzter Probenvorbereitungsmethoden fiir den Spuren-Analyt Rotundon.

Probenvorbereitung ist mitentscheidend, da damit eine Rotundonquantifizierung im Wahrnehmungsschwellenwert von 8-16ng/| erzielt werden sollte.

Proben-
vorbe-

reitunsgs-
methode

Festphasenextraktion
engl. Solid Phase Extraction = SPE

Festphasenmikroextraktion
Eng.l Solid Phase Micro Extraction = SPME

Sorptive Riihrstabextraktion
engl. Stirbar Sorptive Extraction = SBSE

Membranassozierte
Losungsmittelextraktion
Engl. Membran Associated Solvent Extrac-

tion = MASE

Prinzip
und
Ablauf

Selektive Analyt-Rickhaltung in einem Adsorbens-
material (stationdre Phase) und anschlieBende Elu-
tion mit einem Losungsmittel, welches eine gro-
Rere Affinitat zum Analyt aufweist als zum Adsor-
bens (Frago-Ramos, 2016; Serrano de la Hoz,
2014).

Der SPE-Ablauf umfasst vier Schritte: Konditionie-
rung, Adsorption, Waschen, Elution.

Exposition immobilisierter stationarer Phase (= diinne Fused-Silica-
Faser, die mit dinnem Polymerfilm beschichtet ist), durch das Ein-
tauchen in die flissige Probe (Immersions-SPME) oder durch Faser-
exposition im Dampfraum tber einer flissigen Probe (HS-SPME).
Frago-Ramos, 2016; SPME-Ablauf kombiniert so Whiton und Zoeck-
lein (2000) Extraktion, Konzentration und chromatografische Injek-
tion in einem Schritt.

Flichtige und schwerfliichtige Verbindungen
werden in PDMS-Schicht auf einen Magnetrihr-
stab sorbiert, Baltussen et al. (1999).

Die SBSE ist der SPME sehr &dhnlich.

Es handelt sich um verkleinerte und automati-
sierte Art der Fllssig-Flussig-Extraktion, die auf
Verwendung einer semipermeablen Membran
als Phasengrenze basiert, die Partikel und an-
dere Matrixkomponenten vom Extraktionslo-
sungsmittel fernhalt.

Erforderli-
che
Ausstat-
tung

. SPE-Manifold

. Vakuumpumpe

. Losungsmittel (z. B. MeOH, Pentan etc.)
. SPE Kartuschen

. SPME-Fasern
. SPME-Halter
- SPME-tauglicher Autosampler

. »Twister” SBSE-Ruhrstabchen
- spezielles Desorptionssystem fur die , Twis-
ter” SBSE-Ruhrstabchen

. Polyethylenmembran niedriger Dichte
(LDPE)

. GC-System, Autosampler

. Kaltaufgabesystem flr LargeVolume
(LVI)

Vorteile

Die Technik ist ideal fur gezielte Isolierung bzw.
hohe Anreicherung von Spurenanalyten aus einer
komplexen wassrigen Matrix.

Wabhl des Sorbens bzw. der Sorbensmenge und des
Elutionsmittels beeinflusst gezielt, welche Fraktion
(polare, unpolare) gewonnen werden mochte.

Schnelle [6sungsmittelfreie Probenvorbereitung, Arthur und Pawlis-
zyn (1990); Pawliszyn (2012). geringes Probenvolumen,

Bandbreite an erhéltlichen SPME-Fasern (polar, unpolar) erméglicht
breite Erfassung einer Variation der Matrixzusammensetzung, z. B:
Weimatrix Vielzahl und chemische Vielfalt von Verbindungen 800-
1000 VB

Die VergroRerung verfligbarer Sorbtionsflache an
PDMS in SBSE im Vergleich zu SPME bietet so ho-
here Probenanreichungskapazitdt (50- bis 250-
mal hoher), Baltussen et al. (1999). Gerstel
spricht sogar von 1000-facher Empfindlichkeit ge-
geniber SPME.

Ein Vorteil ist, dass weitere Schritte zur Pro-
benreinigung wie Filtration und Zentrifugation
nicht mehr erforderlich sind. MASE-Extrakte —
selbst stark matrixbeladene Proben sind sau-
ber und konnen zur Analyse direkt in die
GC/MS- injiziert werden.

Nachteile

Hoher Losungsmittelverbrauch.
Lange Analysendauer h.

Viele Einflussfaktoren zu bertcksichtigen:

SPME-Faserwahl, SPME-Probenahmezeit (Faser-Expositionsdauer),
SPME-Extraktionstemperatur, NaCl/Salzugabe, Ethanolkonzentra-
tion, Probenvolumen, pH-Wert.

Speziell abgestimmte thermische Aufgabesyste-
men flr die SBSE-Ruihrstdbchen notwendig.

Einflussfaktoren wie bei SPME sind zu beriick-
sichtigen: Mischgeschwindigkeit, Extraktions-
zeit, Extraktionstemperatur, Salzkonzentra-
tion, Methanolzugabe, Loésungsmittel und pH-
Einfluss.

An-
merkun-
gen
bzgl.
der
Tauglich-
keit
Zielanalyt
Rotundon
anzurei-
chern und
zu

Siebert et al. (2008); Mattivi et al. (2011); Culleré
et al. (2016) setzten bei der Rotundon-Analyse auf
SPE als Probenanreicherungstechnik aufgrund ge-
zielter Kombination aus Isolierung und Anreiche-
rung aus einer wassrigen Matrix. Siebert et al.
(2008) nutzten als Sorbens eine SDB-Phase, welche
laut Pifieiro und Barroso (2004) geeignet fir die
Analyse von Terpenoidverbindungen in Wein ge-
eignet ist. Die anderen Sorbens waren laut Siebert
et al. 2008 mit Rotundon-Verlust (bis zu 50 %) im
Probenladeschritt verbunden. Ursache ist wahr-
scheinlich eine zu friihe Sattigung der SPE-Saule.

Alleiniger HS-SPME-Einsatz ist laut Siebert et al. (2008) aufgrund ge-
ringer Analytkonzentration des Rotundon im Wein nicht moglich.
Laut Siebert et al. (2008) ist damit nur eine 100-200 ng/l LOQ !! er-
reichbar. Der Extraktions- bzw. Anreichungseffekt ware zu gering.
Verdrangungseffekte mit anderen Analyten wirden stattfinden. Die
Immersion-SPME ist daher vorzuziehen. Rotundon-Wiederfindung
bei Immersions-SPME im Allgemeinen um ein Vielfaches héher als
bei Headspace-SPME (Siebert). Dies steht im Einklang mit einer er-
warteten relativ geringen Fliichtigkeit von Rotundon, wie aus seiner
langen GC-Retentionszeit ersichtlich (Wood et. al, 2008). Im Fall des
Spurenanalyts Rotundon (ng/l) ist sogar eine Kopplung von SPE-

Manche Schlisselaromastoffe wie Trichloranisol
(Korkton), Pestizide etc. kommen im Spurenbe-
reich vor. Gerade die SBSE kann fiir die Spuren-
und Ultraspurenanalyse sehr nitzlich sein. Fir ei-
nen Spurenanalyten wie Rotundon ist diese Art
der Anreichung gegeniiber der SPME klar von
Vorteil. Denn die Extraktionseffizienz ist proporti-
onal zur Schichtdicke, was zu niedrigeren Nach-
weisgrenzen flhrt. Nachteil ist, dass ein Analy-
seinstrument erforderlich ist, welches mit einem
thermischen Aufgabesystemen fir die Twister-
Desorption ausgestattet ist. Takase et al. (2015)

Flr eine automatische sowie effizientere Be-
stimmung von Rotundon in Wein und Trauben
setzten die Forscher Siebert und Barter (2013)
membrangestiitzten Losungsmittelextraktion
(MASE) in Kombination mit Heart-Cut-GC/MS
ein. Denn bei den Ursprungsmethoden von
Siebert et al. (2008) oder Mattivi et. al. (2011)
mussten fiir Rotundon groRe Probenvolumina
(100 ml) gehandhabt werden, und eine um-
fangreiche Probenvorbereitung (SPE-SPME)
Dies war fiir die Matrixelimination und Analyt-
konzentration erforderlich, da Rotundon nurin
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isolieren

Bei Wahl der Sorbensmenge, Resovoirvolumen der
SPE-Sdulchen und der Lésung/Elutionsmittel gab
es Unterschiede zwischen Siebert et al. (2008),
Mattivi et al. (2011) und Culleré et al. (2016). Die
Probenmenge betrug bei Siebert et al. 2008, Mat-
tivi et al. (2011) 100 ml bzw. 50 ml bei Culleré et al.
(2016). Die Sorbensmenge bei Culleré (2016) 200
mg, bei Siebert et al. 500 mg, Mattivi et al. (2011)
1000 mg. Unterschiede auch beim SPE-Ablauf.

SPME, Siebert el. al. (2008), erforderlich. Hinsichtlich Wahl der Be-
schichtung der genutzten Faser und Typ der SPME (Immersion oder
Headspace) gab es fiir den Analyt Rotundon bereits Literaturer-
kenntnisse von (Siebert et al. (2008) und Mattivi et al. (2011), auf die
aufgebaut werden konnte. Dank der Immersion-SPME konnte somit
eine gezielte selektive Sorptive Anreicherung des Rotundon erzielt
werden. Dies bedeutet aber auch eine Einschrankung (Reduzierung)
der Nutzungsdauer der Faser. Der Zustand (Qualitat) der Faser ist zu
Uberwachen.

verwenden die SBSE fir die Rotundonanalyse, au-
Rerdem wird eine Heart-Cutting Two-Dimensio-
nal GC-MS beniitzt. Beide Systeme erfordern eine
speziellen Ausstattung und die entsprechende Er-
fahrung auf dem Gebiet der Heart-Cutting Two-
Dimensional GC-MS.

sehr geringen Konzentrationen vorhanden ist.
Der kritische Faktor, der den analytischen Er-
folg oder Misserfolg sicherstellt, ist die Quali-
tat des Extraktionsschrittes. Die Kombination
aus MASE und LVI ist eine Alternative, wenn
auch aus instrumenteller Sicht sehr kostspielig
sowie anwenderabhangig (Quelle:
https://www.gerstel.com/en/GSW14_Rotun-

done.html).
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1.3.4 Weinaromaanalyse — allgemeiner Vergleich Analysenmethodik GC-MS,
GC-MS-MS, MDGC-MS,

Die Weinaromaforschung ist aus der Sichtweise der Analysemethodik ein anspruchsvoller Be-
reich, gerade in Bezug auf Schlisselgeruchsstoffe, die normalerweise nur in Spuren,
Mikrogramm (ug) bis Nanogramm (ng) vorkommen, oft eingebettet in komplexe Matrix wie
Wein, der Hunderte fllichtige Verbindungen in viel hdheren Konzentrationen enthalt (Fay et
al., 2001). 1955 realisierten Gohlke und McLafferty (1993) die erste Kopplung zwischen einem
Gaschromatografen und einem Massenspektrometer, die dem/der Chemiker*in eine leis-
tungsstarke Analysetechnik bietet. Die Gaschromatografie/Massenspektrometrie (GC-MS)
war bzw. ist bis heute die Methode der Wahl zur Analyse fllichtiger Verbindungen in komple-
xen Gemischen, insbesondere zu ldentifizierungszwecken wie dem Weinaroma. GC-MS ist
seither ein wichtiges und unentbehrliches Aufklarungswerkzeug in Aromalabors, das die Cha-
rakterisierung der Tausenden fliichtigen Komponenten in Lebensmittelprodukten und Ge-
tranken wie dem Wein ermoglicht. Die Gaschromatografie GC-MS hat fiir das Weinaroma von
Rebsorten die gleiche Relevanz wie die PCR in der Molekularbiologie; die GC-MS gilt noch
immer als Goldstandard fiir die routinemaRige Analyse von fliichtigen Geschmacks- und Duft-
stoffen und wird trotz unzahliger, innovativer Weiterentwicklungen und Verbesserungen wie

(GC-MS/MS, GC-TOFMS, GCxGC-MS, GCxGC-TOFMS) verwendet.

Die stetige wachsende Zahl an Analyten erfordert jedoch neue Techniken, die schnelle Mes-
sungen mit hoher Selektivitdt und Empfindlichkeit ermdéglichen. Aromastoffe gehéren zu ei-
ner Vielzahl chemischer Klassen, von denen einige instabil sind. All dies stellt einen sehr hohen
Anspruch an Analysetechniken. Fiir Aromachemiker und -chemikerinnen sind Genauigkeit,
Selektivitat, Empfindlichkeit, Schnelligkeit und Vielseitigkeit ihrer instrumentellen Techniken
von groRter Bedeutung. Da diese jedoch tiefer in das Verstandnis der Aromaerzeugung und -
abgabe eintauchen, besteht ein Bedarf an immer leistungsfahigeren Methoden, die an ihre

spezifischen Bediirfnisse angepasst sind.

Diese Bedirfnisse erklaren die rasante Entwicklung der MS in Aromalabors, da sie viele dieser
Funktionen bietet. Die privilegierte Position der MS fiir die analytische Gemeinschaft ergibt

sich hauptsachlich aus der Tatsache, dass sehr aufschlussreiche Informationen tiber die Masse
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erhalten werden kénnen, die direkt mit einer genau definierten Eigenschaft der Verbindung

in Zusammenhang stehen, ohne Bezug auf spezifische Apparateparameter.

Heutzutage ist eine Reihe hochwertiger Instrumente im Handel erhaltlich, von denen einige
mit robuster Massenkalibrierung eine sehr hohe Auflésung erreichen kénnen. Auch die Mog-
lichkeit, MS mit verschiedenen chromatografischen Techniken zu kombinieren, ermoglicht die
Analyse komplexer Mischungen, die in der Aromaforschung eher typisch sind. Zudem ermaog-
lichen fortschrittliche MS-Techniken (z. B. hochauflosende MS oder Tandem-MS) eine erheb-
liche Reduzierung der Probenanreicherung und damit die Reduktion von Verlusten und Ver-

zerrungen der Probenmatrix.

Im Folgenden werden vorrangig jene Techniken mit spezifischer Anwendung wie die der Aro-
maanalyse wie GC-MS/MS oder MDGC-MS im Vergleich zu klassischen GC-MS diskutiert, die

eine Trennung und Charakterisierung sowie Quantifizierung von Aromastoffen erméglichen.

Welke et al. (2021) betonen, dass bei der eindimensionalen Gaschromatografie (1DGC) auch
bei langen GC-Laufen (zur Verbesserung der Trennleistung) viele koeluierende Verbindungen
aufgrund der Weinkomplexitdt beobachtet werden. Dies ist besonders schwerwiegend, wenn
Verbindungen Spuren von aromaaktiven Verbindungen verbergen. Zweidimensionale Sys-
teme sind hier eindeutig im Vorteil. Ebeler (2015) darauf hin, dass gerade die Gaschromato-
grafie kombiniert mit Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) signifikante Vorteile fur die
Spurenquantifizierung wichtiger aromaaktiver fliichtiger Stoffe und Geschmacksstoffe bietet.
Beispielsweise haben verbesserte Trennungen mit GC x GC und gezielte Spurenanalyse mit
Tandem-MS-Ansatzen zur Identifizierung neuer Verbindungen und zur Quantifizierung von

Spurenverbindungen in Trauben und Weinen geflihrt.

Bei Autoren bzw. Autorinnen wie Ebeler (2012), Robinson et al. (2014) und Robinson et al.
(2014) ist nachzulesen, dass Selected lon Monitoring und Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS oder MSn) zunehmend zur gezielten Analyse von Spurenanalyten, insbesondere sol-
chen mit wichtigen sensorischen Eigenschaften, eingesetzt werden.

Tabelle 6 fasst Besonderheiten beziehungsweise Vorziige als auch Nachteile der Analysen-

techniken GC-MS, GC-MS/MS, MDGC-MS etc. zusammen:
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Tabelle 6: Allgemeine Gegenuiberstellung der Analysentechniken GC-MS, GC-MS/MS, MDGC-MS, GCxGC — Vorteile und Nachteile.

Analy-
sen- Merkmal, Eigenschaft Vorteile Nachteile
Technik
Emofindlichkeit millimolar bis nanomolar Der Hauptnachteil ist die Notwendigkeit einer betrachtli-
GC wird zur Analyse fliichtiger organischer Stoffe und im Allgemeinen zur Trennung nach P N chen Probenverarbeitung vor der Analyse- Signifikante Pro-
. Hochauflésende Trennung . . R JO
GC-MS | Siedepunkten verwendet. L . benvorbereitung mit chemischer Modifikation, langsame
. ’ . . GroRe Sammlung an ElektronenstoRionisation (engl. electron im- . . K
MS zeigt an, dass ein Massenspektrometer als Detektor fiir den GC verwendet wird. . . Analysezeit, harte lonisierung und eine begrenzte Anzahl
pact, El) EI-Spekten-MS-Bibliothek verfligbar . .
von Molekilen kann analysiert werden.
Optional besteht auch die Moglichkeit, die Gaschromatografie-
Ein Tandem-Massenspektrometer, auch als MS/MS bezeichnet, ist eine zweistufige Tech- | Tandem-Massenspektrometrie (GC/MS-MS) einzusetzen, die die
nik, mit der eine Probe entweder mithilfe von zwei oder mehr miteinander verbundenen | einzelnen Molekiile aufspaltet, um eine noch hohere Selektivitat
Massenspektrometern oder einem emzelnen. Massgnspektrometer dursh mehrere hmteri zu erre|ch‘gn. 4 . . Deutlich Weniger MS/Ms-Bibliotheken im Vergleich
einander angeordnete Analysatoren analysiert wird. (MS/MS) enthalt zwei oder drei | Dazu gehoéren die Analyse komplexer Gemische ohne chromato- 2u EI-Sprektren -MS Bioblotheken verfiigbar
GC Quadrupole oder einen TOF-Analysator (Broek et al., 2013). grafische Trennung, die Erzeugung charakteristischer Fragmentio- .
P L } L . Teurer sowohl in Anschaffung und Wartung
MS/MS nen aus Molekilionen und die Verbesserung der Selektivitat . Anwender Schulung ist umfangreicher
MS/MS ist besonders nitzlich fir die Analyse komplexer Gemische und umfasst zwei MS- | quantitativer Messungen. Das Tuni M c ford h
Stadien. In der ersten Stufe von MS/MS wird ein vorbestimmter Satz von m/z-lonen von | Die F3higkeit von MS/MS, komplexe organische Molekiile zu frag- * Za.s u:‘"llg von; assenspektrometer erfordert mehr
den restlichen lonen, die von der lonenquelle kommen, isoliert und durch eine chemische | mentieren und Fragmentionenmassen zu bestimmen, hilft nicht et und Know-how
Reaktion fragmentiert. In der zweiten Stufe werden Massenspektren der Fragmente er- | nur, molekulare Strukturen aufzudecken, sondern auch zwischen
stellt. sehr dhnlichen organischen Molekilen zu unterscheiden und
quantitative Analysen durchzufihren.
. Erfordert eine kryogene Falle, um die !D-Dispersion zu
reduzieren.
. Zielanal H hnitt;heart-cut H/C).
Multi !e analyse ( grzsc nitt;heart CUt.. /C) . . . . . . Analysen oder Fraktionen durch Mehrfachinjektionen. . Erfordert ein Umschaltventil fir die Online-H/C-Pro-
. Zielpeaks/-regionen werden gemaR Retentionszeiten in 1D Ubertragen und in 2D K . M . - . .
di . » o - . Bietet eine erhohte Auflésung auf der 2D-Sdule und kann die grammierung.
imen- analysiert, 2D-Saulen haben normalerweise dhnliche Abmessungen wie die 1D. e o . ) . . .
. . - . Erkennungsspezifitdt und -empfindlichkeit verbessern. . Nicht dafiir ausgelegt, die gesamte Stichprobe aufzu-
sionale | * Eine Kryofalle kann verwendet werden, um die Ubertragenen Analysepeaks/-regio- . K . . . N
nen zu fokussieren . Die Stereoisomerenauflésung verwendet eine chirale 2D- l6sen.

GC-MsS ’ Saule und verbessert die Auflésung bei storenden Peaks. . Erfordert ein zusatzliches GC-Programm, um die 2D-
Sdule zu eluieren, es sei denn, der On-the-fly-Betrieb
wird verwendet.

. Nicht-Zielanalyse/Non-target analysis; angewandt auf alle Probenverbindungen. . Volle 2D-Probenauflésung kann erreicht werden. . Erfordert einen Modulator; manche kénnen teuer
L] Modulator subsampelt Peaks als kleine Slices in 2D, wodurch ein 2D-Plot entsteht - | = Stereoisomerenauflosung verwendet eine ‘D-chirale Saule. werden.
GCXGC 2D trennt idealerweise Uberlappte 1D-Peaks. - Das erzeugte 2D-Bild bietet eine hervorragende Profilie- | = Der Methodenaufbau kann komplexer sein.

. 2D-Saule ist kiirzer, um Ubertragene Verbindungen vor der nachsten Modulation zu
trennen.
- Ermoglicht die Anreicherung/Konzentrierung/Fokusierung des Zielanalyten.

rung/Differenzierung von Proben.
. Kryogene Modulation fiihrt zu einer Steigerung des
Response.

. Software und Interpretation kénnen komplizierter
sein.
. Personal braucht eine spezielle Ausbildung.
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1.3.5 lllustration der genutzen Materialien und umgesetzter Methoden

Im Folgenden werden neben den verwendten Handelsproben auch der Ablauf der Analyse
sowie die drei durchgefiihrten faktoriellen Versuchsplane anschaulich illustriert und kurz er-

ldutert.

Fur die erste Publikation ,Vorkommen von Rotundon in der 6sterreichischen Rebsorte Griiner
Veltliner” wurden mehr als 100 6sterreichische Handelsproben (107 Handelsproben und Re-

gelweine) fir die SPE-SPME-GC-MS-Analyse herangezogen.

Die Herkunft der analysierten Proben verteilte sich, wie anhand der unten folgenden Abbil-
dung 10 ersichtlich wird, Giberwiegend auf das Bundesland Niederdsterreich. Niederdster-

reich ist das unumstritte Kernland des Grinen Veltliners.

Ein detaillierter Blick auf die Rebsortenverteilung innerhalb von Osterreich zeichnet folgendes
Bild: Die Hauptanbauflache des Griinen Veltliners ist das Bundesland Niederdsterreich mit
einem Schwerpunkt auf die Regionen Kamptal, Kremstal, Weinviertel, Wagram und Wachau

(https://info.bmlrt.gv.at/themen/lebensmittel/trad-lebensmittel/getraenke/gruener veltli-

ner.html).

In Bezug auf die Rebsortenverteilung in den einzelnen Bundeslandern liegt der WeiRwein im
Burgenland (1.258 ha), Niederosterreich (12.920 ha) und Wien (171 ha) mit dem Griinen Ve-
Itliner deutlich voran. Das Weinviertel ist das groRte Anbaugebiet des Griinen Veltliners, die
Rebsorte nimmt dort eine Flache von rund 8.500 ha (Stand 2008) im Vergleich zu 6.671 ha
(2015) ein. Auf die Gesamtflache betrachtet finden sich 46 % des Griinen Veltliners im Wein-
viertel. Die folgende Abbildung 9 veranschaulicht die Rebflachenverteilung bzw. den Anteil

des Griinen Veltliners in den einzelnen Weinbaugebieten im Jahr 2015 im Detail.
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Grinen Veltliner Rebflachen-Verteilung

in ha bzw %
| |

ST S B R

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 90% 100%

Grine Vetliner Rebfliache in ha | in %
| Weinviertel 6671,68 46,42
M Kamptal 1982,08 . 13,79
= Wagram 1330,29 ' 9,26
[ Kremstal 1302,98 9,07
I Wachau 765,52 5,33
E Neusiedler See 696,2 ' 4,84
@ Leithaberg 519,77 ' 3,62
[ Traisental 477,42 3,32
® Carnuntum 192,5 1,34
B Thermenregion 178,99 ' 1,25
m Wien 137,2 0,95
M Mittelburgenland 86,27 0,60
m Eisenberg 28,32 ' 0,20
m Vulkanland Steiermark 2,77 ' 0,02
[l Stidsteiermark 0,86 0,01
[ Weststeiermark 0 0,00

Abbildung 9: Grafische Darstellung Rebflachenverteilung — Griiner Veltliner bzgl. Weinbaugebiete; Quelle: Do-
kumentation Osterreich Wein. Osterreichische Weinmarketingserviceges.m.b.H. (OWM), Wien 2017, S. 14 ff.
(oesterreichwein.at, Weingartengrunderhebung, 2015).

Einige Handelsproben stammten auch aus dem Burgenland (4) bzw. Bergland (Vorarlberg) (1).

Tabelle 7 veranschaulicht neben der jahrgangsmaRigen Verteilung der untersuchten Proben
auch das Klima (Temperatur in °C und Niederschlag in mm) in den analysierten Jahrgangen
2009 bis 2015, um eine Ausage treffen zu kénnen, ob es sich um einen kiihlen oder warmen

Jahrgang handelt.
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Ubersicht Geografischer Verteilung
analysierter Handelsproben ohne g
H v
Regelweine ﬁ q.??? o - S
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Qb N
“"’K:';il'h'“ PLZ derProbe  Jahrgang “"'K"i;'il*m PLZderProbe  Jahrgang “"’K';'r';id’m PLZderProbe  Jahrgang “"'k;'n“il'b'“ PLZ derProbe  Jahr-gang ““K;;“il'bm PLZderProbe  Jahrgmng
BLXX 6900 2014 WLWA 3602 2010 WLWG 3484 2014 WLWV 2211 2013 WLWV 3721 2014
WLKA 3485 2014 WLWA 3621 2010 WLWG 3483 2014 WLWV 2222 2014 WLWV 2100 2015
WLKA 3562 2013 WLWA 3610 2009 WLWG 3701 2014 WLWV 3730 2014 WLWV 3472 2009
WLKA 3562 2013 WLCA 2464 2010 WLWG 3701 2014 WLWV 3743 2013 WLWV 3743 2013
WLKA 3491 2010 WLKT 3494 2013 WLWG 3701 2014 WLWV 2042 2014 WLWV 3702 2014
WLKA 3492 2014 WLKT 3508 2014 WLWG 3483 2014 WLWV 2023 2010 WLWV 2170 2015
WLKA 3492 2013 WLKT 3454 2013 WLWG 3465 2014 WLWV 2181 2014 WLWV 3743 2015
WLKA 3452 2014 WLKT 3508 2009 WLWG 3484 2013 WLWV 2264 2013 WLWV 2102 2014
WLKA 3553 2010 WLKT 3508 2010 WLWG 3470 2013 WLWV 2084 2010 WLWV 2252 2009
WLKA 3562 2013 WLKT 3511 2009 WLWG 3701 2014 WLWV 2170 2014 WLWV 2053 2011
WLKA 3492 2009 WLKT 3508 2013 WLWG 3443 2014 WLWV 2054 2014 WLWV 2222 2009
WLKA 3491 2014 WLKT 3506 2013 WLWG 3481 2013 WLWV 2162 2014 WLWV 2053 2015
WLKA 3553 2009 WLKT 3541 2012 WLWG 3481 2013 WLWV 3472 2014 WLWV 3704 2013
WLLB 7041 2014 WLKT 3552 2012 WLWG 3701 2014 WLWV 3710 2013 WLWV 2262 2015
WLLB 7041 2015 WLKT 3552 2012 WLWG 3701 2014 WLWV 2041 2013 WLWV 2051 2015
WLTH 2380 2015 WLNS 7100 2014 WLWG 3470 2010 WLWV 2263 2013 WLWV 2042 2015
WLTH 2722 2015 WLNS 7122 2013 WLWG 3400 2015 WLWV 2073 2013 WLWV 2223 2009
WLWA 3620 2014 WLNS 7123 2015 WLWG 3400 2011 WLWV 2074 2013 WLWV 3730 2015
WLWA 3602 2013 WLTT 3134 2014 WLWG 3471 2009 WLWV 3743 2009
WLWA 3602 2013 WLTT 3134 2010 WLWG 3042 2009 WLWV 2070 2014
WLWA 3610 2014 WLTT 3131 2010 WLWV 2222 2014 WLWV 2970 2009
WLWA 3602 2009 WLTT 3133 2010 WLWV 2181 2013 WLWV 2051 2014
Weinbaugebiet Kurzel
Bergland BLXX Kamptal WLKA Leithaberg WLLB Thermenregion WLTH Wachau WLWA
Carnuntum WLCA Kremstal WLKT Neusiedlersee WLNS Traisental WLTT Wagram WLWG
Weinviertel WLWV Wien w

Abbildung 10: Geografische Verteilung der 108 analysierten Handelsproben der Sorte Griiner Veltliner; Quelle: eigene Darstellung, Kartenmarterial aus Google Maps.
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Tabelle 7: Jahrgangsmafige Verteilung der Proben unter Beriicksichtigung des Klimas 2009 bis 2015; Quelle: siehe Tabelle.

Blick auf die Durchschnittliche Temperatur in °C bzw. Niederschlagsmenge in mm . )
f P ) ) g g Anmerkung des OWM * Anzahl analysierter
AHRGANG der Johre2009-2015 in der Version betreffend Orober
{Reifebeginn der Beeren, Juli/August/September Ernte) Kiimas auf den Jahrgan aus dem Jahraon
Stellvertretend wird rgang rgang
Krems, Lower Austria, Austria )
2009 ) 200 G Warmer Jahrgang, kraftvolle Weine 14
48.409N, 15.614E | Elevation: 195 m | Climate Class: Cib | Years: 2008-2015 9 (-—:}
Availability of Climate Data
2010 Jan Fab Mar #p{ Ma? Jun J ﬁu.g 5913 Oct Nov Dec 2010 {.’E ,:1 Kilhler Jahrgang, wenig Frirag, Irische 12
Terg Pae Temp P Temp Puc Tewp P Tenp P Tesp Puc Tevp P Temp P Temp Pue Temp P Temp P Temp P o Wem
2009 |21 B 05 5y 50 HH nr N B0 170 | 16 § 3 B2 405 45 35
2011 A0 26 BT o0 28 A m m 26| 1 ‘ ar e 1 Mﬁ 01 #0723 BT 2011 (@) Hohe Reife, guter Ertrag, runde Weine 9
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Fir die Analyse der Handelsproben erfolgt anhand Abbildung 11 die Kurzbeschreibung des
Ablaufs der SPE-SPME-GC-MS-Methode inklusive der notwendigen Probenaufarbeitung.

Konditionieren der SPE-Sdulchen (LiChrolut EN-500 mg/6 ml) mit
Pentan/Dichlormethan

SPE-S3ulchen (LiChrolut EN-500 mg/6 ml) mit METHANOL waschen
SPE-S&ulchen (LiChrolut EN-500 mg/6 ml) mit KUNSTWEIN vorspllen

| WASCHEN der SPE-Sdulchen(LiChrolut EN 500 mg/6 ml) mit destillierten Wasser

| TROCKNEN der SPE-Siulchen (LiChrolut EN 500 mg/6 ml)

ELUIEREN der SPE Saulchen (LiChrolut EN 500 mg/6 ml) mit dem
PENTAN/DICHLOMETHAN in graduiertes Reagenzglas

Eluat mittels Rotorvapor auf Trockene einengen

7/ Riickstand-Aufnahme in 1 ml 50 % ETOH IN ETOH gel6sten Riickstand mit 14 ml dH20
; versetzen Uberfiihren in 20 ml Vial

Immersion--SPME-GC-MS-Analyse

J

Abbildung 11: Uberblick des Ablaufs der Probenaufarbeitung fiir die Rotundonanalyse; Quelle: eigene Darstel-
lung, Bildmaterial aus eigenem Fundus.
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Die Abbildungen 12, 13, 14, 15 und 16 liefern Beispiele von Chromatogrammen, Auswertung, Kalibrationskurven der SPE-SPME-GC-MS Analyse-

methode.

TIC ciner Weinprobe Ausschnitt mit Internen Standard +Analyt (Rotundon)

BEREEEE

St |1 | ISP ||

1w . 1 s ¢ e ' » ' n
. i ] s = i —_— i

et e ]

= — — \
Rate | Value [HoldTime| RunTime | ] i - 2 5
Cmin | °C | min min = T
(Intial 50 3
Ramp 1 0 150
Ramp 2 2 A0 0 3022
Ramp 3 5N %0 85 39722

0 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

Abbildung 12: Zusammenfassung Uberblick von Chromatogrammen bzw. Auswertung der umgesetzten SPE-SPME-GC-MS Analysemethode.
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Abbildung 13: Chromatogramm von Rotundon (c= ca 36ng/I) im Regelwein.
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Abbildung 14: Chromatogramm des Internen Standards 5,7-Dimethyltetralon (c=1000ng/1) im Regelwein.
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Abbildung 15: Kalibrationskurve Rotundon in einer Weinmatrix mittels Standardaddition.
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Abbildung 16: Kalibrationskurve von Rotundon in einem Modelwein (sogenannter , Kunstwein®).
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Die Abbildungen 17 und 18 veranschaulichen die Versuchsplane fiir die drei durchgefiihrten 2x2-Plane inkl. Faktoren und Levels als Designmatrix
bzw. aus geometrischer Sicht. Die folgenden faktoriellen Versuchpldane wurden im Rahmen der Evaluierung von 6nologischen Parametern im
Rahmen der zweiten Publikation in zwei aufeinanderfolgenden Erntejahren (2011, 2012) realisiert. Zusatzlich wurde ein sogenannter Zentral-
punkt hinzugefiigt, um die Schatzung der Kriimmung zu ermdglichen.

Vorstellung + grober Uberblick der umgesetzten 22 -Versuchspléne

3 unabhé&ngigen Versuchsplane mit 22 vollfaktoriellen Design
(14 Versuchsvarianten (5 Varianten A, 5 Varianten B, 4 Varianten C)) in 2facherWiederholung
in 2 aufeinander folgenden Versuchs-Jahren (2011/2012}

SIN Faktoren Einheit Levels
*  Versuchsplan A S N -
% 10 Versuchsliufe 1 Gartemperaturen °C 15 19 23
2 Standzeit h o 3 6
SIN Faktoren Einheit Levels
= Versuchsplan B
1 o +1
g " 1 Maischeschwefelung mg/l o 30 60
» 10 Versuchslaufe
2 Jungweinschwefelung mafl 40 60 8o
SIN Faktoren Einheit Levels
* Versuchsplan C " "
. 1 Mostklarung - NEIN JA
» 8Versuchsldufe
2 Hefenahrsalzzugabe . NEIN JA

Abbildung 17: Veranschaulichung der drei durchgefiihrten 22-Pline inkl. Faktoren und Levels dargestellt als Designmatrix.
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Ubersicht der drei durchgefiihrten 22-Pldne inkl. Faktoren + Levels inkl. des entsprechenden Test-Matrix-Design

Versuchplan A - Design/Test-Matrix mit Zentralpunkt

Orverlay Plot SYSt. | Faktoren Faktoren
23— Nr.
A B Standzeit Gartemperatur
1 _ - Oh 15°C
2= 2 + - 6h 15°C
o 3 - + oh 23°C
E 4 + + 6h 23°C
5 o
g . . o | o 3h 19°C
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§ Nr.
ed A B Standzeit Gartemperatur
17 = rﬁl 6 - - Oh 15°C
o e
! 7 + |- 6h 15°C
8 S - 6h 23°C
k]
14 T T T T 9 .
H M H 3 H H + + 6h 23°C
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A Standreit (h) 0 0 3h 19°C
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E’ 3 + 60 mg/I 40 mg/|
B 4 + 60 mg/| 80 mg/I
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2 B0 — ET E -
] akto Faktoren
g Syst. ren
Nr. Maische- Jungwein-
g‘ A B
= schwefelung | schwefelung
a 50 = 1 - 0 mg/l 40 mg/I
2 - + 0 mg/l 80 mg/I
3 + 60 mg/I 40 mg/|
Brasemian &% 4 + |+ 60 mg/I 80 mg/I
40 T T T T T 5 0 30 mg/I 60 mg/I
o 10 20 30 40 50
Az Maigcheschwefelung (mg/T)
Versuchplan C-Design/Test-Matrix
Fakto-
______________________________________ Fakt
A T ? Syst. ren aKtoren
. ! Nr. Most-kld- | Hefenahr-salz-
' ! Al B
i H rung zugabe
5 E 1 + |+ Ja Ja
E i 2 + | - Ja Nein
' i 3 - + Nein Ja
Hetersshesstzndgate i a | - 1-1 Nein Nein
1 i
i i Fakto Faktoren
] ! Syst. ren
! A Nr. Most-kla- Hefenahr-salz-
i ! A| B
1 H rung zugabe
1 [
- ' 5 + |+ Ja Ja
MEI e e e P L et e - 6 + - Ja Nein
MEIN i 7 - + Nein Ja
Mozddirung 8 - - Nein Nein

Abbildung 18: Veranschaulichung der drei durchgefiihrten 2x2-Pldne, Darstellung der Faktoren + Levels aus
geometrischer Sicht bzw. als Designmatrix.
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Als Ausgangsmaterial fir die Weine der drei unabhangigen Versuchsplane mit einem vollfaktoriellen Design (14 Versuchsvarianten [5 Varianten
A, 5 Varianten B, 4 Varianten C]) in 2-facher Wiederholung in zwei Jahren (2011 und 2012) dienten ca. 900 kg Trauben der Sorte Griiner Veltliner,
die an der HBLA Klosterneuburg mikrovinifiziert wurden. Die nachfolgende Abbildung 19 stellt eine Ubersicht der technologischen Rahmenbe-

dingungen sowie eine Ubersicht des praktischen Ablaufschemas der drei durchgefiihrten faktoriellen Versuchsplidne von 2011 und 2012 dar

(Abbildung 20).

UberblicksZsfq. der techrologischen Rahmenbedingtingen der 3 unabhéngigen Versuchspline mit 2* vollfaktoriellen Design

Versuchsbezeichnung NVERSUCH KLEINVERSUCH INVERSUCH
Erforderliche Mostmenge 260 Liter Most 260 Liter Mast 200Liter Most
Anzahl der Varianten 10 Varianten 10 Varianten 8 Varianten

. 4 Varianten 2Varianten 4 Varianten
Malscheschwefelung gomg/l amg somg 6omgl comg|l

4Varianten  2Varianten 4 Varianten

Maischestandzeit F # 6h

15 15°C
Girtemperatur 15'C 18' 18°C 19°C 15°C
' 33'C

Abbildung 19: Uberblick technologische Rahmenbedingungen der drei unabhingigen Versuchspline mit 22 faktoriellem Design.
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Abbildung 20: Ubersicht des Praktischen Ablaufschemas der drei durchgefiihrten faktoriellen Versuchsplidne sowohl von 2011 bzw. 2012.
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Die folgende Abbildung 21 zeigt Impressionen zur praktischen Realisierung der Vinifizierung

der 28 Versuchsvarianten im 30-Liter-MaRstab (A1-A10, B1-B10, C1-C8).

Anlieferung der Griinen Veltliner in

Boxen rund 900 kg Befillen des Reblers

Befillen der 35 Liter
Glasballons

\ 4 | !
l’ K VR x
al AL v
- X

“*temperaturkontrollierte

/,, N et
i g Verg‘éi:( er Variaaten B Vergérungd.gr_\[aﬁ'ﬂg C
Vergarung der Variante A . ‘ Q\ -~ 5

o

Abbildung 21: Impressionen praktische Realisierung —Technologieversuch/faktorielle Versuchspladne.
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1.3.6 Genutzte Werkzeuge zur Auswertung der erstellten 2x2 faktoriellen De-
signs

Spezielle Softwareprogramme wie Minitab® 18, 19 bzw. Design Experts® 11, 12 adaptiert
flr die Erstellung und Visualisierung der Auswertung von Versuchspldanen, wurden fiir die
drei durchgeflihrten statistischen Versuchspldane im Rahmen der vorgelegten Arbeit genutzt.
Anhand Tabelle 8 soll vermittelt werden, welche statistischen ,Tools” im Rahmen dieser vor-
gelegten Arbeit eingesetzt und zur Beurteilung und Interpretation der Ergebnisse der drei

durchgefuihrten 22-Versuchspline verwendet wurden.

Tabelle 8: Uberblick statistischer Werkzeuge zur Auswertung der drei durchgefiihrten statistischen 2x2-Ver-
suchsplane.

Uberblick/Erklirung eingesetzter statistischer ,, Tools“, die bei Auswertung der Versuchsplidne sowie Bewertung der
Ergebnisse eingesetzt wurden

Statistisch Minitab® 18, 19 Design Expert® 11, 12
atistische .. . .
Tools® (Minitab, LLC. State College, Pennsylvania, (Stat-Ease, Inc. 1300 Godward St NE Suite 6400
" UsA) Minneapolis, MN 55413-2561)
Die bewahrteste Methode in der Versuchsplanung zur Feststellung der Signifikanz ist die Varianzanalyse (engl. Analysis
of Variance [ANOVA]). Ziel der Varianzanalyse ist es, Mittelwerte in verschiedenen Gruppen auf signifikante Unter-
Varianz- schiede zu vergleichen. Die Gruppen sind in diesem Fall die Faktoren auf ihren jeweiligen Faktorstufen. Dazu wird die
Analyse gesamte in den Versuchsdaten vorhandene Variation in zwei Teile zerlegt, in die Variation zwischen den Gruppen, ver-
ANO(/A ursacht durch die Effekte und die Variation innerhalb der Gruppen. Die Variation innerhalb der Gruppen wird nicht durch

die Effekte beschrieben. Diese beiden Varianzen werden verglichen und mittels F-Test auf Signifikanz geprift. Die Null-
hypothese lautet hierbei, dass alle Gruppen den gleichen Mittelwert haben. Ein Effekt ist dann signifikant, wenn die
Alternativhypothese, dass die Gruppen nicht den gleichen Mittelwert haben, zutrifft.*

Das Paretodiagramm soll helfen, Wichtiges von Unwichtigerem zu trennen.? Aus Faktoren wird diejenige herausgefiltert,

die den groRten Einfluss hat, um die relative Gréf3e und die statistische Signifikanz von Haupt- und Wechselwirkungs-

Paretodia- | effekten zu vergleichen. m Paretodiagramm werden die Absolutwerte der standardisierten Effekte geordnet vom groR-
gramm ten zum kleinsten Effekt angezeigt. Die standardisierten Effekte sind t-Statistiken, mit denen die Nullhypothese gepriift

wird, dass der Effekt gleich 0 ist.> AuRerdem wird im Diagramm eine Referenzlinie angezeigt, anhand derer ersichtlich

ist, welche Effekte statistisch signifikant sind.*

Der Normal-Plot wird verwendet, um Gréfle, Richtung und Bedeutung der Effekte (positiv bzw. negativ) zu ermitteln.

Normal- Das Wahrscheinlichkeitsnetz (Normal) fiir Effekte zeigt die standardisierten Effekte in Bezug auf eine Verteilungsanpas-
Plot sungslinie flr den Fall, bei dem alle Effekte gleich 0 sind. Die standardisierten Effekte sind t-Statistiken, mit denen die

Nullhypothese getestet wird, die besagt, dass der Effekt gleich 0 ist.>

Dient dazu, um Differenzen zwischen den Mittelwerten der Stufen fiir einen oder mehrere Faktoren zu untersuchen.

H;uﬁt Ein Haupteffekt ist vorhanden, wenn sich verschiedene Faktorstufen unterschiedlich auf die Antwortvariable auswir-
-e ekt- ken. In einem Haupteffektediagramm werden die Mittelwerte der Antwortvariablen fur jede Faktorstufe durch eine
diagramm Linie verbunden dargestellt.®
Eine Wechselwirkung liegt vor, wenn der Effekt eines Faktors von der Stufe eines anderen Faktors abhangt.”
Wechsel- Mogliche Wechselwirkungen kénnen mithilfe eines Wechselwirkungsdiagrammes veranschaulicht werden.
wirkungs- Parallel verlaufende Linien in einem Wechselwirkungsdiagramm verweisen darauf, dass keine Wechselwirkung vorliegt.

diagramm Je groBer die Differenz der Steigung zwischen den Linien ausfallt, desto groRer ist der Grad der Wechselwirkung.
In einem Wechselwirkungsdiagramm kann abgelesen werden, ob die Wechselwirkung statistisch signifikant ist.

thttps://docplayer.org/74736024-Masterarbeit-untersuchung-des-spritzgiessprozesses-mittels-design-of-experiment-doe-marc-lin-
genhoff.html.

2https://www.quality.de/wp-content/uploads/2019/06/Methodenblatt-Pareto-Diagramm.pdf.
shttps://support.minitab.com/de-de/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/doe/how-to/factorial/analyze-factorial-design/in-
terpret-the-results/all-statistics-and-graphs/effects-plots/#:~:text=Im%20Pareto%2DDiagramm%20werden%20die,der%2OEf-
fekt%20gleich%200%20ist.
4https://support.minitab.com/de-de/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/doe/how-to/factorial/analyze-factorial-design/interpret-the-results/all-
statistics-and-graphs/effects-plots/#:~:text=Im Pareto-Diagramm werden die,der Effekt gleich 0 ist.
shttps://support.minitab.com/de-de/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/doe/how-to/factorial/analyze-variability/interpret-
the-results/all-statistics-and-graphs/effects-plots/#:~:text=Das%20Wahrscheinlichkeitsnetz%20(Normal)%20f%C3%BCr%20Ef-
fekte,der%20Effekt%20g.
Shttps://support.minitab.com/de-de/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/anova/supporting-topics/basics/what-is-a-main-effects-plot/.
Thttps://support.minitab.com/de-de/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/anova/supporting-topics/anova-models/what-is-an-interaction/.
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1.4 Beitrag zum Stand des Wissens

1.4.1 Publikation I: Analyse von (-)-Rotundon mittels SPE-SPME-GC-MS in dster-
reichischen Qualitatsweinen der Rebsorte Griner Veltliner

In Anlehnung an der bereits von Mattivi et al. (2011) durchgefiihrten Arbeit war es moglich,
das Vorkommen des Sequiterpenketons Rotundon in den 108 analysierten kommerziellen
Proben von Griiner Veltliner zu bestatigen. Aufbauend auf bereits durchgefiihrte Arbeiten
von Mattivi et al. (2011) konnte ebenfalls das Vorkommen des Sequiterpenketons Rotundon
in allen 108 analysierten Griinen Veltliner Handelsproben (2009 bis2015) bestatigt werden.
Die erhobene Datenmenge von Mattivi et al. (2011) betrug im Vergleich zu jener in der vor-
gelegten Publikation nur rund 17,6 % 17(19) zu 108, also ein 1/6. Von den 19 analysierten
Griner Veltliner Proben in der Mattivi Studie stammten 17 aus Osterreich, eine Probe aus
Italien, eine aus der Slowakei. Laut Mattivi et al. (2011) enthielten von den 17 in dieser Studie
analysierten osterreichischen Griiner Veltliner Weinen 16 Rotundon in Konzentrationen, die
Uber der flir Rotweine angegebenen sensorischen Schwelle (16 ng/l) lagen. Des Weiteren ging
eine durchschnittliche Rotundonkonzentration von 53 + 16 ng/l hervor, wobei er eine Probe
mit einem sehr hohen Wert von 264 ng/| feststellte, was ca. dem 17-fachen der sensorischen

Schwelle entspricht.

In der ersten vorgelegten Publikation betrug der durchschnittliche Rotundonkonzentrations-
wert 31,7 ng/l. Des Weiteren konnten in der ersten Publikation erstmals Effekte des Jahrgangs
bzw. der Einfluss der Weinanbaugebiete auf den Rotundongehalt im Griinen Veltliner prasen-
tiert und dokumentiert werden. Die folgende Abbildung 22 veranschaulicht den klimatischen

Einfluss des Jahrgangs auf den Rotundongehalt.
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Abbildung 22: Einfluss des Jahrgangs auf den Rotundongehalt.

Fiir die Rebsorte Griiner Veltliner konnte also bestatigt werden, wie es bereits in australischen
Arbeiten fiir die Rotweinsorte Shiraz (Zhang et al., 2015) nachgewiesen wurde, das kiihle und
niederschlagsreiche Jahre die Akkumulation von Rotundon unterstiitzen, wahrend trockene
und warme Jahrgange sich eher dampfend nachteilig auf den Gehalt dieser pfeffrigen Leit-
substanz auswirkten. Besonders der Effekt des Anbaugebiets fihrte zu einem lberraschen-
den Ergebnis bzgl. des Rotundongehalts. Hierbei wurde erwartet, dass das groRte Anbauge-
biet des Griinen Veltliner, das Weinviertel, die hochsten Rotundongehalte aufweisen wiirde.
Auch Flak et al. (2009) kamen bei ihren sensorischen Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass
Weine dieser Region pfeffriger sind als jene anderer Anbaugebiete. In der vorliegenden Arbeit
— basierend auf den analysierten Proben — war es das Weinbaugebiet Wachau. Anhand der
folgenden Abbildung 23 wird der Einfluss der Weinbauregion auf den Rotundongehalt veran-

schauchlicht.
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Abbildung 23: Einfluss Weinbauregion bzw. Weinbaugebiet auf den Rotundongehalt.

Mogliche Griinde bzw. Ursachen, warum die Wachau durchschnittlich hohere Rotundonge-
halte aufwies, konnten beispielsweise in bestimmten geografischen Gegebenheiten (z. B.
Hanglagen), dem speziellen Mikroklima oder dem Bodenmikrobiom und der dort haufig ein-
gesetzten Tropfchenbewasserung begriindet liegen. Der Wasserhaushalt der Rebe ist einer
der forderlichsten Effekte auf die Akkumulation des Rotundons und ist in der Wachau gege-
ben. Zwei von Mattivi et al. (2011) erwahnte Aspekte decken sich mit dem in der ersten Pub-
likation festgestellten Effekt des regionalen Einflusses auf den Rotundongehalt. Des Weiteren
fanden Mattivi et al. (2011) heraus, dass der Rotundongehalt in Griiner Veltliner Weinen, die
aus italienischen Weingiitern entnommen wurden, eine geringere Rotundonkonzentration
aufwiesen als Proben aus der Slowakei. Australische Studien zeigen im Vergleich, dass in sud-
lichen und entsprechend vermutlich trockeneren Gebieten niedrigere Gehalter zu finden sind

als in nordlichen, also kiihleren, feuchteren Gebieten.

Auch in der ersten Publikation geht dieser Trend bei Vergleich der einzelnen Weinbaugebiete
bzw. Regionen untereinander hervor. Bei den analysierten Proben aus der Wachau wurden

durchschnittlich dreimal hohere Rotundongehalte als in der Thermenregion gefunden.

Die folgende Abbildung 24 zeigt den kombinierten Einfluss des Jahrgangs auf den Rotundon-

gehalt:
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Abbildung 24: Kombinierter Einfluss von Jahrgang und Region.

Die Daten basieren auf der Tatsache, dass die gefundene Rotundonkonzentration im Griinen
Veltliner deutlich Gber dem Schwellenwert lag und dass der berechnete Geruchsschwellen-
wert (OAV) je nach herangezogenen Durchschnittsgehalt zwischen 2 und 3 liegt. Es ist anzu-
nehmen, dass Rotundon das Pfefferaroma dieser wichtigen Sorte verursacht, da der Schwel-
lenwert bei WeiBweinen normalerweise dhnlich oder niedriger als bei Rotweinen ist. Nur we-
nige Proben liegen unter diesem angegebenen Schwellenwert von 16 ng/l bzw. 8 ng/| fur

Wasser.

Gravierende Unterschiede zwischen der Arbeit von Mattivi et al. (2011) und der ersten Publi-
kation waren, dass fir die Analyse eine GC-MS/MS und ein deuterierter Rotundonstandard
benutzt wurden, auch wenn unbestritten durch eine GC-MS-MS eine hohere Selektivitit als
bei GC-MS zu erreichen ware. Dies kann erklaren, warum durchschnittlich 53 ng/l und bei ei-
ner Probe sogar 264 ng/l gefunden wurden. Besonders dieser von Mattivi et al. 2011 gefun-
dene Rotundonspitzenwert in einem Grinen Veltliner mit Gber 264 ng/l Rotundon sticht be-
sonders hervor. Solche Werte sind teilweise nicht einmal fliir Rotweinsorten, wie beispiels-
weise Shiraz, zu erwarten. Eine GC-MS/MS ist unbestritten praziser und selektiver, aber nicht
ausschlaggebend, um diese Tatsache zu erklaren. In der hier vorgelegten Publikation mit tiber
100 analysierten Griiner Veltliner Proben waren Werte von tber 80 ng/l bereits eine Beson-
derheit. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete SPE-SPME-GC-MS-Methode kann damit
verteidigt werden, dass die erste genutzte Methode zur quantitativen Messung des Rotundon

ebenfalls auf diesem Prinzip basierte. Denn die Forscher und Forscherinnen rund um Siebert
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(2008) des AWRI setzten auf eine SPE-SPME-GC-MS-Methode und erachteten diese Form der
instrumentellen Technik als ausreichend zur Quantifizierung dieses Sequiterpenes. Die in der
Literatur vorgeschlagene Methodik basiert auf einer SPE, gefolgt von einer SPME-GC-MS-Stra-
tegie (Caputi et al., 2011; Geffroy et al., 2014; Mattivi et al., 2011; Siebert et al., 2008) und
verwendet eine stabile Isotopenverdiinnungsanalyse mit d5-Rotundon als internen Standard.
Diese Methoden ergaben eine Nachweisgrenze unterhalb der sensorischen Schwelle von Ro-
tundon in Wasser (8 ng/l) (Wood et al., 2008). Die Kritik von Culleré et al. (2016) daran ist,
dass diese eine Vielzahl von Schritten umfasste, was die Analyse sehr umfangreich machte.
Dieser Vorwurf von Culleré et al. (2016), dass die gewahlte Vorgangsweise der Anreicherung
und Isolierung zeitaufwendig ist, trifft zweifelsohne zu. Der Aufwand der Analyse fiir die Ana-
lyse der 107 bis 108 Proben plus Klone betrug mehrere hundert Arbeitsstunden. Mit ausrei-
chend budgetaren Mitteln und Instrumenten (PTV, Kaltaufgabesystem, Large Volume, MASE,
Twister) ware eine SIDA-Analyse (Stabilisotopenverdiinnungsanalyse = engl. Stable isotope
dilution assay) anstrebenswert. Dabei handelt es sich um eine dhnliche Methodik wie von
Culleré et al. (2016). Dieser Zeitgewinn erhoht zum einen den Probendurchsatz sowie den

Informationsgewinn.

Die groRe Bandbreite von 10 bis 85 ng/l bei den analysierten Rotundongehalten in der ersten
Publikation kommt vorrangig durch duRere saisonal bedingte klimatische Witterungsbedin-
gungen und sehr wahrscheinlich durch unterschiedliche Erntezeitpunkte und regionale Lagen
zustande. Dieses Phdanomen konnte im Rahmen einer Schiilerdiplomarbeit an der HBLA Klos-

terneuburg beobachtet werden.

Fiir einen Konferenzbeitrag bei der OIV (2016) wurden fir den 6sterreichischen Rebsortenex-
perten Regner auch 26 verschiedene Griiner Veltliner Klone analysiert. Der Unterschied der
verschiedensten Griiner Veltliner Klone hinsichtlich Rotundongehalt ist zwar gegeben, wenn
auch nicht sehr gravierend. Durch die Analyse der Griiner Veltliner Klone konnte trotzdem ein
Beitrag zur Aufklarung geleistet werden, welche Klone bzw. Chromosomen beim Rotundon-
gehalt mitentscheidend sind. Der analysierte Rotundongehalt der Griiner Veltliner Referenz-
probe lag bei ca. 35 ng/l, wahrend der Seyval Blanc nur die Hélfte dieses Wertes erreichen
konnte. Keiner der Sdmlinge zeigte hohere Konzentrationen von Rotundonen als der Griine
Veltliner. Nur ein Nachkomme der Population von 1929 konnte einen dhnlichen Wert wie der

Grine Veltliner erreichen. Regner et al. (2016) begriindet die Unterschiede bei den Griinen
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Veltliner Klonen wie folgt: Die durchgefiihrte Segregationsanalyse von Weinen aus dem Jahr
1929 zeigt eine Korrelation hauptsachlich mit Chromosom 5. Laut Battilana (2011) ist dies
nicht Uberraschend, da das Chromosom 5 als jene Stelle im Genom identifiziert wurde, an der
die Terpene codiert sind. Durch die Analyse der Griiner Veltliner Klone fiir Regner konnte
festgestellt werden, dass das Seyval Blanc Chromosom 9 signifikant mit der Rotundonkon-
zentration verbunden ist. Regner et al. (2016) stellte fest, dass der Beitrag fiir Rotundon aus
einem konstanten Teil von Griiner Veltliner Chromosom 5 und einem segregierenden Teil von
Seyval Blanc Chromosom 9 besteht. Rotundonkonzentrationen unterhalb des Seyval-Gehalts
kénnten durch die Segregation von zwei Allelen mit unterschiedlicher Rotundonbildung er-

klart werden.

Obwohl Klone in einem gewissen Maf zu dem Rotundongehalt beitragen kdnnen, kann dies
trotzdem nicht erklaren, warum ein von Mattivi et al. (2011) gemessener Griiner Veltliner bei
uber 264 ng/l den 8-fachen Unterschied zu anderen analysierten Griinen Veltliner Proben

hatte. Denn diese Werte erreichen teilweise nicht einmal maischevergorene Rotweine.
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1.4.2 Publikation II: Untersuchungen tber den Einfluss von kellertechnischen
Malnahmen auf den Rotundongehalt in Weinen der Sorte Griner Veltliner
Onologische Arbeiten, die sich mit Rotundon beschiftigten, waren zu dem Zeitpunkt der prak-
tischen Versuchsrealisierung 2011 und 2012 noch kaum vorhanden. Die bis dato veréffentli-
chen Arbeiten Uber 6nologische Effekte auf die Rotundonkonzentration existierten aus-
schlieBlich fir Rotweine wie Duras (Geffroy et al., 2017) und Pelaverga di Verduno (Petroz-
ziello et al., 2021). Es lagen damals keine Erkenntnisse auf die Rotundonkonzentration im

WeilRweinbereich vor.

Die zweite Publikation dieser Arbeit im Bereich Rotundon und WeiBwein und die technologi-
schen Effekte kdnnen als Vorlage fir spatere Versuche herangezogen werden. Die im Rahmen
der WeiBweinbereitung am haufigsten genutzten, etablierten und gangigsten kellerwirt-
schaftlichen MaRnahmen wie Maischestandzeit, Gartemperatur, Maischeschwefelung, Jung-
weinschwefelung, Hefendhrsalz und Mostklarung wurden als Einflussfaktoren fir 2-stufige
faktorielle Versuchsplane herangezogen und im 30-Liter-Malstab realisiert, um zu eruieren,
ob diese einen positiven oder negativen Beitrag zum Rotundongehalt im Griinen Veltliner
leisten. Mit drei voneinander getrennten, 2-stufig faktoriellen Versuchsplanen sowie mit dem
vom gleichen Standort geernteten Traubenmaterial und mit einer relativ niedrigen Versuchs-
anzahl von nur 28 war es somit moglich, einen hohen Informationsgehalt zu generieren sowie
positive und negative Haupteffekte sowie eine Wechselwirkung festzustellen. Die Versuche
wurden auRBerdem in zwei aufeinanderfolgenden Erntejahren (2010, 2011) durchgefiihrt, um

Zufalligkeiten grofteils auszuschliefen und damit eine gute Aussagekraft zu gewahrleisten.

Das Datenmaterial fir getestete Einflussfaktoren (Maischestandzeit, Gartemperatur, Mai-
scheschwefelung, Jungweinschwefelung, Hefenahrsalz, Mostklarung) auf den Rotundonge-
halt im Rahmen der zweiten Publikation stammt aus 46 Versuchsdurchldaufen. Durch Nutzung
eines bewahrten Auswertungsprogrammes fiir statistische Versuchsplanung wie Minitab®
wurde aus den analysierten Rotundongehalten der Versuchsweine dieser 46 Versuchsdurch-
laufe (28 pro Versuchsjahr) neben einer ANOVA auch Effektdiagramme Pareto, Haupteffekt,
Wechselwirkungs-, Wahrscheinlichkeitsnetz fiir jeden Versuchsplan A, B und C generiert. Bei
der Betrachtung der Resultate der Varianzanalyse des Versuchsplans A des Versuchsjahrs

2011 fallt auf, dass die Effekte fir den Rotundongehalt statistisch signifikant (o = 0,05), fiir
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den Faktor Gartemperatur (p = 0,024) bzw. flr den Faktor Standzeit (p-Wert = 0,014) sind. Die
Wechselwirkung beider Faktorenen (p-Wert = 0,143) ist nicht signifikant. Fir das Versuchsjahr
2012 sind diese Effekte statistisch nicht signifikant (Gartemperatur p-Wert = 0,876; Standzeit
p-Wert = 0,393; Gartemperatur/Standzeit p-Wert = 0,889).

Bei Versuchsplan A im Versuchsjahr 2011 lasst sich aus dem Paretodiagramm folgende Rei-
henfolge und Bedeutung der Einflussfaktoren feststellen: Standzeit, gefolgt von Gartempera-
tur, zum Schluss die Wechselwirkung aus Gartemperatur und Standzeit. Die Referenzlinie fir
die statische Signifikanz liberschreiten nur Standzeit und Gartemperatur. Die Wechselwirkung
aus Standzeit und Gartemperatur erreicht die Referenzlinie fiir statische Signifikanz nicht. Fur
das Versuchsjahr 2012 liefert das Paretodiagramm folgende Effektreihenfolge: Standzeit,
Wechselwirkung, Wechselwirkung Gartemperatur/Standzeit und zum Schluss Gartempera-
tur. Hinsichtlich statistischer Signifikanz zeigt sich, dass somit keiner der Einflussfaktoren die
Referenzlinie Ubertrifft. Mittels Wahrscheinlichkeitsnetz (Normal) fiir Effekte kann fir Ver-
suchsvariante A abgeleitet werden, dass Standzeit und Gartemperatur im Versuchsjahr 2011
signifikant, hingegen 2012 nicht signifikant sind. Zusatzlich lasst sich daraus ableiten, dass sich
die Gartemperatur offenbar positiv, die Standzeit hingegen negativ auf den Rotundongehalt

auswirkt. Dieser Trend ist sowohl fiir das Jahr 2011 und 2012 erkennbar.

Aus dem Haupteffektdiagramm gehen weitere Erkenntnisse fir 2011 bzw. 2012 hervor. Bei
einer Gartemperatur von 23° C sind die Rotundongehalte am hochsten (MW = 11,8 ng/l), bei
einer Gartemperatur von 15° C am niedrigsten (MW = 9,4 ng/l). Eine kurze Standzeit (0 h)
bewirkt hohere Rotundongehalte (= 11,9 ng/l) im Gegensatz zu einer langen Maischestand-

zeit (6 h =>9,2 ng/l). Sowohl 2011 als auch 2012 zeigte sich dieser Zusammenhang.

Die Aussagen des Versuchplan A der Jahre 2011 bzw. 2012 (keine Standzeit bzw. héhere Gar-
temperatur) deckten sich mit Erkenntnissen australischer, franzésischer und italienischer Ar-
beiten (Geffroy et. al, 2014; Caputi et al., 2011; Zhang et. al, 2017). Caputi et al. (2011) die
vertreten einerseits die These, dass die ausschlielRliche Anreicherung des Rotundon im Bee-
renexokarp stattfindet, was darauf hindeuten wiirde, dass ein langerer Schalenkontakt wah-
rend der Weinbereitung den pfeffrigen Charakter von Rotwein auch modulieren wiirde. Al-
lerdings stellte Caputi dann fest, dass die Rotundonausbeute nach dem Weinbereitungspro-

zess sehr gering war. Tatsachlich wurden nur 10 % des in den Trauben enthalten Rotundons
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wahrend der Garung extrahiert und sogar nur 6 % fanden sich spater in Flaschenweinen wie-

der.

Eine langere Maischestandzeit vor der Garung ist deshalb nachteilig, weil durch die Hydro-
phobizitdt des Molekiils vermutlich in einer leicht wassrigen Umgebung kein Auslegungseffekt
auftreten wird, sondern eher ein Abbinden des schalenlokalisierten Rotundons an feste Be-
standteile stattfindet. Dies bestatigen auch die Wechselwirkungsdiagramme, die zeigen, dass
hohe Gartemperaturen und kurze Standzeiten férderlich fir hohere Rotundongehalte sind.
Sowohl Reynolds et al. (2001) als auch Masneuf-Pomaréde et al. (2006) bestatigen indirekt
den positiv linearen Zusammenhang von hoherer Gartemperatur und héheren Rotundonge-
halten, wonach eine Temperatursteigerung bei der Garung einen Anstieg an 4-Mercapto-4-
methylpentan-2-on (4 MMP, schalenlolalikiserter Inhaltsstoff, fir tropische Aromen) bewirkt.
Auch die bereits von Marais (1983) erwahnten gesteigerten Terpengehalte bei hoheren Ma-
zerationstemperaturen konnten bereits als indirektes Indiz fir einen (Temperatur-)Effekt auf

Rotundon verstanden werden.

Der Versuchsplan B fokussierte sich im Unterschied zu Versuchsplan A (Maischestandzeit und
Fermenationstemperatur) ausschliefllich auf die Wirkung des SO; auf die Maische bzw. den
Jungwein. So zeigte sich bei Betrachtung der Resultate der Varianzanalyse des Versuchsplan
B des Versuchsjahrs (2011) fiir den Einflussfaktor Maischeschwefelung bzw. fiir den Einfluss-
faktor Dosis der Jungweinschwefelung, dass der Parameter Maischeschwefelung (p-Wert =
0,045) flir den Rotundongehalt statistisch signifikant ist (a = 0,05). Auf die Jungweinschwefe-
lung (p-Wert = 0,282) trifft dies hingegen nicht zu. Die Wechselwirkung beider Faktoren (p-
Wert = 0,556) ist nicht signifikant. Fir das Versuchsjahr 2012 sind diese Effekte nicht signifi-
kant. Bei Variante B im Versuchsjahr 2011 ldsst sich aus dem Paretodiagramm folgende Rei-
henfolge und Bedeutung der Einflussfaktoren feststellen: Maischeschwefelung, gefolgt von
Jungweinschwefelung und zum Schluss die Wechselwirkung aus Maischeschwefelung und
Jungweinschwefelung. Die Referenzlinie fir die statistische Signifikanz erreicht nur der Para-
meter Maischeschwefelung. Die Jungweinschwefelung und die Wechselwirkung aus Maische-
schwefelung und Jungweinschwefelung erreicht die Referenzlinie fiir statistische Signifikanz
nicht. Fir das Versuchsjahr 2012 liefert das Paretodiagramm folgende Effektreihenfolge: Mai-
scheschwefelung, Wechselwirkung Maischeschwefelung/Jungweinschwefelung und zum

Schluss Jungweinschwefelung. Hinsichtlich statistischer Signifikanz muss hier festgehalten
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werden, dass keiner der Einflussfaktoren die Referenzlinie tUbertrifft. Mittels Wahrscheinlich-
keitsnetz (Normal) fur Effekte kann fir Variante B abgeleitet werden, dass Maischeschwefe-
lung und Jungweinschwefelung in den Versuchsjahren 2011 und 2012 nicht signifikant waren.
Zusatzlich lasst sich fiir 2011 ableiten, dass sich Maischeschwefelung, Jungweinschwefelung
bzw. eine Kombination der beiden negativ auf den Rotundongehalt auswirken. Fiir Jahrgang
2012 lasst sich ableiten, dass sich diese Parameter (Maischeschwefelung, Jungweinschwefe-
lung bzw. eine Kombination der beiden) offenbar positiv auf den Rotundongehalt auswirken.
Aus dem Haupteffektdiagramm wird fiir 2011 ersichtlich, dass nicht geschwefelte Maische (0
mg/l) bzw. niedrige Jungweinschwefelung (40 mg/l) offenbar zu héheren Rotundongehalten
(9,4 ng/l bzw. 8,8 ng/l) fihrt als Maischeschwefelung bei 60 mg/l bzw. Jungweinschwefelung
bei 80 mg/I (6,9 ng/l bzw. 7,4 ng/l). Das generierte Haupteffektdiagramm fiir Versuchsplan B
von 2012 hingegen zeigte auf den ersten Blick offenbar den gegenteiligen Effekt. Auch die
Minitab® Wechselwirkungsdiagramme fiir 2011 bzw. 2012 scheinen dieses Phanomen fir die
beiden Versuchsjahre zu untermauern. Doch die teilweise geringen Rotundongehaltsunter-

schiede zwischen einigen Varianten 2012 kénnten auch zu diesem Ergebnis flhren.

Der Grund, den Effekt der Schwefelung von Maische und Jungwein auf den Rotundongehalt
naher zu betrachten, lasst sich auf die folgenden zwei existierenden Arbeiten (Daniel et al.,
2004; Azevedo et al., 2007) zurickfihren. Es konnte nicht hundertprozentig ausgeschlossen
werden, dass die Carbonylfunktion von Rotundon mit dem in der Maische vorhandenen freien
SO, reagieren kdnnte. Eine SO;-bindende Carbonylverbindung kdnnte folglich zu einer Ab-
nahme des freien Sesquiterpens fihren, ahnlich wie bei Norisoprenoiden 3-Damascenon in
einem Modellwein laut einer Arbeit von Daniel et al. (2004). Es gibt Feststellungen von Azevdo
et al. (2007), wonach Carbonylverbindungen mit Bisulfit stabile sogenannte Hydroxyalkylsul-

fonsauren bilden.

Vor den Versuchen war vorstellbar und nicht auszuschlieBen, dass Rotundon, bedingt durch
die Ketogruppe und durch zu viel SO,-Zugabe, in einer moglichen Rotundonreduktion resul-
tieren konnte. Wobei aufgrund der von Azevedo et al. (2007) erwdhnten Tatsache, dass
aliphatische Verbindungen wie Formaldehyd und Acetaldehyd bevorzugt und rascher Verbin-
dungen mit Bisulfit eingehen als Verbindungen wie Rotundon mit cyclischer Struktur. In der
Chemie erklart die sterische Hinderung diesen Effekt. Aulerdem erwdhnten dies auch Daniel

et al. (2004) inihrer Arbeit, dass aufgrund der Vielzahl an vorliegenden Carbonylverbindungen
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im Wein es eher als unwahrscheinlich anzusehen ist, dass die Schwefelungen und ihre Dosie-

rungen einen Effekt auf die endgiiltige Rotundonkonzentration zeigen.

Bedingt durch die relativ niedrige Rotundonkonzentration und die hohen Konzentrationen
vieler anderer im Wein natlrlich vorkommender Carbonylverbindungen, ist die Reaktion mit

SO, unwahrscheinlich.

Der aus Literatur (Azevedo et al., 2007) bekannte Zusammenhang zwischen Bisulfit und Car-
bonylverbindungen (Rotundon enthalt Ketogruppe) stellte fest, dass stabile Addukte, Hydro-
xyalkylsulfonsduren entstehen kénnen. Aliphatische Aldehyde werden im Unterschied zu Ke-
tonen bevorzugt. Nur mit dieser These des Abbindens lassen sich die hoheren Rotundonge-
halte von 2011 der nicht geschwefelten Maische bzw. der niedrigen Jungweinschwefelung (40
mg/l) nicht zu hundert Prozent erklaren. Diese These kann nicht zum Interpretieren der Er-
gebnisse des Jahrgangs 2012 herangezogen werden, weil teilweise zu geringe Rotundonge-
haltsunterschiede zwischen einigen Varianten durch Schwankungen zu diesem Ergebnis fiih-
ren konnten. Petrozziello et al. (2021) stellten hierzu fest, dass unterschiedliche Dosierungen
von Schwefeldioxid der Weine keinen Einfluss auf diese Verbindung haben sollten, weil Ro-

tundon aufgrund seiner Struktur nicht der bevorzugte Bindungspartner des SO; ist.

Bei der Betrachtung der Resultate der Varianzanalyse des Versuchsplans C des Versuchsjahrs
2011 wird fur den Einflussfaktor Mostklarung bzw. fiir den Einflussfaktor Hefenahrsalzzugabe
ersichtlich, dass die Effekte Mostklarung/Hefenahrsalzzugabe fiir den Rotundongehalt statis-
tisch nicht signifikant sind (o = 0,05). Die Wechselwirkung beider Faktoren ist nicht signifikant.
Fiir das Jahr 2012 wirkt sich die Mostklarung signifikant auf den Rotundongehalt aus, die He-

fenahrsalzzugabe jedoch nicht.

Bei Versuchsplan C im Versuchsjahr 2011 lasst sich aus dem Paretodiagramm folgende Rei-
henfolge und Bedeutung der Einflussfaktoren feststellen: Mostklarung, gefolgt von Hefenahr-
salzzugabe zum Schluss die Wechselwirkung aus Mostklarung und Hefenahrsalzzugabe. Die
Referenzlinie fiir die statistische Signifikanz erreicht keiner dieser Effekte. Fiirs Versuchsjahr
2012 liefert das Paretodiagramm folgende Effektreihenfolge: Mostklarung, Wechselwirkung
Mostklarung/Hefendhrsalzzugabe und zum Schluss Hefenahrsalzzugabe. Hinsichtlich statisti-
scher Signifikanz muss hier festgehalten werden, dass nur der Einflussfaktor Mostklarung die

Referenzlinie knapp erreicht. Mittels Wahrscheinlichkeitsnetz (Normal) fir Effekte kann fir
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Variante C abgeleitet werden, dass Mostklarung, Hefenahrsalzzugabe und die Wechselwir-
kung der beiden im Versuchsjahr 2011 nicht signifikant sind. Hingegen ist im Jahr 2012 nur
die Auswirkung der Mostklarung signifikant. Zusatzlich lasst sich aus dem Wahrscheinlich-
keitsdiagramm fir 2011 ableiten, dass sich die Mostklarung und die Wechselwirkung aus
Mostklarung und Hefenahrsalz offenbar positiv, das Hefenadhrsalz, hingegen negativ auf den
Rotundongehalt auswirken. Aus dem Normal-Plot von 2012 |3sst sich ableiten, dass sich so-
wohl Mostklarung, Hefendhrsalz und die Wechselwirkung der beiden offenbar negativ auf

Rotundon auswirken.

Aus einem generierten Haupteffektdiagramm fir 2011 wird ersichtlich, dass Mostklarung
bzw. fehlende Hefenahrsalzzugabe zu héheren Rotundongehalten fiihrt als bei Mosten ohne
Klarung bzw. Hefendhrsalzzugabe. Die teilweise geringen Rotundongehaltsunterschiede zwi-
schen einigen Varianten kdnnten auch zu diesem Ergebnis fliihren. Das Haupteffektdiagramm
von 2012 hingegen zeigt teilweise genau das Gegenteil. Auch die Wechselwirkungsdia-
gramme verdeutlichen offenbar diesen Zusammenhang bzgl. der Anwendung der Mostkla-
rung und des Einsatzes der Hefenadhrsalzzugabe fiir 2011 bzw. 2012. Die Ergebnisse konnten
einerseits darauf zurickzufihren sein, ob das hydrophobe Rotundon sich an Schalenbestand-
teile bindet und so im garenden Wein verbleibt, abhangig von den Mostvorklarungstypen
oder andererseits erklarbar durch die teilweise geringen Rotundongehaltsunterschiede zwi-

schen einigen Varianten 2011 und somit zu diesem Ergebnis fiihren kénnten.

Die Beeinflussung von Rotundon als Exocarp lokalisierter Inhaltsstoff durch MaBnahmen wie
langere Maischestandzeit ware naheliegend. Rotundon reichert sich fast ausschlieRlich in
Beerenexokarp an, was darauf hindeutet, dass der Hautkontakt wahrend der Weinbereitung
ein technologischer Hebel ist, um Rotundon — also den pfeffrigen Charakter von Wein — zu
modieren. Es existiert eine italienische Arbeit von Caputi et al. (2011), welche die These ver-
treten, dass die ausschlieRliche Anreicherung des Rotundon im Beerenexokarp erfolgt, was
darauf hindeuten wiirde, dass ein langerer Hautkontakt wahrend der Weinbereitung den
pfeffrigen Charakter von Rotwein moduliert. Weiters untersuchten Geffroy et al. (2017) mit
Versuchen im 2-Liter-MaRstab den Einfluss von Fermentationsvariablen (Zeit und Temperatur
der Mazeration, Hefespezies, Zugabe von pektolytischen Enzymen) und Weinbereitungstech-
niken (Cold Soak, Thermovinifizierung, Kohlensauremazeration und Roséweinbereitung) auf

Rotundon, bei Rotwein Duras untersucht von Geffroy et al. (2017) im LabormaRstab. Geffroy
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et al. (2017) stellten fest, dass der langere Hautkontakt wahrend der Mazeration nach der
Fermentation zu einer signifikanten Abnahme der Rotundonkonzentration um ca. 20 % im
Wein flihrte, was auf die praktischen Moglichkeiten zur Reduzierung des Pfefferaromas im

Wein hindeutet.

Allerdings stellten bereits Caputi et al. (2011) fest, dass die Rotundonausbeute nach dem
Weinbereitungsprozess relativ klein war. Tatsachlich wurden nur 10 % des in den Trauben
enthalten Rotundons wahrend der Garung extrahiert und nur 6 % in Flaschenweinen. Diese
Feststellung wurde teilweise auch durch den Dissertanten betreute Schilerdiplomarbeiten
Greil und Proll 2018 festgestellt, und zwar fir die Weillweinsorte Griiner Veltliner. Sowohl
Maischestandzeit als auch Mostklarung sind aufgrund des hydrophoben und abbindenden
Charakters des Rotundon als kritisch zu sehen. Als Winzer méchte man eine maximale Aus-
beute eines qualitatsbestimmenden Inhaltsstoffes wie Rotundon forcieren, und eine langere
Maischstandzeit wiirde keine Zunahme erreichen, sondern einen Verlust, also eine Abnahme
des Rotundongehalt bedeuten. Bei einer Schliisselverbindung wie Rotundon im unteren ng/I-
Bereich kann dies in einem heil3en, trockenen Jahr sensorisch in die Bedeutungslosigkeit fiih-

ren.
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1.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die mit Abstand wichtigste Rebsorte fiir den 6sterreichischen Weinbau ist der Griine Veltliner
(Regner et al., 2020). Die massive Abhingigkeit von dieser Rebsorte in Osterreich und beson-
ders einer ganzen Weinbauregion wie dem Weinviertel zeigt sich bei Betrachtung des wirt-
schaftlichen Absatzes. Rund 25 % des Umsatzes gehen allein auf den Griinen Veltliner zurick.
Neben der flichenmaRigen Dominanz ist auch die Vermarktung auf diese Rebsorte ausgerich-
tet und im Speziellen auf deren sensorische Besonderheiten wie die der pfeffrigen Typizitat.
Trotz des unbestrittenen Beitrags zum Erfolg der Osterreichischen Weinwirtschaft bereitet
gerade diese Rebsorte in Anbetracht des Klimawandel Sorge. Dass der Klimawandel zu immer
heiReren und trockenen Jahren fihrt, ist unbestritten. Der beobachtete Trend aus der ersten
Publikation zeigt, dass gerade trockene und warme Jahrgange im Vergleich zu kiihleren und
feuchteren Jahrgangen das Vorkommen des Rotundon in Weinen reduzieren. Die Rotundon-
gehalte von sieben analysierten Jahrgangen (2009 bis 2015) bewegten sich zwischen 8 ng und

85 ng/l. Saisonalitdt und Regionalitat sind maRgeblich fir diese Konzentrationsbandbreite.

Denn gerade durch die bekannte Empfindlichkeit des Griinen Veltliners gegentiiber Trocken-
heit kénnte das Szenario eintreten, dass Rotundongehalte unter die sensorisch relevante Ge-
ruchswahrungsschwelle absinken konnten oder sogar komplett verschwinden. Zwischener-
gebnisse aus einer betreuten Schilerdiplomarbeit Rieder 2018/2019 legen diese Tatsache
nahe und werfen die Frage auf: Verschwindet durch das Rotundon ein wesentlicher Beitrag

zum typischen ,Pfefferl” in Osterreichs Hauptweinsorte?

Ziel dieser Arbeit war es, ldeen, Anregungen aus dieser Arbeit bzw. auch aus der Literatur
zusammenfassend aufzugreifen und kombiniert zu erortern: Welche zukinftige MalRnahmen
und gezielte Strategien konnten ergriffen werden, um das Sequiterpen Rotundon und somit
seinen Beitrag zur typischen pfeffrigen Note — also das legendare bekannte , Pfefferl” im Grii-

nen Veltliner — fiir zukiinftige Generationen zu erhalten.

Ein moglicher Schlissel zur Erhdhung und Stabilisierung des Rotundon liegt in weinbaulichen
Strategien: Erntezeitpunkt und -datum, Bewdsserung in Kombination mit PES, Entlaubung und
selektive Ernte sind gezielte einsetzbare Hebel, Rotundonwerte in Weinen zu manipulieren.

Dies sind Erkenntnisse aus den Arbeiten von Geffroy et al. (2016).
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Kihle und speziell feuchte Bedingungen férdern die Akkumulation. Ersichtlich wird dies in
einer durch den Dissertanten betreuten Schilerdiplomarbeit Rieder, durchgefiihrt an der
HBLA Klosterneuburg im Jahr 2018/2019. Ohne den Einsatz von modernen Bewdasserungssys-
temen wie in Teilen der Wachau wird es eine fast unmégliche Herausforderung werden, Ro-

tundon auch in extrem heillen und trockenen Jahrgangen wie 2018 zu erhalten.

Doch bedingt durch {iber 14.000 ha Griiner Veltliner bestockte Flache und deren geografi-
schen Gegebenheiten missen neben einer modernen und nachhaltigen Bewasserungsstrate-
gie auch noch andere weinbauliche und kellerwirtschaftliche MaBnahmenstrategien ins Auge

gefasst werden, um die Bildung und somit die Erhaltung von Rotundon langfristig zu fordern.

Vom Stichwort Erntezeitpunkt ist immer wieder in Zusammenhang mit Rotundon die Rede.
Deshalb muss Uber die Zulassungen und den vermehrten Einsatz von Pflanzenhormonen
nachgedacht werden, wie eine australische Arbeit (Davies et al., 2015) nahelegt. So konnte
durch die Behandlung bei Shiraz vor der Saison mittels Einsatz von Pflanzenhormonen (1-
Naphthalinessigsdaure [NAA]) oder 2-Chlorethylphosphorsaure (Ethrel) der Beginn der Reifung
und Ernte verzogert werden. Durch die Verzégerung des Reifebeginns konnte damit eine ge-
zielte Forderung von Rotundon erzielt werden. Das Pflanzenhormonen 1-Naphthalinessig-
saure NAA war wirksamer als Ethrel und die Ernte konnte um 23 Tage im Vergleich zu sechs

Tagen bei Ethrel verzogert werden.

Auch eine Verschiebung des Reife- und Erntefensters in eine kihlere und feuchtere Witte-
rungsperiode ware fir den Griinen Veltliner eine denkbare Option bzw. Mdglichkeit, um das
Rotundon zu stabilisieren oder gezielt zu erhéhen. Daher kénnte eine Behandlung von Trau-
ben mit NAA 1-Naphthalinessigsdure und in geringerem Maf3e mit Ethrel wahrend der Vorpe-
riode die Reifung verzogern und die Rotundonkonzentration in Griiner Veltliner Trauben er-
hohen, wodurch das Rotundonvorkommen und die Pfeffer-Typizitdt des Weins verbessert

werden.

Neben dem Erntezeitpunkt sollten gezielte Griner Veltliner Klone bei zuklinftigen Neuaus-
pflanzungen ausgewahlt werden. In Bezug auf die Genotypsorte ist der Klon ein kleiner, aber
ebenfalls zu berlicksichtigender Hebel. So wurde bei Duras, Syrah und beim Griinen Veltliner
eine klonale Variation hinsichtlich der Rotundonkonzentration belegt. Auch wenn der Effekt
bedingt durch gezielte Klonauswahl im unteren 10 ng/| liegt, so zahlt bei Rotundon jedes ng

hinsichtlich der Pfeffrigkeit im Wein. Gezielte Klonauswahl beim Griinen Veltliner kénnte also
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auch einen kleinen unterstiitzenden Beitrag flr dessen langfristige Erhaltung darstellen. Die
Genschere CRISPR kénnte den Rebzlichtern einen weiteren Weg in das Genom des Grliner

Veltliners bieten, um die Rotundonproduktion zu forcieren.

Die Studie des Amerikaners Harner et al. (2019) thematisierte die Entwicklung eines Vorher-
sagemodells. Es zeigte sich, welche klimatischen und weinbaulichen Faktoren zusammen den
starksten Einfluss auf die Rotundonkonzentration in Noiret (Vitis sp.) Trauben bei der Ernte
haben. Unter Verwendung eines 2-Jahres-Datensatzes (2015 und 2016) konnten Harner und
seine Kollegen ein Modell mit vier Variablen entwickeln, das mehr als 80 % der Variation der
Rotundonkonzentration bei der Ernte erklarte. Das Modell umfasste das Wetter (Tage mit
ansteigender Temperatur wahrend der Fruchtreife [GDDv]) und pflanzenbezogene Variablen
(Konzentrationen von Phosphor und Kalzium im Blattstiel und Erntemenge). Das von Harner
(2019) entwickelte Modell kdnnte von Weinproduzenten verwendet werden, um Standorte
oder kulturelle Praktiken zu identifizieren, die eine Rotundonanreicherung in Noiret-Trauben
beglinstigen, nachdem eine Modellvalidierung mit einem zusatzlichen externen Datensatz
durchgefiihrt wurde. Das Vorhersagemodell von Harner (2019) war auf die Anwendung durch
den Erzeuger bzw. die Erzeugerin zugeschnitten und umfasste leicht messbare Variablen:
Fruchtreife GDDv-, Ca- und P-Petiolarkonzentrationen bei Véraison (Beerenreife) und Ernte-
menge. Obwohl eine Modellvalidierung erforderlich ist, um die Vorhersagekraft des Modells
zu verifizieren, legen die starken Korrelationen zwischen einigen der Regressorvariablen (z. B.
GDDv und CSEv) und der Rotundonkonzentration nahe, dass die generierten Daten von
Noiret-Ziichtern verwendet werden kdnnten, um Standorte zu identifizieren, die fiir die opti-

male Rotundonproduktion geeignet sind.

Wenn diese Studie von Harner et al. (2019) eine Gliltigkeit zeigt, dann konnten diese Ergebe-
nisse fur weitere Weine neben dem Griinen Veltliner Produzenten realisiert werden. Die
Stichworter gerade in Zeiten des Klimawandels diirften neben der Bewésserung, bestimmte
Griner Veltliner Klone, das ErschlieBen neuer Weinbaugebiete sowie neuer Produktionsge-
biete sein, auch wenn es einerseits aufgrund der historisch gewachsenen Weinbaugebiete
und der Gesetzgebung sehr radikal und drastisch erscheinen mag. Der Klimawandel diinnt
gerade massiv durch extreme Wetterereignisse (Fohnwinde) bzw. durch den gesteigerten Be-

fall mit Borkenkéafern die Waldbestande im Waldviertel aus bzw. verschiebt die Waldgrenze
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nach oben. Auch wenn das Bundesland Niederdsterreich unumstrittenes Heimatland des Gru-
nen Veltliners ist, konnten andere Bundeslander wie Oberdsterreich, Salzburg oder Tirol
zwangslaufig in Jahrzehnten zu Weinanbaugebieten werden. Es sollte in den nachsten Jahren
durch wissenschaftlich begleitete Versuchspflanzungen mit Griinem Veltliner in Kombination
mit Modellrechnungen abgeklart werden, ob andere Gebiete fiir die Produktion von Griiner
Veltliner Weinen Uiberhaupt geeignet erscheinen. Auch wenn es fiir den Moment undenkbar
erscheint, wird friiher oder spater der Zeitpunkt kommen, wo die negativen Auswirkungen
gerade in aromatischer Hinsicht fir WeiBweine und speziell fir den dominierenden Griinen

Veltliner in Erscheinung treten.

Das ErschlieRen von klimatisch kiihleren und feuchteren Gebieten wird, wenn der Klimawan-
del mit diesem Tempo fortschreitet, zwangslaufig erforderlich werden, um die typische Pfeff-
rigkeit — mitverursacht von Rotundon — im Griinen Veltliner zu erhalten. Anhand der ersten
Publikation liber das Vorkommen und die Verteilung von Rotundongehalte im Griinen Veltli-
ner werden neben den saisonalen auch regionale Effekte ersichtlich. Entsprechendes Mikro-

klima kdnnte ein entscheidender Faktor fur den Erhalt des Rotundon sein.

Kihlere und feuchtere Reifebedingungen der Trauben beglinstigen die Synthese von Rotun-
don in Griiner Veltliner Trauben. Diese Faktoren (saisonale Bedingungen, Temperatur) kén-
nen das AusmaR hinsichtlich der beobachteten ortsspezifischen Unterschiede in der Rotund-
onkonzentration ausschlieBlich nicht erkldaren. Daher muissen zukiinftige Projekte der For-
schung darauf abzielen, genetische und/oder Umweltfaktoren zu identifizieren, die allein
oder in Kombination die Traubenzusammensetzung und den Weingeschmack im Griinen Ve-

Itliner beeinflussen kénnen.
Aufbauend auf bisherigen Forschungen sollten dafir

= gezielte Rotundon- und a-Guaiene-Karten fir Griine Veltliner Weinberge in der Wachau,
Weinviertel, Kremstal, Kamptal und Wagram erstellt werden und eine Charakterisierung
der Rebleistung bzw. des Alters des Weingartens und des Effekts des Bodentyps erfolgen.
= Des Weiteren sollten unter Verwendung von wechselseitigen Knospentransplantaten und
Topfreben in Gewdchshausern die Untersuchung und Bestimmung maoglicher genetischer

Determinanten fiir die Rotundonkonzentration angestrebt werden.
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Neben dem in dieser Arbeit untersuchten sensorisch relevanten Rotundon ist der Beitrag
anderer Sesquiterpene zum Weinaromaprofil méglicherweise wichtiger und erfordert un-
bedingt weitere Untersuchungen. Die Suche sollte dabei gezielt auf Schlliisselaromastoffe
im Griinen Veltliner Wein aus Terroirs (Anbaugebieten) mit kithlem Klima erweitert wer-
den. Derzeit gibt es eine sehr begrenzte Forschung zur Sesquiterpenproduktion in Trau-
ben wie eben dem Griinen Veltliner. So zeigt eine an der Universitat fiir Bodenkultur Wien
durchgefiihrte Diplomarbeit von Dimming (2015) das Vorhandensein von sieben Sesqui-
terpenen bei verschiedenen Griiner Veltliner Klone. Bei den sieben Sequiterpenen han-
delt es sich um y-Cadinen, §-Cadinen, a-Muurolen/Germacren D, Ylangen, Valencen, (+)-
Aromadendren, B-Caryophyllen, B-Cyclocitral, Geranylaceton, Linalool und R(+)-Limonen.
Sie wurden spater aber nicht im Wein gefunden. Doch fiir ein umfassendes Verstandnis
der Sesquiterpene in Trauben und Weinen sollte unbedingt durch weitere Studien mit
Untersuchungen begonnen und diese vorangetrieben werden. Neben der Identifizierung
neuartiger Sesquiterpene soll der Einfluss der Weinherstellung auf die Extraktion von
Sesquiterpenen aus Trauben zu Wein verstarkt betrachtet werden. Die Aromawichtigkeit
einzelner Sesquiterpene ist noch véllig unklar. Auch die Rolle der fotochemischen Oxida-
tion bei der Bildung von Aromastoffen aus Sesquiterpenen und der Kinetik der Akkumu-

lation bzw. des Abbaus von Guaien und Rotundon sollte ndher betrachtet werden.

Ein Bereich, der kaum Beachtung findet, ist die mogliche Beziehung zwischen Bodenmikroben

und der inhdrenten raumlichen Variation der Traubenzusammensetzung und der Rotundon-

konzentration bei der Sorte Griner Veltliner.

Auch wenn der Schwerpunkt des steuerbaren Einflusses auf den endgliltigen Rotundongehalt

Uberwiegend durch weinbauliche MaRnahmen liegen mag, sollte dennoch auf die technolo-

gische Kellerwirtschaft bzw. auf den 6nologischen Einflussfaktor hinsichtlich Rotundon und

andere Sequiterpene geachtet werden. Denn dieser technologische Effekt ist gerade bei

Weillweinen kaum erforscht. Die zweite Publikation stellt ein erstes Herantasten dar, was aus

kellerwirtschaftlicher Sicht Gberhaupt moglich ist. Das durch 6nologische MalRnahmen stabi-

lisierend auf die Verbindung eingewirkt werden kann, ist sicher, wie auch die zweite Publika-

tion verdeutlicht.
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Weitere 6nologische Versuche zum Herausfiltern von gezielten MaRBnahmen zur Steigerung
der Rotundonextraktion sind trotzdem erforderlich, da Gber die Beeinflussung von Sequiter-

pen kaum Forschungen bestehen.

Australische Forschungseinrichtungen forschen in Kooperation mit Winzern und Winzerin-
nenunermudlich daran, Rotundon im Shiraz zu erforschen, zu erhalten bzw. sogar zu férdern.
Daher sollte dies in Osterreich fiir die Hauptrebsorte Griiner Veltliner ebenfalls angestrebt
werden. Zur optimalen und intensiven Herausarbeitung sogenannter Leitaromen wie Rotun-
don sind daher unterschiedliche weinbauliche Strategien und 6nologische MalRnahmen not-
wendig. Es sind weitere Forschungen notig, damit die Sorte Griiner Veltliner und seine pfeff-
rige Typizitdt auch in Zukunft mit Osterreich gleichgesetzt werden kann, gerade aufgrund der
Entwicklung von Griiner Veltliner, der zunehmend in den Fokus der internationalen Weinwelt
riackt. Auch der Verbreitungsgrad in der sogenannten neuen Welt wie USA, Neuseeland
nimmt stetig zu. Damit das Marketing weiterhin bei der Sorte Griiner Veltliner mit der pfeff-
rigen Typizitat werben kann und das ,,Pfefferl” nicht durch den Klimawandel zu einem Mythos
wird, liegt es auf der Hand, dass durch die zuvor angefiihrten Punkte ein MalRnahmenpaket
durch Forscher und Forscherinnen gefunden und erarbeitet werden muss, welches es Produ-
zenten und Produzentinnen gezielt ermdoglicht, den Griinen Veltliner auch in Zukunft mit die-

ser Pfeffrigkeit zu vinifinzieren.
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2 Publikation I: Analyse von (-)Rotundon mittels SPE-SPME-
GC-MS in Osterreichischen Qualitatsweinen der Rebsorte Gri-
ner Veltliner

Journal: Mitteilungen Klosterneuburg

Impact Factor: 0,545 ca. 0,6

Diese Publikation wurde in den Mitteilungen Klosterneuburg 68 (2018) S. 107-119 vero6ffent-
licht. Dabei wurde eine SPE-SPME-GC-MS-Methode zur Quantifizierung des Sesquiterpens Ro-
tundon erarbeitet bzw. an die instrumentellen Gegebenheiten angepasst, um dabei in erster
Linie das Vorkommen sowie die Verteilung vom Sequiterpene Rotundone in der Rebsorte
Griner Veltliner festzustellen. Regionale bzw. jahrgangsabhangige Unterschiede wurden da-

rin ebenfalls aufgezeigt.

Die Publikation wird der ersten groRen Fragestellung Aufkléirung hinsichtlich des relevanten
Vorkommens und Verteilung der Schliisselverbindung Rotundon als wesentlicher Bestandteil

der Pfefferaromatik zugeordnet.

Autoren und Autorinnen: Nauer, S; Brandes, W; Patzl-Fischerleitner, E; Hann, S; Eder, R (2018).
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ANALYSE VON (-)-ROTUNDON MITTELS
SPE-SPME-GC-MS IN OSTERREICHISCHEN
QUALITATSWEINEN DER REBSORTE 'GRUNER
VELTLINER'

STEFAN NAUER', WALTER BRANDES', ELSA —PATZL-FISCHERLEITNER', STEPHAN HANN? UND
REINHARD EDER'

! Hohere Bundeslehranstalt und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau
A-3400 Klosterneuburg, Wiener Strafle 74

* Universitit fiir Bodenkultur, Department fiir Chemie
A-1190 Wien, Muthgasse 18
E-Mail: Stefan.Nauer@weinobst.at

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit einer modifizierten Festphasen-Festphasenmikroextraktion Gaschromato-
grafie-Massenspektrometrie-Methode (SPE-SPME-GC-MS) das Vorkommen des Sesquiterpenketons (-)-Rotun-
don in ésterreichischen Weinen der Sorte 'Griiner Veltliner', der Hauptsorte Osterreichs, zu verifizieren. Da diese
Verbindung ebenso wie 'Griiner Veltliner' mit Pfeffrigkeit assoziiert wird, war es von grofem Interesse, die (-)-Rotun-
don-Gehalte in Weinen verschiedener Weinbaugebiete und Jahrginge (2009 bis 2015) zu bestimmen und zu beurtei-
len, ob die gefundenen Gehalte eine sensorische Relevanz haben kénnen. Zu diesem Zweck wurden 105 authentische
Weinproben aus verschiedenen Weinbauregionen und Gebieten (Wachau, Weinviertel, Kamptal, Wagram, Kremstal,
Traisental, Thermenregion, Carnuntum, Neusiedlersee, Neusiedlersee-Hiigelland, Bergland, Wien) analysiert. Die
Bandbreite der Konzentration des (-)-Rotundons bewegte sich zwischen einem Minimum von 9,50 ng/l und einem
Maximum von 84,7 ng/l. Die ermittelte Schwankungsbreite ldsst sich auf klimatische und weinbauliche Einfliisse in
Abhingigkeit von Jahrgang und Anbauregion zuriickfithren. Der durchschnittliche Gehalt beriicksichtigte alle unter-
suchten Jahrginge und lag bei rund 31,7 ng/l. Vom sensorischen Standpunkt aus bedeutet dieser Wert eine doppelte
Uberschreitung des angegebenen Schwellenwertes fiir Rotwein, welcher laut Literatur bei 16 ng/l liegt (SIEBERT et
al,, 2008). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Verbindung (-)-Rotundon in vielen 8sterreichi-
schen Weinen der Sorte 'Griiner Veltliner' in aromarelevanten Konzentrationen vorliegt, wobei die effektiven Gehal-
te in den Weinen aber in Abhingigkeit von Region, Jahrgang und den jeweiligen weinbaulichen Mafinahmen stark
schwanken. So waren beispielsweise die (-)-Rotundon-Gehalte in den Weinen der Jahrginge 2013 und 2014 durch-
schnittlich hoher als jene der Jahrgange 2009 und 2010, was einen klimabedingten Einfluss des Jahrgangs auf diese
Gehalte und somit die Pfeffrigkeit der Weine belegt.

Schlagwoérter: Rotundon, Griiner Veltliner, SPME, SPE, GC-MS, Pfeffrigkeit, Pfefferl

Analysis of (-)-rotundone by means of SPE-SPME-GC-MS in Austrian quality wines of the 'Griiner Veltliner'
variety. The objective of the present work was to verify the presence of the sesquiterpeneketone (-)-rotundone in
Austrian wines of the 'Griiner Veltliner' variety, the main variety of Austria, using a modified solid-phase solid-pha-
se micro-extraction gas chromatography-mass spectrometry method (SPE-SPME-GC-MS). Since this compound,
like 'Griiner Veltliner', is associated with pepperiness, it was of great interest to determine (-)-rotundone levels in
wines from different vineyards and vintages (2009 to 2015) and to assess whether the levels found may have senso-
ry relevance. For this purpose, 105 authentic wine samples from various winegrowing regions and areas (Wachau,
Weinviertel, Kamptal, Wagram, Kremstal, Traisental, Thermenregion, Carnuntum, Neusiedlersee, Neusiedlersee-Hii-
gelland, Bergland, Vienna) were analyzed. Concentrations of (-)-rotundone ranged from a minimum of 9.50 ng/I to a
maximum of 84.7 ng/l. The determined variability can be attributed to climatic and viticultural influences depending
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on vintage and region. Average content was calculated for all tested years and was about 31.7 ng/l. From the sensory

point of view, this value exceeds the specified threshold for red wine, which according to literature is 16 ng/I (Siebert

etal., 2008) by the twofold,. In summary it can be stated that the compound (-)-rotundone is present in many Aust-

rian wines of the variety 'Griiner Veltliner' in aroma-relevant concentrations, but effective contents in the wines vary

strongly depending on region, vintage and the specific viticultural measures. For example, the (-)-rotundone contents
in wines from the vintages 2013 and 2014 were on average higher than those from the vintages 2009 and 2010, de-

monstrating a climate-dependant influence of the vintage on these levels and thus the pepperiness of the wines.
Keywords: Rotundon, Griiner Veltliner, SPME, SPE, GC-MS, pepperiness, ‘Pfeffer!’

Die Aromatik von Weinen wird durch eine Vielzahl (800
bis 1500) von Verbindungen verschiedenster Stoff-
klassen (Ester, Alkohole, Terpene, Thiole ...) geprigt
(MAARSE et al,, 1992; GuTH et al, 1997). Dennoch
existiert nur eine Handvoll von Verbindungen (ca. 100)
sogenannter impact odours, also Leitaromen, mit gerin-
ger Wahrnehmungsschwelle, die direkt mit bestimmten
und unverwechselbaren geruchlichen Assoziationen
verkniipft werden (FERREIRA et al,, 2000; POLASKOVA
et al, 2008). Bei diesen Verbindungen handelt es sich
in erster Linie um solche, welche Weinfehler, wie zum
Beispiel Trichloranisol, Tribromanisol (Kork), Geos-
min (Schimmel, muffige Note), 2-Aminoacetophenon
(UTA), 4-Ethylphenol, Ethylguajakol (Pferdeschweif},
Brett) und TDN (1,1,6,-Trimethyl-1,2-dihydronaptha-
lene, Petrolnote) verursachen. Als Beispiele fiir positiv
assoziierte Geruchskomponenten wiren hier die Stoff-
gruppe der Pyrazine und Thiole fiir Weine der Sorte
'Sauvignon Blanc' zu nennen. Bei zahlreichen anderen
Aromasorten spielen Terpene eine wesentliche Rolle.
Terpene, speziell Monoterpene, sind primir pragend fir
Muskatsorten (wie 'Muskat Ottonel', 'Muskateller', 'Ge-
wiirztraminer', 'Riesling'), und bekannte Vertreter sind
beispielsweise Linalool, Geraniol, Nerol, Linalooloxid,
Citronellol, alpha-Terpeniol, Ho-Trienol und Myrcenol.
Anhand der Verteilung und Gehalte an Monoterpenen
konnen Aussagen iiber Authentizitit und Typizitit von
Weinen getroffen werden. So ist laut STRAUSS et al.
(1986) eine Unterscheidung der Rebsorten anhand der
Monoterpengehalte moglich, weil die Gesamtgehalte
an Monoterpenen bei Muskat-Rebsorten iiber 6 mg/l,
bei nicht-Muskat-aromatischen Sorten bei 1 bis 4 mg/1
und bei Rebsorten, deren Aroma unabhingig von Mo-
noterpenen zusammengesetzt ist, bei weniger als 1 mg/1

liegen. Inwieweit man die Typizitit bzw. Authentizitit
der osterreichischen Leitsorte 'Griiner Veltliner' anhand
des Aromaspektrums charakterisieren kann, ist noch
nicht ausreichend erforscht. In einer fritheren Arbeit
(ScHREINER et al.,, 2007) wurden mit einer sensitiven
GC-Methode 176 Aromasubstanzen detektiert, und es
konnte durch die Anwendung von modernsten statis-
tischen Methoden (neurale Netze) eine zu 80 % richti-
ge Zuordnung von Osterreichischen Weinen der Sorte
'Griiner Veltliner' zu ihrer Herkunft erreicht werden.

Die Sorte 'Griiner Veltliner' ist die wichtigste autoch-
thone Sorte Osterreichs mit einer Anbaufliche von
rund 13.518 ha, was rund 30 % der gesamten Gsterrei-
chischen Rebfliche darstellt und diese Weiflweinsorte
somit zum Aushingeschild fir 6sterreichischen Wein
macht  (http://www.oesterreichwein.at/unser-wein/
oesterreichs-rebsorten/weisswein/gruener-veltliner/;
04. 12.2017). Sie wird auferhalb von Osterreich eben-
falls in den &stlichen Nachbarlindern, von Norditalien
bis in die USA, Neuseeland, Australien und Siidafrika
mit stetigem Verbreitungsgrad und wachsender Beliebt-
heit kultiviert. Kaum eine andere Weillweinsorte wird
derartig hiufig mit dem Attribut der wiirzigen, pfeffri-
gen Note belegt wie der 'Griiner Veltliner' (Synonym
"Weilgipfler'). Der in Osterreich hiufig benutzte Begriff
des sogenannten "Pfefferls" stellt neben dem Steinobsta-
roma das Markenzeichen des echten typischen Griiner
Veltliner-Weins dar. Diese hohe sensorische Erwar-
tungshaltung riickt zunehmend in den Mittelpunkt des
Interesses, da Konsumenten von regionalen Produkten
Authentizitit und unverwechselbare charakteristische
Eigenschaften erwarten. KLiMex (2011) zeigte auf, dass
die verkosteten Griine Veltliner-Weine eher an 'Sauvig-
non Blanc' erinnerten als an einen pfeffrigen und wiir-
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zigen 'Griiner Veltliner'. Nach FLak (2007) ist die Aro-
matik der Sorte 'Griiner Veltliner' von Fruchtaromen
(2. B. Zitrus, Grapefruit, griiner bzw. reifer Apfel, Birne,
Quitte, Melone, Dérrobst, Bratapfel), vegetabilen No-
ten (z. B. Pfeffer, Wiesenblumen, Akazienbliite, frisches
Gras, Heu, Stroh, gekochte Fisolen, Spargel, Nuss) so-
wie bodenassoziierten Eindriicken (z. B. mineralisch, er-
dig, 16ssartig) geprigt. Anhand der Aromatik lassen sich
nach FLak (2007, 2009) und SCHREINER et al. (2007)
auch geografische Unterschiede innerhalb der gleichen
Sorte festmachen. So sind laut FLaxk et. al (2009) die
Pfeffrigkeit von der Region und die Weinqualitit vom
Alter des Weingartens abhingig. Diesen Untersuchun-
gen zufolge sind die Veltliner-Weine des Weinbaugebie-
tes Weinviertel sensorisch stirker in Richtung "Pfeffer]"
geprigt als die des Weinbaugebietes Wagram. Ebenso
postuliert diese Arbeitsgruppe, dass Bodentone (Léss,
Mineralik) und der sortentypische "Pfefferton” stirker
durch den Standort beeinflusst werden als apfelartige
und florale Aromen.

Neben der Regionalitit trigt auch die genetische Vari-
abilitit der 'Griiner Veltliner'-Klone zu Unterschieden
hinsichtlich der Aromatik bei. So gliedern REGNER et al.
(2009) die Zugehorigkeit von Weinen der Sorte 'Griiner
Veltliner' in drei "flavour types": a) Sauvignon-Typ, b)
wiirzig-pfeffriger Typ, c) Steinfrucht-Aprikose-Typ. Bei
gebietstypischen DAC-Weinen wird der wiirzig-pfeffri-
ge Typ favorisiert. Laut DAC-Verordnung Weinviertel
BGBLIT Nr.58/2010 sollen die DAC-Weine folgende
typische Eigenart aufweisen: Farbe: hellgelb, reingelb;
Geruch: typisches Sortenbukett; Geschmack: fruchtig,
wiirzig, pfeffrig, kein Holzton, nicht einseitig alkohollas-
tig, keine Botrytisnote.

Im Zusammenhang mit der Pfeffernote ist es sehr inte-
ressant, dass Woob et al. (2008) mittels Gaschromato-
graphie und olfaktorischer Detektion (GC-O-Analyse)
in australischen Weinen der Rotweinsorte 'Shiraz' die
Verbindung (-)-Rotundon fanden, welche maflgeblich
fur die Pfeffrigkeit der Weine verantwortlich sein sollte.
Beim (-)-Rotundon (C,H,,0) handelt es sich um ein
bicyclyisches sauerstofthaltiges Sesquiterpenketon der
Guaiane-Familie (Abb. 1), dessen Struktur starke hydro-
phobe und schwach polare Bereiche aufweist (Woob et
al., 2008; SIEBERT et al., 2008; MATTIVI et al., 2011).

NAUER etal.
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Abb. 1: Strukturformel (-)-Rotundon;
(3S,5R,88)-3,8-Dimethyl-S-prop-1-en-2-yl-3,4,5,6,7,8-
hexahydro-2H-azulen-1-on

Die verwendeten Analysenmethoden zur Gehaltsbe-
stimmung von Rotundon im ng/I-Bereich in Wein rei-
chen von der einer gekoppelten SPE-SPME-GC-MS bei
SIEBERT et al.(2008) bzw. einer SPE-SPME-GC-MS/
MS-Variante bei MatrIvI et al. (2011) iiber eine einfach
gehaltene SPE mit nachgeschalteter large volume-In-
jektion bei CULLERE et al (2016) bis hin zu einer stir
bar-Extraktion mit multidimensionaler GC-MS bei Ta-
KASE et. al. (2015). Ohne entsprechende Anreicherung/
Isolierung (z. B. mittels SPE-SPME, SBSE) oder selek-
tive Chromatografie (z. B. multidimensionale GCxGC)
bzw. Massenspektrometrie (GC-MS, GC-MS/MS) ist
eine Detektion/Quantifizierung im ng-Bereich in der
Probenmatrix Wein unméglich.

Bei (-)-Rotundon handelt es sich um die erste Sesqui-
terpenverbindung, zu welcher herausgefunden wurde,
dass sie zu Trauben- und Weinaroma in 'Shiraz' beitrigt
(SteBERT et al., 2008; Woop et al., 2008). Aufer in 'Shi-
raz' wurde (-)-Rotundon mittlerweile in verschiedenen
anderen Weinsorten rund um den Globus, wie "Vespo-
lina', 'Schioppettino', 'Griiner Veltliner', 'Graciano','Ma-
turana tinta',’ Duras', 'Pineau d’Aunis', 'Gamay’, 'Pinot
Noir', 'Durif' und 'Riesling' identifiziert und in einem
Konzentrationsbereich von wenigen ng/1 bis zu 300 ng/I
quantifiziert. (CapuTi et al,, 2011; MAaTTIVI et al,, 2011;
HERDERICH et al., 2012; CULLERE et al., 2016).

Einen Uberblick iiber die gefundenen Konzentrationen
an Rotundon in verschiedenen Rebsorten liefert die fol-
gende tabellarische Ubersicht (Tab. 1).
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Tab. 1: Rotundon-Konzentrationen in verschiedenen Rebsorten (GEFFROY und DESCOTES, 2017)

Rebsorten Rotundongehalt (ng/) Rebsorten Rotundongehalt (ng/l) Rebsorten Rotundongehalt (ng/l)
Duras 0--340ng/1* Malbec 0-51ng/1* Pineau dAunis 0-200ng/1*

Prunelard 0-85ng/1* Syrah 3-231ng/1* Castets 0-50ng/1*

Fer 0-18-50ng/1* Pinot noir 0-38ng/1* Mondeuse 0-62ng/1*

Abouriou 0-117ng/1* Gamay 0-140ng/1* Arani 0-68*

Négrette 0-38ng/1* Mourvédre 0-32ng/1*

In Pflanzen wird (-)-Rotundon aus der Sesquiter-
pen-Vorlaufersubstanz a-Guaien durch Luftoxidation
und biosynthetische Transformation gebildet (HuaNG
et al., 2014; DRew et al,, 2015; TAKASE et al., 2016;
ZHANG et al,, 2016). Matrivi (2016), welcher sich in
einem Artikel mit den Schliisselenzymen hinter dem
Pfefferaroma beschiftigte, bemerkte beziiglich der Bil-
dung von (-)-Rotundon, dass zuerst die enzymatische
Bildung der Vorliufersubstanz a-Guaien erforderlich
ist, gefolgt von der nicht-enzymatischen Bildung von
(-)-Rotundon durch Luftautooxidation von a-Guaien.
Auch in der Rebe sind fiir die Bildung von terpenoiden
Geruchsinhaltsstoffen  gemischte Formationsmecha-
nismen aus enzymatischen und nicht-enzymatischen
Schritten verantwortlich.

CapuTI et. al. (2011) haben festgestellt, dass (-)-Rotun-
don wihrend der Reife im Exocarp der Traube akkumu-
liert wird. Daraus kann man schlieflen, dass der (-)-Ro-
tundongehalt im Wein auch von der Maischestandzeit
und dem Kontakt mit der Beerenhaut abhangig ist. Wah-
rend der (-)-Rotundongehalt in den Beeren durch die
Blattentfernung stark reduziert wird, verbessert eine Be-
wisserung die Akkumulation in den Beeren (GEFFROY
etal, 2014). Dies ist plausibel, da (-)-Rotundon in Trau-
benblittern und Stielen (CAPONE et al., 2012) und sogar
in den Bliitenkappen von Reben der Sorte 'Shiraz' in der
pre-veraison-Phase (ZHANG et al., 2016) nachgewiesen
wurde. Eine weitere Studie (CAPONE et al., 2012) hat
gezeigt, dass die Anwesenheit von zusitzlichen Trau-
benblittern und -stielen wihrend der Girung eine Er-
hohung des (-)-Rotundongehalts bewirkt. So wurde die
Konzentration an (-)-Rotundon in Wein durch die An-
wesenheit von zusitzlichen Traubenblittern und -stielen
um das Sechsfache gegeniiber der reinen Vergirung von
Trauben gesteigert.

Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass die Konzentrati-
on an (-)-Rotundon in Trauben der Sorte 'Shiraz' inner-
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halb eines Weinguts raumlich deutlichen Schwankun-
gen unterliegt. (GEOFFROY et al., 2014; SCARLETT et al,,
2014; ZHANG et al,, 2015a). So wurde das Sesquiterpen
(-)-Rotundon nur in einem australischen Wein der Sor-
te 'Shiraz' aus einem kiihleren Klima und nicht in einem
Wein aus einem warmeren Klima nachgewiesen, was da-
rauf hindeutet, dass seine Bildung und Stabilitit in kalte-
ren Umgebungen hoher sein kann (MAYR et al,, 2014).

Hinsichtlich Sensorik wird von (-)-Rotundon erwartet,
dass dieses relativ schwere Aroma (monoisotopische
Masse 218.167065 und vorhergesagter Siedepunkt iiber
300 °C) das olfaktorische Epithel entweder direkt (or-
thonasal) oder hinter der Kehle (retronasal) erreicht
(Matrvietal, 2011). Bemerkenswert sind die niedrige
Wahrnehmungsschwelle von 8 ng/l in Wasser und 16
ng/lin Wein (SieBERT et al., 2008), weshalb (-)-Rotun-
don von FERREIRA et al. (2012) als eine der 16 wich-
tigsten Aromakomponenten in Wein bezeichnet wurde.
Eine Besonderheit dieser Verbindung ist eine spezifi-
sche Anosmie, wonach etwa 20 % der Panelisten diese
Verbindung wihrend der ersten sensorischen Versuche
bei der hdchsten getesteten Konzentration (4000 ng/1)
auch im Wasser nicht nachweisen (Woob et al., 2008).

MATERIAL UND METHODEN
WEINE

Untersucht wurden 105 6sterreichische Weine der Sor-
te 'Griiner Veltliner' der Jahrginge 2009 bis 2015. Die
Aufteilung auf die Weinbaugebiete bzw. Regionen war
wie folgt (Probenanzahl): Bergland (1), Carnuntum
(1), Kamptal (10), Kremstal (11), Neusiedlersee (2),
Neusiedlersee-Hiigelland (2), Thermenregion (2), Trai-
sental (4), Wachau (8), Wagram (20), Weinviertel (42),
Wien (1).

Die Verteilung der Proben auf die verschiedenen Jahr-
gange ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tab. 2: JahrgangsmiBige Aufteilung der untersuchten Weinproben
Jahrgang 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Gesamtprobenanzahl 14 12 2 3 25 36 13
CHEMISCHE ANALYSEN wurde unter Vakuum und unter Verwendung eines Ro-

CHEMIKALIEN UND MATERIAL

Folgende Losungsmittel waren fiir die schrittweise Ab-
folge und Umsetzung der SPE notwendig:

n-Pentan 99,5 % p.A. (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Methanol HiPerSolv CHROMANORM?®, gradient gra-
de for HPLC (VWR Chemicals, Radnor, USA)
Dichlormethan ROTISOLV® >99,8 %, (Roth, Ort,
Land).

Der verwendete (-)-Rotundonstandard wies eine Rein-
heit von 95 % auf und wurde von der Firma Chiroblock
(Bitterfeld-Wolfen, Deutschland) synthetisiert.

Als interner Standard wurde $,7-Dimethyl-1-tetra-
lon (CAS: 13621-25-5 Reinheit von 97 % von Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) eingesetzt, da diese Verbindung
sich dhnlich wie der Zielanalyt (-)-Rotundon verhielt.
Dies bedeutet, dass sich durch die Verwendung dieser
Verbindung sowohl Verluste bei der Festphasenextrak-
tion als auch matrixabhingige Suppressionseffekte des
GC-Signals korrigieren lassen.

SPE-PROBENVORBEREITUNG

Es wurde eine Festphasenextraktion (Solid Phase
Extraktion, SPE) mittels Schwerkraft auf LiChrolut
EN-Siulchen mit 500 mg Festphase (Merck, Wien,
Osterreich) und 6 ml Gesamtvolumen durchgefiihrt.
Die Siulchen wurden vorher mit 10 ml n-Pentan, 10 ml
Methanol und schlielich mit 20 ml Modellwein (12 %
EtOH (Ethanol absolut AnalaR NORMAPUR® ACS,
VWR Chemicals, Radnor, USA) gepuffert auf pH 3,2)
gereinigt und konditioniert (Abb. 2). 100 ml Weinprobe
wurden nach Versetzen und Homogenisieren mit 100 pl
internem Standard (5,7-Dimethyltetralon; Konzentrati-
on 1 mg/1) durch das Siulchen perkoliert. Das Sdulchen
wurde dann mit entionisiertem Wasser gewaschen und
das (-)-Rotundon mit 10 ml N-Pentan/Dichlormethan
(Verhiltnis 4:1) eluiert. Das organische Lésungsmittel

tovapors (Biichi R-200, Flawil, Schweiz) entfernt. Der
verbliebene Riickstand wurde in 1 ml 50%igem Etha-
nol gelost. Dieser aufgenommene Riickstand wurde zu
14 ml entionisiertem H,O in ein 20 ml "headspace vial"
tberfithrt. Diese Losung wurde mit der SPME-GC/
MS-Methode analysiert.

ANALYSE MITTELS IMMERSION-SPME-GC-MS

Fiir die Immersions-SPME-GC-MS-Analyse wurde ein
Gaschromatograf (Agilent Technologies, Typ 78904,
Santa Clara, USA) mit einem Autosampler (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) und gekoppelt an
ein Massenspektrometer (Agilent Technologies, Typ
5975C, Santa Clara, USA) verwendet. Eine Polydi-
methylsiloxan/Divinylbenzol-65um-Faser  (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) wurde fiir 60 min bei 35 °C unter
Riihren in die Probe eingetaucht und dann im Injektor
bei 250 °C fiir 5 min im Splitless-Modus desorbiert.

Die GC-Trennung erfolgte auf einer 60 m ZB-5MS Ka-
pillarsdule mit einem Innendurchmesser von 0,25 mm
und einer Filmdicke von 0,25 pm (Zebron ZB-SMS,
Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). Ultrarei-
nes Helium (5.0, AIR LIQUIDE AUSTRIA GmbH,
Schwechat, Osterreich) wurde als Trigergas mit einer
konstanten Flussrate von 1,1 ml/min verwendet. Die
Ofentemperatur wurde anfinglich fiir 3 min bei 50 °C
gehalten und dann mit einer Geschwindigkeit von 20
°C/min auf 150 °C erhoht, anschliefend mit einer Rate
von 2,7 °C auf 210 °C gesteigert, bevor sie mit einer Ge-
schwindigkeit von 50 °C/min auf 260 °C gesteigert und
dann diese Endtemperatur fiir 8,5 min gehalten wurde.
In Summe ergab dies eine Gesamtlaufzeit von 39,722
min.

Das Massenspektrometer wurde im Elektronenioni-
sierungsmodus (EI) bei 70 ¢V betrieben. Die Uberlei-
tungstemperatur/Transferlinie des Massenspektrome-
ters wurde bei 250 °C gehalten. Die Retentionszeiten
fiir (-)-Rotundon bzw. den internen Standard S,7-Di-
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methyl-1-tetralon betrugen 24,880 min bzw. 22,420
min. (Abb. 3). Im selektierten loneniiberwachungsmo-
dus (SIM) wurden zur Quantifizierung von (-)-Rotun-
don die charakteristischen Massenfragmente bei m/z
203 und 218 und fiir den internen Standard §,7-Di-

NAUER etal.

methyl-1-tetralon die Ionen bei m/z 146 und 174 ver-
wendet.

Die Datenerfassung und -analyse erfolgte mit der Soft-
ware Agilent G1701CA-ChemStation (Santa Clara,
USA).

Konditionieren der SPE-

Saulchen (LiChrolut EN-
500 mg/6 ml)-mit

SPE-Sdulchen (LiChrolut
EN-500 mg/6 ml) mit
METHANOL waschen

SPE-Saulchen (LiChrolut
EN-500 mg/6 ml) mit
KUNSTWEIN vorspllen

PENTAN/DICHLORMETHAN

N

Probe-Aufgabe von 100
ml Weinprobe +100 pl
ISTD 5,7 Dimethyltetralon
ug/l in SPE-Saulchen
(LiChrolut EN-500 mg/6
ml)

WASCHEN der SPE-
Saulchen (LiChrolut EN-
500 mg/6 ml) mit dest.
Wasser

TROCKNEN der SPE-
Séulchen (LiChrolut EN-
500 mg/6 ml)

N

ELUIEREN der SPE-
Séulchen (LiChrolut EN-
500 mg/6 ml) mit dem

PENTAN/DICHLORMETHAN
in graduiertes
Reagenzglas

ELUAT mittels Rotorvapor
auf Trockene einengen

Ruckstand-Aufnahme in
1 ml 50 % EtOH

N

In EtOH geldsten
Riickstand mit 14 ml dH,0
versetzen

Uberfiihrung in 20 ml-Vial

Immersion-SPME-GC-MS-
Analyse

Abb. 2: Probenaufarbeitung fiir die Analyse von (-)-Rotundon

ANALYTISCHE KENNZAHLEN ZU DER IM-
MERSED SPME-GC-MS-ANALYSE

Die Validierung der Analytik erfolgte durch Untersu-
chung der Parameter Linearitit, Wiederholbarkeit, Wie-
derfindung und Nachweisgrenze (LOD) und Bestim-
mungsgrenze (LOQ).

Die Linearitit der Methode wurde sowohl in syntheti-
schem Modellwein wie auch in einem realen Wein der
Sorte 'Griiner Veltliner' mittels Standardaddition bis
zu 500 ng/l evaluiert. Der lineare Korrelationskoeffi-
zient betrigt fiir den gesamten Konzentrationsbereich
im synthetischen Modelwein 0,999792 und in realer
Weinmatrix 0,997791. Fiir die Bestimmung der Wein-
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Abb. 3: Chromatogramm Weinprobe mit internem Standard ( S,7-Dimethyltetralon)

und dem Zielanalyten (-)-Rotundon

proben wurde die Kalibration iiber die Standardaddi-
tion (5 Konzentrationslevel durch Zugabe von S0 ng,
100 ng, 125 ng, 250 ng und 500 ng Rotundon) in realer
Weinmatrix herangezogen. Da fiir die Bestimmung von
Rotundon kein Referenzmaterial (= deuteriertes Rotun-
don) verfiigbar war, wurde als interner Standard die Ver-
bindung 5,7-Dimethyltetralon herangezogen, da diese
dhnliche Stoffeigenschaften wie der Zielanalyt aufweist.
Fiir die Bestimmung der Reproduzierbarkeit des Analy-
senverfahrens wurde die gesamte Analyse mit derselben
Probe innerhalb einer Serie (9- bzw. 14-mal) durchge-
fihrt. Die relative Standardabweichung der Methoden-
prizision (RSD) betrug 10,5 % mit der Modelweinkali-
bration. Die Wiederfindung bei verschiedenen mit 100
ng/l gespikten Weinproben bewegte sich zwischen 102
und 124 %. Die Nachweisgrenze (LOD) von 3 ng/l und
die Bestimmungsgrenzen (LOQ) von 10 ng/l wurden
als diejenigen Konzentrationen definiert, bei denen die
Signal-Rausch-Verhiltnisse 3:1 bzw. 10:1 betragen. Fiir
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die Berechnung des Signal-Rausch-Verhiltnisses wur-
den die Chromatogramme von Weinen mit geringen
Mengen (<15 ng/l Rotundon) und die Signalhdhe eines
10 ng/1 Standards als Grundlage herangezogen und Sig-
nalrauschen tiber das Retentionszeitfenster des Zielana-
lyten mit der Agilent Software Data Analysis (Santa Cla-
ra, USA) berechnet.

Firr die Erfassung und statistische Auswertung wurden
Software-Programme wie MS EXCEL, IBM SPSS 24.0
und OriginPro 2017 genutzt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Rahmen der Studie wurden 105 &sterreichische
Handelsproben der Sorte 'Griiner Veltliner' hinsichtlich
ihres Gehalts an (-)-Rotundon untersucht. Die Gehalte
liegen zwischen 9,5 ng/lund 87,5 ng/1. Um den Einfluss
des Jahrgangs bzw. der Weinherkunft abzuleiten, werden
nachfolgend dementsprechende Darstellungen prisen-
tiert.
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EINFLUSS DES JAHRGANGS AUF DIE
(-)-ROTUNDONGEHALTE
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Abb. 4: Boxplot-Darstellung Einfluss des Jahrgang (2009 bis 2015) auf den

(-)-Rotundongehalt

Fiir die Untersuchung wurden 105 osterreichische Qua-
lititsweine herangezogen, die Proben verteilten sich auf
folgende sieben Jahrginge: 2009 (14 Proben), 2010 (12
Proben), 2011 (2 Proben), 2012 (3 Proben), 2013 (25
Proben), 2014 (36 Proben) und 2015 (13 Proben). Be-
trachtet man die Boxplots der Analysenresultate aller
Jahrginge von 2009 bis 2015, bewegt sich die ermittelte
Konzentration zwischen 9,5 und 84,3 ng/l. Der durch-
schnittliche gefundene (-)-Rotundongehalt der 105
Proben liegt zwischen 32 und 33 ng/l. Im Detail lassen
sich von jeder Kastengrafik fiir jedes Jahr folgende Kenn-
werte festhalten bzw. ablesen. Das Maximum von 2009
liegt bei 37 ng/l, 2010 bei 43 ng/l, 2011 bei 21 ng/],
2012 bei 19 ng/1, 2013 bei 58 ng/1, 2014 bei 67 ng/l und
2015 bei 23 ng/I. Folgende jahrgangsbedingten Minima
wurden gefunden: 2009: 16 ng/l1; 2010: 22 ng/l; 2011:
18 ng/l, 2012: 14 ng/l, 2013: 18 ng/l, 2014: 9,5 ng/],
2015: 11 ng/1 .Der Median weist 2009 einen Wert von
24 ng/1 auf, 2010 betrug er 32 ng/l, 2011 19 ng/1, 2012
16 ng/1,2013 37 ng/1, 2014 38 ng/l und 2015 17 ng/1.

Um die Jahrgangsunterschiede erkliren zu konnen,
sollte man die forderlichen dufleren Verhiltnisse fiir
die Akkumulation von (-)-Rotundon beachten. Laut
ZHANG et al. (2015) sind dies kithle klimatische Be-
dingungen. Dies wiirde somit erkliren, warum die
durchschnittliche Rotundonkonzentration in kiihleren
Jahrgingen wie 2010 und 2014 héher ist als in wirme-
ren Jahrgingen wie 2009, 2011, 2012 und 2015. Die fiir
diese Aussage zugrundeliegenden Klima-Informationen
beziiglich Einteilung in wirmere, trockenere Jahrginge
beziehungsweise feuchtere, kiihlere Jahrginge stam-
men einerseits von der Webseite der osterreichischen
Weinmarketing (http://www.oesterreichwein.at/da-
ten-fakten/oesterreichs-jahrgaenge-1986-2015/;  04.
12.2017) bzw. der Webseite der Zentralanstalt fiir Me-
terologie (Monatsriickblick Juli/August 2009 bis 2015,
https://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/
monatsrueckblick; 04.12. 2017). Im Jahr 2013 mit eher
warmen Sommermonaten wurden durchschnittlich ho-
here (-)-Rotundongehalte gefunden als in den anderen
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warmen Jahrgingen. Dies konnte unter anderem darauf
zuriickgefiihrt werden, dass das Klima in den einzel-
nen Regionen unterschiedlich sein kann und auch die
kiinstliche Bewisserung eventuell eine Rolle spielt (z.
B. Wachau-Bewasserung bzw. Donauraum-Mikrokli-
ma). Neben dem Einfluss von niedrigen Temperaturen
ist auch erwiesen, dass die Wasserversorgung der Reben
(feuchtere Jahrginge) fiir die vermehrte Bildung von
Rotundon entscheidend ist (GEEFROY et al., 2014). Spe-
ziell das Jahr 2014 war ein kiihles, niederschlagsreiches
Jahr, und hier ist auch der durchschnittliche Rotundon-
gehalt mit fast 85 ng am hochsten, was die Beobachtung
von ZHANG et al. (2015) bestitigt. Sie definierten, dass
der Wert Traubentemperatur/Anzahl der tiglichen Son-
nenstunden negativ mit der Rotundonkonzentration
korreliert. Demzufolge fithren heiffe und trockene Jahre
wie 2015, 2012, 2011 zu geringeren Menge an vorhan-
denem (-)-Rotundon gegeniiber kiihlen Jahren.

NAUER etal.

EINFLUSS DES WEINBAUGEBIETES AUF DIE
(-)-ROTUNDONGEHALTE

Die Auswirkungen des Weinbaugebietes auf den (-)-Ro-
tundongehalt werden in Abbildung S veranschaulicht.
Schon ein Blick auf die Mittelwerte belegt, dass der Fak-
tor Region eine nicht zu unterschitzende Rolle in Bezug
auf den Rotundongehalt spielen diirfte, da die Werte von
9,95 bis 42,74 ng/1 variieren. Eine Reihung der Gebiete
nach dem durchschnittlichen Rotundongehalt wird von
der Wachau angefiihrt, gefolgt von Kamptal, Wagram,
Kremstal und Weinviertel. Aus den Boxplot Darstellun-
gen lassen sich folgende Medianwerte, geordnet nach
der Grofe, ablesen: Wachau: 42,74 ng/l; Kamptal: 37,0
ng/l; Wagram: 30,2 ng/l; Kremstal: 28,1 ng/l; Weinvier-
tel: 26,16 ng/l; Traisental: 24,76 ng/l; Neusiedlersee:
21,3 ng/l; Wien: 17,7 ng/l; Neusiedlersee-Hiigelland:
15,45 ng/l; Thermenregion: 12,12 ng/l und Bergland:
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Abb. 5: Einfluss des Weinbaugebietes/der Weinbauregion auf den Rotundongehalt
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9,95 ng/l. Eine eindeutige Interpretation der Daten be-
ziiglich des Einflusses der klimatischen Verhiltnisse auf
die Unterschiede zwischen den Gebieten ist nicht mog-
lich, da beispielsweise im kiihleren Bergland die Gehalte
niedriger als im wirmeren Burgenland sind. Vielmehr ist
es wahrscheinlich, dass die Unterschiede zwischen den
Gebieten auf verschiedene Einflussfaktoren und deren
Kombination (z. B. Klima, Boden, Klon, Erntetermin,
Weingartenmanagement) zuriickzufiihren sind. Klarer-
weise sollte deren Erforschung den Inhalt weiterer Stu-
dien darstellen.

NAUER etal.

Wie schon bereits zuvor angemerkt, liegt ein Einfluss
von Jahrgang und Weinbaugebiet auf die (-)-Rotundon-
gehalte vor, und zusitzlich sind auch Wechselwirkun-
gen von Jahrgang und Region aus den Daten ersichtlich
(Abb. 6). Besonders auffillig sind die Unterschiede bei
den Jahrgingen 2014 und 2013 in der Wachau, aber der
klimatische bedingte Einfluss wird auch in den anderen
Gebieten, wie Wagram, Weinviertel, Kremstal, Kamptal,
sichtbar. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen des Aus-
tralian Wine Research Institute (GEOFFREY et al., 2015),
wonach eine grofle Variabilitit der (-)-Rotundongehalte
in verschiedenen Weingirten und zwischen verschiede-

nen Jahrgingen besteht.
KOMBINIERTER EINFLUSS VON
WEINBAUGEBIET UND JAHRGANG AUF DIE
(-)-ROTUNDONGEHALTE
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Abb. 6: Kombinierter Einfluss des Weinbaugebietes und der Region auf den Rotundongehalt
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SCHLUSSFOLGERUNG

Da die analysierten Gehalte an (-)-Rotundon in den
meisten untersuchten Weinen der Sorte 'Griiner Velt-
liner' den von SIEBERT et al. (2008) beschriebenen
Schwellenwert von 16 ng/l iiberschreiten, kann postu-
liert werden, dass (-)-Rotundon eine Markersubstanz
fiir das Pfefferaroma ist, welches wiederum ein geruch-
spragender Bestandteil in sterreichischen Griiner Velt-
liner-Weinen darstellt. Angesichts dieser direkten Ver-
kniipfung von (-)-Rotundon mit dem pfeffrigen Aroma
des Weins erdffnen sich Méglichkeiten (z. B. Bewisse-
rung, Laubwandmanagement, Klonenwahl) und &no-
logische MaBinahmen (z. B. Maischestandzeit, Schwe-
felung, Hefewahl) exakter zu bestimmen, wodurch es
moglich sein sollte, die Auspragung des "Pfeffer]"-Poten-
zials eines Weines gezielter zu fordern. Denn gerade die
kiinftig absehbaren klimatischen Verinderungen, wie
beispielsweise eine hohere Temperatur und verander-
te Niederschlagsmuster, konnten fiir die Synthese bzw.
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3 Publikation Il: Untersuchungen tGber den Einfluss von keller-
technischen Malsnahmen auf den Rotundongehalt in Wei-
nen der Sorte Gruner Veltliner

Journal: Mitteilungen Klosterneuburg

Impact Factor: 0,545 - ca. 0,6

Diese Publikation wurde in den Mitteilungen Klosterneuburg veroéffentlicht. Dabei wurden mit
dem Werkzeug der statistischen Versuchsplanung die Auswirkungen und Wechselwirkungen
von klassischen 6nologischen Prozessparametern wie Gartemperatur, Maischestandzeit, Mai-
scheschwefelung, Jungweinschwefelung, Mostklarung und Hefenahrsalzzugabe auf die Kon-
zentration des Sesquiterpens Rotundon untersucht. Aus Anwendersicht sollte herausgearbei-
tet, welche technologischen Schritte forderlich und welche hinderlich sind. Diese Publikation
wird der zweiten groBen Fragestellung Aufkldrung von den Kellerwirtschaftlichen Mafnah-

men auf das Schliisselaroma Rotundon zugeordnet.
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Untersuchungen iiber den Einfluss von kellertechnischen MaRnahmen auf den
Rotundongehalt in Weinen der Sorte Griiner Veltliner

Stefan Nauer!, Elsa Patzl-Fischerleitner', Christian Philipp', Stephan Hann? und
Reinhard Eder!

! HBLA und BA fiir Wein- und Obstbau Klosterneuburg
A-3400 Klosterneuburg, Wiener StraRe 74

2 Universitét fiir Bodenkultur, Institut fiir Analytische Chemie
A-1190 Wien, Muthgasse 18
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von klassischen &nologischen Parametern und
MaRnahmen, wie Gartemperatur, Maischestandzeit, Schwefelung (Maische/Jungwein), Mostkldrung
und Hefenéhrsalzzugabe, auf die Konzentration an Rotundon mittels statistischer Versuchsplanung
tiberpriift. Dabei wurden iiber zwei Jahre (2011, 2012) drei voneinander unabhédngige Versuchsreihen
(A, B, C) basierend auf einem vollfaktoriellen 22 Versuchsplan im MaRstab von je 25 Liter durchgefiihrt.
Im Rahmen der statistischen Auswertung der Rotundongehalte wurden eine Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefiihrt und die Daten mittels Pareto-Diagramm, Halb-Normal-Plot, Haupteffektdiagramm und
Wechselwirkungsdiagramm ausgewertet. Bei den im Rahmen des Versuchsplans A getesteten Parame-
tern Maischestandzeit und Gartemperatur konnten fiir 2011 signifikante Effekte auf den Rotundonge-
halt festgestellt werden, fiir das Jahr 2012 ist der gleiche Trend erkennbar, doch waren die Unterschiede
auf dem Signifikanzniveau 0,05 nicht signifikant. Eine h6here Gartemperatur bewirkte hohere Rotund-
ongehalte, wihrend eine Maischestandzeit sowohl 2011 wie auch 2012 zu einer Verringerung fihrte.
Bei den im Versuchsplan B getesteten Parametern Maischeschwefelung und Jungweinschwefelung zeig-
ten sich in den beiden Jahrgéngen kontroverse Effekt, im Versuchsjahr 2011 ergaben sowohl die héhere
Maische- wie auch die héhere Jungweinschwefelung niedrigere Rotundonwerte, wéhrend im Versuchs-
jahr 2012 gegenteilige Wirkungen festgestellt wurden. Im Zuge des Versuchsplans C wurde festgestellt,
dass die Zugabe von Hefenahrsalzen in beiden Jahren zu einer leichten Verringerung der Rotundonge-
halte fiihrte, wéhrend hingegen die Auswirkungen der Mostkldrung in den beiden Jahren gegensitzlich
waren, wobei im Jahr 2012 eine signifikante Verringerung der Rotundonwerte, im Jahr 2011 aber eine
nicht signifikante, geringe Zunahme festgestellt wurden. Zusammenfassend l4sst sich festhalten, dass
eine héhere Gartemperatur (23 °C), keine Standzeit, keine Maischeschwefelung sowie Verzicht auf
Mostkldrung zu héheren Rotundongehalten fiihren. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit der
Literatur und unter anderem durch den hydrophoben Charakter von Rotundon erklarbar. Somit ist evi-
dent, dass durch Auswahl geeigneter 6nologischer Manahmen die Auspréagung der pfeffrigen Aromatik
von Weinen der Sorte 'Griiner Veltliner' verstarkt werden kann.

Schlagwaorter: faktorielles Design, Rotundon, Maischestandzeit, Gartemperatur, Maischeschwefelung,
Jungweinschwefelung, Mostklirung, Hefendhrsalzzugabe, Aromaanalyse

Investigation of the influence of enological factors on the Rotundone concentration of wines of the
variety Griiner Veltliner. In the present work, the effects of classical oenological parameters and
measures such as fermentation temperature, maceration time, sulphurisation (mash/young wine), must
clarification and addition of yeast nutrient salt on the concentration of rotundone were examined by
means of statistical experimental design. Three independent test series (A, B, C) based on a full factorial
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22 experimental design in a scale of 25 liters each were carried out over two years (2011, 2012). An
analysis of variance (ANOVA) was carried out as part of the statistical evaluation of the rotundone con-
tent and data were evaluated using a Pareto diagram, half-normal plot, main effect diagram and inter-
action diagram. For the parameters mash standing time and fermentation temperature tested in the
context of experimental plan A, significant effects on the rotundone content could be determined for
2011, the same trend can be seen for 2012, but the differences at significance level 0.05 were not sig-
nificant. A higher fermentation temperature resulted in higher rotundone contents, while a maceration
period led to a reduction in both 2011 and 2012. The parameters mash sulphurisation and young wine
sulphurisation tested in experimental plan B showed controversial effects in the two vintages. In the
experimental year 2011, both higher mash and young wine sulphurisation resulted in lower rotundone
contents, while in the experimental year 2012 opposite effects were observed. In the course of test plan
Cit was found that the addition of yeast nutrient salts led to a slight reduction in the rotundone content
in both years, while the effect of must clarification in the two years was the opposite, with a significant
reduction in the rotundone values analyzed in 2012 while in 2011 a non-significant, small increase was
noted. In summary, it can be said that a higher fermentation temperature (23 ° C), no maceration time,
no mash sulphurisation and no need to clarify the must lead to higher rotundone contents. These results
can be explained in agreement with literature and, among other things, by the hydrophobic character
of rotundone. It is thus evident that the development of the peppery aroma of wines of the 'Griiner
Veltliner' variety can be enhanced by the selection of suitable oenological measures.

Keywords: factorial design, rotundone, maceration time, fermentation temperature, mash sulphurisa-
tion, young wine sulphurisation, must clarification, yeast nutrient salt addition, aroma analysis

Aromaleitsubstanzen wie Methoxypyrazine, C13-
Norisoprenoide, R-lonone undTerpene préagen
die Aromatik von Weinen. All diesen
Verbindungen ist gemein, dass diese Trauben-
Metaboliten auf direktem Weg aus der Traube
extrahiert werden. Die Technologie spielt
bezliglich Ausbeute und Gehalt eine tragende
Rolle. Eine Stoffgruppe, die hier an Bedeutung
gewonnen hat, sind die Sesquiterpene,
insbesondere Rotundon. Rotundon gilt derzeit
als bekannteste Leitsubstanz fiir die pfeffrige
Note in Rot- bzw. WeiR-Weinen, insbesondere in
den Sorten 'Shiraz' und 'Griiner Veltliner' (Siebert
und Solomon, 2011; Nauer et al., 2018). Das
Vorkommen in der Osterreichischen
WeiBweinsorte 'Griiner Veltliner' wurde durch
Messungen von Mattivi et al. (2011) und Nauer
et al. (2018) in Konzentrationen jenseits der
sensorisch relevanten Wahrnehmungsschwelle
belegt. Generell sind fiir die Héhe der
Rotundongehalte besonders klimatische als auch
weinbauliche Effekte von Bedeutung. So ist
bekannt, dass eine stirkere Akkumulation des
Rotundons vorrangig in kihlen und feuchten
Jahren stattfindet (Zhang et al., 2015). Uber den
Einfluss von weinbaulichen MaRnahmen auf
Rotundon kann zusammengefasst werden, dass
sich Bewdsserung und spéaterer Lesezeitpunkt
sehr positiv, Traubenausdiinnung und
Entbldtterung zu Reifebeginn sich aber negativ

223

104

auswirken (Geffroy et al., 2014). Auch wenn diese
Jahrgangsabhéangigkeit und auch weinbauliche
Einfliisse den Rotundon-Basisgehalt maRgeblich
prégen, ist jeder Winzer daran interessiert, das
"pfefferl" in Weinen der Sorte 'Griiner Veltliner'
zu  stabilisieren und  jahrgangsbedingte
Schwankungen zu kompensieren. Um dieses Ziel
ausreichender  Rotundonkonzentration  zu
erreichen, ist eine  kellerwirtschaftliche
Betrachtung unbedingt notwendig.

Rotundon befindet sich zu mindestens 98 % in
der Schale der Weintraube (Caputi et al., 2011;
Siebert und Solomon, 2011). Der GroRteil des Ro-
tundons wird nach Siebert und Solomon (2011)
zwischen dem zweiten und fiinften Garungstag
aus den Beeren extrahiert. In dieser Periode sind
Enzyme sehr aktiv, und der Ethanolgehalt steigt
an. Caputi et al. (2011) stellten fest, dass nur 10
% des in Trauben enthaltenen Rotundons wah-
rend der Géarung extrahiert und nur 6 % in Fla-
schenwein wiedergefunden werden. Eine signifi-
kante Menge Rotundon geht wéahrend der Wein-
behandlung und Filtration verloren, wahrschein-
lich aufgrund der hydrophoben Struktur und der
Bindung an andere Materialien. Diesen hydro-
phoben Charakter bestétigten auch Geffroy et al.
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(2017) im Rahmen eines Technologie-Vergleichs
(wie Kaltmazeration, Thermovinifizierung, Koh-
lensduremaischung und Rosé-Vinifizierung) im
LabormaRstab. Geffroy et al. (2017) verwiesen
hier besonders auf das unterschiedliche Extrakti-
onsverhalten zwischen Anthocyanen und Rotun-
don, erkldrbar durch die Léslichkeit von Rotun-
don bzw. dessen Fahigkeit, sich an andere Mate-
rialien zu binden.

Bei schalenassoziierten Aromastoffen, wie bei-
spielsweise Terpenen, Monoterpenoiden und
C13-Norisoprenoiden, kommt der Art der Most-
behandlung und dem Schalenkontakt (Maische-
standzeit) eine entscheidende Bedeutung zu. Ub-
licherweise fiihrt ein verldngerter Schalenkontakt
zu einer effektiveren Extraktion von Terpenen,
wodurch es zu einer Zunahme sortentypischer
Aromen und zu einer Qualitdtsverbesserung der
Weine kommt. Arbeiten von Versini et al. (1981)
und Marais (1987 und 1988) belegen, dass Mai-
schestandzeit und Gartemperatur wesentlich die
Extraktion von wichtigen Traubeninhaltsstoffen
beeinflussen. Eine Mazeration von zerkleinerten
Trauben fir 4 bis 12 Stunden bei 10 °C (Rodri-
guez-Bencomo et al., 2008) oder 6 bis 23 Stunden
bei 15 bis 18 °C vor dem Pressen und Fermentie-
ren (Cabaroglu et al., 1997; Cabaroglu et al.,
2002; Cabaroglu et al., 2003; Selli et al., 2006; Pa-
lomo et. al., 2006) fiihrte zu signifikanten Erho-
hungen (insgesamt bis zum Doppelten) von fliich-
tigen Verbindungen wie Monoterpenoiden, Ben-
zoloiden und C13-Norisoprenoiden. Auch Marais
und Rapp (1988) kamen zur Erkenntnis, dass eine
Maischestandzeit und Erhéhung der Gartempe-
ratur zu einer Steigerung des Terpengehalts fiih-
ren. Auch Cabaroglu und Canbas (2002) fanden
heraus, dass eine siebenstiindige Maischestand-
zeit bei 15 °C die allgemeine und aromatische Zu-
sammensetzung von Weinen der Sorte 'Muscat
of Alexandria' nachhaltig beeinflusste, indem die
Gesamtkonzentrationen an freien und gebunde-
nen Aromastoffen erheblich anstiegen. Da die
Maischestandzeit die Extraktion von Aromastof-
fen beeinflusst, war es von Interesse zu untersu-
chen, inwieweit die Rotundonkonzentration da-
von betroffen ist. Es ist aber auch zu bedenken,
dass eine verldngerte Schalenkontaktzeit auch ei-
nen Anstieg der Trubmenge und eher uner-
wiinschter Substanzen, wie beispielsweise Phe-
nolen, bewirkt, was sich nachteilig auf die Wein-
qualitdt auswirken kann (Ramey et al., 1986).
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Eine wichtige MaRnahme bei der Weinbereitung
ist die Schwefelung, welche die am haufigsten an-
gewendete Methode zur Stabilisierung von Wei-
nen ist. Aus onologischer Sicht ist neben der
Hohe des Zusatzes an Schwefeldioxid auch der
Zeitpunkt der Zugabe (Maische, Jungwein, Fiil-
lung) von Bedeutung. Aufgrund der Feststellung
von De Azevedo et al. (2007), wonach Carbonyl-
verbindungen und Bisulfit stabile Additive, soge-
nannte Hydroxyalkylsulfonsduren (HASAs), bil-
den, ist es vorstellbar, dass der Zusatz von Schwe-
feldioxid Auswirkungen auf den Rotundongehalt
hat, da Rotundon eine Ketogruppe enthalt. Bisul-
fit ist ein schwaches Nukleophil, das mit schwa-
chen Elektrophilen leicht kovalente Addukte
formt, um Sulfonate zu erzeugen. Diese Bisulfi-
taddition an Carbonylen kann entweder als di-
rekte nukleophile Addition an die Car-
bonylgruppe (1,2-Addition) oder als Michael-Ad-
dition, beobachtet fiir ungeséttigte konjugierte
Carbonyle (1,4-Addition), zum Beispiel (E)-2-Al-
kenale und B-Damascenon, stattfinden. Auch Ro-
tundon kdénnte ein mdglicher SO2-Binder sein,
sodass die Bildung von Hydroxyalkylsulfonsduren
(HASAs) nicht von vornherein ausgeschlossen
werden kann. In diesem Kontext ist unbedingt
auf sterische Effekte hinzuweisen, weil mit zu-
nehmender Anzahl und GréRe der an den Car-
bonylkohlenstoff gebundenen Alkylgruppen der
Angriff des Nucleophils auf die Carbonylgruppe
immer schwieriger wird, wodurch die Reaktivitat
entsprechend abnimmt. Dieser Effekt wird steri-
sche Hinderung oder Verdichtung genannt. Somit
ist erklarbar, dass aliphatische Aldehyde wie For-
maldehyd und Acetaldehyd mit S (IV) eher
schneller und leichter Addukte bilden, wahrend
Ketone, cyclische Aldehyde und trans-Alkene
schwach interagieren und {iberwiegend in ihrer
freien Form zu finden sind. Da es sich bei Rotun-
don um ein cyclisches Keton handelt, ist es un-
wahrscheinlich, dass {iberhaupt eine Bisulfit-Ro-
tundon-Bindung stattfindet, und selbst wenn
diese nucelophile Addition stattfinden wiirde, ist
kaum eine signifikante Erh6hung der Hydrophile
zu erwarten. Interessanterweise zeigen Rotun-
don und Anthocyane dennoch ein unterschiedli-
ches Extraktionsverhalten wie Geffroy et al.
(2017) in ihrer Arbeit im LabormaRstab beschrei-
ben. Eine Abkldrung in groRerem MafRstab, ob
durch die Schwefelung von Most und Jungwein
ein positiver oder negativer Effekt auf den Rotun-
dongehalt feststellbar ist, wird als sinnvoll erach-
tet.
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Neben Maischestandzeit, Gartemperatur, Mai-
sche- und Jungweinschwefelung kénnten auch
Mostkldrung und Hefenshrsalzzugabe einen Ein-
fluss auf die Rotundonkonzentration haben.
Wahrend es haufig ist, dass fliichtige Weinaro-
mastoffe aus ihren geruchlosen Vorldufern (wie
Glykosiden oder Cystein-S-Konjugaten) freige-
setzt werden, wird Rotundon direkt aus den Trau-
ben extrahiert. Die Extraktion erfolgt ohne wei-
tere chemische oder biochemische Umwandlung
wiéhrend der Weinherstellung. Auch wenn ein
GroBteil der Monoterpen-Konzentrationen in
Weinen aus der Freisetzung von glykosidisch- ge-
bundenen Vorstufen stammt, kommt ein gewis-
ser Teil aus direkter Extraktion. Die Gemeinsam-
keit der direkten Extraktionen ist auch der Grund,
weshalb der Vergleich mit Monoterpen in den
folgenden Erlduterungen bewusst gewéhlt wird,
um bereits technologische Erkenntnisse von Mo-
noterpenen fiir das migliche Verhalten von Ro-
tundon abzuleiten (Herderich et al., 2012).

Wie Williams et al. (1978) erlduterten, wirkt sich
die Mostkldrung auf die sensorische Qualitat von
WeiRwein unterschiedlich aus. Rasch gekldrte
Moste waren leicht und sehr fruchtig, wéhrend
eine spate Mostklarung den Weinen einen wiirzi-
gen und komplexen Eindruck verlieh. Dies besta-
tigten auch Moio et al. (2004), die beobachteten,
dass die Konzentrationen von Terpenen und ihrer
glykosylierten Vorlduferverbindungen in Weinen
héher waren, die aus Most mit héherem Trub-
gehalt im Most gewonnen wurden. Andere For-
scher wie Swiegers et al. (2005) haben hingegen
gezeigt, dass die Triibungsreduktion durch Most-
klarung zu einer Verringerung der Vorlaufersub-
stanzen fiir das Sortenaroma fiihrte. Die keller-
technische MaRnahme der Mostklarung kénnte
somit auch Auswirkungen auf das Rotundon ha-
ben, da dieses schalenassoziiert und hydrophob
ist und sehr wahrscheinlich durch FiltrationsmaR-
nahmen und Kldrungen abgetrennt werden kann.
Ein Einfluss der Hefendhrsalzzugabe auf die Aro-
matik wurde von Carrau et al. (2005) beschrie-
ben, wobei sie hohere Konzentrationen an Terpe-
nen in Weinen fanden, die aus Mosten mit héhe-
rem Stickstoffgehalt hergestellt wurden. Dies
fuhrten sie auf eine durch Stickstoff induzierte
Verdnderung der Terpenbiosynthese zurlick.
Auch Vilanova et al. (2012) schrieben, dass man
den Weinstil durch Zugabe von Diammoniump-
hosphat (DAP) beeinflussen kann. Eine gema-
Rigte DAP-Zugabe (0,5 g/1) erzeugte im Vergleich
zum Kontrollwein héhere Konzentrationen an

225

106

NAUER et al.

sortentypischen Aromaverbindungen, insbeson-
dere Monoterpenen wie Limonen (Zitronen-
note), Linalool (Bliiten, Zitrusfriichte), Terpineol
(Flieder), C13-Norisoprenoide R-lonon (Tabak)
und B-Damascenon (Apfel, Rose). Die DAP-Zu-
gabe fiihrte bei fiinf von sechs ausgewéhlten Ver-
bindungen zu einer signifikanten Erhdhung der
Konzentration und einer Uberschreitung der
Schwellenwerte. Dieses Ergebnis legt nahe, dass
Hefendhrsalze verwendet werden kénnten, um
den Sortencharakter moderat zu verstarken. Ob
eine Hefendhrsalzgabe auch im Fall des Sequiter-
pens Rotundon zu einer Zunahme der Gehalte
fiihrt, sollte daher Giberpriift werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von géngigen
Onologischen MaRnahmen, wie Maischestand-
zeit, Gartemperatur, Maischeschwefelung, Jung-
weinschwefelung, Mostkldrung und Hefendhr-
salzzugabe auf den Gehalt von Rotundon bei der
Sorte 'Griner Veltliner' mittels statistischer Ver-
suchsplanung zu testen.

Material und Methoden

Material

Als Ausgangsmaterial dienten pro Versuchsjahr
(2011, 2012) ca. 900 kg Trauben der Sorte 'Grii-
ner Veltliner' vom Versuchsgut Agneshof der Hé-
heren Bundeslehranstalt und Bundesamt fur
Wein- und Obstbau Klosterneuburg aus der
Weinbauregion Wagram (Riede Harrer). Die
Trauben waren vollkommen gesund und vollreif,
und die Mostgradation betrug im Lesejahr 2011
18,8 °KMW und im Jahr 2012 19,5 °KMW. Das Le-
segut wurde auf drei Chargen entsprechend den
drei Versuchspldnen aufgeteilt. In jedem Ver-
suchsplan wurden zehn (Versuchplan A + B) bzw.
acht (Versuchsplan C) Varianten durchgefiihrt,
sodass in Summe 28 Vinifizierungen in 35 |-Glas-
ballons erfolgten.

Versuchsaufbau und Umsetzung

Mit Hilfe dreier voneinander unabhéangiger Ver-
suchspléne (A, B, C) mit 22 vollfaktoriellem Design
wurde untersucht, wie sich die gewahlten keller-
wirtschaftlichen Faktoren Maischestandzeit, Gar-
temperatur, Maische-/Jungweinschwefelung
Mostvorkldrung und Hefenihrsalzzugabe auf den
Rotundongehalt der resultierenden Weine aus-
wirken. In Tabelle 1 findet sich eine
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Ubersicht der drei durchgefithrten Versuchs-
plane mit den untersuchten Faktoren inkl. Fak-
torstufen (Niveaus) und Zentralpunkte. Diese
drei Versuchspldne wurden in zwei aufeinander-
folgenden Jahren (2011, 2012) wiederholt.

Versuchsplan A: Hierbei wurde die Girtempera-
tur auf den beiden Niveaus (15 °C, 23 °C) und die
Maischestandzeit (0 h, 6 h) variiert. Als Zentral-
punkt wurde eine dreistiinde Maischestandzeit
und Vergérung bei 19 °C gewihlt.

Versuchsplan B: Der Effekt der Schwefeldioxiddo-
sierung zur Maische wurde auf den beiden Ni-
veaus (0 mg/l, 60 mg/l) und die Schwefeldioxid-
zugabe zum Jungwein mit 40 mg/| bzw. 80 mg/I

NAUER et al.

iberpriift. Als Zentralpunkt wurde eine Maische-
schwefelung mit 30 mg/l und eine Jungwein-
schwefelung mit 60 mg/| durchgefiihrt.

Versuchsplan C: Es wurde der Einfluss der Most-
kldrung (ohne bzw. mit) sowie einer Hefendhr-
salzzugabe (ohne bzw. mit 0,3 g/| DAP (Vitamon
A, Erbsloh Geisenheim GmbH, Geisenheim,
Deutschland) ohne Zentralpunkt getestet.

Die Varianten der Versuchspldne A und C erhiel-
ten eine Maischeschwefelung mit 50 mg/I Schwe-
feldioxid. Die Kontrolle der Gartemperatur er-
folgte mit dem System VinPilot (WFT Wein-
Fruchtsaft-Technologie GmbH, Kiosterneuburg,
Osterreich).

Tab. 1: Ubersicht der drei durchgefiihrten 22Pldne inklusive Faktoren und Faktorenstufen (Niveaus)

3 unabhéngige Versuchsplane mit 22 vollfaktoriellem Design
(in Summe 28 Versuchsvarianten (10 Varianten A, 10 Varianten B, 8 Varianten C))
in zweifacher Wiederholung und in zwei aufeinanderfolgenden Versuchsjahren (2011, 2012)
Einflussfaktor Versuchsplan A
Einheit Faktorstufen Durchgénge
-1 0 +1
A | Maischestandzeit h 0 3 6 5
B | Gértemperatur € 15 19 23 5
Einflussfaktor Versuchsplan B
Einheit Faktorstufen Durchgénge
-1 0 +1
A | Maischeschwefelung mg/! 0 30 60 5
Jungweinschwefelung mg/l 40 60 80 5
Einflussfaktor Versuchsplan C
Einheit Faktorstufen Durchgénge
4 +1
A | Mostvorklarung - Nein Ja 4
B | Hefendhrsalzzugabe - Nein Ja 4

Die Vinifizierung von den Varianten erfolgte nach
dem Standardprotokoll der Kellerwirtschaft HBLA
Klosterneuburg (Scheiblhofer, persénliche

Mitteilung, 2013). Die Weine wurden drei Mo-
nate nach der Vinifizierung in 0,5 |-Flaschen ab-
gefiillt.
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Analyseverfahren und Chemikalien fiir die
Analyse der Rotundongehalte

Die Grundparameter der Versuchsweine (relative
Dichte, vorhandener Alkohol, Gesamtzucker
(Glucose + Fructose), pH-Wert, titrierbare Sau-
ren, fliichtige S&uren) wurden mittels FTIR
(WINESCAN, Foss GmbH, Hamburg, Deutschland)
bestimmt. Die Methode zur Quantifizierung der
Rotundongehalte der verschieden vinifizierten
Varianten erfolgte basierend auf der SPE-SPME-
GC-MS Methode nach Nauer et.al. (2018). Stark
vereinfacht und tiberblicksartig wurde am Beginn
als Probenvorbereitung eine Festphasenextrak-
tion (= SPE) mit 100 ml Weinprobe versetzt mit
100 pl Internem Standard(5,7-Dimethyl-tetra-
lone; Konzentration 1 mg/l)durchgefiihrt, gefolgt
von einer Immersions-Festphasen-Mikroextrak-
tion (IM-SPME) mit abschlieRender Gaschromo-
tagraphie-Massenspektroskopie, abgekiirzt SPE-
SPME-GC-MS. Ein detaillierter Ablauf sowie eine
Beschreibung der eingesetzten SPE-SPME-GC-
MS-Methode ist bei Nauer et.al. (2018) zu ent-
nehmen. Die relative Standardabweichung (RSD)
der Methodenprizision betrug 6,0 % (bei Kalibra-
tion mit Standardaddition in realer GV-Probe)
bzw. 10,5 % (Modellweinkalibration) unter Wie-
derholbarkeitsbedingungen. Die Wiederfindung
bei verschiedenen mit 100 ng/I gespikten Wein-
proben bewegte sich zwischen 102 und 124 %
(bei Auswertung mit der Kalibration mit Stan-
dardaddition in realer GV-Probe). Fiir die Me-
thode wurden als Grenze der Erkennung (LOD)
und als Begrenzung der Quantifizierung (LOQ) die
Konzentrationen definiert, die Signal-Rausch-
Verhiéltnisse von 3:1 - 3 ng/l bzw.10:1 -> 10 ng/!
ergaben. Fiir die Berechnung wurden die S/N-
Verhdltnisse von Weinen mit geringen Mengen
(<15 ng/l) bzw. Modellweinstandards versetzt
mit geringen Konzentrationen dieser Verbin-
dung(<10 ng/l) als Ausgangspunkt herangezogen
und mit der Agilent Software Data Analysis ein
Signal to Noise-Check durchgefiihrt.Anhand die-
ser Methoden-Kenndaten wurde auch die
Schwankung der analysierten Rotundongehalte
in Tabelle 2 beriicksichtigt.
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Analyse der Ergebnisse der drei durchge-
fiihrten 22 statistischen Versuchspliine

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Sta-
tistikprogrammen Minitab 18/19 (Minitab, LLC,
Pennsylvania, USA) und DesignExpert 11/12
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA). Es wurden ne-
ben einer Varianzanalyse auch die Darstellung im
Haupteffektdiagramm und Wechselwirkungsdia-
gramm durchgefiihrt. Die Normalverteilung und
Varianzhomogenitit der Rotundongehalte wurde
angenommen. Aus der Visualisierung mit Fak-
tordiagrammen (Haupteffektdiagramm, Wech-
selwirkungsdiagramm) konnten die Zusammen-
hénge zwischen der Antwortvariablen (Rotund-
ongehalt) und den Faktoren (z. B. Gértemperatur,
Standzeit) graphisch darstellt werden (Granato et
al., 2014).

Ergebnisse und Diskussion
Weinzusammensetzung

Die Resultate der mittels FTIR ermittelten Grund-
weinparameter aus den beiden Versuchsjahrgén-
gen (nicht prasentiert) zeigen, dass es in Bezug
auf diese keine Besonderheiten gibt. Die Alkohol-
gehalte der Weine des Jahrgangs 2011 schwank-
ten von 12,3 bis 12,8 %vol., jene des Jahrgangs
2012 von 13,5 bis 13,9 %vol., und alle Weine wa-
ren trocken (Jahrgang 2011 <3 g/l Zucker; bei
Jahrgang 2012 <LOQ) vergoren.

Rotundongehalte in den Versuchsvarianten

Eine Ubersicht iiber die ermittelten Rotundonge-
halte ergibt sich aus Tabelle 2, wobei das Ver-
suchsdesign in Form einer Matrix mit Faktoren
und Zentralpunkten dargestellt wird. Flr Vari-
ante A lag das Rotundongehaltsmaximum 2011
bei jener Variante ohne Maischestandzeit und ei-
ner Gartemperatur von 23 °C, 2012 hingegen war
dieses bei der Variante mit einer Maischestand-
zeit von 3 Stunden und einer Gartemperatur von
19 °C. Bei den Varianten B lieferte die Variante 30
mg/| Maischeschwefelung und mit 60 mg/l Jung-
weinschwefelung 2011, und die Variante 60 mg/I
Maischeschwefelung und mit 80 mg/I Jungwein-
schwefelung 2012 den Rotundonspitzenwert. Die
héchsten Rotundongehalte sind bei Variante Cim
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Versuchsjahr 2011 bei der Variante mit Mostkla-
rung zu finden, 2012 hingegen lag der Hochst-
wert bei der Variante ohne Mostkldrung und
ohne Hefendhrsalzugabe.

Die niedrigsten Rotundongehalte sind 2011 bzw.
2012 bei folgenden Varianten zu finden - bei Va-
riante A war es 2011 jene mit 6h Maischestand-
zeit und einer Gartemperatur von 15° bzw. 2012
jene mit einer Maischestandzeit von Oh und einer
Gdrtemperatur von 23°. Bei Variante B 2011
hatte jene mit 60mg/l Maischeschwefelung und
80mg/l den niedrigsten Rotundongehalt bzw.
2012 jene mit 30mg/| Maischeschwefelung und
60mg/1 Jungweinschwefelung 60mg/I. Von Vari-
ante C ergab 2011 jene ohne Mostklarung und
mit Hefendhrsalzzugabe das Minimum bzw. 2012
jene Variante mit Mostklarung und mit Hefenghr-
salzzugabe mit nur 20,7ng/I.

Diese Rohdaten wurden einer Varianzanalyse (A-
NOVA) unterzogen. Im Zuge des Versuchsplans A
wurde im Jahr 2011 fiir den Faktor Gartempera-
tur (p-Wert=0,0243) sowie fiir den Faktor Stand-
zeit (p-Wert=0,0137) ersichtlich, dass diese Ef-
fekte fiir den Rotundongehalt statistisch signifi-
kant (¢=0,05) sind. Die Wechselwirkung beider
Faktoren (p-Wert=0,143) ist nicht signifikant. Der
ebenfalls ermittelte F-Wert von 9,01 (8,582) im-
pliziert, dass das Modell signifikant ist. Es besteht
nur eine Wahrscheinlichkeit von 1,85 (2,1 %),
dass ein so groRer F-Wert aufgrund von Rauschen
auftritt. Fiir das Versuchsjahr 2012 sind diese Ef-
fekte statistisch nicht signifikant (Gartemperatur
p-Wert=0,9181; Standzeit p-Wert=0,4010; Wech-
selwirkung Gartemperatur/Standzeit p-
Wert=0,8459). Daneben impliziert der F-Wert
von 0,30 (1,78), dass das Modell im Verhiltnis
zum Rauschen nicht signifikant ist. Es besteht
eine Wahrscheinlichkeit von 82,58 % (26,9 %),
dass ein solcher F-Wert aufgrund von zufélligen
Schwankungen auftritt.

Im Zuge der Varianzanalyse der Resultate des
Versuchsplans B vom Versuchsjahr 2011 wurde
festgestellt, dass der Parameter Maischeschwe-
felung (p-Wert=0,049) fiir den Rotundongehalt
statistisch signifikant ist («#=0,05) Auf die Dosis
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der Jungweinschwefelung (p-Wert=0,207) trifft
dies hingegen nicht zu. Auch die Wechselwirkung
beider Faktoren (p-Wert=0,657) ist nicht signifi-
kant. Der ebenfalls ermittelte Modell-F-Wert von
4,92 impliziert, dass das Modell nicht signifikant
ist. Es besteht eine Wahrscheinlichkeit von 5,5 %,
dass ein so groRer F-Wert aufgrund von Rauschen
auftritt. Flirs Versuchsjahr 2012 konnte weder fiir
die Maischeschwefelung (p-Wert=0,411), die Do-
sis der Jungweinschwefelung (p-Wert=0,879)
noch fiir deren Wechselwirkung (p-Wert=0,768)
eine Signifikanz festgestellt werden. Auch der
Modell-F-Wert von 0,41 impliziert, dass das Mo-
dell im Verhéltnis zum statistischen Rauschen
nicht signifikant ist. Es besteht eine Wahrschein-
lichkeit von 90,8 %, dass ein solcher F-Wert auf-
grund von zufélligen Schwankungen auftritt.

Bei der Betrachtung der Resultate der Vari-
anzanalyse des Versuchsplans C des Jahres 2011
wird ersichtlich, dass die Effekte Mostkldrung (p-
Wert = 0,769) beziehungsweise Hefenihrsalzzu-
gabe (p-Wert = 0,799) fiir den Rotundongehalt
statistisch nicht signifikant sind (0=0,05). Die
Wechselwirkung dieser beiden Faktoren ist eben-
falls nicht signifikant (p-Wert = 0,808). Der ermit-
telte Modell-F-Wert von 0,08 impliziert, dass das
Modell nicht signifikant ist. Es besteht eine Wahr-
scheinlichkeit von 96,7 %, dass der F-Wert auf-
grund zufélliger Variabilitat auftritt. Im Jahr 2012
wirkt sich die Mostkldrung signifikant auf den Ro-
tundongehalt aus, da ein p-Wert von 0,028 vor-
lag. Hingegen zeigte der p-Wert von 0,713 fir den
Faktor Hefendhrsalzzugabe, dass dieser nicht sig-
nifikant war. Auch fiir die Wechselwirkung beider
Faktoren lag im Versuchsjahr 2021 keine Signifi-
kanz (p-Wert = 0,478) vor. Der Modell-F-Wert
von 4,02 impliziert, dass das Modell im Verhaltnis
zum Rauschen nicht signifikant ist. Es besteht
eine Wahrscheinlichkeit von 10,6 %, dass der F-
Wert durch zufillige Variabilititen bestimmt
wird.
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Tab. 2: Ubersicht der Rotundongehalte der 28 Versuchsweine — drei 22 Versuchspline A,B,C 2011, 2012

FAKTOREN Versuchsjahr 2011 Versuchsjahr 2012
Maischestand- Gér- Rotundon- Rotundon- Rotundon- Rotundon-
zeit temperatur gehalt {ng/1) gehalt (ng/1) gehalt (ng/l) gehalt (ng/l)
(in h) (in°C)

<

g Faktorstufe Faktorstufe

Q.

w

S 0 15 9,9 10,4 15,5 15,7

z

-~ 6 15 8,0 9,4 12,2 14,1
0 23 12;3 15,2 11,8 19,0
6 23 9,8 9,7 15,7 12,0
3 19 8,9 85 18,1 23,1

RSD dieser Messdaten liegt bei 6,0 % (Matrixkalibration) bei 10,5 % (Modellweinkalibration)

FAKTOREN Versuchsjahr 2011 Versuchsjahr 2012
@
z
3
S Maische- gwei d R d d
§ schwefelung schwefelung gehalt {ng/l) gehalt (ng/1) gehalt (ng/1) gehalt (ng/l)
2 (mg S02/1) (mg S0./1)
>
Faktorstufe Faktorstufe
0 40 9,6 9,9 16,2 16,8
0 80 9,2 85 16,1 16,6
60 40 6,0 9,6 18,4 15,9
60 80 53 6,8 19,0 16,3
30 60 12,4 10,6 15,5 18,6

RSD dieser Messdaten liegt bei 6,0 % (Matrixkalibration) bei 10,5 %(Modellweinkalibration)

FAKTOREN Versuchsjahr 2011 Versuchsjahr 2012
Most- Hefenshrsalz- Rotundon- d Rot i
kidrung zugabe gehalt (ng/1) gehalt (ng/i) gehalt (ng/1) gehalt (ng/1)

(S}

z

é Faktorstufe Faktorstufe

wv

b 4 T

s + + 12,9 10,2 20,7 23,7

&

w

= + - 10,2 12,9 26,7 22,6
- + 12,2 9,6 31,7 29,9
- - 11,9 11,0 26,9 33,2

RSD dieser Messdaten liegt bei 6,0 % (Matrixkalibration) bei 10.5 % (Modellweinkalibration)
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Statistische Beurteilung der untersuchten
Effekte mittels Haupteffektdiagrammen

Haupteffektdiagramme werden verwendet, um
die Beziehung zwischen der AntwortgréRe (Ro-
tundongehalt) und den einzelnen Variablen (Gar-
temperatur, Standzeit, Maischeschwefelung,
Jungweinschwefelung, Mostklarung, Hefendhr-
salzzugabe) anzuzeigen. Mittels Haupteffektdia-
grammen kann man die relative Stirke der Ef-
fekte Uber Faktoren hinweg vergleichen. Aus den
Haupteffektdiagrammen fir den Versuchsplan A
(Abb. 1) erkennt man, dass im Versuchsjahrs
2011 bei einer Gartemperatur von 23 °C die Ro-

NAUER et al.

tundongehalte am héchsten (Mittelwert =
11,8 ng/1) und bei einer Gartemperatur von 15 °C
am niedrigsten (Mittelwert = 9,4 ng/l) sind. Fir
die Variante keine Standzeit (0 Stunden) wurde
ein héherer Rotundongehalt (11,9 ng/l) gemes-
sen als in der Variante mit 6 h Maischestandzeit
(9,2 ng/1). Im Versuchsjahr 2012 sind die Ergeb-
nisse dhnlich, aber die Unterschiede tendenziell
geringer als im Vorjahr. In beiden Versuchsjahren
zeigten die Ergebnisse fur die Zentralpunkte (19
°C Gartemperatur,3 h Maischestandzeit) ein un-
erwartetes und kontroverses Bild. Im Jahr 2011
war es mit einem Rotundongehalt von 8,8 ng/l
der niedrigste, im Versuchsjahr 2012 hingegen
mit 20,6 ng/l Rotundon der héchste Wert.

JAHR | Haupteffektdiagramme Versuchsplan A
2011
Haupteffektediagramm fiir Rotundongehalt ng/I1
An te Mit te
Géartemperatur °C Standzeit inh PR
2.0 —e— Ecke |
= —m— pitte
;f» 0 / \
2 no / \
=
§ 10.5
€ w00 /
B
§ 2.5
= 2.0
- -
1s°c 19 °c 23 °c oh =h Sh
2012

? T Girtemperatur °C
-

Mittehwert von Rotundongehalt ng/L

1B°C 19 °C 22 °C

Haupteffektediagramm filir Rotundongehalt ng/L
Angepasste Mittelwerte

Standzeit inh Punkttys

oh

Abb: 1: Haupteffektdiagramme fiir die Faktoren Gartemperatur und Standzeit der Versuchsserie A der Jahre

2011 und 2012
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Aus den Haupteffektdiagrammen des Versuchs-
plan B (Abb: 2) kann fiir das Jahr 2011 abgeleitet
werden, dass nicht geschwefelte Maische
(0 mg/1) bzw. eine niedrige Jungweinschwefelung
(40 mg/l) offenbar zu hdheren Rotundongehalten
(9,4 ng/l bzw.8,8 ng/l) fiihrt als eine Maische-
schwefelung mit 60 mg/l bzw. eine Jungwein-
schwefelung mit 80 mg/I Schwefeldioxid (6,9 ng/I
bzw. 7,4 ng/l Rotundon). Das Haupteffektdia-
gramm fiir das Jahr 2012 hingegen zeigt genau
den gegenteiligen Effekt, so weist der Wein aus
der nicht geschwefelten Maische (0 mg/l)

NAUER et al.

bzw. mit der niedrigen Jungweinschwefelung
(40 mg/l) niedrigere Rotundongehalte (16,4 ng/l
bzw. 16,8 ng/l) auf als die Weine, die mit Mai-
scheschwefelung von 60 mg/l bzw. Jungwein-
schwefelung mit 80 mg/l hergestellt wurden
(17,4 ng/l bzw. 17,0 ng/l Rotundon). Doch auf-
grund der geringen absoluten Unterschiede im
Rotundongehalt im Versuchsjahr 2012 muss fest-
gehalten werden, dass Zeitpunkt und Intensitét
der Schwefelung offenbar keinen bzw. nur einen
sehr geringen Effekt auf die Rotundongehalte ha-
ben.

Maischeschwefelung

18

Mittehwert von Rotundongehalt ng/1
\

15

o mg/l 20 mg/l so mg/l

JAHR | Haupteffektdiagramme Versuchsplan B
2011 Haupteffektediagramm fiir Rotundongehait ng/I
Maischeschwefelung Jungweinschwefeiung Punkttyp
12 - icke
— = - Mitte
™ -
P
E'm
=
S
2
- 10
=
2 e
=
g 2 -
E
=
E s
. J
Z °
omg/l 30mg/l somg/i 4ao0mg/l somg/l 80 mg/i
2012

Haupteffektediagramm fir Rotundongehalt ng/i
Angepasste Mittelwerte

Jungweinschwefelung Punkttyp

—®— Ecke
e pitte

aomg/t samg/l somg/l

Abb. 2: Haupteffektdiagramme fiir die Faktoren Maischeschwefelung und Dosis der Jungweinschwefelung der

Versuchsserie B der Jahre 2011 und 2012

112



Mitteilungen Klosterneuburg 71 (2021): 222-239

Aus dem Haupteffektdiagramm des Versuchs-
plan C (Abb. 3) ist fir das Jahr 2011 gut ersicht-
lich, dass die Weine mit Mostkldrung bzw. ohne
Hefendhrsalzzugabe héhere Rotundongehalte
aufweisen (11,5 ng/l bzw. 11,5 ng/l ) als jene
ohne Mostkldrung bzw. mit Hefenshrsalzzugabe
(11,2 ng/l bzw. 11,2 ng/l Rotundon). Das Haupt-
effektdiagramm von 2012 hingegen zeigt teil-

NAUER et al.

weise genau das Gegenteil. So weisen Weine mit
Mostklarung niedrigere Rotundongehalte (23,4
ng/l) auf als jene ohne Mostkldrung (30,4 ng/l).
Vergleichbare Effekte in beiden Versuchsjahre
hat hingegen die Hefendhrsalzzugabe, wobei
Weine mit Hefenahrsalzzugabe (26,5 ng/l) gerin-
gere Rotundongehalte hatten als jene ohne He-
fenahrsalzzugabe (27,3 ng/l).

Mostkidrung
31

30
29
28
27
26
25

2 \

23

Mittelwert von Rotundongehalt ng/l

NEIN JA

JAHR | Haupteffektdiagramme Versuchsplan C
2011 Haupteffektediagramm fiir Rotundongehalt ng/I
Angepasste Mittelwerte
14 Mostkldarung Hefendhrsalzzugabe

=

2

=

S 3

b3

S

s

S 12

§

> H,‘N_

s / TTTT—e

= u

.§

10
NEIN JA NEIN JA

2012

Haupteffektediagramm fiir Rotundongehalt ng/I
Angepasste Mittelwerte

Hefendhrsalzzugabe

\0

NEIN A

Abb. 3: Haupteffektdiagramme fiir die Faktoren Mostkldrung und Hefenéhrsalzzugabe der Versuchsserie C der

Jahre 2011 und 2012

232

113



Mitteilungen Klosterneuburg 71 (2021): 222-239

NAUER et al.

JAHR | Wechselwirkungsdiagramme Versuchsplan A
2011 Wechselwirkungsdiagramm fiir Rotundongehalt ng/I|
Angepasste Mittelwerte
Oh 3n 6h
Standzeit*Géartemperatur 14 Gartemperatur in °C  punkttyp
. L 2 150 Ecke
El 19.0 Mitte
§ - 23.0 Ecke
2
2 e - o
S Gértemperatur*Standzeit Standzeitinh Punkttyp
g gl - 0.0 Ecke
E - 3.0 Mitte
> 60 Ecke
g 2
s
10 . &
ngl
3 m
15°C 19°C 23°C
Giirtemperatur Standzeit
2012

Mittelwert von Rotundongehalt ng/L

Wechselwirkungsdiagramm fiir Rotundongehalt ng/L
Angepasste Mittelwerte

18
ngit

16

"

Oh

Giirtemperatur*Standzeit
a
® »
*
>
15°C 19°C 23°C
Girtemperatur

3n

Standzeit*Giirtemperatur
K

Standzeit

6h

LR

gr 85 g &3

Giirtemperatur in °C  Punkttyp
. —

150 Ecke
L] 19.0 Mitte
* 230 Ecke

Standzeitinh  Punkityp

& 00 Ecke
- 3.0 Mitte
. 6.0 Ecke

Abb. 4: Wechselwirkungsdiagramme fiir die Faktoren Gartemperatur und Standzeit des Versuchs A der Jahre

2011und 2012
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Statistische Beurteilung der
Wechselwirkungen

Da Weine ohne Maischestandzeit (0 Stunden)
und mit hoher Gartemperatur (23 °C) héhere Ro-
tundongehalte (13,9 ng/l) aufwiesen als Weine
mit langer Maischestandzeit (6 h) und niedriger
Gartemperatur (15 °C) (8,7 ng/l Rotundon), kann
man aus dem Wechselwirkungsdiagramm des
Versuchsplans A fiir das Untersuchungsjahr 2011
(Abb. 4) ableiten, dass hohe Girtemperaturen
gekoppelt mit kurzen Standzeiten fiir hhere Ro-
tundongehalte férderlich sind. Das Wechselwir-
kungsdiagramm fiir 2012 bestétigt diese Aus-
sage, da Weine mit hoher Gartemperatur und
kurzen Standzeiten (15,4 ng/ Rotundon) héhere
Gehalte aufwiesen als Weine mit niedriger Gar-
temperatur (15 °C) bzw. mit langer Maische-
standzeit (6 h) (durchschnittlich 13,7 ng/l Rotun-
don). Von einer Wechselwirkung zwischen Gér-
temperatur und Standzeit kann in beiden Ver-
suchsjahren ausgegangen werden, wobei die
Kombination aus kurzer/keiner Maischestandzeit
und einer hdheren Gartemperatur hthere Rotun-
dongehalte begiinstigt.

Aus den Wechselwirkungsdiagrammen des Ver-
suchsplans B (Abb. 5) wird fiir das Untersu-
chungsjahr 2011 ersichtlich, dass sich die Kombi-
nation aus keiner Maischeschwefelung und einer
niedrigen Jungweinschwefelung (40 mg/l SO2)
forderlich fiir hdhere Rotundongehalte auswirkt.
So wiesen die Weine ohne Maischeschwefelung
und mit niedriger Jungweinschwefelung im Mit-
tel 9,9 ng/l Rotundon auf, wihrend die Weine mit
hoher Maischeschwefelung und hoher Jungwein-
schwefelung (80 mg/l) nur einen mittleren Ro-
tundongehalt von 6,4 ng/l erreichten.
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Das Wechselwirkungsdiagramm fiir das Jahr
2012 liefert aber ein gegenldufiges Bild und be-
statigt daher die Ergebnisse nicht. In diesem Jahr
hatten die Weine mit hoher Maischeschwefelung
und hoher Jungweinschwefelung mit durch-
schnittlich 17,8 ng/l hdhere Werte als die Weine
ohne Maischeschwefelung und mit niedriger
Jungweinschwefelung (16,5 ng/l Rotundon). Der
Grad der Wechselwirkung zwischen Maische und
Jungweinschwefelung diirfte dementsprechend
sehr gering und variabel sein.

Aus den Wechselwirkungsdiagrammen des Ver-
suchsplans C (Abb. 6) erkennt man fiir das Unter-
suchungsjahr 2011, dass Mostkldrung und He-
fendhrsalzzugabe férderlich fiir hohere Rotund-
ongehalte sind. So wiesen die Weine mit Most-
kldrung und Hefendhrsalzzugabe etwas hohere
Rotundongehalte (11,6 ng/l) auf als die Weine
ohne Mostkldrung und Hefenéhrsalzzugabe (10,9
ng/l). Aufgrund der geringen Konzentrationsun-
terschiede (0,7 ng/1!1)) zwischen diesen Varian-
ten ist von keiner nennenswerten Wechselwir-
kung auszugehen. Im Versuchsjahr 2012 war hin-
gegen der Unterschied zwischen den Varianten
deutlich gréRer (8,6 ng/l), da Weine ohne Most-
kldrung gekoppelt mit Hefendhrsalzzugabe 30,8
ng/l Rotundon enthielten, wahrend in Weinen
mit Mostklarung und Hefenahrsalzzugabe durch-
schnittlich nur 22,2 ng/l gefunden wurden. Man
kann daher postulieren, dass zumindest im Jahr
2012 die Wechselwirkung Hefendhrsalzzugabe,
aber keine Mostklirung sich positiv auf die Ro-
tundongehalte ausgewirkt hat.
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JAHR | Wechselwirkungsdiagramme Versuchsplan B
2011 Wechselwirkungsdiagramm fiir Rotundongehalt ng/|
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Abb. 5: Wechselwirkungsdiagramme fiir die Faktoren Maische- und Jungweinschwefelung des Versuchs B der
Jahre 2011und 2012
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JAHR | Wechselwirkungsdiagramme Versuchsplan C
2011 2 . 3
Wechselwirkungsdiagramm fiir Rotundongehalt ng/I
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Abb. 6: Wechselwirkungsdiagramme fiir die Faktoren Mostkldrung und Hefenshrsalzzugabe des Versuchs C der

Jahre 2011und 2012
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Schlussfolgerungen

Basierend auf den Resultaten der drei 2? Ver-
suchspldne aus zwei Versuchsjahren (2011, 2012)
lasst sich feststellen, dass die Konzentration des
schalenlokalisierten Rotundons auf énologische
MaRnahmen wie Gartemperatur, Standzeit,
Schwefelung und Mostvorkldrung reagiert. So-
wohl Reynolds et al. (2001) als auch Masneuf-Po-
marede et al. (2006) bestatigen indirekt den po-
sitiv linearen Zusammenhang von héherer Gar-
temperatur und hoheren Rotundongehalten, wo-
nach eine Temperatursteigerung bei der Garung
einen Anstieg an 4-Mercapto-4-methylpentan-2-
on (= 4MMP, schalenlokaliserter Inhaltsstoff, fiir
tropische Aromen) bewirkt. Auch die bereits von
Marais (1983) erwdhnten gesteigerten Terpen-
gehalte bei hoheren Mazerationstemperaturen
konnten bereits als indirektes Indiz interpretiert
werden fiir den Einfluss der Temperatur auf Ro-
tundon. In der vorliegenden Studie konnte dieser
Zusammenhang fir Rotundon sowohl im Jahr
2011 wie auch 2012 gefunden werden. Die Be-
obachtung, dass sich eine Maischestandzeit ne-
gativ auf den Rotundongehalt auswirkt, kann
durch die Hydrophobizitit des Molekiils erklart
werden. Demnach findet wihrend der Maische-
standzeit in wéssrig-ethanolischer Umgebung
nur ein geringer zusatzlicher Auslaugungseffekt
statt, der durch Adsorption des schalenlokalisier-
ten Rotundons an feste Bestandteile wahrend
langerer Standzeiten konterkariert wird. Die ge-
ringeren Gehalte infolge einer Maischestandzeit
widersprechen vielen allgemeinen Beobachtun-
gen, beispielsweise von Versini et al. (1981), Ma-
rais (1987 und 1988), Cabaroglu et al. (2002) und
Selli et al. (2006), wonach eine Maischestandzeit
zu hoheren Terpengehalten fiihrt.

Die Ergebnisse betreffend Maische- bzw. Jung-
weinschwefelung zeigten in den beiden Ver-
suchsjahren ein gegenliufiges Bild, und die Un-
terschiede waren auch nur gering. Da die inhalts-
stoffliche Zusammensetzung der Weine von Jahr
zu Jahr variiert, kann es sein, dass die Gehalte an
Carbonylen (nicht analysiert) unterschiedlich wa-
ren und daher die von De Azevedo et al. (2007)
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beschriebene Bildung der Hydroxyalkylsulfonséu-
ren verschieden war.

Da die Ergebnisse der Versuche betreffend Most-
kldarung in den beiden Jahren nicht einheitliche
und nur im Jahr 2012 signifikante Unterschiede
zeigten, ist eine Interpretation schwierig. Ten-
denziell wird aber durch eine Mostkldrung das
hydrophobe Rotundon, das an Schalenbestand-
teile bindet, dem girenden Most entzogen,
wodurch im Wein geringere Gehalte verursacht
werden. Dies entspricht der Feststellung von
Swiegers et al. (2005), wonach die Entfernung
des Trubs durch Mostkldrung zu einer Verringe-
rung aromatischer Vorlaufersubstanzen im Wein
fiihrt. Andererseits kann damit die Aussage von
Moio et al. (2004) nicht bestatigt werden, wo-
nach der Terpengehalt in Weinen aus Mosten mit
hoéherem Trubgehalt hher ist.

Auch die Zugabe von Hefenéhrsalzen wirkte sich
eher negativ als positiv auf die Rotundongehalte
aus, sodass die Aussage von Carrau et al. (2005),
wonach hdhere Stickstoffgehalte in den Mosten
zu hoheren Terpenkonzentrationen in Weinen
fiihren, nicht bestéatigt werden konnte. Dies deckt
sich auch mit der Aussage von Geffroy et al.
(2017), dass Rotundon als schalenlokalisierter In-
haltsstoff ohne biochemische Aktivitat extrahiert
wird. Durch die Zugabe von Hefendhrsalz kommt
es zur vermehrten Biomasseproduktion. Rotun-
don kénnte sich aufgrund seines hydrophoben
Charakters an die Biomasse binden, was erkldren
wiirde, warum sich der Gehalt an Rotundon
durch die Hefenshrsalzzugabe reduziert hat.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
durch kellertechnische MaRnahmen, wie eine et-
was héhere Gartemperatur, das Vermeiden von
Standzeit und Mostkldrung, die saisonal beding-
ten Rotundongehalte in Weinen geringfiigig er-
hoht werden kénnen. Dadurch kann die pfeffrige
Note auch in Weinen der Sorte 'Griiner Veltliner'
trotz fortschreitenden Klimawandels zukiinftig
besser erhalten werden.
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4 Zusatzliche Beitrage

4.1 Tagungsbeitrage

4.1.1 Analyse von Rotundon mittels SPE-SPME-GC-MS in &sterreichischen Qua-
litatswein der Rebsorte Griner Veltliner

Im Rahmen der 72 ALVA — Tagung Seminarhotel Wesenufer (2017).

Autoren und Autorinnen: Nauer, S., Brandes, W., Patzl-Fischerleitner, E., Stephan Hann, S., Eder, R. (2019).
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Analyse von Rotundon mittels SPE-SPME-GC-MS in dsterreichischen
Qualititswein der Rebsorte Griiner Veltliner

Analysis of rotundone by SPE-SPME-GC-MS in Austrian quality wine of the
grape variety Griiner Veltliner

Stefan Nauer", Walter Brandes', Elsa Patzl-Fischerleitner',
Stephan Hann” und Reinhard Eder'

Einleitung

Impact odours, also Verbindungen die eindeutig mit einem Stoff assoziiert werden bzw. als Leitsub-
stanz gelten, gewinnen, genau wie die Authentizitit von Produkten, fiir Konsumenten immer mehr an
Bedeutung. Von der Hauptweinsorte Osterreichs, dem Griinen Veltliner, erwarten Konsumenten eine
typische Note von Pfeffer (das ,,Pfefferl). Bis zum Jahr 2008 existierte keine direkte Verbindung
zwischen der Aromatik von Pfeffer und Wein. Dann entdeckten australische Wissenschaftler um
Wood et al. (2008) ein Sequiterpenketon namens Rotundon im Shiraz. Das Ziel dieser Arbeit war es,
Rotundon mittels einer hausintern modifizierten SPE-SPME-GC-MS Methode in Griinem Veltliner
verschiedener Jahrginge und unterschiedlicher Gebiete zu detektieren, zu quantifizieren und anhand
der Resultate eine statistische Gehaltsverteilung zu erstellen.

Material und Methoden

Fiir die Detektion und Quantifizierung des Leitaromas fiir Pfeffer wurden 105 sterreichische Han-
delsproben der Rebsorte Griiner Veltliner verschiedener Jahrginge (2009-2015) und Weinbaubauge-
biete (Bergland, Carnuntum, Kamptal, Kremstal, Neusiedlersee, Neusiederlersse-Hiigelland, Thermen-
region, Traisental, Wachau, Wagram, Weinviertel und Wien) herangezogen.

Um die Konzentration der Verbindung Rotundon im Wein zu ermitteln wurde eine SPE-SPME-GC-
MS Methode (Siebert (2008)) beziiglich der hausinternen Anforderungen modifiziert und zur Analyse
der osterreichischen Handelsproben verwendet.

Fiir die Probenvorbereitung mittels Festphasenextraktion wurden 100 ml Weinprobe unter Verwen-
dung der Chemikalien Pentan, Methanol, Ethanol, Dichlormethan, 5,7-Dimethyl-1-tetralone und SPE
Saulchen (LiChrolut EN)aufgearbeitet. . Im Rahmen der Probenaufarbeitung wurden auf die LiChro-
lut EN-Séulchen (Fa. Merck, 500 mg) nacheinander!0 ml Methanol, 20 ml Modellwein(12%EtOh
gepuffert auf pH 3,2), 100ml Weinprobe (versetzt und homogenisiert mit 100 pl internen Standard
(1mg/1)) mittels Schwerkraft aufgegeben. Abschliefend wurde das Saulchen mit 10 ml entionisiertem
Wasser gewaschen und mit 10 ml N-Pentan/Dichlormethan (Verhltnis 4:1) eluiert. Das organische
Losungsmittel wurde unter Vakuum unter Verwendung eines Rotovapors entfernt. Der verbliebene
Riickstand wurde in 1 ml Ethanol (50%) aufgenommen. Und zu 14 ml dH,O in ein 20 ml Headspace
Vial tiberfithrt. Diese Losung wurde mit einer Immersions SPME-GC-MS-Methode analysiert. Dabei
wurde ein Agilent Technologies 7890A Gaschromatograph, gekoppelt an ein 5975C Massenspektro-
meter, verwendet, welcher mit einem Autosampler von der Firma CTC ausgestattet war. In die Probe
wurde eine Polydimethylsiloxan/Divinylbenzol-65um-Faser (Fa. Supelco, Bellefonte, PA) fiir 60 min
bei 35 °C unter Riihren eingetaucht und dann im Injektor bei 250 °C fiir Smin im splitless -Modus
desorbiert. Die GC-Trennung erfolgte auf einer 60 m ZB-5SMS Kapillarsdule mit einem Innendurch-
messer von 0,25 mm und einer Filmdicke von 0,25 pm (Zebron ZB-5MS Phenomenex, USA). Als
Tragergas wurde ultrareines Helium mit einer konstanten Flussrate von 1,1 ml/min verwendet.

Die Ofentemperatur wurde anfanglich fiir 3 min bei 50 °C gehalten und dann mit einer Geschwindig-
keit von 20 °C/min auf 150 °C erhoht, anschliefend mit einer Rate von 2,7 °C/min auf 210 °C gestei-
gert, bevor sie mit einer Geschwindigkeit von 50 °C/min auf 26 0°C gesteigert und dann als Endtem-
peratur fiir 8,5min gehalten. In Summe ergab dies eine Gesamtlaufzeit von 39,722min.

l?as Massenspektrometer wurde im ElektronenstoB-(EI)-lonisierungsmodus bei 70 eV betrieben. Die
Uberleitungstemperatur/Transferlinie des Massenspektrometers wurde bei 250°C gehalten.
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Im selektierten Ioneniiberwachungsmodus (SIM) wurden die charakteristischen Massenfragmente bei
m/z 203 und 218 als die ausgewihlten lonen zur Quantifizierung von Rotundon und die lonen bei m/z
146 und 174 fiir den internen Standard 5,7-Dimethyl-1-tetralone verwendet.

Die Retentionszeiten fiir Rotundon bzw. den internen Standard 5,7-Dimethyl-1-tetralone betrugen
24,88 min bzw. 22,42 min.

Die Evaluierung der Linearitdt der Methode wurde sowohl in synthetischem Modellwein bzw. mit
einem realen Griiner Veltliner bis zu 500 ng/l mittels folgender Kalibrationspunkte (im synthetischen
Modelwein — 0 ng/l 10 ng/1 25 ng/l 50 ng/l 100 ng/1 250 ng/l 500 ng/l; im realen Wein mit einem Aus-
gangswert von 20,3 ng/l durch Zugabe von Ong/l, +50ng/l +125ng/l +250ng/l +500ng/1 iiber Stan-
dardaddition) durchgefiihrt. Der Korrelationskoeffizient im synthetischen Modelwein betrug 0,9998.
Der Korrelationskoeffizient der Kalibration {iber die Standardaddition in realer Weinmatrix betrug
0,9978. Die resultierende Kalibrierfunktion war daher im Kalibrierbereich von 10-500ng/l durchge-
hend linear. Die Kalibration iiber die Standardaddition in realer Weinmatrix wurde fiir die Quantifizie-
rung der analysierten Handelsproben herangezogen, da diese exakt der zu analysierenden Matrix ent-
sprach. Die Wiederholbarkeit des Analysenverfahrens wurde durch Quantifizierung des Rotundonge-
haltes von Aliquoten der gleichen Weinprobe bewertet (Methodenprézision). Dabei wurde fiir die Be-
stimmung der Wiederholbarkeit die gesamten Analyse incl. Probenvorbereitung, Probenaufgabe etc.
am selben Probenmaterial (GV) innerhalb einer Serie (9 bzw.14mal) durchgefiihrt. Die RSD der Me-
thodenprizision betrug 6,0% (bei Kalibration mit Standardaddition in realer GV-Probe) bzw. 10,5 %
(Modellweinkalibration). Die Wiederfindung bei verschiedenen, mit 100 ng/l gespikten Weinproben
bewegte sich zwischen 102-124% (bei Auswertung mit der Kalibration mit Standardaddition in realer
GV-Probe). Fiir die Methode wurden als Grenze der Erkennung (LOD) und als Begrenzung der Quan-
tifizierung (LOQ) die Konzentrationen definiert, die Signal-Rausch -Verhaltnisse von 3: 1 — 3 ng/l
bzw. 10: 1 — 10 ng/l ergaben. Fiir die Berechnung wurden die S/ N-Verhiltnisse von Weinen mit
geringen Mengen (<I5ng/l) dieser Verbindung als Ausgangspunkt herangezogenen und mit der
Agilent Software Data Analysis ein Signal to Noise Check durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Die Analyse der 105 &sterreichischen Handelsproben der Sorte Griiner Veltliner ergab Rotundonge-
halte zwischen 9,5 ng/l und 87,5 ng/l. Der durchschnittliche Rotundongehalt lag bei 31,7 ng/l. Der
sensorische Schwellenwert der Literatur von 16 ng/l wurde also um den Faktor 2 iiberschritten. Dies
lasst den Riickschluss zu, dass Rotundon zur Aromatik des Griinen Veltliners beitréagt. Dabei wire
auch erwihnenswert, dass 20% der Konsumenten eine Anosmie fiir diese Verbindung aufweisen.

Im Detail lassen sich fiir jedes Jahr folgende Kennwerte festhalten. Das Maximum lag im Jahr 2009
bei 37ng/l , 2010 bei 43ng/l, 2011bei 21ng/l, 2012 bei 19ng/l, 2013 bei 58ng/l, 2014 bei 67ng/l und
2015 bei 23ng/l. Das Minimum betrug im Jahr 2009: 16ng/1, 2010: 22ng/], 2011: 18ng/l, 2012: 14ng/l,
2013: 18ng/l, 2014: 9,5ng/l und 2015: 11ng/l. Der Median wies 2009 einen Wert von 24ng/l, 2010
von 32ng/1, 2011 von 19ng/1, 2012 von 16ng/, 2013 von 37ng/1, 2014 von 38ng/l und 2015 von 17ng/l
auf.

In Bezug auf die Weinbauregionen bzw. Weinbaugebiete gab es eine Konzentrationspanne von rund
10 bis 42ng/l. Der Median des Weinbaugebicetes Bergland betrug 9,95 ng/l, vom Kamptal 37,0ng/1,
vom Kremstal 28,Ing/l, vom Neusiedlersee 21,3ng/l, vom Neusiederlersse-Hiigelland 15,45ng/1, von
der Thermenregion 12,0ng/l, vom Traisental 24,76ng/l, von der Wachau 42,74ng/l, vom Wagram
30,2ng/l, vom Weinviertel 26,16ng/l und von Wien 17,7ng/l. Da eine einzelne Erklarung der Unter-
schiede zwischen Gebieten nicht auszumachen ist, ist es wahrscheinlicher, dass viele Einflussfaktoren
(Klima, Boden, Klon, Emntetermin, Weingartenmanagement) an den Resultaten beteiligt sind. Die
Ergebnisse belegen allerdings, dass die Einflussfaktoren Jahrgang und Anbaugebiet eine nicht zu
unterschitzende Rolle in Bezug auf den Rotundongehalt spielen.

Zusammenfassung

Der Griine Veltliner ist mit einem Anteilvon ca. 29,4% an der Gesamt-Anbaufldche die Hauptrebsorte
Osterreichs und damit ein unverwechselbares Aushidngeschild des kleinen Weinbaulandes im Herzen
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Europas. Diese Rebsorte wird neben Mitteleuropa, Norditalien, mittlerweile auch in Ubersee (wie
USA, Neuseeland, Australien, Siidafrika) kultiviert. Die sensorische Erwartung an typische Griine
Veltliner Weine ist, dass der Griine Veltliner neben Steinfruchtaromen vor allem eine markante pfeff-
rige Note (das ,,Pfefferl) aufweisen sollte. Die nachweisliche Aromaverbindung zwischen Wein und
Pfeffer ist laut Literatur das bicyclische Sequiterpen-Keton namens ,(-)Rotundon. Im Zuge dieser
Arbeit wurde mittels einer SPE-SPME-GC-MS Methode das Vorkommen der Leitsubstanz der pfeff-
rigen Note, Rotundon, anhand 105 analysierter Proben verifiziert und eine statistische Gehalts-
Verteilung von Rotundon im dsterreichischen Griinen Veltliner, abhéngig vom Jahrgang bzw. Anbau-
gebiet, anhand dieser Proben erstellt. Die Gehalte fiir Rotundon bewegten sich zwischen 9,5ng/1 bis
85ng/l. Die durchschnittlich ermittelte Konzentration liegt lag zwischen bei 31,7ng/l und damit um das
Doppelte hoher als die sensorische Wahrnehmungsschwelle aus Literaturangaben. Die Bandbreite der
Verteilung der Analysenresultate demonstriert den Einfluss von Jahrgang und Gebiet. So beinhalten
kiihlere und feuchtere Jahrginge hohere Rotundonkonzentrationen als trockene und heifle Jahrginge.
Zusitzlich erkldren sich die Unterschiede auch durch die regionale Verteilung zwischen den verschie-
denen Weinbaugebieten. Zusammenfassend weisen unsere Daten darauf hin, dass die Leitsubstanz des
Pfeffers, Rotundon, den 6sterreichischen Griinen Veltliner in Abhéngigkeit von Klima und Region

pragt.

Abstract

With a cultivation area of approximately 29.4% of the total cultivated area, Griiner Veltliner is Aus-
tria’s main grape varicty and the unmistakable poster child of this small wine-producing country in the
heart of Europe: in addition to Central Europe and Northern Italy, it is nowadays also cultivated over-
seas (in countries such as the USA, New Zealand, Australia and South Africa). In addition to their
characteristic stone fruit aroma, the sensory expectation of typical Griiner Veltliner wines is the taste
of a distinctive peppery note (called “Pfeffer]”). According to literature, the connection between wine
and pepper concerning aroma compounds is due to the bicyclic sesquiterpenoid ketone “rotundone”. In
course of this work, the presence of rotundone, which lends the wine its typical peppery note, was
verified using SPE-SPME-GC-MS methodology. 105 samples were used to create a statistical distri-
bution profile of rotundone in Austrian Griiner Veltliner wines according to vintage and wine-growing
region. The rotundone content ranged from 9.5ng/l to 85ng/1. The average concentration was 31,7ng/l,
which is double the sensory perception threshold established in literature. The wide range of rotun-
done levels found in the samples, demonstrates the influence of vintage and region. Thus, cooler and
damper vintages (with high levels of rainfall) contain higher concentrations of rotundone than dry, hot
vintages. In addition, differences can also be explained through the regional spread between the vari-
ous wine-growing regions. In summary, our results indicate that the prevalent peppery note of the sub-
stance rotundone characterises Austrian Griiner Veltliner wines, depending on climate and region.
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4.1.2 Auswirkungen von 6nologischen MalRnahmen auf die Rotundon Konzent-
ration der 6sterreichischen Sorte Gruner Veltliner — Eine Bestandsaufnahme
und Vergleich von zwei Versuchsjahren

Im Rahmen der 74. ALVA — Tagung in Klosterneuburg (2019).

Autoren und Autorinnen: Nauer, S; Patzl-Fischerleitner, E; Philipp, C; Eder, R (2019).
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Auswirkungen von 6nologischen Mafilnahmen auf die Rotundon Konzentra-
tion der osterreichischen Sorte Griiner Veltliner — Bestandsaufnahme und
Vergleich von zwei Versuchsjahren

Stefan Nauer'”, Elsa Patzl-Fischerleitner', Christian Philipp',
Stephan Hann? und Reinhard Eder!

Einleitung:

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von klassischen ocnologischen Mainahmen wie Gartempe-
ratur, Maischestandzeit, Schwefelung (Maische/Jungwein), Mostklarung und Hefendhrsalzzugabe auf
die Rotundonkonzentration von Weinen der Sorte Griiner Veltliner Jahrgang 2011 und 2012 untersucht.
Ziel der Arbeit war es, positive bzw. negative Einfliisse seitens kellerwirtschaftlicher Schritte auf den
Gehalt der Leitsubstanz der pfeffrigen Note, Rotundon, im Griinen Veltliner festzustellen.

Material und Methoden:

Als Ausgangmaterial fiir dic Weine der 3 unabhingigen Versuchspline mit 22 vollfaktoriellen Design
(14 Versuchsvarianten (5 Varianten A, 5 Varianten B. 4 Varianten C)) in 2facherWiederholung in 2
Jahren (2011/2012) dienten ca. 900 kg Trauben der Sorte Griner Veltliner, die in der HBLA und BA
Klosterneuburg mikrovinifiziert wurden. Dabei unterschieden sich die Versuchspléine folgendermafien:
bei Versuchsplan A wurde die Gartemperatur (15°C;19°C;23°C) und die Maischestandzeit (Oh:3h:6h)
variiert, bei Versuchsplan B wurden die Folgen unterschiedlicher Schwefeldosierung zu Maische
(Omg/1; 30mg/1; 60mg/1) und Jungwein (40mg/l; 60mg/1: 80mg/1) uiberprift. Der Versuchsplan C ermit-
telte den Einfluss von Mostklarung und Hefenéhrsalzzugabe. Von allen Weinen wurde eine Rotundo-
nanalyse mittels SPE-SPME-GC-MS nach NAUER et.al (2018) durchgefiihrt. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels Statistikprogrammen Minitab 18 und DesignExpert 11, Es wurden neben einer
Varianzanalyse auch die Darstellung im Paretodiagramm, Wahrscheinlichkeitsnetz, Haupteffektdia-
gramm und Wechselwirkungsdiagramm durchgefiihrt. Zusitzlich wurde auch das Wahrscheinlichkeits-
netz (Normal) fur Effckte verwendet, um GroBe, Richtung und Bedeutung der Effekte zu ermitteln. Aus
der Visualisierung mit Faktordiagrammen (Haupteffekt- und Wechselwirkungsdiagramm), kénnen die
Zusammenhénge zwischen Rotundongehalt und den Faktoren (=z. B: Gértemperatur; Standzeit) gra-
fisch darstellt werden.

Ergebnisse und Diskussion:

Die Varianzanalyse des Versuchsplan A zeigt 2011 fiir den Faktor Gartemperatur (p=0.024) bzw. fiir
den Faktor Standzeit (p=0.014). dass dicsc Effckte fir den Rotundongchalt statistisch signifikant
(0=0.05) sind. Die Wechselwirkung beider Faktoren (p=0,143) ist nicht signifikant. Fiir 2012 sind diese
Effekte statistisch nicht signifikant (Gartemperatur p=0,876; Standzeit p=0,393; Gartemperatur/Stand-
zeit p=0.,889).

Fiir 2011 lasst sich aus dem Parcto-Diagramm folgende Bedeutung der Einflussfaktoren feststellen: Die
Standzeit, gefolgt von Gértemperatur, zum Schluss die Wechselwirkung aus Gértemperatur und Stand-
zeit. Die Referenzlinie fiir die statische Signifikanz tiberschreiten nur Standzeit und Gartemperatur. Die
Wechselwirkung aus beiden erreicht diese Referenzlinie nicht. Fiir das Versuchsjahr 2012 liefert das
Pareto-Diagramm folgende Effektreihenfolge: Standzeit, Wechselwirkung Géartemperatur/Standzeit und
zum Schluss Gértemperatur. Keiner der Einflussfaktoren wbertrifft die Referenzlinie. Mittels Wahr-
scheinlichkeitsnetz (Normal) fur Effekte kann abgeleitet werden, dass Standzeit und Géartemperatur im
Versuchsjahr 2011 signifikant, hingegen 2012 nicht signifikant sind. Zusitzlich ergibt sich, dass sich
die Gértemperatur offenbar positiv, die Standzeit hingegen negativ auf den Rotundongehalt auswirkt.
Dicser Trend ist sowohl 2011 als 2012 erkennbar. Aus dem Haupteffektdiagramm wird folgendes fiir
2011 bzw. 2012 ersichtlich. Bei einer Gartemperatur von 23°C sind die Rotundongehalte am hochsten
(MW=11,75ng/1) bei einer Gartemperatur von 15°C am niedrigsten (MW= 9,4ng/L). Eine kurze Stand-
zeit (Oh) bewirkt hohere Rotundongehalte (11,95ng/1) als eine lange Maischestandzeit (6h: 9.23ng/1).
Sowohl 2011 als auch 2012 zeigte sich dieser Zusammenhang. Durch die Hydrophobizitit des Molekiils
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wird vermutlich in leicht wissrig ethanolischer Umgebung kein Auslaugungs-Effekt auftreten bzw.
kann ein Abbinden des schalenlokalisierten Rotundons an feste Bestandteile stattfinden. Auch aus dem
Wechselwirkungsdiagrammen zeigt sich, dass hohe Géartemperaturen und kurze Standzeiten forderlich
fiir hohere Rotundongehalte sind. Ein Abgleich mit der Literatur (MARAIS, 1983) bestitigte. dass eine
Temperatursteigerung wihrend der Garung cinen Ansticg an Terpenen bewirkt.

Die Varianzanalyse des Versuchsplans B zeigt 2011, dass der Parameter Maischeschwefelung (p=0,045)
fiir den Rotundongehalt statistisch signifikant ist (a=0,05). Auf die Jungweinschwefelung (p=0.282)
trifft dies hingegen nicht zu. Die Wechselwirkung beider Faktoren (p=0,556) ist nicht signifikant. Fiir
das Versuchsjahr 2012 sind diese Effekte nicht signifikant. Bei Variante B im Versuchsjahr 2011 lasst
sich aus dem Pareto-Diagramm  folgende Bedeutung der Einflussfaktoren feststellen: Die Maische-
schwefelung. gefolgt von Jungweinschwefelung, zum Schluss dic Wechselwirkung aus Maische- und
Jungweinschwefelung. Die Referenzlinie fiir die statische Signifikanz erreicht nur der Parameter Mai-
scheschwefelung. Die Jungweinschwefclung und dic Wechselwirkung aus Maische- und Jungwein-
schwefelung erreicht die Referenzlinie fiir statische Signifikanz nicht. Fiir das Versuchsjahr 2012 liefert
das Pareto-Diagramm folgende Effektreihenfolge: Maischeschwefelung, Wechselwirkung Maische-
und Jungweinschwefelung und zum Schluss Jungweinschwefelung. Hinsichtlich statistischer Signifi-
kanz muss hier festgehalten werden, dass keiner der Einflussfaktoren die Referenzlinie uibertrifft. Mittels
Wahrscheinlichkeitsnetz (Normal) fiir Effekte kann fiir Variante B abgeleitet werden, dass Maische-
und Jungweinschwefelung in den Versuchsjahren 2011 und 2012 nicht signifikant waren. Zusitzlich
lasst sich fir 2011 ableiten, dass sich Maische- und Jungweinschwefelung bzw. eine Kombination der
beiden negativ auf den Rotundongehalt auswirken. Fiir den Jahrgang 2012 lasst sich ableiten, dass sich
diese Parameter offenbar positiv auf den Rotundongehalt auswirken. Aus dem Haupteffektdiagramm
wird fir 2011 ersichtlich, dass nicht geschwefelte Maische bzw. niedrige Jungweinschwefelung
(40mg/1) offenbar zu héheren Rotundongehalten (9.36ng/1 bzw. 8,78ng/1) fithrt als Maischeschwefclung
bei 60mg/l bzw. Jungweinschwefelung bei 80mg/l (6,9ng/l bzw. 7.4ng/l). Das generierte Haupteffekt-
diagramm fur Versuchsplan B von 2012 hingegen zeigt den gegenteiligen Effekt. Auch die Wechsel-
wirkungsdiagramme fiir 2011 bzw. 2012 untermauern dieses Phinomen fiir die beiden Versuchsjahre.
Die teilweise geringen Rotundongehaltsunterschiede zwischen einigen Varianten 2012 kénnten Ursache
fiir dieses Ergebnis sein.

Der aus der Literatur (de AZEVEDO et.al, 2007) bekannte Zusammenhang zwischen Bisulfit und Car-
bonylverbindungen besagt, dass stabile Addukte (Hydroxyalkylsulfonséuren) entstchen konnen. Alipha-
tische Aldehyde werden im Unterschied zu Ketonen bevorzugt. Mit dieser These des Abbindens lassen
sich die hoheren Rotundongehalte von 2011 ohne Maische- bzw. bei niedriger Jungweinschwefelung
erklaren. Diese These kann nicht fiir dic Ergebnisse des Jahrgangs 2012 herangezogen gelten, weil die
Rotundongehaltsunterschiede zwischen einigen Varianten teilweise zu gering sind.

Dic Varianzanalyse des Versuchsplans C zeigt 2011, dass dic Mostklarung (p=0.769) und dic Hefenéhr-
salzzugabe (p=0,799) fiir den Rotundongehalt statistisch nicht signifikant sind (a=0,05). Auch dic
Wechselwirkung beider Faktoren ist nicht signifikant (p=0,808). Fiir das Jahr 2012 wirkt sich die Most-
klarung signifikant auf den Rotundongehalt aus (p=0.028), die Hefenihrsalzzugabe jedoch nicht
(p=0,713). Aus dem Parcto-Diagramm lasst sich folgende Bedeutung der Einflussfaktoren feststellen:
Die Mostkliarung, gefolgt von Hefenihrsalzzugabe, zum Schluss die Wechselwirkung aus Mostklidrung
und Hefendhrsalzzugabe. Die Referenzlinie fiir die statistische Signifikanz erreicht keiner dieser Ef-
fekte. Far 2012 liefert das Pareto-Diagramm folgende Effektreihenfolge: Mostklarung, Wechselwirkung
Mostklarung/Hefenéhrsalzzugabe und zum Schluss Hefenédhrsalzzugabe. Nur der Einflussfaktor Most-
klarung crreicht knapp dic Referenzlinic. Mittels Wahrscheinlichkeitsnetz (Normal) fur Effckte kann
abgeleitet werden, dass keiner der Parameter im Versuchsjahr 2011 signifikant ist. Hingegen ist in 2012
nur die Auswirkung der Mostkldrung signifikant. Zusitzlich lasst sich aus dem Normal Plot fiir 2011
ableiten, dass sich dic Mostkldrung und dic Wechselwirkung aus beiden positiv, das Hefendhrsalz hin-
gegen negativ auf den Rotundongehalt auswirkt. Aus dem Normal-Plot von 2012 lisst sich ableiten,
dass sich sowohl Mostklarung, Hefenédhrsalz und dic Wechselwirkung negativ auf Rotundon auswirken.
Aus dem Haupteffektdiagramm fiir 2011 ist ersichtlich, dass Mostklarung bzw. fehlende Hefenahrsalz-
zugabe zu hoheren Rotundongehalten (11.5ng/1:11.5ng/1) fiihrt, als bei Mosten ohne Klirung bzw. He-
fenédhrsalzzugabe(11,2ng/l; 11,2ng/1). Die teilweise geringen Rotundongehaltsunterschicde zwischen
diesen Varianten konnten fiir dieses Ergebnis verantwortlich sein. Das Haupteffektdiagramm von 2012
zeigt hingegen das Gegenteil. Auch die Wechselwirkungsdiagramme verdeutlichen diesen Zusammen-
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hang fiir beide Jahre. Als Ursache kommt in Betracht, dass das hydrophobe Rotundon an Schalenbe-
standteile bindet und so, abhiangig von der Mostvorkldrung, im girenden Most verbleibt. Andererseits
kénnen hierfiir auch die teilweise geringen Rotundongehaltsunterschiede verantwortlich sein.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von klassischen 6nologischen Mafinahmen wie Gértempe-
ratur, Maischestandzeit. Schwefelung (Maische/Jungwein), Mostkldrung und Hefenéhrsalzzugabe auf
die Rotundonkonzentration von Weinen der Sorte Griiner Veltliner Jahrgang 2011 und 2012 untersucht.
Von allen Versuchsweinen wurde eine Rotundonanalyse mittels SPE-SPME-GC-MS durchgefiihrt. Von
den Versuchsjahren 2011 und 2012 ldsst sich festhalten, dass sich eine hohe Gartemperatur bzw. nied-
rige Standzeit forderlich den auf den Rotundongehalt auswirkten. Mit den Resultaten der Parameter
Maische/Jungwein-Schwefelung zeigte sich ein sehr gegenlaufiges Bild. Jahrgang 2011 belegt, dass
nicdrige Schwefelungen forderlich waren, wihrend 2012 genau der umgekehrte Effekt eintrat. Auch die
Parameter Mostklarung und Hefenédhrsalzzugabe zeigten ein schr differenziertes Bild. Einerseits fithrten
2011 Mostklarung bzw. fehlende Hefenahrsalzzugabe zu hoheren Rotundongehalten, 2012 hingegen
zeigte den umgekehrten Effekt. Geringe Unterschiede im Rotundongchalt des Jahres 2011 kénnten die
Ursache fiir diese gegenteiligen Ergebnisse sein.

Abstract

In this study, cffects of classical ocnological practice, such as fermentation temperature, maceration
time. sulfurization (mash/young wine), must clarification and addition of yeast nutrients on Rotundone
concentration of Griiner Veltliner vintage 2011 and 2012 was investigated. Rotundone analysis was
carried out by SPE-SPME-GC-MS. From the experimental years 2011 and 2012, it could be stated that
ahigh fermentation temperature or a short maceration time led to positive effects on Rotundon contents.
The results of sulfurization showed an opposite picture. Vintage 2011 showed that low levels of sulfur
were beneficial, while in 2012 the opposite effect occurred. The parameters must clarification and addi-
tion of yeast nutrients showed a differentiated picture. On the one hand, must clarification or lack of
supplementation with yeast nutrients led to higher Rotundone levels in 2011, while 2012 showed the
opposite effect. Minor differences in the content of Rotundone in 2011 could be the cause of these
contrary results.
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