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1 Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Zielsetzung des Forschungsvorhabens ist die exemplarische Uberpriifung in welchem Male
zugesetzte Aromastoffe aus einem aromatisierten weinhaltigen Getranks nach branchenubli-
cher Reinigung Uber die Teilprozesse einer Fulllinie in einen danach gefllliten Wein Ubergehen.
Hierzu wird ein kommerzieller WeilRwein mit funf Aromastoffen versetzt, die als analytische
Marker fir Aromaverfalschungen herangezogen werden sowie drei weiteren Aromastoffen, die
bei Gluhwein ein Rolle spielen bzw. sehr geruchsaktiv sind.

Dieser aromatisierte Wein wird auf einer kleinen Anlage gefullt. Nach einer branchenublichen
Reinigung, kommt der gleiche, aber natur-belassene Wein zur Abfullung. Nach 500 Liter wer-
den Schlauche, Filter und Pumpen ausgetauscht, so dass nur noch aus dem Filler Aro-
mastoffe migrieren kdnnen. Erneut werden 500 Liter des Ausgangswein gefullt.

Es werden Flaschen zu Beginn, Mitte und Ende der jeweiligen Fillung entnommen und der
Analyse auf Reste der zugesetzten acht Aromastoffe mittels verschiedener Headspace-Mul-
tidimensionalen-GC-MS-Methoden zugefiihrt. Hierbei kommt die Stabil-lsotopen-Verdin-
nungs-Analyse zu Anwendung, die eine sehr exakte Quantifizierung erlaubt, da sich die stabi-
len Isotopen wahrend der Aufarbeitung exakt wie die Zielkomponenten verhalten; im Massen-
spektrometer jedoch aufgrund ihrer hdheren Massen differenzieren lassen.

In einem zweiten Teil der Arbeit werden sieben Aromastoffe, die in der Weinlberwachung zur
Identifizierung unerlaubter Aromatisierung von Wein herangezogen werden, in ihrer sensori-
schen Relevanz charakterisiert. Dies erfolgt durch die Bestimmung ihrer sensorischen Schwel-
lenwerte in den drei Matrices Wasser, Modellwein und Ausgangswein mittels eines trainierten
Panels und unter Anwendung eines Triangel-Tests und ihrer Auswertung mit der Best-Esti-
mate-Threshold-(BET)-Methode.

Diese Vorgehensweise ermoglicht eine an der Humansensorik orientierte Beurteilung der tat-
sachlich stattfindenden Aromamigration. Insbesondere steht die Frage im Vordergrund, ab
welchen Konzentrationen gemal dem Aromawertkonzept eine sensorische Veranderung oder
gar Verbesserung eines Weines eintritt.

Durch Kombination beider Projektziele kann ein wichtiger Beitrag zur Beantwortung der durch
das BMEL aufgestellten zentralen Frage geleistet werden, in welchem Malke zugesetzte Aro-
mastoffe aus einem aromatisierten weinhaltigen Getrank nach branchenublicher Reinigung
Uber die Teilprozesse einer Fulllinie in den danach gefllliten Wein Ubergehen konnen.

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Der als Ausgangswein bezogene Sektgrundwein (Riesling, Sektkellerei Henkell, Wiesbaden)
wurde in der Sektkellerei Gro3-Winternheim GmbH vor Ort mit dem in Ethanol gelosten Aro-
men versetzt. Die Abfullung auf der gereinigten Anlage fand am 22. November 2016 statt und
am Anfang und am Ende der Abfullung von 2.000 L aromatisierten Wein wurden Proben ge-
nommen.

Bei der Reinigung der Anlage gemaf der Herstellerangaben wurde zu Beginn und Ende Pro-
ben des zur Spulung verwendeten Heillwassers genommen. Bei der nachfolgenden Fullung
des nicht aromatisierten Ausgangsweines wurden die ersten 500 L unter Nutzung der gesam-
ten Flllkette abgefillt. Danach wurde die Filtereinheit eliminiert und nur Gber Rinser und Fller
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geflllt. Zu Beginn und nach der Fillung der Teilmenge von jeweils 500 Liter wurden Proben
genommen, um den Beitrag der Filtereinheit zur méglichen Aromamigration getrennt betrach-
ten zu kénnen.

Die Weine und Spulwasser wurden am 24.11.2016 einer sensorischen Prifung unterzogen.
Die Schwellenwerte in den drei Matrizes Wasser, Modellwein und Grundwein wurden von Ok-
tober 2016 bis Februar 2017 durchgefihrt. Die Analyse der Aromastoffe erstreckte sich vom
Oktober bis April 2017.

Bei einer Abflllung eines marktiblichen aromatisierten weinhaltigen Getranks mit Mango-
Aroma durch die Sektkellerei Hans Sartor GmbH & Co KG in Polch im Auftrag der Rotkapp-
chen Sektkellerei GmbH wurde nach einer griindlichen Reinigung ein nicht aromatisierter Perl-
wein geflllt. Proben wurden aus dem Flilltank vor dem Passieren der Karbonisierungsanlage
und Abfulllinie gezogen sowie nach der Fillung von 1.000, 10.000 und 100.000 Flaschen.
Diese Proben wurden einer Aromaanalyse zugefuhrt.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Aromatisierte weinhaltige Getranke und Cocktails wie Glihwein oder ,Hugo® werden in der
Weinwirtschaft auf den gleichen Fulllinien gefllt, die auch fur die Abfullung von Weinen, Perl-
weinen oder Schaumweinen verwendet werden, bei deren Herstellung eine Aromatisierung
strikt verboten ist. Nicht zuletzt aufgrund immer niedrigerer analytischer Nachweisgrenzen ge-
lang erstmals in aromatisierten und nichtaromatisierten Mineralwassern der Nachweis der Mig-
ration von Aromen aus dem einen in das folgende Flllgut. Sowohl Dichtungen, Filtermedien,
Schlauche, als auch die fiir die CIP (Clean-in-Place) Reinigung verwendeten Lésungen nah-
men die hydrophoben Aromastoffe auf und gaben sie langsam an das nachfolgende Fullgut
ab.

Im Rahmen eines am 29. Februar 2016 abgeschlossenen Forschungsprojekts entwickelte das
Institut fir Weinbau & Oenologie empfindliche enantioselektive Analysenmethoden fir den
Nachweis der o0.a. angegebenen Markersubstanzen. Ferner wurde im Rahmen einer weiteren
Doktorarbeit in Kooperation mit der Technischen Universitat Kaiserslautern fir die z.T. eben-
falls chiral vorliegenden Gruppe der Methoxypyrazine Nachweismethoden im Spurenbereich
mit Nachweisgrenzen im unteren ng/L Bereich erarbeitet. Gleichzeitig ist das Institut am DLR
Rheinpfalz sowohl in Deutschland als auch weltweit anerkannt fiir die hohe Expertise in der
Weinsensorik, die auch die Ermittlung von sensorischen Schwellenwerten umfasst.

In der Vergangenheit wurde jeder Nachweis eines nicht im Wein beschriebenen oder in unib-
lich hohen Konzentrationen vorkommenden Aromastoffes als verbotene Aromatisierung be-
wertet, was strafrechtlichen Konsequenzen nach sich ziehen konnte. Als Markersubstanzen
werden das y-Decalacton und y-Undecalacton genutzt, welche in Lebensmitteln allgemein zur
Erzielung eines ortho- und retronasal wahrgenommenen Pfirsicharomas eingesetzt werden,
aber in Wein nurin Spuren vorkommen kdnnen. Geeignete Markersubstanzen bericksichtigen
zudem die Chiralitat der Molekule. In der Natur gibt es aufgrund unterschiedlicher Enzymakti-
vitaten in der Regel eine Bevorzugung eines Enantiomers, wahrend konventionell synthetisch
hergestellte Aromastoffe in der Regel ein Racemat liefern, in dem die (R)- und (S)-Enantio-
mere in gleichen Mengen vorkommen. Interessante Aromastoffe dieser Gruppe der chiralen
Aromastoffe im Wein sind neben den schon erwahnten Lactonen das a-lonon, der 2-Methyl-
buttersaureethylester sowie das aus dem Holz stammende Eichenlacton. Eine andere Gruppe
der zum Nachweis von unerlaubten Zusatzen geeigneten Aromastoffe sind Lésungsmittel bzw.
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Losungsmittelvermittler. Obwohl selbst kein Aromastoff, ist hier das 1,2-Propandiol von Inte-
resse, da es im Wein mit einer typischen Enantiomerenverteilung in relativ geringer Konzent-
ration vorkommt. Gelangt es jedoch als Tragerstoff (Losungsvermittler) von unerlaubt zuge-
setzten Aromastoffen in den Wein, liegt es als Racemat vor.

Bei der chiralen Analytik wird eine leistungsfahige und automatisierte Headspace-Proben-
nahme mit einer zweidimensionalen Gaschromatographie kombiniert, bei der die zweite Di-
mension einen chiralen Aromastoff mit einer enantioselektiven Phase in seine beiden Enanti-
omere auftrennt. Anhand des Vergleichs beider Signale kann ihr Enantiomerenverhaltnis be-
stimmt werden. Ein modernes Triple-Quadrupol-Massenspektrometer kommt zur Detektion
der Aromastoffe zum Einsatz. Die Quantifizierung beruht auf deuterierten Isotopen der Zielsub-
stanzen im Rahmen eines sogenannten Stabilisotopenverdiinnungsassays (SIVA). Diese
Standards wurden in der Regel im Institut fir Weinbau und Oenologie selbst synthetisiert oder
kommerziell erworben.

2 Material und Methoden

2.1 Weinauswahl

Als Ausgangswein diente ein 2015er Sektgrundwein der Rebsorte Riesling von der Sektkelle-
rei Henkell-Sohnlein in Wiesbaden (chemische Analytik in Tabelle 1), bestehend aus Grund-
weinen aus verschiedenen Anbaugebieten in Rheinland-Pfalz. Aufgrund seines moderaten Al-
koholgehaltes ist er vergleichbar mit den Alkoholgehalten der flir aromatisierte weinhaltige Ge-
tranke eingesetzten Grundweine. Seine niedrige freie schwefelige Saure erleichterte ferner die
Bestimmung der sensorischen Schwellenwerte.

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung des 2015er Riesling Sektgrundweines

Chemischer Parameter

Vorhandener Alkohol 11,7 % vol.
Restzucker 1,3 g/L
titrierbare Saure 8,0 g/L
pH-Wert 3,08
Freie schwefelige Saure (SO3) 14 mg/L
Gesamte schwefelige Saure (SO3) 35 mg/L

In einem zweiten Versuch wurden sechs Proben aus einer Abflllung eines marktiblichen aro-
matisierten weinhaltigen Getranks mit Mango-Aroma untersucht. Diese erfolgte bei der Sekt-
kellerei Hans Sartor GmbH & Co KG in Polch im Auftrag der Rotkappchen Sektkellerei GmbH.
Nach der Fullung eines grof3en Volumens des aromatisierten Mango-Getranks auf Weinbasis
erfolgte eine branchenubliche grindliche Reinigung. Von dem anschlieBend gefullten nicht
aromatisierten Perlwein wurden Proben aus dem Fulltank vor Karbonisierung/Abfillung und
nach erfolgter Fullung gezogen. Die 1.000, 10.000 und 100.000 Flaschen wurden auf ihren
Gehalt an migrierten Aromastoffen analysiert. Wie die Aromaanalyse in Tabelle 19 zeigte, be-
stand die Aromatisierung vornehmlich aus einer sehr hohen Konzentration an y-Decalacton
(2.438,5 pg/L) und 6-Decalacton (160,1 pg/L).
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2.2 Aromenauswahl

Die Aromatisierung des Riesling-Grundweins erfolgte mittels der in Tabelle 2 aufgeflihrten Aro-
mastoffe. Dabei handelt es sich um die in der Weinuberwachung bereits verwendeten chiralen
Lactone, sowie das von Langen et al. (2016) vorgeschlagene chirale a-lonon sowie den eben-
falls chiralen 2-Methylbuttersaureethylester. Ferner kamen zwei flr die Aromatisierung von
Gluhwein verwendeten nicht chiralen Aromastoffe zur Anwendung und das im Wein in kleins-
ten Konzentrationen natirlich vorkommende, aber sehr geruchsaktive 3-Isobutyl-2-
methoxypyrazin (IBMP) zur Anwendung. Alle Aromastoffe wurden von der Firma Symrise AG
in Holzminden bezogen.

Tabelle 2: Zugesetzte Aromastoffe und fliichtige Substanzen

Aromastoffe Geruchseindruck Chiralitat
y-Decalacton pfirsichartig, fruchtig, floral chiral
0-Decalacton pfirsichartig, fruchtig, floral chiral
y-Undecalacton pfirsichartig, fruchtig, floral chiral
a-lonon Himbeerartig, veilchenartig chiral
2-Methylbuttersaureethylester apfelartig, fruchtig, chiral
Isobutyl-Methoxypyrazin (IBMP) graner Paprika achiral
3-Phenyl-2-propenal (Zimtaldehyd) Zimt, Glihwein achiral
4-Prop-2-enyl-2-methoxyphenol (Eugenol) Gewdlrznelke, Gluhwein achiral

Bei der Wahl der Konzentrationen orientierten sich die Versuchsansteller etwa vierfachen Wert
der publizierten Schwellenwerte. Im Falle des IBMP orientierte man sich ferner an den oberen
Gehalten, die in Sauvignon Blanc Weinen vorliegen. Die Zugabe der in 100 mL 96%igem nicht
vergallten Ethanol (Berkel, Ludwigshafen) geldsten Aromastoffe erfolgte direkt vor der Fillung
der Weine in der Sektkellerei Gro3-Winternheim.

Tabelle 3: Geruchsschwellenwerte und zugesetzte Konzentrationen der Aromastoffe

y-Decalacton 11 ug/L (3, 9, 12) 44,8 ug/L
0-Decalacton 15-100 ug/L (3, 6, 9, 12, 13, 15) 84,0 ug/L
y-Undecalacton 30 (S) & 100 (R) pg/L (16) 40,6 pg/L
a-lonon 5,1 -13,7 ug/L (7) 40,8 ug/L
2-Methylbuttersaureethylester 0.1-0.3 pg/L, Wasser, 23,4 ug/L 90,0 pg/L
Wein (2, 5, 4, 14, 15)
Isobutyl-Methoxypyrazin (IBMP) 1-2 (WW), 15 ng/L RW (8b) 16,2 ng/L
3-Phenyl-2-propenal (Zimtaldedyd) 50-750 pg/L (1. 14) 198,6 pg/L
4-Prop-2-enyl-2-methoxyphenol (Eugenol) 6-30 pg/L (2, 10) 204,8 pg/L
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2.3 Abfiill- und Migrationsversuche

Die Abflllung erfolgte in dem auf Sekt- und Perlweinbereitung sowie Lohnabfiillung speziali-
sierten Sektkellerei Gro-Winternheim GmbH. Die Flllkette bestand aus einem Fllltank mit
dem aromatisierten und spater unversetzten Wein, einem Schichtenfilter mit einer EK80-
Schicht (Eaton, Langenlonsheim), einem Membran-Vorfilter mit 0,65 pm, einem Sterilfilter mit
0,2 ym (beide Eaton, Langenlonsheim), dem mit sterilen Wasser betriebenen Flaschenrinser,
dem isobaren Fuller mit elektropneumatisch gesteuerten Fllventil-Funktionen (KOSME, Man-
tova, Italien) mit 24 Fillstellen und einem Anrollverschlieler. Die Flillleistung pro Stunde be-
trug 2000 Flaschen mit einem Volumen von 0,75 L.

Fiallwein Schichten Vorfilter Sterilfilter Flaschenrinser Gleichdruck- Anroll-
ri--s -filter 0,65 um 0,2 um Uberdruck verschliel3er
i Filler

Abbildung 1: Verwendete Flillkette in der Sektkellerei Gro3-Winternheim am 22.11.2016

Tabelle 4: Abfolge der Full- und Reinigungsschritte in dem Experiment 22.11.2016

Filter Rinser und Fuller
Dampfen X X
Aromatisierter Wein 2000 L 2000 L
Spllung mit Heillwasser X X
CIP Reinigung X X
Spulung mit HeiRwasser X X
Unbehandelter Wein 500 L 500 L
Unbehandelter Wein - 500 L

Die Reinigung erfolgte gemaf der Angaben in Tabelle 5 unter Befolgung der Angaben des
Herstellers der Fullanlage zur CIP-Reinigung.

Tabelle 5: Reinigungsschritte in der Abflllanlage Sektkellerei Gro3-Winternheim

Schichten-, Vor- und Steril-Filter  Dauer Rinser und Fuller Dauer
1. HeilRwasserspulung bei 85°C 15 min 1. Heillwasserspullung bei 85°C 20 min
0,5%ig NaOH Lauge 20 min 3%ig NaOH Lauge 50°C, 60 min
0,5%ig H202 10 min Kaltwasser-Spulung 10 min
Entleeren 1% Salpetersaure-Spulung 45 min
HeilRwasser-Spulung bei 85°C 15 min

Kaltwasser-Spulung 10 min Kaltwasserspulung 10 min
0,5% Zitronensaure-Spulung 10 min Dampfen 20 min
Dampfen 20 min

2. HeilBwasser-Spulung bei 85°C 20 min 2. HeiBwasser-Spulung bei 85°C 20 min
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Die Flllung eines marktiblichen aromatisierten weinhaltigen Getranks mit Mango-Aroma
durch die Sektkellerei Hans Sartor GmbH & Co KG in Polch erfolgte auf einem Elektro-Pneu-
matischen Druckflller mit 72 Fllstellen und einer Fullleistung von 11.000 0,75 L Flaschen pro
Stunde. Von dem mit Mango-Aroma aromatisierten weinhaltigen Getrank wurde tber mehrere
Tage rund 200.000 Flaschen geflllt, so dass von einer Sattigung der Dichtungen ausgegangen
werden konnte. Als Verbindung zwischen Fllltank, Filter und Fuller dienten ausschlieRlich
Edelstahlleitungen und in den Reinigungsprozesse integriert waren.

Das Reinigungsschema nach Abschluss der Flllung aromatisierter weinhaltiger Getranke ist

Tabelle 6 zu entnehmen. Im Gegensatz zum Reinigungsschema der Sektkellerei Gro3-Win-
ternheim kam keine Salpetersdure zum Einsatz.

Tabelle 6: Reinigungsschritte in der Abflllanlage bei der Sektkellerei Sartor

Membranfilter, 0,45 pym Dauer Faller Dauer
1. HeiRwasserspulung bei 90°C 15 min 1. HeilRwasserspilung bei 90°C 15 min
Kaltwasser-Spulung Kaltwasser-Spulung 60 min
Ausbau Filterkerzen aromatisier- Einbau CIP-Tulpen fur Ventile

tes Fullgut

Kaltwasser-Spulung 5 min Kaltwasser-Spulung 5 min

(im folgenden nur Leitung, leeres
Filtergehause)

3% NaOH-Lauge 92°C 20 min 3% NaOH-Lauge 92°C 20 min
mit 1% H20, (15.000 L/h) mit 1% H202(15.000 L/h)
Kaltwasserspilung 15 min Kaltwasserspilung 15 min
Ausbau CIP-Tulpen 20 min
Nachspllen HeiRwasser bei 85°C 5 min Nachspulen HeilRwasser bei 85°C 5 min
Kaltwasserspulung bis abgekuhlt Kaltwasserspulung bis abgekuhlt

Einbau Filterkerzen nicht-aroma-
tisiertes Fullgut
Spulung HeilRwasser bei 90°C 10 min

2.4 Sensorische Analyse

Bei der sensorischen Uberpriifung der Unterscheidbarkeit des Wassers der direkt nach der
Abfullung des aromatisierten Weines erhaltenen 1. Heillwasserspullung (siehe Tabelle 5) mit
Wasser aus dem Leitungsnetz der Sektkellerei Grol3-Winternheim verglichen, das nicht in Kon-
takt mit der Fulllinie war. Hierzu kam ein Triangel-Test zu Anwendung, in dem die abweichende
Probe erkannt werden musste. Hierbei wurde sowohl das Spulwasser (B) als auch das Lei-
tungswasser (A) ein- oder zweimal in den drei prasentierten Proben eingesetzt, so dass sich
sechs Kombinationen (AAB, ABA, BAA, ABB, BBA, BAB) ergaben. Diese wurden voll rando-
misiert den 26 Prifern in zweifacher Wiederholung prasentiert. GleichermalRen wurde das
Wasser aus der zweiten HeilBwasserspulung (siehe Tabelle 5) nach erfolgter CIP Reinigung
mit dem Leitungswasser verglichen. Ebenso erfolgte der Vergleich zwischen dem unbehan-
delten Originalwein und dem nach der CIP-Reinigung die gesamte Fullkette durchlaufenen
Wein. Die sensorische Prufung fand am 24. November 2016 im Sensoriklabor des Instituts fir
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Weinbau und Oenologie am DLR Rheinpfalz statt. Es wurden jeweils 20 mL Probe in transpa-
renten INAO-Glasern (Institut national de l'origine et de la qualité) bei Raumtemperatur von
20°C prasentiert.

Die Bestimmung der Wahrnehmungsschwellen fur die Verbindungen y-Decalacton, &-De-
calacton, y-Undecalacton, a-lonon, Ethyl-2-methylbutanoat, Zimtaldehyd und Eugenol erfolgte
in Wasser (vollentsalzt), Modellweinldsung und Weildwein. Diese Vorgehensweise berlcksich-
tigt den Einfluss verschiedener Matrizes auf die jeweiligen Wahrnehmungsschwellen. Der Mo-
dellwein bestand aus Wasser mit 12 % (v/v) Ethanol und 6 g/L Weinsaure, der durch Titration
mit 5 N Natriumhydroxid-Lésung (NaOH) auf pH 3.2 eingestellt wurde. Beim Weillwein han-
delte es sich um den gleichen 2015 Riesling Sektgrundwein, der bereits zur Herstellung des
aromatisierten Weines Verwendung fand (siehe Tabelle 1). Alle sensorischen Tests fanden in
einem Temperatur-kontrollierten Raum bei 20°C in individuellen Verkostungskabinen statt. Die
Prifer erhielten jeweils 20 mL der zu verkostenden Probe, die in transparenten INAO-Glasern
(Institut national de l'origine et de la qualité) prasentiert wurden.

Die Wahrnehmungsschwellen fir jeden Aromastoff wurden gemafl den Normen ASTM
E 1432-04 und ISO 13301:2002 ermittelt, wobei anstelle des ,three-alternative forced-choice*
(3-AFC) Test ein Triangel-Test Anwendung fand. Ein 3-AFC-Test ist die Methode der Wahl,
wenn die Wahrnehmungsschwelle eines Fehlaromas bestimmt werden soll. Dabei enthalt im-
mer nur eine der drei gereichten Proben die abweichende Probe, die mit dem Fehlaroma ver-
setzt wurde. Das Fehlaroma vermittelt sich dem Verkoster nur negativ und es ist eine Ja-Nein-
Entscheidung, ob die Person das Fehlaroma wahrnehmen kann oder nicht.

Die eingesetzten positiven Aromastoffe unterliegen einer komplexen Wechselwirkung mit ei-
ner Reihe nativer Aromastoffe und anderer Weininhaltsstoffe. Daher kam der Triangel-Test
zur Anwendung, bei dem die zu erkennende abweichende Probe entweder der mit dem Aro-
mastoff dotierte Wein (B), oder aber der Originalwein (A) ist. Die Prifer werden mit sechs
mdglichen Kombinationen in randomisierter Reihenfolge konfrontiert: AAB, ABA, BAA, ABB,
BBA, BAB. Der hohere Schwierigkeitsgrad gegenuber dem 3-AFC-Test liegt darin, dass die
Prifer nie wissen, ob der Aromastoff in einem oder zwei Glasern des Triangel-Tests prasen-
tiert wird. Dies fuhrt zwangslaufig zu hoheren Schwellenwerten als im 3-AFC-Test.

Zur sensorischen Bestimmung der Wahrnehmungsschwellen wurden fir jeden Aromastoff und
jede Matrix (Wasser, Modellwein und Wein) je funf Proben mit aufsteigender Konzentration
hergestellt, in dem eine Verdinnung des zu bestimmenden Aromastoffes am Vortag der Ver-
kostung in die jeweilige Matrix pipettiert wurde. Die funf Proben wurden in aufsteigender Rei-
henfolge ihrer Konzentrationen in je einem Dreieckstest gegen die nicht dotierte Matrix (Was-
ser, Wein oder Modellwein) von jedem Prifer verkostet. Die Verkoster wurden angewiesen,
die abweichende Probe zu benennen. Der zugrunde liegende Dreieckstest sieht vor, dass ein
Prifer in jedem Falle eine Probe als abweichend benennt, auch wenn kein Unterschied fest-
stellbar war. Die Verkostungen fanden zweimal wochentlich statt. Jeder Verkostungstermin
sah die Durchfiihrung von dreimal funf Dreieckstest vor, so dass pro Termin 45 Proben ge-
ruchlich beurteilt wurden. Die Schwellenwertbestimmung wurde fir jeden Aromastoff und Mat-
rix dreimal wiederholt. Das Prifpanel bestand aus geschulten externen Verkostern und Ange-
stellten verschiedener Institute des DLR Rheinpfalz.

Die Datenauswertung erfolgte nach Lawless und Heymann (2010) und ist detailliert im Folgen-
den beschrieben. Zuerst wird ein Individualschwellenwert (,best-estimate-threshold®) fir jeden
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Prifer bestimmt. Dieser Individualschwellenwert ist definiert als das geometrische Mittel zwi-
schen zwei Werten, der mittels der Quadratwurzel der Produkte aus beiden Werten berechnet
wird. Der erste Wert ist die Konzentration, bei welcher der Prifer den ersten Dreieckstest und
mindestens einen nachfolgenden, héher konzentrierten, Test richtig bewertet hat. Der zweite
Wert ist die Konzentration direkt unter dem ersten Wert, also die letzte Konzentration in der
Reihenfolge der aufsteigenden Konzentrationen, die noch zu einer falschen Bewertung fihrte.
Wenn ein Prifer alle oder keine der Konzentrationen richtig bewerten konnte, wird der nachst
héhere oder nachst niedrigere Wert aulerhalb der verkosteten Serien als korrekt erkannt her-
angezogen. Auch wenn dieses Vorgehen etwas arbitrar ist, so ist es nicht unangemessen. Nun
wird der Gruppenschwellenwert aus dem geometrischen Mittel aller Individualschwellenwerte
berechnet. Hierfur werden die Individualschwellenwerte logarithmiert, der Mittelwert der loga-
rithmierten Individualschwellenwerte bestimmt, und dieser folglich wieder de-logarithmiert. Der
Gruppenschwellenwert ist somit das Aquivalent zur der n-ten Wurzel der Produkte aller N In-
dividualschwellenwerte.

Abschlieend wurden fur jeden Aromastoff in jeder Matrix (Wasser, Modellwein und Wein) fur
die logarithmierten Gruppenschwellenwerte der drei Wiederholungen die Mittelwerte und ge-
mittelten Standardabweichungen und Konfidenzintervalle berechnet.

Der Mittelwert (xpo0iea) berechnet sich aus den logarithmierten Gruppenschwellenwerte (Mittel-
werten) x fur k Wiederholungen und deren Stichprobenumféangen n:

Ny *X; +Ny*xy + o 1y * X
Ny +ny+ . +ny

Xpooled =

Die gemittelte Standardabweichung (spociea) Wird wie folgt aus den einzelnen Standardabwei-
chungen s flr k Wiederholungen berechnet:

(ny — Vs + (n, — sz + ... + (ny — 1)s?
S =
pOOIed n1 + nz + + le
Die Konfidenzintervalle KI werde aus dem T-Wert (a =25 %, zweiseitig); t fur (ny +n, +
... +ny) — k Freiheitsgrade und der gemittelten Standardabweichung (speoled) Wie folgt berech-
net:

S S S
KI%% = tx \/ pooled + pooled + .+ pooled
ny n, ny
Das obere bzw. untere Konfidenzintervall erhalt man durch Addition bzw. Subtraktion des
Klgs0, Wertes vom Mittelwert Xpo0ea. Der Mittelwert Xpooed @ls auch das obere und untere Kon-
fidenzintervall werden zuletzt noch de-logarithmiert.

Seite 12




Abschlussbericht Forschungsprojekt Aromaverschleppung 2816HS001

2.5 Chemische Analyse

Die weinchemischen Werte des Grundweines wurden in dem nach ISO 17025 zertifizierten
Wein- und Analyselabor des DLR Rheinpfalz analysiert.

2.5.1 Aromenanalyse der Spulwasser

In den Spulwassern erfolgte die Bestimmung der Aromastoffe mittels Stir Bar Sorptive Extrak-
tion (SBSE) und anschlieRender Gaschromatographische mittels GC-MS.

Material:

100 mL Erlenmeyerkolben mit Schliff und Glasstopfen
Magnetruhrer fir Twister® [Fa. Gerstel]

20 mL Pipette

Twister® Phasenmaterial Polydimethylsiloxan [Fa. Gerstel]
Lange 1 cm, Schichtdicke 0,5 um (55 pL Phasenvolumen)

Gaschromatograph mit Probenaufgabe und Massenspektrometer:
TDU (Thermo- Desorptions-Unit) mit Glaslinern fur TDU und Gummikappe
KAS4 (Kaltaufgabesystem mit Stickstoffkihlung)

GC-MS (6890 N Network GC Systems Fa. Agilent Technologies, Mass Selective Detektor,
5975C) Fa. [Agilent Technologies]

Saule [Fa. Phenomenex Zebron ZB-WAX (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 u m)
Autosampler MPS 2 Multi-Purpose-Sampler [Fa. Gerstel]

Pneumatik GC 6890N und Pneumatik TDU/CIS4

Magnetische Pinzette

EtOH, p.A. [Fa. Roth]

Tragergas Helium, 5.0

Flussiger Stickstoff

dest. Wasser

Magnetstab

Vorgehensweise

20 mL Probe werden in einen 100 mL Erlenmeyerkolben mit Schiliff pipettiert, anschlieend
wird ein thermisch regenerierter Twister® zugefiigt. Das Glasgefal wird mit einem Glasstopfen
verschlossen und bei Raumtemperatur und 1000 rpm 60 min geruhrt. Die Gleichgewichtsein-
stellung zwischen Aromastoffe in der Probe und dem Twister® ist abhangig von Temperatur,
Ruhrgeschwindigkeit, Rihrzeit, Volumen und Matrix der Probe. Nach 60 min wird der Erlen-
meyerkolben gedffnet und der Twister® mit einem Magnetstab enthnommen und Matrixbe-
standteile durch Spulen mit H,O vom Twister® entfernt. Die getrockneten Twister® werden mit
Hilfe einer Pinzette in die Glas-Liner des Autosamplers Uberfihrt. Die Desorption der Aro-
mastoffe erfolgt in einem Thermo-Desorptionssystem (TDU, Fa. Gerstel) bei 100°C mit an-
schlieRender Kryofokussierung an einem Kaltaufgabesystem (CAS, Fa. Gerstel) bei -120 °C.
Die gaschromatographische Trennung (GC 6890 N, Fa. Agilent) mit massenselektiver Detek-
tion (MSD 5975 C, Fa. Agilent) findet unter folgenden Bedingungen statt:

Seite 13



Abschlussbericht Forschungsprojekt Aromaverschleppung 2816HS001

Bedingungen Chromatographie-Twister®: (Programm: Aroma_ZBWax_20160921)
Mode: Const. Flow; 1,2 mL/min

Split: Vent Flow: 50 mL/min

Purge Flow: 30 mL/min at 2.01 min

Gas saver: 20 mL/min at 20 min

Tragergas: Helium

Inlet: Front

Temperaturprogramm: 40 °C /2 min // 5 °C/ min /60 °C// 5 min // 10 °C/ min / 165 °C// 0 min
/120 °C/ min / 240 °C //5 min

Detektor:

MS Source: 230 °C

MS Quad: 150 °C

Messmodus: Scan 29 — 400 amu, 3,84 scan/sec

Kaltaufgabesystem:

Equilibrium Time: 0,2 min

Initial Time: 0,01 min

Temperaturprogramm: -120 °C /12,0 °C /s // 280 °C/ 3 min
Thermodesorptionssystem:

Transferline: 280 °C

Temperaturprogramm: 20 °C /1 min // 720 °C / min // 250 °C / 10 min

2.5.2 Aromenanalyse der Weine mittels Triple-Quad-GC/MS
Autosampler: TriPlus RSH

o SPME: Supelco (gray) fiber assembly Divinylbenzene/ Carboxen/ Polydimethylsiloxane
50/30um(DVB/CAR/PDMS) 24ga,

¢ Inkubationszeit: 2 min
e Inkubations-/Extraktionstemperatur:  40°C
e Agitator On/Off: 5s/2s
e Extraktionszeit: 30 min
e Sampling Vial Depth: 20 mm
o Desorptionszeit im Injektor: 2 min

e Konditionierung der Faser vor und nach jeder Messung: 10 min bei 270°C
(mit Stickstoff-Umspuilung)

GC: Trace GC Ultra Thermo Fisher [heart-cut (H/C) multidimensional gas chromatog-
raphy (MDGC)-MS-MS]

o  Temperaturprogram: 50°C / 2min // 15°C/min // 140°C / 0.5 min // 5°C/min // 190°C / 8.7
min // 30°C/min // 120°C/ 2 min // 4°C/min // 150°C / 1min // 25°C/min // 190°C / 5 min

e PTV Injektor: 250°C; konstante Temperatur, Splitess Modus

e Splitless Zeit: 2 min (20 mL/min)

Eingangsdruck (PTV): first dimension (1D) Saule mit Ruckflutung durch das Deans’ switch
Gerat mit dem Fluss-Modus: Programmierter Druckverlauf: (siehe Abbildung 3)

e 197 kPa// 30,30 min // 100 kPa/min // 15 kPa He // 16 min

e Mitteldruck: 121 kPa He konstanter Druck Uber das sekundare SSL (Deans switch)
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e Trennsaule 1D: StabilWaxMS (Restek, Bad Homburg, Germany) 30 m x 0,25 mm,
Schichtdicke 0,25 pm (max. Temp. 250°C)

o Trennsaule 2. Dimension (2D): LipodexG - Fused Silica Kapillare belegt mit Octakis (2,3-
di-O-pentyl-6-O-methyl)-Cyclodextrin (Macherey-Nagel, Diren, Germany), 25 m x 0,25
mm, Schichtdicke 0,2 ym (max. Temp. 200°C)

e Auswertung mit XCalibur 2.1 SP1.48 Software

Detektoren:

e Detektor 1D: Flammenionisationsdetektor (FID): 250°C, 35 ml/min Hz, 340 ml/min O,
Make-Up-Gas 30 ml/min N2

e Detektor 2D: MS TSQ Quantum XLS Ultra Thermo Fisher: Transferline 190°C, lonen-
quelle 230°C

MS-MS Parameter:

o Massenspektrometrische Detektion im positive Elektronen-lonisations-Modus bei 70 eV

o Die Temperaturen fir die Transferleitung und die lonenquelle waren 190°C und 230°C

o Zyklisierungsperiode 0,3 s; Kollisionsgas (Argon 99,999% Reinheit); Druck 1,1 mTorr;
Scanbreite von 0,002 m/z; Q1 FWHM 0,7; Q3 FWHM 0,7

Tabelle 7: Einstellung fir die Single-lon-Monitoring (SIM) fur das Massenspektrometer mit den
fettgedruckten Quantifier-Massen

Komponente Center Mass collision energy [V]
Zimtaldehyd 135 103 10
Zimtaldehyd-d5 137 108 10
Eugenol 164 10
Eugenol-d3 167 10

Tabelle 8: MS-MS Ubergéange fiir die Selected-Reaction-Monitoring (SRM) fiir das Massen-
spektrometer mit den fettgedruckten Quantifier-Massen

parention [m/z]  product mass [m/z] collision energy [V]

y-Decalacton 128 95 8
128 71 8
85 57 8
y-Decalacton-d7 135 929 8
90 62 8
90 90 8
y-Undecalacton 128 95 8
128 71 8
85 57 8
0-Decalacton 929 71 8
71 71 8

114 67 12

124 95 12
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Deans Switch (microfluidic device von SGE (now Trajan Scientific), Ringwood, Australia)

. Die Gaszufuhr wird durch den Carrier-Gaseingang des SSL-Injektors mit Gas versorgt.
Zwischen Deans Switch und FID ist eine Restriktionskapillare von ca. 0,6 m x 0,1 mm
(Phenylmethyl-deaktiviert) eingebaut.

o Der Deans Switch ist am GC als ,Valve # 1 Switching® konfiguriert.

° Folgende Parameter werden in der GC-Methode als ,external event” festgelegt:

° Valve Switching Events: 1D > 2D

= 20,42 min ON; 20,74 min OFF (Zimtaldehyd/ Zimtaldehyd-d5)

= 22,86 min ON; 23,30 min OFF (Eugenol/ Eugenol-d3)

= 23,32 min ON; 23,80 min OFF (y-Decalacton/ y-Decalacton-d7)
= 24,30 min ON; 24,81 min OFF (y-Undecalacton)

= 26,42 min ON; 27,01 min OFF (&-Decalacton)

A) Instrumentation

FID EPC MS-MS

IPTV

GC Oven \ 3-Way Valve

Deans Switch

“
.

. -

AC AC

Abbildung 2: Schematische Darstellung des zweidimensionalen GC Set-up mit Cryo-Fokus-
sierung zur Refokussierung der auf die zweite Saule Ubertragenen Aromastoffe (Schmarr et
al. 2016)

Cryo-Focussing

. Das Ventil zur Ansteuerung des CO2-Cryo-Jets ist am GC als ,external event #3“ konfi-
guriert.
Folgende Parameter werden in der GC-Methode als external event festgelegt:

. External Event #3: 19,58 min ON; 29,50 min OFF
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Temperaturprogramms (a), Druckprogramms im
Dean-Switch zur Ubertragung von der ersten auf die zweiten Saule (b) und FID-Chromato-
gramm der ersten Saue bis zum Ubertrag auf die zweite Saue und gleichzeitiger Riickspilung
der Saule (c) (Schmarr et al. 2016)

Chemikalien:

° Ethanol, HPLC grade = 99,7% Roth; Karlsruhe [64-17-5]
° Natriumchlorid p.a. ACS = 99,5% Roth; Karlsruhe [7647-14-5]

. Zimtaldehyd  [104-55-2] (Symrise) >95,0%

o Zimtaldehyd-d5 [1304632-52-7] (aromaLAB) >95,0%

o Eugenol [97-53-0] (Symrise) >95,0%

o Eugenol-d3 [1335401-17-6] (aromaLAB) >95,0%

. y-Decalacton [706-14-9] (Symrise) >95,0%

. y-Decalacton-d7 (DLR-Rheinpfalz) >95,0%

o y-Undecalacton [104-67-6] (Symrise) >95,0%

. 0-Decalacton [705-86-2] (Symrise) >95,0%

. Modellwein n. LUA-Mainz
= L(+)-Weinsaure (AppliChem) [87-69-4] 1,5g/L
=  DL-Apfelséure (Merck) [6915-15-7] 1,59/L
= L(+)-Milchsaure, 85-90% (Riedel de Haén) [79-33-4] 1,7 g/lL
=  D(+)-Glucose (AppliChem) [60-99-7] 15,0 g/L
=  D(-)-Fuctose (AppliChem) [57-48-7] 15,0 g/L
= Glycerin, wasserfrei (Sigma-Aldrich) [66-81-5] 6,0 g/L
= 2,3-Butandiol (Max F. Keller) [-] 1,0 g/L
=  2-Phenylethanol (Sigma-Aldrich) [60-12-8] 40,0 mg/L
= Ethanol, 96%vol. (Berkel AHK) [64-17-5] 120 mL/L
= K* Zugabe durch pH-Einstellung (Scharlau) [1310-58-3] 1,44g/L

= Stabilisiert mit NaN3 [26628-22-8] 100 mg/L (2.5 mL einer 40 g/L Lésung/L)
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Sonstige Gerite:

GC-Spritzen von 10 pL; 20 pL; 50 pL (Fa. Hamilton)

2 ml Glasflaschchen mit Gewinde, 32 x 12 mm (Fa. BGB-Analytik)

20 ml Headspace Glasflaschchen (weil3, Groe: 75,5 x 22,5 mm Schraubverschluss 18
mm) (Fa. Klaus Trott)

Septum Sil/PTFE blau-transparent (1,3 mm), (Fa. Klaus Trott)

Analysenwaage (Fa. Sartorius)

Probenvorbereitung

5 mL Probe wird in 20 mL Headspace-Schraubflaschchen (Sil/PTFE Septum (1,3 mm))
geflllt in der bereits 5 ml gesattigte wassrige Kochsalzsole vorlegt ist.

Zugabe des internen Standard-Mix: gamma-Deccalacton-d7 // Zimaldehyd-d5 // Eu-
genol-d3 (15 pyL (Verwendung einer 25 pL Spritze) in einer ethanolischen Lésung mit
den Konzentrationen 50 // 200 // 200 ng / 5 mL), so dass in der Probe eine Endkonzent-
ration von 10 // 40 // 40 ug/L vorliegt.

Rohdatenerfassung und Auswertung

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der TraceFinder Version 2.1 .

Limits of detection (LOD) und limits of quantification (LOQ) wurden berechnet gemaf
der DIN 32645 via der DINTEST Software, Version 2005 DE (Georg Schmidt, Institut fir
Rechtsmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg, Germany).
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchungen erfolgten auf drei Ebenen: Der analytischen, der direkten sensorischen
Ebene beim Vergleich aromatisierter und unbehandelter Weine und Spllwasser, sowie indirekt
Uber den Vergleich analytisch bestimmter Konzentrationen mit den Schwellenwerten des Stof-
fes in der passenden Matrix.

3.1 Sensorik der Weine und Spiilwasser

Zwei Tage nach der Durchflihrung des Versuchs wurde das Wasser der ersten Heillwasser-
spulung vor der Reinigung (siehe Tabelle 5) und das Wasser der zweiten Heillwasserspulung
nach der Reinigung jeweils gegen Leitungswasser verglichen. In beiden Fallen konnten die
Spulwasser gegen das frische Leitungswasser signifikant unterschieden werden (Tabelle 9).
Offensichtlich migrierten in ausreichendem Malle Aromastoffe oder Reste des Weines in die
Spulwasser. Hierbei spielen die sehr niedrigen Geruchsschwellenwerte flir Aromastoffe in
Wasser eine entscheidende Rolle (siehe Tabelle 13).

Der native Sektgrundwein hingegen, der nach der vollstandigen Reinigung die komplette An-
lage passiert hat und abgefullt wurde, konnte nicht von dem gleichen Wein unterschieden wer-
den, die nie in Kontakt mit der Flilllinie getreten ist. Somit liegt ein erster Beleg vor, dass nach
der Reinigung der Flllanlage keine sensorisch feststellbare Migration vorlag:

Tabelle 9: Ergebnis der sensorischen Triangel-Tests am 24.11.2016

Proben im Wasser — Wasser — Ausgangswein -
Triangel-Test HeilRspilung Was- Heilspllung Was- Wein nach
ser vor Reinigung ser nach Reinigung Reinigung
Anzahl Prifer (26 x 2 Wdhg) 52 52 52
Anzahl richtiger Antworten 51 40 23
Signifikanz e e n.s.

n.s. nicht signifikant, * p<0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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3.2.1 Aromaanalytik der Spulwasser und Weine mittels Twister®-GC/MS

Die erste Aromaanalytik extrahierte die Aromastoffe mittels eines beschichteten Rihrstabes
(Twister®, Gerstel) aus den flissigen Proben (Wein, Spllwasser). Die Quantifizierung erfolgte
anhand zugesetzter deuterierter Standards.

Das erste Spulwasser vor der Reinigung in Abbildung 4 enthalt je nach Aromastoff zwischen
3 bis 30% der urspringlich im aromatisierten Wein vorliegenden Konzentration. Dieser Sach-
verhalt erklart die hochsignifikante Differenzierung des ersten Spulwassers von frischem Lei-
tungswasser. Nach der Reinigung lagen nur noch Spuren von unter 2% der Ausgangsmenge

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Prozent von aromatisierten Wein

m Wasser vor Reinigung

m Wasser nach Reinigung

des aromatisierten Weines in
dem 2. Spllwasser vor, mit
Ausnahme des Zimtaldehyds,
wo 4% der Ausgangsmenge ge-
funden wurde. Aufgrund seines
hohen Schwellenwertes (siehe
Tabelle 3) spielte der Zimtalde-
hyd aber nur eine untergeord-
nete Rolle. Die in einer geruchs-
freien Wassermatrix stark abge-
senkten Schwellenwerte reich-
ten aber aus, dass auch dieses
Spulwasser noch hochsignifi-
kant sensorisch von frischem
Leitungswasser unterschieden
werden konnte.

Abbildung 4: Prozentualer Gehalt der zugesetzten Aromastoffe in den Spulwassern in Rela-
tion zu den Gehalten in dem aromatisierten Wein
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Mit dieser weniger empfindli-
chen Analysemethode konnte
in dem unbehandelten Aus-
gangswein sowie den mit und
ohne Filtergruppe abgefillten
Weinen nach der Reinigung
keine signifikante Anreicherung
der Aromastoffe ©-Decalacton
sowie 2-Methyl-buttersaureet-
hylester festgestellt werden
(siehe Abbildung 5). Die ande-
ren Aromastoffe lagen jeweils
unter ihrer  Bestimmungs-
grenze.

Abbildung 5: Prozentualer Gehalt der zugesetzten Aromastoffen in dem unbehandelten Aus-
gangswein und den mit und ohne Filtergruppe nach der Reinigung abgeflillten Wein
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3.2.2 Aromaanalytik der Spuilwasser und Weine mittels HS-SPME-GC/MS

Genauere Messungen wurden mit einer Headspace (HS) Solid-Phase-Micro-Extraction
(SPME) enantiomeren Multidimensionalen Gaschromatographie ((€)MDGC) und einer Mas-
senspektrometer-Massenspektrometer (MS/MS) Detektion im Single-lon-Monitoring Modus
(SIM-MS) bestimmt. Der Kalibrierbereich, die Linearitat und Gute der Kalibriergerade (R?) die
Nachweisgrenze (Limit of Detection; LOD) sowie die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantifica-
tion; LOQ) ist in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Leistungsparameter der angewandten HS-SPME-(e)MDGC-MSMS-(SIM-MS)-
Methode zur Bestimmung der zugesetzten Aromastoffe

Aromastoff  Kalibrierbereich® Linearitat (® R? X X X
/L] XG EG BG
[ug (LOD) [uglL] (LOQ)
[Hg/L] [ng/L]

Zimtaldehyd 2,1-2755 y=0,058x +0,072  0,9998 291 581 1042
Eugenol 2,8-210,9 y =0,036x-0,007  0,9999 1,75 3,51 6,35
y-Decalacton 0,16 — 63,8 y=0,241x + 0,057  0,9995 1,21 243 4,32
y-Undecalacton 0,28 - 110,9 y=0,298x + 0,025  0,9995 1,71 342 6,29
5-Decalacton 0,19 -78,3 y=0,203x + 0,219  0,9991 1,99 3,99 7,07
R-a-lonon 0,101 — 6,079 y=0407x-0,001"  0,9958 0,72 - 2,59
S-a-lonon 0,137 — 8,192 y=0709x+0,048  0,9945 0,71 - 2,53

(a) Kalibrierung erfolgte in einem Modellwein (ca. 12% Vol., pH 3,5) (siehe 2.5.2: Chemikalien)
(b) Lineare Regression

(c) xne(LOD), Xec, XnG (LOQ) wurden nach DIN 32645 bestimmt.

(d) Wichtung 1/X

Somit bewegten sich die Nachweisgrenzen fiir die verschiedenen Aromastoffe zwischen 0,7
und 2,91 pg/L.

Den Ergebnissen aus Tabelle 11 zu Folge konnte in der ersten abgefillten Flaschen Wieder-
findungen von 57% bis 89% realisiert werden: y-Decalacton (86%), &-Decalacton (57%), y-
Undecalacton (89%), R und S a-lonon (80%), Zimtaldehyd (85%) und Eugenol (80%). Offen-
sichtlich kam es bereits bei dem ersten Kontakt zwischen den Filtermateralien und Dichtungen
zu eine nennenswerten Abreicherung der Aromastoffe. Ferner gelingt es nicht immer, bei der
Probenaufarbeitung zu 100% die enthaltenden Aromastoffe zu extrahieren und der Analyse
zuzufuhren.

Vergleicht man die Gehalte der Aromastoffe in der erstgefiiliten Flasche 1 mit der zuletzt ge-
fullten Flasche 2673, so nimmt der Gehalt der Aromastoffe um 8 bis 31% ab: y-Decalacton
(19%), &-Decalacton (17%), y-Undecalacton (31%), R und S a-lonon (25%), Zimtaldehyd
(20%) und Eugenol (8%). Dies ist ein Beleg fur die zunehmende Aromamigration aus dem
Wein in die Filter- und Dichtungsmaterialien.
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Geht man von einer 100%-igen Extraktion der Aromastoffe aus dem analysierten Wein aus,
so variierte die absolute Aufnahme der Aromastoffe durch die kontaktierten Filter-, Schlauch-
und Dichtungsmaterialien zwischen 6,9 und 31,8 mg: y-Decalacton (6,9 mg), d-Decalacton
(22,2 mg), y-Undecalacton (8,0 mg), R und S a-lonon (8,1 mg), Zimtaldehyd (31,8 mg) und

Eugenol (26,7 mg).

Tabelle 11: Konzentrationen der Aromastoffe in den verschiedenen Fraktionen (experimentell
aromatisiertes weinhaltiges Getrank)

Probe (n=2) Zimtalde- Eugenol vy-Decalacton y-Undecalacton 6-Decalacton R-a-lonon S-a-lonon
hyd [pg/L]  [uwg/L] (ug/L] [ug/L] [ug/L] [ug/L] [ug/L]
Aromatisierter Vein 168,8 1643 38,5 36,0 47,9 16,6 16,2
Flasche 1
Aromatisierter Wein
Flasche 2673 135,0 151,4 31,0 24,7 39,7 12,5 12,2
1. Reinigungsschritt ~ <LOD @ 1,9 <LOD <LOD <LOD 1,6 1,5
heil3es Spilwasser < 2,9 ug/L <1,2 yg/L <1,7 pyg/L < 2,0 yg/L
2. Reinigungsschritt
heilRes Spulwasser <LOD < <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
nach H202/NaOH/ 29 g/l <1,8pug/ll <1,2 g/l <1,7 pyg/L <2,0puyg/L <0,7 yg/L <0,7 ug/L
Zitronensaure
Wein ohne Aroma <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
nach Schichtenfilter <29 ug/L <1,8 ug/L < 1,2 ug/L <1,7 ug/L <2,0ug/L <0,7 ug/L <0,7 ug/L
Wein ohne Aroma <LOD <LO <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
nach Membranfilter <29 ug/L < 1,8 pg <1,2 ug/L <1,7 ug/L < 2,0 ug/L <0,7 ug/L <0,7 ug/L
Wein ohne Aroma- <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
nach Vorkerze (0,65) <29 pg/L <1,8pug/L  <1,2 pg/L <1,7upg/L <20 pg/L <0,7 yg/L <0,7 ug/L
Wein ohne Aroma <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Flasche 56 <29pug/ll <1,8ug/ll  <1,2pg/L <1,7pg/L <20 pg/L <0,7 yg/L <0,7 ug/L
Wein ohne Aroma <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Flasche 715 <29ug/ll <1,8ug/lL <12 ug/L <1,7ug/L  <2,0 pyg/L <0,7 ug/L <0,7 pg/L
We'gh%r;”;gfma <LOD  <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD  <LOD
Flasche 763 <29ug/ll <1,8pug/ll <1,2ug/L <1,7ug/L  <2,0 pg/lL <0,7 ug/L <0,7 pg/L
We';'h‘:]r;”;gfma <LOD  <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD  <LOD
<29ug/lL <1,8pug/ll <1,2pug/L <1,7ug/L  <2,0 pg/lL <0,7 ug/L <0,7 pg/L

Flasche 1263

@LOD = Limit of Detection, Nachweisgrenze

Lediglich fur das Eugenol (1,9 ug/L) sowie die beiden a-lonon Enantiomere (R 1,6 ug/L, S 1,5
ug/L) konnten in dem ersten Spulwasser Aromastoffe oberhalb der Nachweisgrenze (LOD)
analysiert werden. Da sich diese Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze (LOQ) bewegen

Seite 22




Abschlussbericht Forschungsprojekt Aromaverschleppung 2816HS001

(siehe Tabelle 10), geben diese Konzentrationen nur ungefahre Anhaltspunkte flr die tatsach-
lichen Gehalte an. Alle anderen zugesetzten Aromastoffe bewegten sich bereits unterhalb der
analytischen Nachweisgrenze.

Bei allen weiteren Proben, sei es das Spllwasser nach der Reinigung oder alle Proben des
nativen Weines, der nach den verschiedenen Filtern und unter Ausschluss aller Filter gezogen
wurden, lagen die migrierten Aromastoffe unterhalb der jeweiligen Nachweisgrenze. Dies un-
terstitzt das sensorische Ergebnisse aus Tabelle 9, in dem kein signifikanter sensorischer
Unterschied zwischen dem Wein vor der Fillung und dem nach der Reinigung abgefillten
Wein verzeichnet werden konnte.

Gemal dem Auftrag des Bundesministeriums fir Ernahrung und Landwirtschaft, erweiterte
sich der Untersuchungsumfang um die Proben aus der Abflllung eines mit Mango aromati-
sierten weinhaltigen Getranks und dem nach der betriebslblichen Reinigung abgefuliten nicht
aromatisierten Perlweins. Obwohl Tabelle 12 eine sehr starke Aromatisierung mit 2.439 ug/L
y-Decalacton und 160 ug/L &-Decalacton ausweist, welches dem 12-fachen und 0,2-fachen
des Schwellenwertes in Wein entspricht, konnte nach der Reinigung in dem nachfolgend ge-
fullten Weine keine Aromastoffe oberhalb der Nachweisgrenzen bestimmt werden. Lediglich
fur das &-Decalacton wurde ein konstanter Gehalt von 5,6 bis 5,4 ug/L sowohl im nativen, als
auch im karbonisierten und abgeftillten Weine gefunden werden. Dies legt den Schluss nahe,
dass dies die native Konzentration von d-Decalacton im verwendeten Wein darstellt.

Tabelle 12: Konzentrationen der Aromastoffe in den verschiedenen Fraktionen (mit Mango
aromatisiertes weinhaltiges Getrank)

Probe (n=2) Zimtalde- Eugenol y-Decalacton y-Undecalacton 6-Decalacton R-a-lonon S-a-lonon
hyd [ug/L]  [ug/L] [ug/L] [bg/L] [ug/L] [ug/L] [bg/L]
Aromatisiertes (Mango) <LOD <LOD 24385 <LOD 160 1 <LOD <LOD
weinhaltiges Getrank < 2,9 ug/L < 1,8 ug/L U <1,7 ug/L ’7 <0,7ug/L <0,7 ug/L
Neuer Wein vor Fiillun <LOD <LOD <LOD <LOD 5,6 <LOD <LOD
9 - 29 ug/L<1,8ug/ll  <1,2 g/l <1,7 yg/L (<LOQ) < 0,7 pg/L <0,7 pg/L
Neuer Wein nach Fiil- <LOD <LOD <LOD <LOD 5,6 <LOD <LOD
lung 1.000 Flaschen <29 pg/L<1,8pug/L  <1,2 pg/L <1,7 yg/L (<LOQ) <0,7 pg/L <0,7 pg/L
Neuer Wein nach Fll- <LOD <LOD <LOD <LOD 5,5 <LOD <LOD
lung 10.000 Flaschen <29 pg/L<1,8 ug/L < 1,2 ug/L <1,7 yg/L (<LOQ) <0,7 ug/L <0,7 pg/L
Neuer Wein vor Fuillung <LOD <LOD <LOD <LOD 5,4 <LOD <LOD
aus zweiten Fllltank <29 pg/L<1,8 ug/L < 1,2 ug/L <1,7 yg/L (<LOQ) <0,7 pg/L <0,7 pg/L
Neuer Wein nach Fiil- <LOD <LOD <LOD <LOD 5,4 <LOD <LOD
lung 100.000 Flaschen <29 pg/L<1,8 ug/L < 1,2 ug/L <1,7 yg/L (<LOQ) <0,7 pg/L <0,7 pg/L

Somit konnte auch in einem stark aromatisierten Wein bei einer ordnungsgemafen Fullung kei-

nerlei Aromamigration festgestellt werden.

Da der chirale Aromastoff 2-Methylbuttersaureethylester und das sehr geruchsaktive Isobutyl-
Methoxypyrazin (IBMP) in kommerziellen Aromapraparaten und bei der Verfalschung von Wein
durch unerlaubte Aromatisierung keine Rolle spielt, wurde aufgrund krankheitsbedingter perso-

neller Engpéasse die Auswertung dieser beiden Substanzen zurlckgestellt.
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3.3 Bestimmung von Schwellenwerten in verschiedenen Matrices

Fir die Verbindungen y-Decalacton, &-Decalacton, y-Undecalacton, Ethyl-2-methylbutanoat,
Zimtaldehyd und Eugenol wurden in vollentsalztem Wasser, Modellweinlésung und Weillwein
Geruchsschwellenwerte ermittelt. Uber einen Zeitraum von drei Monaten wurden jede Woche
in zwei Terminen je drei Gruppenschwellenwerte ermittelt. Jede Verkostung wurde in dreifa-
cher Wiederholung durchgefuhrt. Auf Grund des langen zeitlichen Umfangs der Untersuchun-
gen war es nicht mdglich, alle Verkostungen mit einem konstanten Panel durchzuflihren. Somit
variierte die Besetzung des Verkostungspanels und dessen Teilnehmerzahl. Die Ergebnisse
der Verkostungswiederholungen zeigen jedoch, dass trotz des variierenden Panels die Einzel-
wiederholungen vergleichbar sind.

Tabelle 13: Gruppenschwellenwerte in Wasser und deren gepooltes Mittel mit 95% Kon-
fidenzintervalle fur drei Verkostungswiederholungen. Kl = Grenzen des 95% Konfidenzinter-
vall, n = Anzahl Verkoster. Alle Werte in ug/L

Wiederholung Gruppenschwellenwerte unteres KI oberes KI N Prifer

y-Decalacton 1 58 2,2 15,4 20
2 6,2 2,6 14,7 19
3 4.0 2,0 8,3 19
gepoolt: 53 3,3 8,4
&8-Decalacton 1 25,9 15,3 37,6 20
2 15,6 7,0 34,8 22
3 38,0 20,9 69,0 22
gepoolt: 24,8 16,2 38,0
yv-Undecalacton 1 7,0 2,6 18,4 19
2 4.4 2,5 7,8 22
3 2,9 1,6 54 22
gepoolt: 4,4 3,0 6,5
Ethyl-2- methyl-
buttersaureester 1 0,26 0,11 0,63 20
2 0,06 0,03 0,15 19
3 0,08 0,03 0,22 19
gepoolt: 0,11 0,07 0,18
Zimtaldehyd 1 153,4 67,2 350,1 19
2 135,4 51,2 83,2 22
3 57,7 33,8 98,4 22
gepoolt: 88,1 62,8 123,6
Eugenol 1 1,1 0,5 2,5 19
2 0,4 0,2 0,8 19
3 0,8 0,3 2,0 18
gepoolt: 0,7 04 1,1
a-lonon 1 10,8 5.1 22,9 23
2 7,3 3,6 15,1 20
gepoolt: 8,7 53 14,5
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Fir jede Verbindung sind die Gruppenschwellenwerte der drei Wiederholungen und deren ge-
pooltes Mittel mit 95% Konfidenzintervallen in Tabelle 13 flir Wasser, in Tabelle 14 fir Modell-
wein und in Tabelle 15 fur Wein zusammengefasst. Die gepoolten Mittelwerte mit ihren 95%
Konfidenzintervallen sind wie folgt zu interpretieren: Fir die bestimmte Verbindung liegt der
Wahrnehmungsschwellenwert in der jeweiligen Matrix (Wasser, Modellwein oder Wein) nach
dem hier zugrunde liegenden Testbedingungen mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% zwi-

schen der unteren und der oberen Grenze der Konfidenzintervalle.

Tabelle 14: Gruppenschwellenwerte in Modellwein und deren gepooltes Mittel mit 95%
Konfidenzintervalle fUr drei Verkostungswiederholungen. Kl = Grenzen des 95% Konfidenzin-

tervall, n = Anzahl Verkoster.

Wiederholung  Gruppenschwellenwert unteres Kl oberes KI N Prifer
y-Decalacton 1 49,1 20,8 115,9 21
2 92,0 32,5 260,5 20
3 43,5 16,0 118,2 15
gepoolt: 59,5 34,8 101,5
&-Decalacton 1 308,0 127,4 744.6 20
2 80,4 44,6 144,9 18
3 153,4 97,9 240,4 19
gepoolt: 159,8 109,9 232,2
y-Undecalacton 1 13,0 6,0 28,3 20
2 9,4 4,0 22,2 19
3 20,8 10,3 41,8 19
gepoolt: 13,6 8,9 21,0
Ethyl-2-methyl-
buttersaureester 1 9,7 4.5 21,1 20
2 6,8 2,8 16,5 20
3 11,5 4,5 29,0 14
gepoolt: 8,9 5,5 14,3
Zimtaldehyd 1 868,1 427,7 17621 20
2 1534,4 645,7 3646,0 19
3 9449 418,7 2132,7 19
gepoolt: 1075,6 693,7 1668,0
Eugenol 1 22,5 9,6 52,5 22
2 17,3 7,5 40,1 20
3 10,9 4,0 30,2 15
gepoolt: 17,0 10,4 27,7
a-lonon 1 1,4 4.8 27,2 24
2 10,2 4.4 23,6 19
gepoolt: 10,9 6,0 19,7
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Tabelle 15: Gruppenschwellenwerte in Wein und deren gepooltes Mittel mit 95% Konfiden-
zintervalle fur drei Verkostungswiederholungen. Kl = Grenzen des 95% Konfidenzintervall, n
= Anzahl Verkoster.

Wiederholung Gruppenschwellenwert Unteres KI oberes KI N Prufer

y-Decalacton 1 2542 131,9 490,1 27
2 2354 100,5 551,3 15
3 125,8 54,9 288,1 18
gepoolt: 201,9 132,4 307,9
&6-Decalacton 1 220,2 100,8 480,8 24
2 357,6 171,9 744,0 27
3 207,7 78,7 548,0 19
gepoolt: 261,3 1721 396,7
yv-Undecalacton 1 43,5 22,2 85,2 25
2 30,0 12,6 71,5 26
3 25,0 11,6 54,0 26
gepoolt: 31,8 20,9 48,2
Ethyl-2-methyl-
buttersaureester 1 1.657,0 716,7 3.831,0 26
2 1.732,1 628,9 4.770,4 19
3 1.092,9 362,2 3.297,2 15
gepoolt: 1.514,4 907,7 2.526,4
Zimtaldehyd 1 1.215,4 563,0 2.623,5 25
2 1.270,4 547,0 2.950,6 24
3 773,7 322,2 1.857,5 20
gepoolt: 1.082,8 683,7 1.714,9
Eugenol 1 90,4 34,7 235,1 23
2 100,4 37,5 268,9 19
3 82,2 26,1 258,7 18
gepoolt: 90,8 52,9 155,8
a-lonon 1 25,1 12,2 51,7 23
2 17,9 8,1 394 20
gepoolt: 21,1 12,5 35,5

Bei der grafischen Darstellung aller drei Matrices fur jeden einzelnen Aromastoff zeigt sich in
Abbildung 6 und Abbildung 7 fir alle drei Lactone ein dhnliches Bild: Im Wasser konnten mit
Abstand die niedrigsten Schwellenwerte bestimmt werden, was durch die hohe Verflichti-
gungsrate in dem sehr polaren Lésungsmittel Wasser erklart wird. Die biologische Empfind-
lichkeit fiir das y-Undecalacton (4,4 ug/L) ist etwas ausgepragter als fir das y-Decalacton (5,3
pg/L) und deutlich héher als fur das 8-Decalacton (24,8 pg/L). Mit der Anhebung des Alkohol-
gehaltes von 0 auf 12 % vol. im Modellwein erhéht sich die Loslichkeit der hydrophoben Aro-
mastoffe und damit verringert sich ihre Verflliichtigung und ihr Schwellenwert steigt um das
Vier- bis Zehnfache (y-Undecalacton (13,6 pg/L) und y-Decalacton 59,5 ug/L). Mit der zusatz-
lichen Hereinnahme anderer Aromastoffe in die Matrix durch die Verwendung des nativen
Weins, kommt es zu einem weiteren Anstieg der Schwellenwerte, die nun zwischen 31,8 pg/L
(y-Undecalacton), 201,9 ug/L (y-Decalacton) und 261,3 pg/L (8-Decalacton) schwanken.
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In der Literatur werden mit 11 — 100 ug/L ahnliche bis dreifach geringere Werte berichtet (siehe
Tabelle 3). Dies kann an der Verwendung des Dreiecktests in dieser Studie statt des 3-AFC-
Tests zur Bestimmung der Schwellenwerte in der Literatur liegen, aber auch an einer abwei-
chenden Zusammensetzung der Modellweine oder nativen Weine.
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Abbildung 6: Schwellenwerte flr y- und &-Decalacton in den Matrices Wasser, Modellwein
und Wein unter Angabe der Konfidenzintervalle
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Abbildung 7: Schwellenwerte flr y-Undecalacton und 2-Methylethylbuttersaureester in den
Matrices Wasser, Modellwein und Wein unter Angabe der Konfidenzintervalle

Der mit einem fruchtigen Geruch nach Apfel und Birne aufwartende Ester 2-Methylethylbutter-
saureester (2-Methylethyl-butanoat) weist sowohl im Wasser als auch im Modellwein niedrige
Schwellenwerte von nur 0,11 pg/L und 8,9 pg/L auf. Dies ist mit dem charakteristischen Geruch
und der hohen Fluchtigkeit zu erklaren. In der Weinmatrix hingegen verbindet sich der fruchtige
Geruch derart stark mit den Fruchtnoten des Grundweines, dass fast die zweihundertfache
Konzentration von 1514 pg/L bendétigt wird, um als abweichend erkannt zu werden. Der im
Wasser bestimmte Schwellenwert stimmt gut mit den publizierten Daten Uberein (0,1 bis 0,3
Mg/L). Jedoch zeigt gerade dieser Ester sehr gut die Abhangigkeit der verwendeten Matrices
fur Schwellenwerte auf.

Der Zimtaldehyd zeigt ein vergleichbares Muster wie das 6-Decalacton. Die Anwesenheit des
Alkohols in der Matrix ist der entscheidende Faktor, der die Schwellenwerte zwischen Wasser
einerseits und Modellwein bzw. Wein andererseits um das Zwodlffache von 88 pg/L auf 1076
und 1086 pg/L ansteigen lasst. Diese Werte stimmen gut mit den in der Literatur je nach Matrix
mit 50 — 750 ug/L angegebenen Schwellenwerten fir Zimtaldehyd Uberein.

Im Eugenol hingegen sehen wir die gleichen Abstufungen wie im y-Decalacton und
y-Undecalacton. Der charakteristische wirzige, scharfe Geruch nach Gewirznelken flihrt zu
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einer guten Erkennbarkeit, was eine rund zehn Mal niedrigere Geruchsschwelle als im Zimtal-
dehyd zur Folge hat. Die ermittelten Schwellenwerte zwischen 1, 17 und 91 pg/L beschreiben
eine ahnliche Bandbreite wie die in der Literatur aufgefihrten Wertebereich von 6 bis 30 ug/L
je nach Matrix.
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Abbildung 8: Schwellenwerte fir Zimtaldehyd und Eugenol in den Matrices Wasser, Modell-
wein und Wein unter Angabe der Konfidenzintervalle

AbschlieRend wurde auch das Cis-Norisop-
renoid a-lonon untersucht und es belegte mit
Schwellenwerten zwischen 9 und 21 pg/L

30 seine hohe biologische Aktivitat. Diese Werte
stimmen gut mit den bei verschiedenen Tem-
20 i peraturen ermittelten Schwellenwerten von

Alpha-lonon
40

5,1 bis 13,7 pg/L Uberein (7).
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Abbildung 9: Schwellenwerte fir a-lonon in den Matrices Wasser, Modellwein und Wein un-
ter Angabe der Konfidenzintervalle
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3.4 Verknupfung analytischer und sensorischer Ergebnisse

Angesichts der sich immer weiter entwickelnden Leistungsfahigkeit der Massenspektrometrie
werden sich die analytischen Nachweisgrenzen fir Aromastoffe weiter nach unten bewegen.
Gleichzeitig fuhrt die Nutzung der zweidimensionalen Gaschromatographie, die eine weitaus
hdhere chromatographische Auflésung ermdéglicht und eine sicherere, da weniger durch Co-
Elution verfalschende, Bestimmung der Aromastoffe erlaubt, zu einer Korrektur der publizier-
ten Konzentrationsangaben flir Aromastoffe im Wein nach unten. Zwangslaufig werden damit
ehemals als weinfremd angesehene Aromastoffe als natirliche Weinbestandteile eingestuft
werden mussen. Im Falle chiraler Aromastoffe stellt die Gegentlberstellung des natirlich be-
dingten Enantiomerenverhaltnis gegenuber der racemischen Verteilung zugesetzter Aro-
mastoffe einen sicheren Indikator flr den unerlaubten Zusatz Aromastoffen dar. Gleichzeitig
darf man nicht aus den Augen lassen, dass unter sauren Bedingungen Ester wie die Lactone
hydrolytisch gespalten werden kdnnen. Zyklisieren sie ohne Einfluss von Enzymen im Wein
erneut, so kann sich dabei ein racemisches Enantiomerenverhaltnis bilden. Somit kann auch
auf naturlichem Weg ein von der enzymatischen Bildung durch die Rebe oder Hefen abwei-
chendes Enantiomerenverhaltnis auftreten.

Als Konsequenz flr diese technologische Entwicklung ist es zwingend notwendig, die senso-
rische Relevanz der analysierten Aromastoffkonzentrationen in Betracht zu ziehen. Dies findet
seinen Niederschlag in der Formulierung von Aromawerten, die sich aus der Division der vor-
gefundenen Aromastoffkonzentrationen mit dem passenden Schwellenwert flr den betreffen-
den Aromastoff ergibt. Aromawerte von eins und gréRRer belegen eine eindeutige sensorische
Bedeutung. Aromawerte bis zu 0,1 werden als noch relevant eingestuft. Hintergrund fur die
unscharfe Interpretation sind die stark ausgepragten individuellen Abweichungen in den per-
sonlichen Schwellenwerten, die ihren Ausdruck in den oberen und unteren Konfidenzinterval-
len in Tabelle 13, Tabelle 14 und Tabelle 15 finden und je nach Aromastoff und Matrix um das
Zwei- bis Dreifache abweichen kénnen. Betrachtet man sogar die individuellen Schwellen-
werte einzelner Personen kdnnen Unterschiede bis zum Hundertfachen auftreten. Somit gibt
es besonders empfindsame Menschen, die mit ihrem scharfen Geruchssinn einzelne Aro-
mastoffe in hundertmal niedrigeren Konzentrationen wahrnehmen kdénnen als andere. lhr indi-
vidueller Aromawert kdnnte somit bis zu hundertmal niedriger liegen, als der Durchschnitt.
Hinzu kommen bei der unreflektierten Ubernahme von Schwellenwerten aus der Literatur,
dass in vielen Fallen die Randbedingungen der Schwellenwertbestimmungen unzureichend
angegeben wurden und weder die Methodik, die Matrix noch Anzahl und Trainingsgrad der
Probanden bekannt ist. Auch die Art der Extraktion der Aromastoffe aus einer Probe spielt ein
grolde Rolle, da die Extraktion mit einem potenten Lésungsmittel Gber eine bis zu 24 Stunden
andauernde Zeitraum zu hoheren Aromastoffkonzentrationen fuhrt, als die Extraktion aus dem
Kopfraum (engl. Headspace), die sich stark an die orthonasale Aromastoffwahrnehmung durch
die menschliche Nase angleicht. Abweichungen zur menschlichen Geruchswahrnehmung er-
geben sich durch die Zugabe von Salzen in den zu analysierenden Wein, die Verdinnung des
Weines, die Anwendung hdherer Temperaturen als beim Weingenuss, die Anreicherung im
Kopfraum durch den Verschluss des Probengefalles und schlieRlich aus der Extraktion der im
Kopfraum vorliegenden Aromastoffe durch eine speziell beschichtete SPME-Faser. Trotzdem
stellt die in dieser Studie angewandte Headspace-SPME-Extraktion unter Anwendung deute-
rierter Stabilisotopen der analysierten Aromastoffe die beste Anndherung an die Humansen-
sorik dar.
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Eine erste Umsetzung des Aromawert-Konzeptes in Tabelle 16 verbindet die analytische
Nachweisgrenze in Form des Limit-of-Detection mit den Schwellenwerten in den drei Matrices
Wasser, Modellwein und Wein. Mit den vorliegenden analytischen und sensorischen Nach-
weisgrenzen konnte nur fur Eugenol in der wassrigen Matrix ein Aromawert Uber eins erreicht
werden. Fir die Aromastoffe y-Decalacton und y-Undecalacton konnten Aromawerte von tber
0,1 im Wasser erzielt werden. Im Modellwein lagen bei Eugenol und y-Undecalacton Aroma-
werte Uber 0,1 vor. Im gleichen Grundwein hingegen, der auch fir die Migrationsversuche
Verwendung fand, lagen die Aromawerte unterhalb von 0,1.

Tabelle 16: Analytische Nachweisgrenze, gepoolte Schwellenwerte und Aromawerte der
ausgewahlten Aromastoffe

Gehalte in pg/L Zimtaldehyd Eugenol y-Decalacton y-Undecalacton &-Decalacton R/S-a-lonon

Analytische

Nachweisgrenze 2.9 18 1.2 17 2,0 0.7
Schwellenwerte

Wasser 88,1 0,7 5,3 4.4 24,8 8,7
Modellwein 1075,6 17,0 59,5 13,6 159,8 10,9
Wein 1082,8 90,8 201,9 31,8 261,3 21,1
Aromawert

Wasser 0,033 2,536 0,228 0,389 0,080 0,083
Modellwein 0,003 0,103 0,020 0,126 0,012 0,066
Wein 0,003 0,019 0,006 0,054 0,008 0,034

Gemal der Diskussion um die individuelle Schwankungsbreite der Priifer wurden die Aroma-
werte in Tabelle 17 anhand des unteren, die empfindlicheren Prifer reprasentierenden, Kon-
fidenzintervalls berechnet. Zu den Aromastoffen mit einem Aromawert lGber 0,1 im Wasser
kam neu das 0-Decalacton und R/S-a-lonon hinzu und fir den Modellwein das R/S-a-lonon.
Fir den Grundwein hingegen, blieben die Aromawerte aller Aromastoffe unter 0,1.

Tabelle 17:  Analytische Nachweisgrenze, unteres Konfidenzintervall der Schwellen-
werte und Aromawerte der ausgewahlten Aromastoffe

Gehalte in pg/L Zimtaldehyd Eugenol y-Decalacton y-Undecalacton &-Decalacton R/S-a-lonon

Analytische

Nachweisgrenze 2.9 18 1.2 17 2,0 0.7
Schwellenwerte

Wasser 62,8 0,4 3,3 3,0 16,2 5,3
Modellwein 693,7 10,4 34,8 8,9 109,9 6,0
Wein 683,7 52,9 132,4 20,9 172,1 12,5
Aromawert

Wasser 0,046 4,375 0,367 0,570 0,123 0,136
Modellwein 0,004 0,168 0,035 0,192 0,018 0,120
Wein 0,004 0,033 0,009 0,082 0,012 0,058
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Betrachtet man nun die in den experimentell aromatisierten Wein gemessenen Aromakonzent-
rationen nach der Passage durch die Filter und Filllinie in Tabelle 18 so variieren die Aroma-
werte aller zugesetzter Aromastoffe zwischen 1,8 und 0,16.
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Tabelle 18: Gemessene Aromakonzentrationen im Aromamigrationsexperiment bzw. ana-

lytische Nachweisgrenzen, gepoolte Schwellenwerte und Aromawerte der Aromastoffe

Gehalte in pg/L Zimtaldehyd Eugenol y-Decalacton y-Undecalacton &-Decalacton R/S-a-lonon

Aromatisierter Wein

168,8 164,3 38,5 36,0 47,9 32,8
Flasche 1
Aromatisierter Wein
Flasche 2673 135,0 151,4 31,0 24,7 39,7 24,7
Spulwasser
1. Reinigungsschritt 2.9 19 1.2 17 2,0 3.1
Schwellenwerte in pg/L
Wasser 88,1 0,7 5,3 4.4 24,8 8,7
Wein 1082,8 90,8 201,9 31,8 261,3 21,1
Aromawert
Aromatisierter Wein 0,156 1,809 0,191 1,132 0,183 1,555
Flasche 1
Aromatisierter Wein
Flasche 2673 0,125 1,667 0,154 0,777 0,152 1,171
Spilwasser 0033 2,754 0,226 0,386 0,081 0,356

1. Reinigungsschritt

Im Spulwasser vor der CIP-Reinigung variierten die Aromawerte unter Verwendung des
Schwellenwertes flr die wassrige Matrix zwischen 2,8 und 0,2. Fir das Zimtaldehyd und ©-
Decalacton hingegen lagen Aromawerte unterhalb von 0,1 vor. Alle anderen in Tabelle 11
aufgeflhrten Fraktionen wurden nicht aufgelistet, da sie Gehalte unterhalb der Nachweisgren-

zen aufwiesen und damit die Aromawerte aus der Tabelle 16 Gultigkeit haben.

Fir die Abfullung des kommerziellen mit Mango aromatisierten weinhaltigen Getranks sind die
Aromawerte in Tabelle 19 berechnet und aufgelistet. Fur das aromatisierte weinhaltige Ge-
trank mit Mango-Geschmack ergaben sich Aromawerte von 12 fir y-Decalacton sowie 0,2 fir
0-Decalacton. Der native Gehalt an &-Decalacton im verwendeten Wein von 5,6 ug/L spielte
sensorisch mit einem Aromawert von 0,02 keine Rolle.
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Tabelle 19: Gemessene Aromakonzentrationen bei der Abflllung eines kommerziellen aro-
matisierten weinhaltigen Getranks bzw. analytische Nachweisgrenzen, gepoolte Schwellen-
werte und Aromawerte der Aromastoffe

Gehalte in pg/L

Zimtaldehyd Eugenol y-Decalacton y-Undecalacton &-Decalacton R/S-a-lonon

Aromatisiertes

(Mango) weinhalti- 2.9 18 2.438,5 17 47,9 0,7
ges Getrank

N_(_auer Wein vor 2.9 18 1,2 17 5,6 0,7
Fullung

Neuer Wein nach

Fiillung 1.000 FI. 2.9 1.8 1.2 17 5.6 0,7
Neuer Wein nach

Fiillung 10.000 FI. 2.9 1.8 1.2 17 55 0,7
Neuer Wein vor

Fiillung 2. Flltank 29 18 1.2 17 5.4 0,7
Neuer Wein nach

Fiillung 100.000 FI. 29 18 1.2 17 5.4 0,7
Schwellenwerte pg/L

Wein 1082,8 90,8 201,9 31,8 261,3 21,1
Aromawert

Aromatisiertes

(Mango) weinhalti- 0,003 0,020 12,078 0,053 0,183 0,033
ges Getrank

Neuer Wein vor 0,003 0,020 0,006 0,053 0,021 0,033
Fullung

Neuer Wein nach

Fallung 1,000 FI. 0,003 0,020 0,006 0,053 0,021 0,033
Neuer Wein nach

Fallung 10.000 Fl. 0,003 0,020 0,006 0,053 0,021 0,033
Neuer Wein vor 0,003 0,020 0,006 0,053 0,021 0,033
Fillung 2. Fulltank

Neuer Wein nach 0,003 0,020 0,006 0,053 0,021 0,033

Fallung 100.000 FI.
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4 Zusammenfassung und Fazit

Bei der Herstellung aromatisierter weinhaltige Getranke wie Glihwein oder karbonisierte Perl-
weine ist der Zusatz weinfremder Aromastoffe erlaubt und gangige Praxis. Ihre Abfillung er-
folgt in der Weinwirtschaft meist auf den gleichen Fulllinien, die zur Abfullung von Weinen,
Perlweinen oder Schaumweinen eingesetzt werden, flr die eine Aromatisierung strikt verboten
ist. Nicht zuletzt aufgrund immer niedriger analytischer Nachweisgrenzen von Aromastoffen,
stellt die Aromamigration ein gleichermal3en aktuelles und ernstes Rickstandsproblem mit
strafrechtlicher Dimension in der Weinwirtschaft dar.

Ziel dieser Studie war die exemplarische Uberpriifung ob zugesetzte Aromastoffe eines aro-
matisierten weinhaltigen Getranks nach branchentblicher Reinigung tber die Teilprozesse ei-
ner Fualllinie in einen danach gefullten Wein Ubergehen. Hierzu wurde einem Grundwein exakte
Konzentrationen der chiralen Aromastoffe y-Decalacton, y-Undecalacton, 8-Decalacton, a-lo-
non, 2-Methylbuttersaureethylester sowie der nicht chiralen Aromastoffe 3-Isobutyl-2-me-
thoxypyrazin, Zimtaldehyd und Eugenol zugesetzt. Nach Schichtenfiltration und zweistufiger
Membranfiltration erfolgte die Fillung von 2000 0,75 Liter Flaschen auf einer Flllinie eines
Abflllbetriebes. Nach betriebsiblicher Reinigung der Prozesslinie wurde der gleiche, aber
nicht aromatisierte Grundwein, auf der gleichen Fllllinie filtriert und abgefillt. Nach 750 gefill-
ten 0,75 Liter Flaschen wurde die Fulllinie um die Filtergruppe reduziert und erneut wurden
750 0,75 Liter Flaschen geflllt. Ferner wurden das Spulwasser (85°C) vor der Reinigung und
direkt nach abgeschlossener Reinigung beprobt.

Die Beurteilung der Aromamigration erfolgte auf drei Ebenen: Direkter sensorischer Vergleich
des nativen Ausgangswein mit dem auf der gereinigten Abflllinie geflllten nativen Ausgangs-
wein sowie Vergleich der beiden Spllwasser mit dem frischen Leitungswasser. Die zweite
Ebene stellt die Aromaanalytik dar und als dritte Ebene wurden fir die zugesetzten Aro-
mastoffe in den Matrices Wasser, Modellwein und Wein die Schwellenwerte bestimmt, um die
analysierten Konzentrationen hinsichtlich ihrer sensorischen Relevanz einschatzen zu kén-
nen.

Die sensorischen Tests auf der ersten Ebene zeigten eine sichere Unterscheidbarkeit beider
Spullwasser von dem frischen Leitungswasser. Aufgrund der Abwesenheit von jeglichen Ge-
ruchsstoffen in dem Wasser ist dies ein sehr empfindliches System und zeigt sehr rasch auch
geringste Kontaminationen mit Aromastoffen an. Somit steht den Betrieben ein gutes Warn-
system zur Verfigung, um auch geringste Aromastoffmigrationen anhand der Spulwasser zu
Uberprifen. Hierzu reicht eine Gruppe von zehn Priifern aus, die sich aus verschiedenen Mit-
arbeitern eines Unternehmens rekrutieren kdnnen. Der nach der grundlichen Reinigung ge-
fullte, native Wein konnte im Gegensatz zu den Wassern sensorisch nicht von dem gleichen
Wein unterschieden werden, der nie in Kontakt mit den Filtern und dem Fuller getreten war.
Damit liegt fir den verwendeten Grundwein, die eingesetzte Aromatisierung und das ange-
wendete Reinigungsschema eine Aromamigration unterhalb der sensorischen Wahrneh-
mungsschwelle vor.

Bei der Analyse der Probenfraktionen konnte tUber die Flllung des aromatisierten Weines zwi-
schen der 1. und 2673. Flasche ein Rickgang aller zugesetzter Aromastoffe um etwa 10%
ermittelt werden. Dies belegt die Extraktion von Aromastoffen durch Filter- und Dichtungsma-
terialien in der Fdulllinie. Nach der Fullung konnte in dem heilRen Spulwasser nur die Aro-
mastoffe Eugenol und die beiden R- und S-Enantiomere des a-lonons in der Nahe der Nach-
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weisgrenze gefunden werden. Alle anderen Aromastoffe lagen bereits unterhalb ihrer analyti-
schen Nachweisgrenze vor. Dies gilt auch fur alle Untersuchungen der spater gefiillten Weine
auf der gereinigten Fulllinie.

Zur sensorischen Validierung der analytischen Ergebnisse wurden mit hohem Aufwand die
Geruchsschwellenwerte der zugesetzten Aromastoffe bestimmt. Hierbei fand der gleiche Wein
als Basis fir die Schwellenwertbestimmung Verwendung, der auch fiir das Aromamigrations-
experiment eingesetzt wurde. Bei allen Aromastoffen lagen die Schwellenwerte in Wein deut-
lich Uber der analytischen Nachweisgrenze (LOD).

Dem Konzept des Aromawertes folgend, der sich aus der Division der analysierten Konzent-
ration durch den jeweiligen Schwellenwert ergibt, muss bei Aromawerten kleiner als 1 von
einer marginalen sensorischen Relevanz und bei Aromawerten unterhalb von 0,1 von einer
nicht vorliegenden sensorischen Relevanz ausgegangen werden. Wie aus Tabelle 16 hervor-
geht, lag nur fir den Aromastoff Eugenol in der Matrix Wasser ein Aromawert Gber 1 vor. Alle
anderen Aromawerte mit Bezug auf die analytische Nachweisgrenze lagen unter 1. Fur die
relevante Matrix Wein variierten die Aromawerte bei der analytischen Nachweisgrenze sogar
zwischen 0,003 und 0,054.

Da in keinem Wein nach der Reinigung der Fulllinie Aromakonzentrationen Uber der Nach-
weisgrenze festgestellt werden konnten und gleichzeitig bei der Nachweisgrenze die Aroma-
werte weit unterhalb der sensorischen Relevanz lagen, konnte auch der analytische Beleg
erbracht werden, dass die stattgefundene Aromamigration ohne sensorische Bedeutung war.
Diese Aussage gilt einschrankend fir die speziellen Versuchsbedingungen der vorgenomme-
nen Aromatisierung, des verwendeten Grundweins, des angewandten Reinigungsschema und
der genutzten Falllinie.

Fir das Spulwasser hingegen konnte im Einklang mit den sensorischen Ergebnissen (siehe
Tabelle 9) Aromawerte zwischen 0,2 und 2,8 ermittelt werden. Dies belegt hinreichend, warum
das Priferpanel die Spllwasser gegenuber direkt der Wasserleitung entnommenem Wasser
signifikant unterscheiden konnte.

Als Proof-of-Concept wurden ein kommerzielles mit Mango-Geschmack aromatisiertes wein-
haltiges Getrank und ein nach Reinigung der Anlage gefillter, nicht aromatisierter, Perlwein
analysiert. Trotz einer starken Aromatisierung in Héhe des Zwolffachen des Schwellenwertes
konnten nach der betriebsublichen Reinigung in dem nachfolgenden Perlwein weder bei der
1.000-sten, 10.000-sten noch 100.000-sten Flasche ein Gehalt der zugesetzten Majorkompo-
nente y-Decalacton Uber der Nachweisgrenze analysiert werden. Eine Ausnahme bildete das
nativ im Grundwein vorkommende &-Decalacton, das aber auch schon im Wein aus dem Vor-
lagetank gemessen wurde, der nie Kontakt mit der Falllinie stand.

Zusammenfassend gelang es die drei zentralen Fragestellungen des BMEL wie folgt zu be-
antworten: Auf der Ebene des genau kontrollierten Abfullexperiments und der gro3volumigen
Abfiillung in der Praxis war die unbeabsichtigte und technisch unvermeidbare Ubergang der
Aromen nach grundlicher Reinigung im Wein sensorisch weder geschmacklich noch geruch-
lich wahrnehmbar. Die im Wein wahrnehmbaren Konzentrationen von sieben in der Aromati-
sierung von weinhaltigen Getranken haufig verwendeten Aromastoffe lagen in der Matrix Wein
um den Faktor 20 bis 300 unterhalb ihrer extra bestimmten Geruchsschwellenwerte. Dies im-
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pliziert, dass in den beiden untersuchten Abflill- und Reinigungsprozesse die flr die sensori-
sche Wahrnehmung erforderlichen Konzentrationen um ein Vielfaches unterschritten werden
und keine relevante Aromamigration vorlag.

4.1 Hinweise auf weiterfihrende Fragestellungen

Das in diesem Forschungsprojekt erstmalig getestete und als praxistauglich und aussagekraf-
tig erwiesene Konzept der Verknlpfung von Spurenanalytik mit sensorischen Schwellenwer-
ten konnte wie folgt weitere Anwendung finden:

Das Ausmal} der Migration von Aromastoffen aus aromatisierten weinhaltigen Getranken in
Kunststoffe und Filtermaterialien ist abhangig von den chemischen Eigenschaften und Mengen
der jeweiligen Aromastoffe, der verwendeten Kunststoffe in den Dichtungen, ihrer Kontaktfla-
che zum Fullgut sowie der Kontaktzeit. Mit Untersuchungen zur Aufnahmekinetik verschiede-
ner Kunststoffe und Aromastoffe, kann in Zukunft Gber die Menge an verbautem Kunststoff auf
den potentiellen Eintrag geschlossen werden. Auf der Basis dieses Forschungsberichts kon-
nen noch keine allgemeingultigen und damit abschliefenden Aussagen getroffen werden. Da-
her ist es notwendig, sich der Frage der sensorischen Veranderung im Einzelfall zu nahern
und dazu die Aussagen uber die Geruchsschwellenwerte zu Hilfe zu ziehen. Diese Vorge-
hensweise hat sich in zwei sehr unterschiedlichen Versuchsanstellungen bewahrt und klare
und belastbare Aussagen geliefert.

Es bedarf einer Ausweitung der untersuchten Aromatisierungen auf weitere, in der Praxis zur
Aromatisierung weinhaltiger Getranke eingesetzte Praparate. Die Frage der Aromatisierung
konnte und sollte bei der vorliegenden Untersuchung nicht vollstandig abgedeckt werden. Ins-
besondere der eingesetzte Konzentrationsbereich der Aromastoffe als auch ihre Zusammen-
setzung deckt nicht die komplette Bandbreite ab. Untersucht wurden zwei mogliche Konzent-
rationsbereiche, wobei die erste eine gezielt ausgewahlte Gruppe von vorrangig chiralen Aro-
mastoffen umfasste, die zweite eine branchentibliche Aromatisierung darstellte.

Sollten diese Eintrage nur analytisch, nicht aber sensorisch wahrnehmbar sein, pruft das
BMEL im Rahmen der nachsten Anderung des Weingesetzes, wie Uber eine Anpassung der
einschlagigen Rechtsvorschriften und unter Wahrung des Verbraucherschutzes, bundesweit
einheitliche Beanstandungen von solchen Weinen vermieden werden kdnnen.

Ein weiterer Aspekt betrifft die systematische Variation der Reinigungsschritte in enger Zu-
sammenarbeit mit der Praxis (Verband Deutscher Sektkellereien, Verband Deutscher Wein-
kellereien, Deutscher Weinbauverband, Deutscher Raiffeisenverband), um sichere, gleichzei-
tig aber kurze und hinsichtlich Einsatz von Chemikalien und Energie optimierte Reinigungs-
zyklen zu entwickeln. Diese mussen geratetechnische Abweichungen bei der Verwendung
verschiedener Filter- und Fullventilsysteme berlcksichtigen.

Bei der gewahlten Aromatisierung im Abfullexperiment, konnte aufgrund der unterhalb der
Nachweisgrenze stattfindenden Aromamigration der Beitrag einzelner Filter (Schichten- und
Kerzenfilter) und der sie verbindenden Schlduche nicht abschlieRend beurteilt werden. Auch
hier bedarf es weiterer Arbeiten, die von einem sehr viel hdheren Aromatisierungsgrad ausge-
hen missen. Gleiches gilt fur den Vergleich verschiedener Fullventilsysteme und einer Varia-
tion der Dichtungsmaterialien.
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Die Verknupfung der etablierten Analytik mit den aufwendig bestimmten sensorischen Schwel-
lenwerten in verschiedenen Matrices, erlaubt eine weitere Modifizierung von Dichtungsmate-
rialien. Ziel weiterer Entwicklungen konnte es sein, die Aromamigration in und aus den Dich-
tungen so stark zu minimieren, dass diese stets unterhalb der sensorischen Schwellenwerte
verbleibt, ohne das die geforderten mechanischen und anti-mikrobiellen Eigenschaften verlo-
ren gehen.

Vorliegende und zukinftige Ergebnisse minden in die Aufstellung eines ,Best-practice“-Leit-
fadens fur die Abflllbetriebe. Er soll auf Basis neuer Forschungsergebnisse kontinuierlich wei-
terentwickelt werden. Die branchenweite Befolgung dieses Leitfadens kdnnte dazu beitragen,
dass eine mdglicherweise analytisch nachweisbare Migration der Aromen im Spurenbereich,
die aber weit unterhalb ihrer sensorischen Wahrnehmungsschwellen liegen, bei der rechtli-
chen Beurteilung zu keiner Beanstandung fuhren.

5 Kurzfassung

Bei der Herstellung aromatisierter weinhaltige Getranke wie Glihwein oder Perlweine ist der
Zusatz weinfremder Aromastoffe erlaubt und gangige Praxis. Ihre Abflllung erfolgt in der
Weinwirtschaft meist auf den gleichen Fiilllinien, die zur Abflllung von Weinen, Perlweinen
oder Schaumweinen verwendet werden, flr deren Herstellung eine Aromatisierung aber strikt
verboten ist. Nicht zuletzt aufgrund immer niedriger analytischen Nachweisgrenzen von Aro-
mastoffen, stellt die Aromamigration ein sehr aktuelles Riuckstandsproblem in der Weinwirt-
schaft dar.

Ziel dieser Studie war die exemplarische Uberpriifung, ob zugesetzte Aromastoffe eines aro-
matisierten weinhaltigen Getranks nach branchentblicher Reinigung tber die Teilprozesse ei-
ner Flllinie in einen nachfolgend geftillten Wein tbergehen. Hierzu wurde einem Grundwein
exakte Konzentrationen der chiralen Aromastoffe y-Decalacton, y-Undecalacton, d-Decalac-
ton, a-lonon, 2-Methylbuttersdureethylester sowie der nicht chiralen Aromastoffe 3-Isobutyl-2-
methoxypyrazin, Zimtaldehyd und Eugenol zugesetzt. Nach betriebsublicher Reinigung der
Prozesslinie wurde der gleiche Grundwein erneut filtriert und abgefullt.

Nach der analytischen Bestimmung der Aromamigration erfolgte ihre sensorische Beurteilung
mit Hilfe der getrennt bestimmten Geruchsschwellenwerte der zugesetzten Aromastoffe.

Alle untersuchten Aromastoffe lagen nach der grindlichen Reinigung unterhalb der analyti-
schen Nachweisgrenzen. Je nach Aromastoff unterschritten die analytischen Nachweisgren-
zen die sensorischen Schwellenwerte um den Faktor 20 bis 300. Somit war der unbeabsich-
tigte und technisch unvermeidbare Ubergang der Aromen in den Wein in beiden Abfillungen
geruchlich nicht wahrnehmbar. Die analytischen Ergebnisse wurden sensorisch auf Basis ge-
ruchlicher und geschmacklicher Beurteilung bestatigt.

Bei der groRvolumigen Abfillung bestétigten sich die Ergebnisse, da die Migration der zuge-
setzten Aromastoffe in den nachfolgend geflllten Wein die jeweiligen Schwellenwerte um den
Faktor 50 und 160 unterschritten und daher jeglicher sensorischer Relevanz entbehrten.

Zusammenfassend gelang es die drei zentralen Fragestellungen des BMEL wie folgt zu be-
antworten: Auf der Ebene des genau kontrollierten Abfillexperiments und der gro3volumigen
Abfiillung in der Praxis war die unbeabsichtigte und technisch unvermeidbare Ubergang der
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Aromen nach grindlicher Reinigung im Wein sensorisch weder geschmacklich noch geruch-
lich wahrnehmbar. Die im Wein wahrnehmbaren Konzentrationen von sieben in der Aromati-
sierung von weinhaltigen Getranken haufig verwendeten Aromastoffe lagen in der Matrix Wein
um den Faktor 20 bis 300 unterhalb der bestimmten Geruchsschwellenwerte. Dies impliziert,
dass in den beiden untersuchten Abfill- und Reinigungsprozesse die flr die sensorische
Wahrnehmung erforderlichen Konzentrationen um ein Vielfaches unterschritten wurden.

6 Abstract

Production of flavored wine-based drinks such as spiced wine (Gliihwein) or carbonated wine,
the aromatization with added aroma compounds is allowed and common practice. However,
these wine-based drinks are usually bottled on the same bottling lines, which are used for
bottling common still wines, sparkling wines or carbonated wines, for which aromatization is
strictly prohibited. Due to constantly declining analytical detection limits of aroma compounds,
aroma migration poses a very current residue problem in the wine industry.

The objective of this study was to investigate the migration of added aroma compounds from
a flavoured wine-based drink into a subsequently filled wine in context of the application of
state of the art cleaning of the whole bottling line. A base wine was flavoured by adding known
amounts of the chiral flavours y-decalactone, y undecalactone, d-decalactone, a-ionone, 2-
methylbutyrate, and the non-chiral compounds 3-isobutyl-2-methoxypyrazine, cinnamon alde-
hyde and eugenol. During the bottling process, the wine passed three filters and the filler itself.
After cleaning the bottling line, the identical but not flavored base wine was filtered and bottled
on the same bottling line. Samples were taken after each process step in order to assess their
relative contribution to the overall aroma migration. For validation, a commercial mango-fla-
vored wine-based drink was bottled in a much larger facility. After cleaning, the same bottling
line was used for bottling a non-flavoured still wine and samples were taken to investigate
aroma migration.

Analytical determination of aroma migration was achieved by using a HS-SPME-enantio-
MDGC-MS / MS analysis. Additionally, odour thresholds of the added aroma compounds were
obtained. Comparing the detected contamination due to aroma migration with the odor thresh-
olds allows an assessment, whether this migration may yield a sensory change or even im-
provement in the second wine.

After cleaning the bottling line, all analyzed aroma compounds in the subsequently filled wine
fell way below the analytical detection limits. Depending on the compound, the analytical de-
tection limits were 20 to 300 times lower than the respective odor thresholds determined in this
study. Thus, the unintended and technically unavoidable migration of aroma compounds into
the wine revealed no sensory relevance in both bottling experiments. The analytical results
were confirmed by a direct sensory test employing an evaluation by smell and taste.

These results were confirmed for the large-volume filling as well, since the migration of the
added aroma compounds into the subsequently filled wine were 50 to 160 times lower than
their respective threshold values and thus without any sensory relevance.

In summary, the following answers can be given to the three central questions raised by the
BMEL: In a precisely controlled filling experiment and the large-volume filling at industrial scale,
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the unintended and technically unavoidable migration of aroma compounds into a subse-
quently filled wine was so low after a thorough cleaning, that they could not be perceived,
neither by smell nor taste. Odor-threshold concentrations of seven frequently employed aroma
compounds for flavored wine-based drinks were 20 to 300 times higher in the wine matrix, than
their analytical detection limits. This implies that in the two investigated filling and cleaning
processes, the analyzed concentrations were one to two order of magnitude below the required
sensory threshold and thus of no sensory relevance.
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