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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Riesling wird neben seiner mannigfaltigen Variabilitat im Aromaprofil, das unter anderem durch
die unterschiedliche Bodenbeschaffenheit entsteht, vor allem in Deutschland auch wegen
seiner Kaltetoleranz und Anpassungsfahigkeit geschéatzt. Er gilt zudem auch als
alterungsfahiger Wein, allerdings kommt es bei zu starker Sonnenexposition der Rebe und
langer bzw. warmer Lagerung vermehrt zur Bildung von 1,1,6-Trimethyl-1,2-dihydronaphthalin
(TDN). Dieser von Carotinoiden abstammende Aromastoff verursacht die sogenannte
.Petrolnote, die vor allem in warmeren Anbauregionen zum sortentypischen Bukett des
Rieslings gehdrt. Deutsche Rieslingweine zeichnen sich dagegen tberwiegend durch einen
saurebetonten, fruchtigen Charakter aus, bei dem das Auftreten einer Petrolnote vor allem im
Fall von Jungweinen als unpassende Fehlnote empfunden wird.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war deswegen, die sensorische Relevanz von TDN zu
evaluieren und MafRnahmen zu realisieren, die geeignet sind, die Konzentrationen an freiem
und gebundenem TDN zu verringern und dadurch das Auftreten der Petrolnote zu vermeiden.

Daflr wurde zunachst in Kapitel 6.1 die Empfindlichkeit von Verbrauchern und geschulten
Prifern gegeniiber TDN sowie die Konzentration bestimmt, ab der die Petrolnote zu einer
Ablehnung des Weins durch Verbraucher fihrt. Wéhrend geschulte Prifer Rieslingweine
bereits ab einem TDN-Gehalt von 2,3 pupg/L unterscheiden konnten, lag die
Wahrnehmungsschwelle von 156 Verbrauchern mit 14,7 pg/L um ein Mehrfaches dartiber, und
wurde aul3erdem durch das Geschlecht der Probanden beeinflusst. Die Petrolnote flhrte ab
TDN-Gehalten von 60 pg/L bei einjahrigem und 91 pug/L bei achtjghrigem Riesling zur
Ablehnung des Weins. Die Konzentration an freiem TDN in 261 Rieslingweinen aus drei
verschiedenen Weinwettbewerben Uberstieg bei rund der Halfte der Weine die
Wahrnehmungsschwelle von geschulten Priifern, wahrend die Wahrnehmungsschwelle von
Verbrauchern nur von 15% der Weine Uberschritten wurde. Gleichzeitig lag bei keinem der
Weine der TDN-Gehalt Giber der Ablehnungsschwelle.

Durch die Evaluierung der instrumentellen Analyseparameter in Kapitel 6.2 wurde fur die
Untersuchung von freiem TDN und weiteren Aromastoffen eine Methode entwickelt, die es
ermdglicht, nicht nur die TDN-Konzentrationen zu erfassen, sondern auch eine umfassende
Qualitatsbewertung der Versuchsweine durchzufuhren. Parallel dazu wurde eine
Schnellmethode zur Erfassung der Gehalte an gebundenem TDN und Vitispiran implementiert,
um auch die Effektivitat der in dieser Arbeit durchgeflihrten weinbaulichen und oenologischen
Praktiken im Hinblick auf das TDN-Potential zu beurteilen.

Kapitel 6.3 und 6.4 beschreiben weinbauliche MalRnahmen, die in mehrjahrigen Studien auf
ihre Eignung zur Reduzierung der TDN-Konzentration untersucht wurden. Wahrend bei den
Weinen, die aus Beeren unterschiedlicher GréRe hergestellt wurden, keine signifikanten
Unterschiede Uber die Jahrgange hinweg beobachtet wurden, konnte durch die Variation der
Rebunterlagen der Gehalt an gebundenem TDN um rund 30% reduziert werden.
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1 Zusammenfassung

Ausgangspunkt einer weiteren Versuchsreihe waren acht verschiedene Rieslingklone auf
derselben Unterlage, welche anschlieRend auf inren TDN Gehalt untersucht wurden. Dabei
wurden deutliche Differenzen in der Disposition einiger Klone zu héheren Gehalten an
gebundenem TDN festgestellt. Hier ergab sich eine positive Korrelation zwischen der
Lockerbeerigkeit der Trauben und der Menge an gebundenem TDN in den produzierten
Weinen — je kompakter die Traube, desto weniger gebundenes TDN und gebundenes
Vitispiran wurde gebildet. Die hohere Sonnenexposition der Beeren, die diesen Effekt
hervorruft, beeinflusste auch die Gehalte an gebundenem TDN und Vitispiran in Weinen, die
von Reben geerntet wurden, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten und in variierender
Intensitat entblattert wurden. Dabei fuhrt sowohl eine maximale Entblatterung in der
Traubenzone wie auch die Laubentfernung einen Monat nach der Blute zu einer Erhéhung der
Konzentration an gebundenem TDN und Vitispiran von rund 50%. EntblatterungsmafRhahmen
zur Bllte oder zur Véraison, die der Regulierung der Erntemenge und der Traubengesundheit
dienen, fihrten dagegen zu keinem Anstieg im Vergleich zur nicht-entblatterten Kontrolle.

Wie in Kapitel 6.5 ausgefuhrt wird, resultiert ein hoher Pressdruck beim Keltern sowie ein
niedriger Stickstoffgehalt des Mosts in einer Zunahme des gebundenen TDN von 50-100%.
Hohere Sauregehalte wahrend der Lagerung verursachten in mehreren Versuchsreihen nicht
nur eine héhere Freisetzungsrate von TDN, sondern auch einen verstarkten Abbau anderer
Aromastoffe wie Ester, B-Damascenon oder Linalool. Dagegen hatte ein niedriger pH-Wert
wahrend der Garung kaum Einfluss auf den Hefemetabolismus und die dadurch gebildeten
Aromastoffe. Die Erhéhung der Gartemperatur von 12 auf 24 °C hatte jedoch eine Zunahme
von honig- oder petrolartigen Noten in den Rieslingweinen zur Folge. Die Verwendung
unterschiedlicher Hefestamme fihrte zu einer Variation der Konzentrationen an gebundenem
TDN zwischen 70 und 147 pg/L, abhangig vom Hefestamm und dem Jahrgang. Zwei der
untersuchten neun Hefen brachten Weine mit bis zu 40% geringeren Gehalten an
gebundenem TDN in Mosten mit hohem Stickstoffgehalt hervor, wahrend drei weitere Hefen
besser fir den Einsatz in nahrstoffarmen Most geeignet waren. Bei der Lagerung der Weine
spielte die Lagertemperatur eine entscheidende Rolle in Bezug auf den Gehalt an freiem TDN,
gefolgt vom Material des Flaschenverschlusses und der Flaschenorientierung.

Mittels geeigneter Filtermaterialien, die in Kapitel 7 beschrieben sind, wurde der Gehalt an
freiem Wein um bis zu 80% reduziert, ohne die meisten der anderen Aromastoffe signifikant
Zu beeinflussen.

Somit wurde durch diese Arbeit ein vielféltiger MalBnahmenkatalog fur die Weinwirtschaft
entwickelt, der geeignet ist, den Anforderungen des fortschreitenden Klimawandels
entgegenzutreten und die herausragende Position des Rieslings in Deutschland zu sichern.
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2 Abstract

Riesling is considered as one of the most noble wine varieties especially appreciated in
Germany for its cold tolerance, drought resistance and high adaptability to a wide range of
mesoclimates and soil types. Riesling wines are produced on every wine-growing continent
and excel in the transfer of terroir, soil type and style into its aroma profile. High sun exposure
of the vines and long-term storage of the wines cause formation of the Cis-norisoprenoid
1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN) eliciting a kerosene-like flavor in Riesling wines.
Being appreciated by numerous winemakers especially in the southern hemisphere and
contributing to its aged character, early formation in young wine can disturb the balance of the
wine evoking the ‘petrol off-flavor’ that might cause rejection of the wines by consumers.

In this thesis, numerous viticultural and enological practices are assessed towards their
capability to reduce the formation of bound and free TDN, avoiding the emergence of the petrol
off-flavor. For this purpose, sensory pertinence of TDN on the perception and rejection
thresholds of trained panelists and consumers was investigated in Chapter 6.1. While trained
panelists were able to distinguish Riesling wines with TDN levels of 2.3 pg/L, consumer
detection threshold of 14.7 ug/L TDN determined with 156 consumers exceeded the threshold
of the trained panel by a factor of five and varied by consumers’ gender. Rejecting a Riesling
wine due to its petrol off-flavor, 60 pg/L TDN were required in a young and 91 pg/L in an eight-
year-old Riesling wine. Based on analytical data for 261 commercial Riesling wines,
geographic origin and to a smaller extent wine age contributed to large differences in TDN
concentrations. About half of the investigated wines exceeded the detection threshold of the
trained panel, whereas consumers would have noticed TDN in only less than 15% of the
Riesling wines. None of the wines exceeded the consumer rejection threshold of TDN.

Evaluation of instrumental parameters in Chapter 6.2 enabled the development of an analytical
method for the determination of free TDN and other volatile aroma compounds. This facilitated
not only tracking TDN concentrations but also provided a more holistic view on the aroma
profile of the resulting wines. At the same time a method was implemented for the rapid
analysis of bound TDN and vitispirane to evaluate the viticultural and oenological measures
on the TDN potential of Riesling wines.

Chapters 6.3 and 6.4 describe the impact of viticultural practices on the formation of free and
bound TDN, vitispirane and other volatiles. Wines produced from the same Riesling clone,
which was grafted on six different rootstocks, varied up to 30% throughout two vintages in
respect to their concentrations of free and bound TDN and vitispirane as well as other volatiles.
Over three vintages, the same compounds differed significantly among wines made from eight
Riesling clones grafted on the same rootstock. Genetically determined loose grape clusters
favored the formation of TDN and yielded wines of stronger sensory petrol intensity. Berry size,
however, had no relevantimpact on TDN and VS formation. Implementation of minimal pruning
yielded significantly higher concentrations of bound TDN alike other volatiles compared to




2 Abstract

vines trained in a vertical shoot positioning. Thus, processing grapes from minimal pruned
Riesling vines may induce the undesired petrol off-flavor. Though, the simultaneous increase
of other volatiles, might contribute to a favorable masking of the petrol note. Delaying harvest
triggered formation of bound TDN as well as other Ciz-norisoprenoid, 4-vinylguaiacol and
linalool concentration, while no beneficial effect on other volatiles could be observed.
Throughout three vintages, identical vines were subjected to defoliation treatments, varying in
time point and extent of leaf removal. Defoliation of vines 30 days past bloom, likewise
extension of leaf removal, raised levels of bound TDN and vitispirane by 50%. Gentle leaf
removal at bloom or véraison yielded lowest levels of bound TDN, without compromising
overall impression of the resulting wines at sensory analyses.

The effect of oenological practices was assessed in Chapter 6.5, elucidating their effects on
the formation of TDN and release of the sensorial active free TDN. High pressure during grape
juice production and low levels of yeast assimilable nitrogen in grape juice triggered
concentration of bound TDN by 50-100%. Low pH during bottle storage had a detrimental
effect on levels of ester compounds, linalool and B-damascenone, while the formation of free
TDN and VS was fostered. At the same time, high acidity levels of the grape juice did not affect
yeast metabolism during fermentation and the resulting aroma compounds. However, raising
fermentation temperature from 12 to 24 °C yielded more honey-like and petrol-affine wines
than cooler processing conditions. Nine commercial yeast strains were evaluated with a
favorable outcome towards levels of bound TDN, altering concentrations between 70 and
147 pg/L due to yeast strain and vintage effects. Two of the investigated nine yeasts were
capable to reduce bound TDN by 40% applied in grape juice with high nitrogen levels, while
three more yeasts were more suitable for the use in low nutrient grape juice. High storage
temperatures were crucial for the release of free TDN, followed by choice of bottle closure type
and storage position.

Using suitable filter materials in Chapter 7, the concentration of free TDN in wine could be
diminished by up to 80% without losing substantial amounts of other volatile compounds.

In conclusion, the set of viticultural and oenological measures elucidated in this work provides
suitable tools for winegrowers and winemakers to face advancing climate change and to
ensure the production of high-quality Riesling wines.
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Weintrauben gehéren zu den wertvollsten angebauten Dauerkulturen weltweit. Der daraus
durch Fermentation gewonnene Wein ist als Genussmittel nicht mehr aus dem
gesellschaftlichen Leben wegzudenken, bedenkt man den Konsum von 20,5 L pro Person und
Jahr.! So stellt Wein nach Bier das am meisten konsumierte alkoholische Getrank in
Deutschland dar. Zu den wichtigsten Rebsorten gehdrt der Riesling, der in Europa seit Uber
600 Jahren kultiviert und vor allem an der Mosel, in der Pfalz, im Rheinland, in Baden-
Wirttemberg und im ElsaR angebaut wird.? Die weltweite Anbauflache von Riesling betragt
64.000 ha, wobei Deutschland den grofdten Anteil mit 37,2% aufweist. Auf Rumanien entfallen
dabei 9,6% der Gesamtanbauflache, auf die USA 7,2%, und 6,3% auf Frankreich.?

Das Aroma ist eine entscheidende Komponente beim Genusserleben eines Weines. Bei den
meisten Weinen ist von den tber 800 identifizierten Aromaverbindungen nur ein relativ kleiner
Teil fir das sortentypische, in den Beeren gebildete Aroma verantwortlich. Bei diesen
Uberwiegend im ppb- bis ppt-Bereich vorkommenden Verbindungen handelt es sich vor allem
um Monoterpene, Cis-Norisoprenoide, Thiole und Pyrazine.*

Fur das charakteristische Primararoma des Rieslings sind neben dem Monoterpen Linalool
vor allem Cis-Norisoprenoide verantwortlich.® Hierzu gehoren B-Damascenon, B-lonon,
1,1,6-Trimethyl-1,2-dihydronaphthalin (TDN) sowie die isomeren Vitispirane. Wahrend
B-Damascenon einen Geruch nach Frucht, Rosen oder gekochtem Apfel aufweist,® verursacht
TDN eine petrol- oder kerosinartige Note in Riesling, die erstmals von Simpson 1978
beschrieben, und fur die eine Geruchschwelle von 20 pg/L bestimmt wurde.” In einer neueren
Studie von 2012 wurde durch die Aufdotierung eines Chardonnay die Wahrnehmungsschwelle
mit 2 pg/L neu festgelegt, bedingt unter anderem durch die Verwendung einer anderen
Methodik hinsichtlich Matrix, Testdurchfilhrung und Panelzusammensetzung.® Wahrend TDN
in gereiften Rieslingweinen — vor allem aul3erhalb Europas — in moderaten Konzentrationen
zum normalen Bukett eines Rieslings gehort,® fiihren erhdhte Konzentrationen zu einer Petrol-
Fehinote, die unter Umstanden zur Ablehnung des jeweiligen Weins fuhrt. Dazu wurden 2014
in einer Studie die Wahrnehmungsschwellen sowie die Ablehnungsschwellen von TDN in
Riesling an Verbrauchern aus den USA und Neuseeland getestet.’® Die sich hieraus
ergebenen Werte von ca. 38 pg/L fur die Wahrnehmungsschwelle und 82 pg/L (USA) bzw.
157 pg/L (Neuseeland) fur die Ablehnungsschwelle liegen um ein Vielfaches tUber der von
Sacks et al. ermittelten Wahrnehmungsschwelle von 2 pg/L, die mit einem trainierten Panel
durchgefihrt wurde.®

Obwonhl der genaue Bildungsweg noch nicht vollstandig geklart ist, stammen TDN wie auch
die biogenetisch verwandten isomeren Vitispirane wahrscheinlich von Xanthophyllen,
insbesondere Violaxanthin und Neoxanthin ab.!! Dabei treten die C1s-Norisoprenoide TDN und
Vitispiran in Most und Wein vorwiegend als glykosidisch gebundene Vorstufen auf, aus denen
wahrend der Lagerung des Weins die aromaaktiven Verbindungen freigesetzt werden.!?
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Die Bildung von Carotinoiden, zu denen auch die Xanthophylle gehdren, ist unter anderem
von der Sonneneinstrahlung auf die Beeren abhangig,’® sodass mit dem Anbau der Reben in
sonnenreicheren Regionen auch der Anteil an Cis-Norisoprenoidvorlaufern steigt.
Dementsprechend wurden in diesen Weinen auch hohere Gehalte an TDN und seinen
Vorlaufern nachgewiesen, als es in kiihleren Regionen der Fall war.® Mit fortschreitendem
Klimawandel und der damit verbundenen ldangeren und starkeren Exposition der Reben
gegenlber hohen Temperaturen und vermehrter Sonneneinstrahlung ist zu erwarten, dass die
Carotinoid- und Norisoprenoid-Gehalte auch in gemafiigten Breiten wie Mitteleuropa in Zukunft
steigen werden.* Gerade deutsche Verbraucher bevorzugen allerdings Rieslingweine mit
einem frischen und fruchtigen Charakter; dem entgegen steht die Anwesenheit der Petrolnote.
Vor allem in jungen Rieslingweinen ist das problematisch, da durch die steigende Anzahl an
warmen Jahren in Europa in den letzten 30 Jahren mit einem vermehrten Auftreten der
Petrolnote zu rechnen ist.*®

Aus den in der Literatur sehr unterschiedlichen, teils sehr hoch erscheinenden Angaben fur
die Wahrnehmungs- und Ablehnungsschwellen ergibt sich die Notwendigkeit, die Sensitivitat
gegenltber TDN von Verbrauchern und geschulten Verkostern auch in Deutschland zu
ermitteln, zumal sich die Literatur auf Untersuchungen aus USA und Neuseeland beziehen
und sich die Wahrnehmungs- und Ablehnungsschwelle der deutschen Verbraucher
unterscheiden kdnnen. Des Weiteren werden Rieslingweine vor allem in Deutschland auch fiir
die Produktion von Schaumwein und restsiiRer Weine verwendet, wodurch der Einfluss der
Matrixbestandteile Ethanol und CO, auf die Wahrnehmungsschwelle von Bedeutung ist. Diese
Arbeit leistet einen Beitrag zur Bestimmung der sensorischen Relevanz der Petrolnote und
damit auch zur Notwendigkeit von MaRnahmen, mit denen sich der TDN-Gehalt in
Rieslingweinen beeinflussen I&sst.

Neben der erstmals zu bestimmenden Wahrnehmungs- und Ablehnungsschwellen, die als
Bezugswert und damit als Grundlage dienen, gilt es vor allem herauszufinden, welche
weinbaulichen und oenologischen Handlungsmdglichkeiten die Gehalte von TDN und
Vitispiran regulieren konnen. Dafur werden zahlreiche Einflussfaktoren tber mehrere
Jahrgénge hinweg untersucht, ausgehend von der Auswahl des Pflanzenmaterials, der Art des
Rebschnitts und den verschiedenen Entblatterungsmallnahmen Uber den Einsatz
verschiedener Hefen, die Anderung der Fermentationsbedingungen und
FiltrationsmafRnahmen bis hin zur Weinlagerung. Die Untersuchungen einer Vielzahl moglicher
Einflussfaktoren ergeben ein Gesamtbild, aus dem sich spezifische Handlungsmdglichkeiten
fur Winzer, Kellermeister und Vermarkter ableiten lassen, und die somit Anwendung in der
praktischen Umsetzung finden.
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4.1 Rieslingwein

Das Weinaroma tragt mal3geblich zur Weinqualitat bei, sodass die grundlegende
Zusammensetzung des Weinaromas von groRem Interesse fir die Weinindustrie ist. Die
Kenntnis der grundlegenden chemischen Verbindungen und Prozesse ist essentiell, um
potentielle Einflussmoglichkeiten auf die Aromabildung abzuleiten, die sich aus weinbaulichen
Maflinahmen und wahrend der Weinbereitung ergeben.

Grundsatzlich kénnen die Uber 800 bekannten Aromastoffe des Weins in drei Gruppen
unterteilt werden: Das sortentypische Primararoma, welches bereits in den Trauben vorliegt,
das Sekundararoma, gebildet durch chemische und enzymatische Prozesse wéahrend der
Beerenverarbeitung und der Garung, und das Terti&raroma, welches wéhrend der Lagerung
in Fassern und Flaschen entsteht.'® Die sortentypischen Aromen der 65 WeiBwein- und 47
Rotweinsorten, die 2015 fur den Anbau in Deutschland zugelassen waren,!’ setzen sich aus
einer Vielzahl von Verbindungen zusammen. Diese kommen vor allem glykosidisch gebunden,
aber auch in freier Form vor. Zu den bereits in der Beere frei vorkommenden Verbindungen
gehodren vor allem die fUr Sauvignon blanc und Cabernet Sauvignon charakteristischen
Methoxypyrazine, die hauptsachlich in den Stielen, den Kernen und der Beerenhaut lokalisiert
sind,'® wie auch die fur Muskateller und Gewdlrztraminer pragenden Monoterpene, wobei
letztere zeitgleich zu ihrer freien Form als glykosidisch gebundene Verbindungen vorliegen.*

Beerenkomponente Metabolismus Metabolit / Produkt
Nahrstoffe Katabolisch/Anabolisch Fermentationsbukett
— ]
Hexosen Zucker- & Lipidstoffwechsel Ester, héhere Alkchole, Sduren, Carbonyl
Zuckerstoffwechsel Polysaccharide
.;g;ggzauren, Ammonium, Stickstoffmetabolismus Héhere Alkohole, Séuren, Carbonyle
Sulfate, Sulfite Schwefelmetabolismus Fluchtige Schwefelverbindungen
Aromavorlaufer Biotransformationen Sortenspezifische Verbindungen
e
: Monoterpene, Norisoprenoide, Kohlen-
Glycoside ’ :

v Hydrolyse wasserstoffe, Benzolderivate
Cystein-Konjugate Nicht-hydrolytische Spaltung Langkettige polyfunktionelle Thiole
Nicht konjugierte Reduktion, Veresterung,

Sekundarmetabolite Decarboxylierung Umwandlungsprodukte

Vorlauferfreie aromaaktive

. Metabolismus/Biotransformationen Aromaaktive Verbindungen
Verbindungen
e
Carbonsauren Tricarbons&durezyklus Carbonsauren, Umwandlungsprodukte
Phenolische Verbindungen (Hefemetaboliten) Phenolische Addukte und Polymere

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Herkunft verschiedener Aromastoffklassen, modifiziert nach Moreno-
Arribas und Polo*®
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Typische Komponenten, die in der Weinbereitung vor allem durch die metabolischen
Aktivitaten der Hefen wahrend der Garung entstehen, sind unter anderem Acetat- und
Ethylester, héhere Alkohole und Aldehyde, flichtige Phenole und Hexanol (vgl. Abbildung 1).

Als héhere Alkohole werden im Weinbereich alle mono-funktionellen Alkohole bezeichnet, die
mehr als zwei Kohlenstoffatome besitzen, und Nebenprodukte des Aminosdurestoffwechsels
der Hefe darstellen. Diese Kategorisierung schlief3st Mehrfachalkohole wie Glycerin aus, aber
auch fliichtige Phenole ebenso wie Monoterpenalkohole.?® Zu den héheren Alkoholen gehoren
beispielsweise 2-Phenylethanol und sogenannte Fuselakohole wie Isobutyl- und Amylalkohole
(2-Methyl-1-propanol bzw. 2- und 3-Methyl-1-butanol), die im zwei- bis dreistelligen Milligramm
pro Liter Bereich vorkommen und zur Komplexitat des Weinaromas beitragen.?! Sie werden
durch die Hefe Uber die Ehrlich-Reaktion vor allem bei Stickstoffmangel aus den
entsprechenden Aminosauren unter Abspaltung der Aminofunktion gebildet. Die
resultierenden a-Keto-Carbonsauren werden anschlie3end durch eine Pyruvatdecarboxylase
in ein um ein Kohlenstoffatom verkirztes Aldehyd umgewandelt, das letztlich durch die
Alkoholdehydrogenase in einer NADH-abhéngigen Reaktion zum Alkohol reduziert wird.??
Zusatzlich sind Hefen auch in der Lage, die a-Keto-Sauren Uber den anabolischen
Stoffwechselweg aus Glucose zu bilden.

Zudem konnen die verkurzten Aldehyde auch uber eine NAD'-abh&ngige Reaktion durch
Aldehyddehydrogenasen zu den entsprechenden Carbonsauren oxidiert werden.?® Die
Synthese hdherer Alkohole hangt damit zum Einen von der beeinflussbaren Aktivitat der Gene
BAT1 und BAT2 ab, die die Transaminaseenzyme codieren.?> Zum Anderen beeinflussen
sowohl der Gehalt der jeweiligen Aminosaure, als auch die Menge an hefeverwertbarem
Stickstoff (yeast assimilable nitrogen, YAN) die Produktion der héheren Alkohole durch die
Hefe.?0

Neben den héheren Alkoholen sind fur das Weinaroma auch Alkohole mit Ce-Kérpern relevant,
die vorwiegend aus Membranlipiden stammen, die insbesondere nach mechanischer
Verletzung des Pflanzengewebes (ber den Lipoxygenase-Weg gebildet werden. Dabei
werden Linol- und Linolensdure enzymatisch zum jeweiligen Aldehyd gespalten. Wahrend die
sensorisch héchst aktiven Aldehyde im Most noch in relevanten Mengen vorhanden sind, wird
der Grol3teil dieser Verbindungen wéhrend der Garung durch Alkoholdehydrogenasen zum
Alkohol reduziert.?*#?> Aus den Cs-Alkoholen, die vor allem in Form von 1-Hexanol und
trans-3-Hexenol im Wein vorkommen, konnen aromaaktive Ester gebildet werden, vor allen
Dingen Hexylacetat und 3-Hexenylacetat.?

Der Abbau im Most vorliegender Vorlaufer von Hydroxyzimtsduren wie der Ferulasaure oder
der p-Cumarséaure durch Decarboxylierung fihrt zur Bildung der flichtigen Phenole
4-Vinylguaiacol (im Fall der Ferulasdure) und 4-Vinylphenol (fir den Abbau von
p-Cumarsaure).?® Die weitere Reduktion zu 4-Ethylguaiacol bzw. 4-Ethylphenol erfolgt
Uberwiegend nicht durch Hefen, sondern durch andere wahrend der Garung anwesende
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Mikroorganismen wie Brettanomyces.?’ Wahrend 4-Vinylphenol und 4-Ethylphenol
vorwiegend negative Aromaeindriicke nach Pferdeschweil3 und Heftpflaster im Wein bewirken,
werden 4-Vinylguaiacol und 4-Ethylguaiacol mit einem rauchigen, wirzigen, nelkenartigen
Eindruck in Verbindung gebracht.?® Dabei hangt der Gehalt der resultierenden Phenole im
Wein in erster Linie von der genetischen Disposition der Hefe ab. So konnte gezeigt werden,
dass sich der Gehalt an Vinylphenol — bei gleicher Ausgangskonzentration an
Hydroxyzimtsaure als Substrat — durch die Verwendung unterschiedlicher Hefestamme um
das Zehnfache unterscheiden kann.?

Acetatester wie Ethylacetat, Isoamylacetat oder 2-Phenylethylacetat werden von der Hefe
insbesondere aus Acetyl-CoA und den entsprechenden Alkoholen (Ethanol, Isoamylalkohol,
2-Phenylethanol) durch Alkoholacetyltransferasen gebildet. Die Bildung der Ester kann dabei
— abgesehen von der Expression des verantwortlichen Gens ATF1 durch die eingesetzten
Hefen — durch hohe Temperaturen und Anwesenheit von gesattigten Fettsauren und
Sauerstoff beeinflusst werden.?

Die Gehalte der Ethylester gesittigter Fettsduren wie Ethylhexanoat oder Ethyloctanoat
hangen dagegen zunachst von der Bildung der gesattigten mittelkettigen Fettsduren durch die
Hefe ab, die durch niedrigere Gartemperaturen und die Verflgbarkeit von Nahrstoffen, aber
auch den eingesetzten Hefestamm beeinflusst werden kann.?®> Wahrend der Weinlagerung
stellt sich im Laufe der Zeit ein thermodynamisches Gleichgewicht ein, das fur den jeweiligen
Ester spezifisch ist und durch die saurekatalysierten konkurrierenden, gleichzeitig ablaufenden
Reaktionen der Esterspaltung und -kondensation erreicht wird.®® Dabei wird durch
Veranderungen in Temperatur und Sauregehalt des Weins zwar auch die Lage des
Gleichgewichts beeinflusst, aber hauptséchlich die Geschwindigkeit, mit der sich dieses
einstellt. Fur die aliphatischen Ethylester befindet sich das thermodynamische Gleichgewicht
in der Nahe der Konzentration, die im Wein nach der Garung vorhanden ist, daher &ndert sich
im Laufe der Weinlagerung der Gehalt der Ethylester nur wenig. Da die post-fermentative
Konzentration der Acetatester deutlich tGiber dem Gleichgewicht liegt, ist hier eine Abnahme zu
erwarten, die durch hohere Lagertemperaturen und einen niedrigeren pH-Wert deutlich
beschleunigt wird.?°

Neben der Abnahme der Acetatester lassen sich wahrend der Lagerung noch weitere
Veradnderungen in der Zusammensetzung und der Aromatik der Weine, und somit des
Tertigraromas feststellen. Zum Einen nehmen die Gehalte an Bernsteinsauremono-
und -diethylestern einiger Dicarbonsduren wie Glutar- und Apfelsdure zu, zum Anderen
entstehen Produkte aus dem Abbau von Kohlenhydraten und Carotinoiden sowie
saurekatalysierte Reaktionen von Monoterpenen.3!

Als Verbindungen, die aus dem Kohlenhydratabbau stammen, sind vor allem Sotolon
(3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon), 2-Furfural, Furan-2-carbonséaureethylester und
5-Hydroxymethyl-2-furfural zu nennen. Sie stammen aus saurekatalysierten
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Dehydratisierungsreaktionen von im Wein vorhandenen Restzucker und besitzen
karamell-artige Noten, die flr gealterten Wein typisch sind, aber auch in Eiswein gefunden
werden kénnen.16:32

Zu den Monoterpenen, die sowohl in Trauben, als auch in Wein vorkommen, z&hlen unter
anderem cis-Rosenoxid, Linalool, Geraniol, a-Terpineol, Nerol, Linalooloxide in ihrer Pyran-
und Furanform, und polyhydroxylierte Formen, die wahrend der Weinlagerung zu potenten
Aromastoffen zerfallen konnen, z.B. Diendiol.53 Monoterpene werden wie alle Terpenoide wie
z.B. Sesquiterpene und Carotinoide aus einzelnen Einheiten von Isopren
(2-Methyl-1,3-butadien) gebildet (vgl. Abbildung 2). Die Synthese von Terpenoiden erfolgt
ausgehend von Isopentenylpyrophosphat (IPP) und dessen Isomer Dimethylallylpyrophosphat
(DMAPP). Deren Bildung verlauft sowohl (dber den 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat/Methylerythritol-4-phosphat-Weg (DOXP/MEP-Weg) als auch Uber den klassischen
Mevalonsaureweg (MVA-Weg).*

Die Synthese uber den MVA-Weg findet im Cytosol statt, indem in einem ersten Schritt zwei
Molekiile Acetyl-CoA zum B-Hydroxy-B-methyl-glutaryl-CoA reagieren, katalysiert durch
Acetoacetyl-CoA Thiolase. Durch eine enzymatische Reaktion unter Anwesenheit von
NADPH/H* und Wasser wird Mevalonsdure (MVA) gebildet. Nach der anschlie3enden
Phosphorylierung mit zwei Einheiten ATP entsteht nach Decarboxylierung und
Dehydratisierung IPP. Dieses isomerisiert unter Anwesenheit einer Isomerase zu
y,y-dimethylallyldiphosphat. Aus der Reaktion von IDP mit DMAPP entsteht
Geranylpyrophosphat (GPP), der direkte Vorlaufer der Monoterpene. Aus diesem kann durch
weitere Anlagerungen von DMAPP die Kette verlangert werden, was zu Farnesyldiphosphat
(Cis-Korper), Geranylgeranyldiphosphat (Czo-Kdrper), Squalen (Cso-Korper) und schlielich zu
Phytoen (Ca4o-Korper) fuhrt.** Der DOXP/MEP-Weg lauft dagegen in den Plastiden der Pflanze
ab. Hier wird unter Abspaltung von CO; bei Anwesenheit der DOXP-Synthase 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat (DOXP) aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat gebildet. Eine
DOXP-Reduktoisomerase (DXR) katalysiert die Reaktion aus DOXP zu 2-Methylerythritol-4-
phosphat (MEP) unter Verwendung von NADPH und Anwesenheit von Mn?" .3 Weitere
Syntheseschritte fiihren schlieBlich zur Bildung von IPP und DMAPP.*

Aus GDP koénnen bei Anwesenheit verschiedener Terpensynthasen entweder acyclische
Monoterpene synthetisiert werden, wie Linalool durch die Linalool/Nerolidolsynthase,
cyclische Monoterpene wie a-Terpineol (durch die a-Terpineolsynthase) oder weitere Terpene
wie Geraniol oder Nerol.®® Diese werden durch Isomerisierung und Umlagerungen von GDP
zu Nerylpyrophosphat (NPP) bzw. Linalylpyrophosphat (LPP) gebildet.®’
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Abbildung 2: Biosynthese der Terpene, modifiziert nach Breitmaier3* und Wanke et al.3®

Monoterpene wie auch Sesquiterpene (Cis-Korper) dienen den Pflanzen zur Abwehr von
Fressfeinden, sowie der Anlockung von Insekten und der Kommunikation untereinander.383°
Fir den Wein spielen sie vor allem fur das florale und citrusartige Aroma der Rebsorten
Muskateller, Gewurztraminer und Riesling eine besondere Rolle. In diesen Rebsorten kommen
zwar dieselben Terpene vor, allerdings in stark variierenden Gehalten, sodass sie sich deutlich
voneinander unterscheiden.®

Wahrend das Aroma von Muskateller und Gewdrztraminern von Monoterpenen dominiert wird,
sind fur das sortentypische Aroma von Riesling oder Chardonnay aul3erdem
Cis-Norisoprenoide verantwortlich. Neben der physiologischen Aktivitat, beispielsweise als
Insektizide,* spielen sie vor allem eine groRe Rolle als Aromastoffvorlaufer, da sie zum
Grol3teil glykosidisch gebunden in Trauben und Wein vorliegen und wahrend der Reifung und
Lagerung freigesetzt werden konnen.’® Bei ihnen handelt es sich um Abbauprodukte von
Carotinoiden, sie gehdren damit ebenfalls zu den Terpenen; gleichzeitig bilden sie die
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strukturell wohl vielfaltigste Naturstoffgruppe im Weinaroma.* Zu den fur WeilRwein wichtigsten
Cis-Norisoprenoiden zahlen B-Damascenon, B-lonon, Rieslingacetal, die isomeren Vitispirane
— im Folgenden als Vitispiran bezeichnet — und TDN, wobei die letzten drei Verbindungen in
relevanten Mengen nur in Riesling und Rebsorten vorkommen, die mit Riesling gekreuzt
wurden. 1641

Das einzigartige Bukett von Rieslingweinen umfasst damit bereits im Traubensaft vorhandene
primare Aromastoffe wie Terpene und Hexanol, Fermentationsaromen wie Alkohole, Ester,
flichtige Phenole und Schwefelkomponenten, sowie Abbauprodukte von Carotinoiden, die vor
allem wahrend der Lagerung freigesetzt werden (vgl. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Strukturen verschiedener Aromastoffe des Rieslings: 1 TDN, 2 Vitispiran, 3 B-lonon,
4 B-Damascenon, 5 Rieslingacetal, 6 Geraniol, 7 Nerol, 8 a-Terpineol, 9 Linalool, 10 n-Hexanol,
11 Isoamylalkohol, 12 Phenylethylacetat, 13 Vinylguaiacol, 14 Ethylbutanoat, 15 Ethylhexanoat,
16 Ethyloctanoat, 17 Isoamylacetat

Eine Eigenart des Rieslings ist die auRergewothnliche Suszeptibilitat gegentber der Lage, des
Mikroklimas im Weinberg und der Bodenbeschaffenheit, insgesamt auch als Terroir
bezeichnet. Dadurch sind je nach Intention des Kellermeisters verschiedenste Weinstilistiken
innerhalb eines Anbaugebiets und Jahrgangs mdglich. So werden Rieslinge, die auf
Basaltbéden angebaut werden, mit Citrus- und Passionsfruchtnoten und rauchigen
Deskriptoren assoziiert, wahrend Roter Sandstein zu Rieslingen mit zuséatzlichen Attributen
Honig/Karamell, Rhabarber beschrieben wird. Der Anbau auf Sandstein bringt Rieslinge mit
ausgepragter Mineralitat hervor, Schieferbéden dagegen sorgen fiir eine ausgepragte Saure
und starke Zitrusnoten.*> Des Weiteren gehort Riesling zu den Rebsorten, die fir ihre
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Stresstoleranz gegeniber Umweltbedingungen bekannt sind. Dazu zéhlen im Besonderen
eine hohe Toleranz gegeniber kalten Wintern, nahrstoffarmen Boden, Trockenheit, sowie
gegentiber Krankheiten.*®* Allerdings bergen insbesondere Stickstoffmangel und
Wassermangel der Reben, vor allem in Verbindung mit erhéhter Sonneneinstrahlung, das
Risiko der sogenannten Petrolnote im Riesling, verstarkt durch den fortschreitenden
Klimawandel.4+46

Die dafur verantwortliche Verbindung TDN wurde in Wein erstmals 1978 von Simpson mit dem
Auftreten einer kerosinartigen Note assoziiert,” und kurze Zeit spater wurde beim Erhitzen von
Most neun verschiedener Rebsorten beobachtet, dass insbesondere Riesling anfallig fur die
Auspragung der Petrolnote bei langer Lagerung ist.*” Australische Rieslinge beinhalten 78%
hohere Gehalte an TDN als européaische Rieslinge; bei ihnen gehort die Petrolnote zur Typizitat
des Rieslings.**> Wahrend bis vor 30 Jahren vor allem australische und stdafrikanische
Rieslinge mit einer Petrolnote behaftet waren,®*® wurde bereits in den 2000er Jahren
vorausgesagt, dass die seit den 90er Jahren vermehrt warmeren Jahre in Europa die
Petrolnote auch in deutschen Rieslingen hervorrufen kénnte.'>4° Die daftr verantwortliche
hohere Sonneneinstrahlung und hohe Temperaturen verursachen eine verstarkte
Carotinoidsynthese in den Beeren und beginstigen ebenfalls deren Abbau zu
Ci3-Norisoprenoiden und der Bildung von TDN.

4.2 Glykosidisch gebundene Aromastoffe

Glykoside sind sekundare Pflanzenstoffe, die aus einem Aglykon sowie aus einem oder
mehreren daran gebundenen Zuckern bestehen. Sie sind ubiquitar in allen Pflanzen und in
den meisten Pflanzenteilen vorhanden, einschlieRlich Wurzeln, Rinde, Samen, Bliten, Blattern
und Friichten. Die meisten Aglykone sind entweder unpolar oder semi-polar; die Verknipfung
mit einem Zuckerrest dient der Pflanze zur Erhdéhung der Wasserldslichkeit und der
Verringerung der Reaktivitat. Dadurch werden Transport, Speicherung, sowie Anreicherung
von Aglykonen in der Pflanze erleichtert, die chemische Reaktivitat und damit auch die
Toxizitat der Verbindungen reduziert.>>2 Beim Aglykon kann es sich entweder um nicht-
flichtige Verbindungen wie Anthocyane und Flavonole handeln, oder um flichtige
Komponenten, die zum Weinaroma beitragen kénnen, und die aufgrund ihres deutlich héheren
Gehalts im Vergleich zu den freien Aromastoffen ein erhebliches Aromapotential darstellen.*>3
Die Freisetzung dieses Potentials erfolgt entweder wahrend der Garung oder der Lagerung
durch sdure- oder enzymkatalysierte Hydrolyse. Dabei entstehen entweder direkt aromaaktive
Verbindungen wie bei den meisten Monoterpenen, oder nach der Abspaltung des Zuckerrests
erfolgen weitere Umlagerungen, die dann zur geruchsaktiven Verbindung fuhren, wie es
beispielsweise beim B-Damascenon der Fall ist.5>

Bei den Aglykonen gibt es im Pflanzenreich eine grof3e Diversitat hinsichtlich der
verschiedenen Stoffgruppen. So sind darunter aliphatische Alkohole, Shikimisaurederivat,
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Cis-Norisoprenoide, Monoterpene und Sesquiterpene zu finden.®® In Rieslingwein wurden
1990 knapp 90 Aglykone nachgewiesen, von denen 40 zu den Norisoprenoiden zahlen, sowie
27 Monoterpene und 20 Shikimisaure-Metabolite.>®

Bei den glykosidischen Resten kann es sich entweder um ein einzelnes Molekul B-Glucose
handeln oder um verschiedene Disaccharide, vereinzelt wurden auch Trisaccharide
nachgewiesen.®” Im Unterscheid zu z.B. Quercetin, das auch an Glucuronsaure gebunden
sein kann,%® sind die fliichtigen Verbindungen hauptséachlich an B-D-Glucose gebunden. Bei
den Diglykosiden ist die an das Aglykon gebundene [(-D-Glucopyranose (iber eine
glykosidische Bindung mit einer weiteren [(-D-Glucopyranose, a-L-Rhamnopyranose,
a-L-Arabinopyranose, (-D-Xylopyranose, [-D-Apiofuranose, a-L-Arabinofuranose oder
Malonsaure verknipft (vgl. Abbildung 4). Die Benennung einiger Diglykoside erfolgt in
Anlehnung an die Pflanzenfamilie, aus der sie urspringlich isoliert wurden. Es handelt sich
hierbei um Vicianoside (6-O-a-L-Arabinopyranosyl-B-D-glucopyranoside), Rutinoside (6-O-a-
L-Rhamnopyranosyl-B-D-glucopyranoside), Gentobioside  (6-O-B-D-glucopyranosyl--D-
glucopyranoside) und Primeveroside (6-O-B-D-xylopyranosyl-B-D-glucopyranoside).>**° Je
nach Rebsorte machen Apiosylglykoside (6-O-B-D-Apiofuranosyl-glucopyranoside) bis zu
50% der Glykoside aus, gefolgt von Rutinosiden mit 6-13% und B-D-Glucopyranoside mit
4-9%.%°

CH,0H Aglykon

OH
B-D-Glucopyranosid

=)
l0)

o_ 0 e]

CH,OH oH
HO

OH OH OH
B-D-Apiofuranosyl-B-D-Glucopyranosid

o Gam)
o_0 0.0
OH OH
HOHZCi |; HO
OH OH

a-L-Arabincfuranosyl-B-D-Glucopyranosid

e o)

HO %0 )

Monoterpene
Terpenalkohole
Norisoprenoide

fluchtige Phenole

phenolische S&uren

OH OH OH

a-L-Rhamnopyranosyl-B-D-Glucopyranosid

Abbildung 4: Struktur einiger Glykoside von Aromastoffen, modifiziert nach Maicas und Mateo®®

Die Mechanismen, die die Biosynthese der Glykoside ermdglichen, vor allem beztiglich der
Substratspezifitat der Glykosyltransferasen, sind bis heute noch nicht vollstandig geklart.
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Relativ sicher ist jedoch aufgrund von Untersuchungen in Modellpflanzen wie
Arabidopsis thaliana, dass die Glykosylierungsreaktionen durch Glykosyltransferasen
ablaufen, die mit Uridindiphosphat (UDP) aktivierte Glucose (UDP-Glucose) an das Aglykon
transferieren. Weitere Glykosylierungsreaktionen mit weiteren UDP-aktivierten Glucose-,
Rhamnose-, Galactose- oder Xylosemolekilen sind daraufhin moglich.5°®* Dabei kann eine
Reihe von funktionellen Gruppen den aktivierten Zuckern als Angriffsstellen dienen, darunter
-NH2, -COOH, -SH, -OH oder C-C. Auf Grundlage der Loslichkeit der Glycosyltransferasen
wird angenommen, dass die Glykosyltransferasen im Cytosol, an der dem Cytosol
zugewandten Seite von Membrankompartimenten, oder als Teil von Multienzymkomplexen
lokalisiert sind.®%%2 Das Genom von Vitis vinifera besitzt Gene, die flr Gber 240 mutmaRliche
Glykosyltransferasen verantwortlich sein kénnten. Allerdings wurde die tatsachliche Anzahl an
codierenden Genen und an exprimierten Glykosyltransferasen bisher noch nicht bestimmt.
Ebenso ist bisher wenig Uber die Substratspezifitat von Glykosyltransferasen in Pflanzen
bekannt.*!

Durch die Bildung der Aglykone wahrend der Vegetationsperiode nimmt auch die
Konzentration an glykosidisch gebundenen Verbindungen wahrend des Reifeverlaufs immer
mehr zu, besonders nach dem Zeitpunkt der Véraison. Dies betrifft vor allem Monoterpene,
Cis-Norisoprenoide und Benzenoide, da hier durch die Pflanze zur Detoxifikation
Glykosylierungen der lipophilen Verbindungen durchgefihrt werden, um einer Schadigung der
Zellmembranen durch eine zu hohe Konzentration an reaktiven Verbindungen
vorzubeugen.®3-% Durch Einflussfaktoren, die fur die Bildung der Aglykone verantwortlich sind,
wird die Bildung der entsprechenden glykosidischen Verbindungen stimuliert. So konnte
gezeigt werden, dass durch EntblatterungsmaRnahmen die Gehalte an glykosidisch
gebundenen Monoterpenen und Cis-Norisoprenoiden signifikant steigen.®”:%8

Die Spaltung der Glykoside und damit die Freisetzung der Aglykone kann grundsétzlich durch
zwei verschiedene Mechanismen induziert werden. Die Spaltung kann durch saurekatalysierte
Hydrolyse wahrend der Weinbereitung und Weinlagerung erfolgen, die allerdings unter den
normalen Bedingungen der Weinbereitung und Lagerung nur sehr langsam fortschreitet; bei
einigen Aromastoffen wie Geraniol oder Linalool ist die Reaktionsgeschwindigkeit der
Hydrolyse kleiner als die der Abbaureaktionen, sodass wahrend der Lagerung keine
Akkumulation der Aglykone im Wein erfolgt, sondern hier sogar eine Abnahme festgestellt
wurde. Auf der anderen Seite existieren auch Verbindungen wie cis-Roseoxid oder TDN, die
sich als sehr stabil erwiesen haben, und sich deshalb deren Konzentration mit fortschreitender
Hydrolyse stetig erhodht, solange ausreichende Mengen an glykosidischen Prekursoren
vorhanden sind.?°

Abhangig von der Struktur des Aglykons wird dabei entweder die Etherbindung (C-O-Bindung
auf der Seite des Aglykons) oder die glykosidische Bindung (C-O-Bindung auf der Zuckerseite)
gespalten. Nach der Spaltung laufen in den meisten Fallen weitere saurekatalysierte
Umlagerungen ab, deren Geschwindigkeit sich mit niedrigerem pH-Wert und héherer
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Temperatur erh6ht.>® Die deutliche Beschleunigung durch die Erhéhung der Temperatur oder
die Verwendung extremer pH-Werte (um 1) kann genutzt werden, um die zu erwarteten
Veranderungen wahrend der Weinlagerung abzubilden. Durch die veranderten Bedingungen
lauft die Reaktion deutlich schneller ab, die Verteilung der resultierenden Aromastoffe andert
sich aber nur geringfigig gegeniber der Verteilung, die sich aus der Spaltung wéahrend
Fermentation und Lagerung ergibt; gerade wahrend der Fermentation finden jedoch nicht nur
saure-, sondern auch enzym-katalysierte Spaltungsreaktionen statt.®®

Die Freisetzung durch Enzyme, die allgemein als Glucosidasen bezeichnet werden, kann
entweder in einem einzelnen oder in mehreren Schritten erfolgen. Monoglykoside oder
Disaccharide, die aus zwei Glucoseeinheiten bestehen, koénnen durch eine einfache
B-Glucosidase gespalten werden, die Spaltung von Disacchariden mit einem anderen
terminalen Zuckerrest erfordern dagegen zunachst den Einsatz von spezifischen Enzymen,
meist Exoglucosidasen wie a-L-Arabinosidase, B-D-Apiosidase oder a-L-Rhamnosidase, um
die glykosidische Bindung zwischen den beiden Zuckern zu spalten.®® Es existieren allerdings
auch Disaccharidasen, die in der Lage sind, mehrere Zuckerreste in einem einzigen Schritt
abzuspalten.”® Weinbeeren enthalten endogene Glucosidasen — von denen B-Glucosidase die
haufigste ist —, die allerdings beim nativen pH-Wert von Traubenmost kaum aktiv sind, da sie
zusatzlich durch den hohen Zuckergehalt inhibiert werden.”* Hefen und Bakterien dagegen
besitzen Glucosidasen, die auch wahrend der Fermentation aktiv sind; zusatzlich werden zur
forcierten Freisetzung von Aromastoffen kommerzielle Enzympraparate eingesetzt, die
exogene Glucosidase verwenden, die beispielsweise aus Aspergillus niger gewonnen werden.
Die Enzyme aus solchen Préparaten haben meist eine hohere Toleranz gegeniiber dem
pH-Wert, der Temperatur und der Glucose- und Alkoholkonzentration. Wie beim Einsatz
verschiedener Stamme von Hefen und Bakterien wahrend der Garung und der malolaktischen
Fermentation (MLF) variiert die Spezifitat der Enzympraparate gegeniber bestimmten
Glykosiden, sodass es zu einer beabsichtigten oder unbeabsichtigten Verschiebung des
Aromaprofils des resultierenden Weins kommen kann.?°

4.3 Carotinoide
4.3.1 Vorkommen, Biosynthese und Funktionen

Carotinoide nehmen aufgrund ihrer vielfaltigen Eigenschaften und Funktionen eine besondere
Stellung unter den in der Natur vorkommenden Pigmenten ein. Sie sind essentiell fir die
Photosynthese und das Uberleben in einer sauerstoffhaltigen Atmosphéare. Einige der
Carotinoide zeigen eine erndhrungsphysiologisch wichtige Provitamin A-Aktivitat oder weisen
medizinisch relevante Eigenschaften auf, beispielsweise die Vorbeugung einiger
Erkrankungen wie der Atherosklerose, Macula-Degeneration oder kardiovaskularen
Erkrankungen.’?>”® AuBerdem werden Carotinoide aufgrund ihrer Fahigkeiten, reaktiven
Singulettsauerstoff zu deaktivieren und sich nach oraler Applikation verstarkt in der Haut
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abzulagern, in der Behandlung von erythropoetischer Protoporphyrie eingesetzt.”*’® Des
Weiteren dienen sie als nicht-toxische Farbstoffe fir Lebensmittel, Futtermittel und
Kosmetika.’®

Gegenwartig sind tUber 750 verschiedene Carotinoide bekannt, deren Anzahl standig steigt,
und von denen ungeféhr 60 in Obst und Gemiise vorkommen, das von Menschen verzehrt
wird.””"® In Humanserum konnten 34 verschiedene Carotinoide nachgewiesen werden, bei
denen es sich vor allem um B-Carotin, Lycopin, Lutein, Zeaxanthin, 3-Cryptoxanthin und deren
Isomere und Metabolite handelt.”® Carotinoide dienen in Pflanzen auch als Vorlaufermolekiile
fur Signal- und Lockstoffe. Das Hormon Abscisinséure reguliert das Pflanzenwachstum und
wird aus 9-cis-Violaxanthin gebildet,®° und Strigolacton, das die Sprossbildung in Pflanzen
reguliert, entsteht aus B-Carotin.®* Das sich Uber den GroRteil des Molekils erstreckende
m-Elektronensystem von Carotinoiden dient Bakterien und Pflanzen als Radikalfanger bei der
Photosynthese. Zudem bewirken die Carotinoide im photosynthetischen Komplex durch ihre
Fahigkeit zur Lichtabsorption einen erhéhten Wirkungsgrad.8283

Carotinoide sind Polyenkohlenwasserstoffe, die aus acht Isopreneinheiten (Cs) bestehen und
damit zu den Tetraterpenen gehdren. Die Biosynthese erfolgt durch Kondensation der
Cs-Vorlaufermolekile Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopentenylpyrophosphat
(IPP) zu Geranylpyrophosphat. Die Anlagerung weiterer Isopreneinheiten unter Anwesenheit
der Geranylgeranylphosphatsynthase (GGPS) fuhrt zunéchst zu Farnesylpyrophosphat und
anschlieRend zum Diterpen Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Das Cao-Grundgeriist von
Carotinoiden wird durch eine Kopf-Kopf-Kopplung von zwei Molekilen GGPP durch die
Phytoensynthase  aufgebaut (vgl. Abbildung 5). Der Aufbau des konjugierten
m-Elektronensystems der Carotinoide erfolgt durch schrittweise Desaturierung von Phytoen zu
¢-Carotin und von C-Carotin zu tetra-cis-Lycopin durch die Enzyme Phytoen-Desaturase und
¢-Carotin-Desaturase. In Pflanzen schliet die stufenweise Desaturierung mehrere
cis/trans-lsomerisierungen mit ein, wahrend sie in Prokaryoten ausschlieBlich Uber
trans-Isomere erfolgt.2* Nach der Dehydrogenisierungsreaktion, die unter Einwirkung der
Carotinoidisomerase zu all-trans-Lycopin fihrt, teilt sich der Syntheseweg, sodass
unterschiedliche zyklische Endgruppen entstehen. Die Bildung von lononringen am Lycopin
wird durch Lycopinzyklasen katalysiert, es entstehen a- und B-Carotin.” Diese zyklischen
Gruppen kdnnen um sauerstoffhaltige Gruppen erweitert sein: Wird $-Carotin durch die B-Ring
Carotinhydroxylase hydroxyliert, entsteht zum Beispiel Zeaxanthin. Nach der Umwandlung
durch das Enzym Zeaxanthinepoxidase zu all-trans-Violaxanthin kann es zu einer
Isomerisierung zu 9-cis-Violaxanthin oder einer Epoxidierung zu all-trans-Neoxanthin
kommen. Aus beiden Verbindungen kann 9'-cis-Neoxanthin gebildet werden, das durch eine
9-cis-Epoxycarotinoiddioxygenase (NCED) in cis-Xanthoxin umgewandelt wird, aus dem in
zwei weiteren Oxidationsschritten Abscisinsaure entsteht.®
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Abbildung 5: Vereinfachtes Schema der Enzyme und Hauptprodukte in der Carotinoidbiosynthese,
modifiziert nach Just et al.86

Die Stoffgruppe der Carotinoide wird aufgrund der moglichen Implementierung funktioneller
Gruppen daher in zwei Klassen unterteilt. Dabei handelt es sich um die Carotine, die
ausschlieBlich aus Kohlenwasserstoffen bestehen, und zu denen unter anderem das -Carotin
und das Lycopin gehéren. Die andere Hauptgruppe bilden die Xanthophylle, die mindestens
eine sauerstoffhaltige funktionelle Gruppe beinhalten. Bei diesen funktionellen Gruppen
handelt es sich um Alkohol-, Keto-, Aldehyd-, Epoxy-, Ether- oder Methoxygruppen. Bekannte
Vertreter der Hydroxycarotinoide sind Lutein und Zeaxanthin, zu den Epoxycarotinoiden
zahlen Violaxanthin, Neoxanthin und Fucoxanthin. Astaraxanthin und Canthaxanthin besitzen
Ketogruppen, und Methoxygruppen sind im Spirilloxanthin zu finden. Neben diesen
funktionellen Gruppen treten einige Hydroxycarotinoide auch in Veresterung mit Fettsduren
auf.?’

Carotine treten vor allem in Obst und Gemuise auf und nehmen als Bestandteile der nicht-
grinen Pflanzenteile die Funktion von optischen Signalstoffen fir Tiere ein, welche die Pollen
und Samen der jeweiligen Pflanzen verbreiten sollen.®® Fur tierische Organismen stellen die
Carotinoide, insbesondere B-Carotin, a-Carotin und B-Cryptoxanthin als Vitamin A-Vorlaufer
essentielle Nahrungsbestandteile dar, da z.B. das Chromophor des Rhodopsins im
menschlichen Auge, das Retinal, aus der Spaltung der zentralen Doppelbindung des
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B-Carotins entsteht.®® Haufig in der Nahrung kommen Lycopin und {-Carotin vor, wobei
¢-Carotin nur in geringen Mengen, daflr ubiquitar vorhanden ist, die hochsten Gehalte an
Lycopin dagegen finden sich vor allem in roten Obst- und Gemiusesorten wie Tomaten,
Guaven oder Wassermelonen.®® Am weitesten in Lebensmitteln verbreitet ist das B-Carotin,
das in den meisten Obst- und Gemuseprodukten als Minorkomponente und vor allem in
Karotten, Kohl und Spinat als Majorkomponente vorkommt. Lutein bewirkt eine gelbliche
Farbung und kommt tUberwiegend in Blattern und griinem Gemise vor.*® Carotinoide spielen
eine essentielle Rolle bei der Photosynthese und sind daher in weit hdheren Mengen in den
Blattern von Pflanzen enthalten, als es in anderen Pflanzenteilen der Fall ist.

Die Photosynthese selbst lasst sich in zwei Abschnitte einteilen: In die sogenannte
Lichtreaktion, die in den Chloroplasten ablauft und der Umwandlung von Sonnenenergie in
chemische Energie in Form von ATP und NADPH dient, und in die Dunkelreaktion, die im
Stroma der Zellen stattfindet und die in der Lichtreaktion gewonnene Energie nutzt, um aus
CO. Energiespeicher in Form von Kohlenhydraten zu gewinnen. Die Carotinoide sind als
Bestandteile der inneren Chloroplastenmembran, des Thylakoids, in die Lichtreaktion
involviert, die sequenziell in zwei Chlorophyll-Protein-Komplexen ablauft. Diese Komplexe
bestehen jeweils aus zwei Einheiten, dem Reaktionszentrum und den Antennenkomplexen,
die fur die Katalyse der photochemischen Reaktion verantwortlich sind, und in denen viel
Chlorophyll wie auch Carotinoide gebunden sind.

Einige Carotinoide, in Pflanzen vor allem (-Carotin, befinden sich zwar auch direkt im
Reaktionszentrum des Komplexes, der Grof3teil, insbesondere Xanthophylle, sind aber in den
lichtsammelnden Antennenkomplexen lokalisiert. Mit wenigen Ausnahmen enthalten die
Chloroplasten und die grinen Pflanzenteile héherer Pflanzen dieselben Carotinoide in
ahnlichen Anteilen: 40-45% Lutein, 20-25% p-Carotin, 10-15% Violaxanthin und 10-15%
Neoxanthin.®? Ebenfalls sind noch weitere Carotinoide als Minorkomponenten enthalten, v.a.
Zeaxanthin, a-Carotin, Lutein-5,6-epoxid und Antheraxanthin.®® Das Verhaltnis von
Carotinoiden zu Chlorophyll in den Pigment-Protein-Komplexen betragt zumeist 1 zu 3-4.%2

Das Einfangen der Lichtenergie ist nicht die einzige Aufgabe, die die Carotinoide innerhalb
des Photosynthese-Apparats der Pflanzen ausiiben — sie spielen auch eine wichtige Rolle bei
der Photoprotektion, also der Vermeidung lichtinduzierter Schaden. Die Gewinnung der
Lichtenergie in den Antennenkomplexen gelingt bereits bei relativ niedriger Lichtintensitét, bei
einer hohen Sonneneinstrahlung wird mehr Lichtenergie absorbiert als fur die Photosynthese
verwendet werden kann. Das kann sowohl zum Verlust photosynthetischer Effizienz als auch
zur Bildung von reaktivem Singulett Sauerstoff (*0,) fuhren. Carotinoide spielen eine
Schlusselrolle im Quenchen der uberschissigen Energie und damit in der Vermeidung der
Bildung von Singulettsauerstoff. Im Gegensatz zum angeregten Chlorophyll (3Chl), das beim
Abfallen auf das Grundniveau Singulettsauerstoff erzeugen kann, ist das Energieniveau
angeregter Carotinoidmolekile (*Car) nicht hoch genug fir diese Reaktion; die freiwerdende
Energie beim Abfallen in den Grundzustand wird in Form von Wé&rme abgegeben
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(vgl. Abbildung 6). In den Komplexen sorgen die Carotinoide somit durch die Absorption der
Energie sowohl von angeregten Chlorophylimolekilen wie auch von Singulettsauerstoff fir
den Schutz der Proteine, Lipide und Pigmente der Membran vor oxidativer Schadigung.®?
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Abbildung 6: Schutzmechanismus der Carotinoide im photosynthetischen System nach Britton et al.®?

Daneben fungieren Carotinoide auch als nicht-photochemische Quencher (Carg), die vor allem
fur den Erhalt der Antennenproteine des PSII von essentieller Bedeutung sind. Dieser Prozess
wird unter anderem durch den Xanthophyllzyklus bewerkstelligt, der in allen hoheren Pflanzen
zu finden ist, und dessen Eigenschaften und Funktionen bereits in den 1960ern und 70ern
erstmals beschrieben wurden. %%

Die Induktion der zweistufigen, lichtabh&ngigen De-Epoxygenierung von Violaxanthin in
Zeaxanthin mit Antheraxanthin als Intermediat wird durch pH-Unterschiede im Zelllumen
induziert, die durch das in der Thylakoidmembran befindliche PsbS Protein registriert
werden.®5%® Zeaxanthin fungiert als Akzeptor fur die Uberschissige Energie des angeregten
Chlorophyll im Antennenpigment von Photosystem I, und wird als Rickreaktion bei wenig
Licht oder im Dunkeln wieder in Violaxanthin umgewandelt.®® Diese Reaktion wird durch die
Zeaxanthinepoxidase unter Verbrauch von NADPH und reduziertem Ferredoxin katalysiert,
und kann bei giinstigen Bedingungen den Violaxanthinpool innerhalb von 20-40 Minuten
wieder auffiillen (vgl. Abbildung 7). Die Umwandlung von Violaxanthin in Antheraxanthin und
weiter in Zeaxanthin kann innerhalb von 15-30 Minuten erfolgen, und wird unter Oxidation von
Ascorbinsaure zu Dehydroascorbinsdure (DHA) durch die Violaxanthindeepoxidase
katalysiert. Diese wird durch einen niedrigen pH-Wert des Lumen aktiviert, der eine hohe
photochemische Aktivitat indiziert.1® Neben der Induzierung der Violaxanthinepoxidierung bei
hoher Lichteinstrahlung scheinen sich Pflanzen sowohl an die taglichen wie auch langfristigen
Lichtverhéltnisse zu adaptieren, indem der Gesamtpool der zur Verfigung stehenden
Xanthophylle mit zunehmender Lichtintensitat erhoht wird.101:102
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Abbildung 7: Xanthophyllzyklus und Umwandlung von Violaxanthin in Neoxanthin, modifiziert nach
Baumes et al.%!

4.3.2 Abbau

Der Abbau von Carotinoiden kann durch nicht-spezifische Mechanismen wie der
(photo)chemischen Oxidation oder der Oxidation durch nicht-spezifische Enzyme wie
Lipoxygenasen und Peroxidasen ablaufen. Auf der anderen Seite stehen regiospezifisch
wirkende Enzyme wie die B-Carotinoxygenase, die bei Tieren p-Carotin in zwei Molekdle
Retinal spaltet.1?® In Pflanzen wirken vor allem Enzyme, die eine asymmetrische Spaltung der
Carotinoide verursachen. So konnte 1997 ein Gen in Mais identifiziert werden (vp14), welches
eine Dioxygenase codiert, die die Substrate 9-cis-Neoxanthin und 9-cis-Violaxanthin an der
11,12-Doppelbindung zu einem Molekil Xanthoxin und einem Molekul eines Cas-Dialdehyds
spaltet. In den darauffolgenden Jahren wurde eine Reihe homologer Dioxygenasen
identifiziert, die — wie die von vpl14 codierte Dioxygenase — neben der 9-cis-Doppelbindung
von Epoxycarotinoiden spalten, sie werden deshalb als NCEDs bezeichnet.1%4

Carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs) stellen die dritte Gruppe von Enzymen dar, die am
Carotinoidabbau beteiligt sind. Von den NCEDs unterscheiden sie sich durch ein breiteres
Spektrum an Substraten, wobei die Regiospezifitat weiterhin sehr hoch ist,}** die
Schnittposition aber in manchen Fallen von denen der NCEDs abweicht. So wurde vermutet,
dass das in Arabidopsis thaliana identifizierte Enzym AtCCD1 Carotinoide, Apocarotinoide und
Xanthophylle symmetrisch an den 9,10- und 9°,10’-Doppelbindungen spaltet. So konnte die
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Bildung des Cis-Norisoprenoids B-lonon mit dem Transkriptionsniveau von CCD1-Genen
korreliert werden.®® Neuere Untersuchungen legen aber die Vermutung nahe, dass CCD1
aufgrund seiner Lokalisierung im Cytosol weniger fir die Spaltung der Cao-Carotinoide
zustandig ist, sondern diese vielmehr bereits vor dem Eingreifen von CCD1 in ein
Co7.Apocarotinoid gespalten werden, und CCD1 dieses dann nach dem Transport in das
Cytosol in ein weiteres Cis-Norisoprenoid und in ein Cis-Norisoprenoid trennt. Es wird
vermutet, dass die initiale Spaltung der Carotinoide durch ein Enzym der CCD7 Familie in den
Plastiden stattfindet.®

Im Genom von Arabidopsis thaliana wurden weitere CCD codierende Gene gefunden, nach
denen weitere Gruppen von CCDs benannt wurden: AtCCD4, AtCCD7 und AtCCD8.1%6197 Dje
CCD4-Enzyme besitzen wie CCD1-Enzyme eine 9,10/9’,10’-Schnittaktivitat, weisen jedoch
keine Substratuniversalitat auf.’°” Die Enzyme der CCD7- und CCD8-Familie sind auRerdem
an der Synthese von Strigolacton beteiligt, das unter anderem die Sprossverzweigung
reguliert.08

Die gleichen Enzyme wurden auch in Vitis vinifera gefunden (vgl. Abbildung 8), demzufolge
spielen auch dieselben Enzymfamilien bei der Umwandlung und dem Abbau von Carotinoiden
in den Blattern und Beeren der Weinrebe eine Schlisselrolle: Hier sind zum Einen die Enzyme
des Xanthophyllzyklus zu nennen, Enzyme fir die Biosynthese der Pflanzenhormone
Abscisinsdure und Strigolacton, sowie Enzyme, aus deren Aktivitat flichtige Verbindungen wie
die Ciz-Norisoprenoide hervorgehen.1®®

Carotinoid

WCCD7 VvCCD4a, VWCCD4b, WCCD4c

. l \, |

B-lonon (C3) + 10-Apo-B-carctin-10*-al (C,;) Apocarotinoid (C,7) + Norisoprenoid (C43)

VWCCD8 ‘

v l WCCD1.1, WCCD1 2
13-apo-B-Carotinon (C,3) + Dialdehyd (Cq)

1 l

Norisoprenoid (C3) + Dialdehyd (Cg)

Y

Strigolacton z.B. B-lonon

3-Hydroxy-B-lonon
Pseudoionon

Cytosol Geranylaceton
6-Methyl-5-hepten-2-on

Abbildung 8: Abbau von Carotinoiden durch Carotenoid Cleavage Dioxygenases (CCDs) in Vitis vinifera,
modifiziert nach Walter et al.1%® und Young et al.1%°
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Die Aktivitaten der Enzyme sowohl fur die Synthese als auch den Abbau der Carotinoide
kénnen durch aufRere Faktoren wie jahreszeitliche Schwankungen beeinflusst werden. So
steigt die Aktivitat von CCD4b wahrend der Wachstumsphase der Beeren um das 200-300-
fache an, wahrend bei CCD4a die Veranderung nur um das 13-fache steigt.'®® Die Aktivitat
von CCD1 beginnt dagegen kurz vor der Véraison um das Zwei- bis Vierfache zu steigen, und
bleibt bis zur Ernte konstant.'° Gleichzeitig ist die Aktivitat stark von der Rebsorte abhangig,
so wurde bei der Rebsorte Muskat Alexandria eine deutlich héhere Aktivitdit von CCD1
festgestellt, als es bei der Rebsorte Shiraz der Fall war.*'° Mit der Aktivitatssteigerung der
Enzyme, die in den Carotinoidabbau involviert sind, sinkt im Reifeverlauf der Gehalt an
Carotinoiden parallel mit dem Abbau von Chlorophyll stark ab.!!

Nicht zu vernachlassigen ist auch der Einfluss weiterer extrinsischer Faktoren auf die
Enzymaktivitat bzw. den Carotinoidabbau. So kann Wasserstress zu einer erhdhten Bildung
von Abscisinsaure fuhren, einhergehend mit einer erhohten Aktivitat der fur die Bildung
verantwortlichen Enzyme.®® Beeren, die sich an hohere Lichtverhéaltnisse adaptiert haben,
besitzen einen hoheren Pool an Xanthophyllen, der allerdings bei geénderten
Witterungsbedingungen, etwa bei langeren Regenperioden, wieder kleiner werden kann. 112113
Ebenso ist in warmeren Regionen ein erhdhter Gesamtgehalt an Carotinoiden festgestellt
worden, vor allem in Reben, die nicht oder nur wenig beschattet wurden. Der erhéhten
Biosynthese bei starker Lichteinstrahlung und einer hoheren Carotinoidkonzentration steht
allerdings ein verstarkter Abbau aufgrund photooxidativer und enzymatischer Spaltung der
Carotinoide gegentber.''* Das wiederum fihrt zu einer insgesamt héheren Konzentration an
Carotinoidabbauprodukten — wie etwa den Cis-Norisoprenoiden — in Beeren, die verstarkter
Sonneneinstrahlung ausgesetzt sind. °

4.4 Ci3-Norisoprenoide

Unter den aus dem Carotinoidabbau stammenden Norisoprenoiden sind einige hochpotente
Aromaverbindungen zu finden. Dazu zahlen beispielsweise das B-lonon, das urspringlich in
Rosen entdeckt wurde und eine Geruchsschwelle von 90 ng/L besitzt,'® und B-Damascenon,
das ebenfalls einen floralen Geruch vermittelt und ab 50 ng/L wahrnehmbar ist.2° Neben diesen
beiden Cis-Norisoprenoiden kénnen auch fliichtige Verbindungen mit einem Cg-, Cio-, Ci1-
oder auch Cis-Korper gebildet werden (vgl. Abbildung 9), ebenso wie Cao-Kbrper, die fur die
Bildung von Vitamin A und anderen Retinoiden wichtig sind. Die Cio-Verbindung Safranal ist
der Schlusselaromastoff fir Safran und kann sowohl enzymatisch als auch nicht-enzymatisch
aus Vorlaufercarotinoiden gebildet werden.''” Das Lacton Dihydroactinidiolid wird durch
lichtinduzierten Abbau von B-Carotin gebildet und gehort zu den aromaaktivsten Verbindungen
in Longjingtee.!!®
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Abbildung 9: Abbauprodukte von Carotinoiden, modifiziert nach Winterhalter und Rouseff119

Von den zahlreichen Aromastoffen, die aus Carotinoiden gebildet werden kénnen, gehen nur
wenige frei vorkommende Verbindungen direkt aus ihren Vorlaufern hervor. So wird zum
Beispiel B-Damascenon in einem mehrstufigen, teilweise enzym-katalysierten Prozess
gebildet (vgl. Abbildung 10), bei dem an erster Stelle eine oxidative Spaltung steht, gefolgt von
enzymatischen Umwandlungen, und als letzter Schritt eine saurekatalysierte Umsetzung
stattfindet. Andere Norisoprenoide wie B-lonon werden dagegen in einem einzelnen Schritt
durch oxidative Spaltung aus ihrem Ursprungscarotinoid gebildet.%

Neoxanthin

T NS A0 N

Sen LT —

Ho

B-lonon Grasshupferketon Allenisches Triol

B-Damascenon 3-Hydroxy-B-damascenon

Abbildung 10: Bildungsweg von B-lonon und (-Damascenon aus Carotinoiden, modifiziert nach
Skouroumounis und Sefton1?0

In vielen Fallen sind die Reaktionsprodukte zwar identisch mit den finalen
Aromaverbindungen, allerdings liegen diese nicht frei vor — vielmehr sind sie an Glykoside
gebunden und werden erst im Laufe der Reifung freigesetzt.1?1122 Die Aromafreisetzung ist
damit vom Carotinoidabbau abgekoppelt und wird durch die enzymatischen Freisetzung der
glykosidisch gebundenen Norisoprenoide initiiert.*?®> Wahrend die Glykosylierung immer noch
intensiv untersucht wird, ist der grundsatzliche Mechanismus der enzymatischen Freisetzung
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bereits entschlisselt worden.*® Die Cis-Norisoprenoide lassen sich dabei in die Gruppe der
Megastigmane und der Nicht-Megastigman-Typen unterscheiden. Zu den Megastigman-
Typen gehoren unter anderem B-lonon als auch B-Damascenon.'2%124 Die Verbindungen vom
Nicht-Megastigman-Typ, wie zum Beispiel Vitispiran und TDN dagegen lassen sich nicht direkt
auf carotinoidische Vorlaufer zuruckfiihren, sie gehen vielmehr durch séaurekatalysierte
Umlagerungen aus anderen Megastigman-Vorlaufern hervor.?®> Der GroRteil der
Ciz-Norisoprenoide liegt in Trauben und im Wein in glykosidisch gebundener Form vor,
lediglich B-Damascenon findet sich in relevanten Mengen als freie Verbindung bereits in
jungem Wein.*3! Strauss et al. untersuchten und bestatigten 1986 den Zusammenhang
zwischen dem Zuckergehalt und damit dem Reifegrad der Beeren und den glykosidisch
gebundenen Cis-Norisoprenoidvorlaufern. In Folge identifizierten Winterhalter et al.
40 glykosidisch gebundene Cis-Norisoprenoide in Rieslingwein, die die Konzentrationen an
glykosidisch gebundenen Monoterpenen um 40% Uberschritten.*® In den kommenden Jahren
wurden, auch um die Bildungswege von TDN und Vitispiran zu beleuchten, diverse weitere
glykosidisch gebundene Norisoprenoide in Blattern, Beeren, Most und Wein der Rebsorte
Riesling isoliert und identifiziert (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Glykosidisch gebundene Cis-Norisoprenoide aus verschiedenen Quellen von Vitis vinifera
cv. Riesling

Struktur Bezeichnung des Aglykons Literatur (Quelle)
OR
OH
Vomifoliol (Roseoside) Sefton et al. 126 (Wein)
&
R = Glc(Ac),
OR
OH
4,5-Dihydrovomifoliol Sefton et al. 126 (Wein)
=
o7 R = Glc(Ac),
OR
iji\)\ 3-Oxo-7,8-dihydro-a-ionol Roscher & Winterhalter?” (Blatter)
=
o7 R = Glc(Ac),
OR
X . . ' ;
éi\)\ 3-Oxo0-4,5-dihydro-a-ionol Roscher & Winterhalter*?” (Blatter)
F R1 = Glc(Ac),
R2 = Ac
ﬁ
3,4-Dihydroxy-7,8-dihydro-B-ionon )
Roscher & Winterhalter?” (Blatter)
R0 (TDN-Vorlaufer)
R1 = Glc(Ac),
or2 R2 = Ac
HO. OH
\mo” B-D-Glucopyranosid (Glc)
OH
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4.5 TDN und Vitispiran

Eine Besonderheit des Rieslings ist die verstarkte Bildung von Cis-Norisoprenoiden, die das
Aroma wesentlich beeinflussen. Bei anderen Rebsorten kommen diese nur in Spuren vor und
besitzen im Gegensatz zum Riesling keine sensorische Relevanz. TDN wurde 1976 erstmals
in Extrakten bzw. dem Headspace von Weinen nachgewiesen,*21% und kurz darauf von
Simpson als Verursacher der ,Petrolnote” beschrieben, die ein kerosinartiges Aroma hervorruft
und ab einer Konzentration von 20 pg/L wahrnehmbar ist.” Der Versuchsbeschreibung zu
entnehmen ist, dass es sich hierbei nicht um die Bestimmung der Wahrnehmungsschwelle
handelt, sondern lediglich die Versuchsprobe von den Referenzproben unterschieden wird,
allerdings ohne die Mdglichkeit einer qualitativen Beschreibung der Veranderung.** Vielmehr
wurde durch Aufdotierung einer nicht ndher bekannten Matrix mit einer zeitgleichen Abfrage
der Beschreibung des zu erkennenden Geruchs ein Differenzschwellenwert in Kombination
mit dem Erkennungsschwellenwert bestimmt. Die Beziehung zwischen der Konzentration des
Stimulus und der psychophysischen Wahrnehmung verlauft nicht linear, sondern hat vielmehr
eine logarithmische Dosis-Wirkungs-Beziehung.’**1*> Das hat bei der Verwendung einer
beziglich des zu evaluierenden Stimulus nicht-neutralen Matrix zur Folge, dass fir die
Wahrnehmung des Unterschieds der aufdotierten Probe eine vergleichsweise grol3e Menge
zugegeben werden muss. Dadurch wird der Differenzschwellenwert stark positiv verzerrt und
liefert fur diesen Fall sehr hohe Werte. Der Erkennungsschwellenwert liegt naturgemaf
ebenfalls Uber der Wahrnehmungsschwelle, da neben der reinen Erkennung der
unterschiedlichen Proben eine zusatzliche Menge an Stimulus erforderlich ist, um diesen
qualitativ beschreiben zu kénnen.%

Fur die Beurteilung des Einflusses einer Verbindung auf die Gesamtaromatik eines
Lebensmittels ist nicht nur die Erkennungs-, sondern vor allem auch die
Wahrnehmungsschwelle  relevant, weshalb 2012 von Sacks et al. die
Wahrnehmungsschwellenwerte von TDN in Modellwein und einem weitestgehend TDN-freiem
neutralen Chardonnay bestimmt wurden.® Diese Bestimmungen resultierten in einem deutlich
niedrigeren Wert von ca. 2 ug/L, der allerdings durch die Teilnahme von nur zehn trainierten
Panelteilnehmern und unter Einsatz von verformbaren Teflonflaschen — die einen unnatrlich
raschen und starken Transfer des Kopfraums in die Nase der Panelisten bewerkstelligen —
maoglicherweise dazu fiihrt, dass hier die Wahrnehmungsschwelle gegentiber den normalen
Bedingungen einer Weinverkostung als zu niedrig bewertet wurde. Zusatzlich wurden bei einer
Studie an Verbrauchern aus den USA und Neuseeland die Wahrnehmungsschwellenwerte
(detection threshold, DT) von TDN in einjahrigem Rieslingwein sowie die Konzentration
bestimmt, ab der der hohe TDN-Gehalt zu einer Ablehnung des Weins fihrt (CRT = consumer
rejection threshold, Ablehnungsschwelle bei Verbrauchern).® Fur die Ablehnungsschwelle
wurde fir Verbraucher aus den USA ein Wert von 82 pg/L ermittelt, wahrend die Verbraucher
aus Neuseeland den vorliegenden Wein erst ab einer Konzentration von 157 pg/L signifikant
negativer bewerteten als die Kontrollprobe. Zeitgleich wurde festgestellt, dass sich die
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Wahrnehmungsschwellen im Gegensatz zu den Ablehnungsschwellen zwischen den
Studienteilnehmern aus den USA und Neuseeland kaum unterschieden und in einem deutlich
hoheren Wert resultieren, sobald die Berechnungsgrundlage geéndert wird — von 20 auf
36 pg/L (Neuseeland) bzw. von 18 auf 38 pug/L (USA). Diese Werte, insbesondere die
Ablehnungsschwellen sind damit um ein Vielfaches hoher als die zuvor bestimmten
Schwellenwerte. Das kann neben der unterschiedlichen Berechnungsmethode unter
Umstanden auch dadurch erklart werden, dass Verbraucher, die bereits an hohere TDN-
Konzentrationen im Wein gewohnt sind, erst deutlich spéter die auftretende Petrolnote als
negativ beurteilen. Wahrend in mitteleuropaischen Weinen nur Gehalte von bis zu 22 pg/L an
freiem TDN enthalten sind,®®"1*® wurden in stdafrikanischen und australischen Rieslingen
Hochstwerte von bis zu 55 bzw. 255 pg/L gemessen. 8139

Wahrend die Erkenntnisse Uiber die weinbaulichen und oenologischen Einflussfaktoren auf die
Bildung von TDN zunehmen, ist immer noch nicht abschlieBend geklart, weshalb die
Petrolnote primér in Rieslingweinen auftritt. Das Auftreten von TDN-Vorlaufern ist in jedem Fall
nicht auf die Beeren der Rebsorte Riesling beschrankt, da diese sowohl in anderen Friichten
wie in Quitten (Cydonia oblonga Mill.) oder in Passionsfriichten (Passiflora edulis Sims), in den
Blattern der Roten Johannisbeere (Ribes rubrum L.) und auch in Rieslingblattern
nachgewiesen wurden.1?7:140141 Inshesondere das erhohte Vorkommen in Blattern bestétigt die
Vermutung, dass es sich bei TDN um ein Abbauprodukt eines oder mehrerer Carotinoide
handeln muss. Aus dem glykosidischen Extrakts eines Rieslingweins wurde die Verbindung
2,6,10,10-Tetramethyl-1-oxaspiro[4.5]dec-6-en-2,8-diol identifiziert.

O -H.0
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M ho
O :
HO

2,6,10,10-Tetramethyl-1-
oxaspiro[4.5]dec-6-en-2,8-diol

]-Hzo "y H
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Abbildung 11: Postulierter TDN-Bildungsweg'42, modifiziert nach Winterhalter und Gok!!
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Die anschlieBende saurekatalysierte Hydrolyse unter Erhitzen der synthetisierten
(racemischen) Verbindung lieferte neben anderen Cis-Norisoprenoiden und weiteren
Abbauprodukten TDN und Rieslingacetal (2,2,6,8-Tetramethyl-7,11-
dioxatricyclo[6.2.1.0Jundec-4-en. Des Weiteren wurde die Mischung der diastereomeren
3,4-Dihydroxy-7,8-dihydro-f3-ionone im zugrunde liegenden Rieslingextrakt als Abbauprodukte
der Ausgangsverbindung nachgewiesen. Diese werden aus der offenkettigen Form durch eine
allylische Umlagerung gebildet, die wiederum im Gleichgewicht mit dem korrespondierenden
Hemiacetal steht (vgl. Abbildung 11).

Mit dem Nachweis eines Hydroxylderivats des TDN, das bereits zuvor in gealtertem
Rieslingwein gefunden und als 1,1,6-Trimethyl-4-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydronaphthalin
bezeichnet wurde,**® ist 1991 ein erster Bildungsweg fir TDN postuliert, und das
Hydroxylderivat als  6-Hydroxy-1,1,6-trimethyl-1,2,5,6-tetrahydronaphthalin  identifiziert
worden. 42

Bereits zuvor wurde festgestellt, dass sowohl Vitispiran als auch B-Damascenon aus mehreren
Aglykonen hervorgehen, die zudem noch mit einigen unterschiedlichen Zuckerresten
verbunden sind, was die breite Streuung in der beobachteten Polaritét der DCCC-Extrakte
erklart. Eine ahnliche Verteilung bei den Polaritaten wurde bei TDN beobachtet, allerdings
konnte zu diesem Zeitpunkt noch kein direkter Vorlaufer identifiziert werden. Jedoch sind
zahlreiche Verbindungen nachgewiesen worden, die als Vorlaufer fir TDN in Frage kommen,
und fir die verschiedene Mdoglichkeiten der Glykosylierung existieren. Deshalb wurde der
Begriff multiple Prakursoren fir Verbindungen mit dem Potential zur TDN-Bildung verwendet.?
Aufgrund der fehlenden Mdglichkeit, die finalen Cis-Norisoprenoide auf eine einzelne
Verbindung zurlckzufihren, aus der sich bei enzymatischer, séurekatalytischer und/oder
thermischer Behandlung die jeweiligen Produkte bilden, werden seitdem neben der Analyse
der Konzentrationen an freien Verbindungen auch die Gehalte an potentiellen Norisoprenoiden
angegeben — als Summenparameter fiir alle Verbindungen, aus denen sich nach Spaltung und
Freisetzung der jeweilige Analyt nachweisen lasst. Allerdings unterscheiden sich die Angaben
in der Literatur durch die angewandte Methodik, zum Beispiel durch Variierung der
Temperatur, des pH-Werts, der Behandlungsdauer sowie der angewandten Extraktions- und
Analysemethoden, 46:47:111.144-149

Deswegen sind direkte Vergleiche der Gehalte an potentiellem TDN oder Vitispiran zwischen
unterschiedlichen Studien nur sehr begrenzt mdoglich; es empfiehlt sich daher, nur die
jeweiligen Varianten innerhalb der spezifischen Studie miteinander zu vergleichen.

Versini et al. entdeckten einen weiteren potentiellen TDN-Vorlaufer vom Megastigman-Typ,
ein Megastigma-4-en-9-on mit einer Etherfunktion in der Cs-Position und einer weiteren
Hydroxy- oder glykosylierten Hydroxyfunktion in der C4-Position. Dieser Vorlaufer fihrt nach
saurekatalysierter Umlagerung und Hydrolyse zur Bildung von TDN. Dabei wurde jedoch
postuliert, dass dieser Vorlaufer aufgrund der langsamen Reaktionsgeschwindigkeit nur wenig
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zum gesamten freien TDN beitrdgt — im Vergleich zu dem von Winterhalter et al. 1991
entdeckten  Verbindung.'?®  Zusatzlich wurde festgestellt, dass bei harschen
Hydrolysebedingungen aus einem gemeinsamen Vorlaufer, 1,1,5-trimethyl-3,6-dihydroxy-9,9-
ethylendioxymegastigm-4-en, TDN und Rieslingacetal gebildet werden, aus Rieslingacetal
selbst aber tber ein Intermediat wiederum TDN entstehen kann.*°

Als weitere potentielle TDN-Prekursoren wurden das in Quitten (Cydonia oblonga Mill.)
vorkommende 3-Hydroxy-B-ionon!*°, das aus Passionsfrucht (Passiflora edulis Sims) isolierte
3-Hydroxy-1,1,6-trimethyl-1,2,3,4-tetrahydronaphthalin’®*  sowie das 3,4-Didehydro-7,8-
dihydro-6-hydroxy-y-ionon identifiziert, das mit 2,6,6-trimethyl-10-methylen-1-
oxaspiro[4.5]dec-8-en-2-ol im Gleichgewicht steht und nach Dehydrierung und Zyklisierung
zum Hydroxy-Derivat des TDN fiihren kann (vgl. Abbildung 12).1!
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1,1 5-trimethyl-3,6-dihydroxy-9,9- 3-Hydroxy-f-ionon 3-Hydroxy-1,1,6-trimethyl- 3,4-Didehydro-7 8-dihydro-  2,6,6-trimethyl-10-methylene-
ethylenedioxymegastigm-4-en 1,2,3,4-tetrahydronaphthalen  6-hydroxy-y-ionon 1-oxaspiro[4.5]dec-8-en-2-ol

Abbildung 12: Weitere bestatigte und potentielle TDN-Vorlaufer

Biosynthetisch eng verwandt mit TDN sind die isomeren Vitispirane (vgl. Abbildung 13). Sie
wurden aus Wein erstmals 1977 von Simpson et al. isoliert, und bereits zum damaligen
Zeitpunkt wurde ein gemeinsamer Vorlaufer von TDN und Vitispiran vermutet, da sich die
Konzentrationen der Verbindungen bei Alterung der Weine &hnlich verhielten.’>? Die
Geruchsschwelle fur das Isomerengemisch wurde zunéchst mit 800 ug/L angegeben.*

Angesichts der Verwendung einer identischen Methodik wie bei TDN ist davon auszugehen,
dass die Wahrnehmungsschwelle nicht durch diesen Wert représentiert wird, sondern
vermutlich — ebenso wie es bei TDN der Fall ist — um den Faktor 10 darunter liegt. Nach der
Synthese der einzelnen Vitispiranisomere durch Schulte-Elte et al. wurde das Aroma fir die
cis-Verbindungen mit einer griinen, chrysanthemen-artigen Note und fir die
trans-Verbindungen mit einer exotischen Blitennote mit einem erdigen Unterton
beschrieben.*® Die Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse der vier Stereocisomere gelang
erst 1994, ebenso wie der Nachweis des glykosylierten Vorlaufers 3,4-Dihydroxy-7,8-dihydro-
B-ionol als 3-O-B-D-glucopyranosid.'?® Bereits zuvor wurde beobachtet, dass aus der
synthetischen Verbindung 3,6-Dihydroxy-7,8-dihydro-a-ionol durch Erhitzen auf 100 °C bei
einem pH-Wert von 3 Vitispiran gebildet werden kann; zudem wurden mit den
glykokonjugierten Isomeren von 1-(3-hydroxybutyl)-6,6-Dimethyl-2-methylene-
3-cyclohexen-1-ol erste biosynthetische Vorlaufer von Vitispiran identifiziert.1>
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Abbildung 13: Bildungswege von Rieslingacetal, TDN und Vitispiran aus den glykosidischen Vorstufen,
modifiziert nach Winterhalter & Gok!!

Die Gehalte, die bisher in Weinen beobachtet wurden, reichen mit bis zu 81 pg/L nicht
annahrend an die postulierten Geruchsschwellen, sodass davon auszugehen ist, dass der
Beitrag von Vitispiran zum Aromaeindruck des Rieslings eher gering ausfallt.53":1%5 |m
Gegensatz zu 3-Damascenon ist bisher nicht festgestellt worden, dass Vitispiran die Funktion
eines Aromaverstarkers besitzt, die fir B-Damascenon zumindest in Rotwein nachgewiesen

wurde. 16

Eine weitere Gruppe von Verbindungen mit demselben Ursprung wie TDN und Vitispiran
bilden die isomeren Actinidole. Sie wurden erstmals aus dem &therischen Ol des Matatabi
(Actinidia polygama) extrahiert,'>” bestehen ebenso wie Vitispiran aus vier Isomeren, die einen
kampher-artigen, harzigen Geruch besitzen, und die aus Traubensaft mittels
Wasserdampfdestillation gewonnen wurden.’®® Die von Strauss et al. durchgefihrten
Untersuchung zur Hydrolyse mehrerer Megastigmatriole lieferte neben TDN, Vitispiran und
anderer Cis-Norisoprenoide ebenfalls die isomeren Actinidole, was auf die gleichen
Ursprungsverbindungen schlieRen lasst; zumindest kénnen aber aus mechanistischer Sicht
die Actinidole, Vitispiran und TDN wenigstens teilweise auf demselben Weg gebildet

werden.1?

Obwohl der Syntheseweg dieser Verbindungen noch nicht abschlieRend geklart ist, ist aus
biogenetischen und mechanistischen Uberlegungen davon auszugehen, dass diese
Ci3-Norisoprenoide aus Violaxanthin und/oder Neoxanthin gebildet werden. Das in einem
ersten Schritt abgespaltene 3-Hydroxy-5,6-epoxy-B-ionon wird durch enzymatische
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Umwandlungen in das 3,6-Dihydroxy-a-ionon Uberfuhrt, das weiter zur bereits bekannten
Vorlauferverbindung fiihrt.!* Neben den Reaktionen hin zu Rieslingacetal sowie TDN wurde
auch eine mogliche, gegebenenfalls hefeinduzierte Reduktion der Keto-Funktion des lonons
angenommen, die den Bildungsweg von TDN- zu Vitispiran-Prekursoren verschieben kann.

Neben Neoxanthin und Violaxanthin kann TDN auch aus Lutein gebildet werden; so liefert eine
thermische Behandlung von Lutein bei einem pH-Wert von 1 unter Anderem TDN als Produkt,
wahrend B-Carotin als direkter Ursprung fir TDN ausgeschlossen werden konnte.'®® Die
Bildung von TDN kann dabei tUber 3-Hydroxy-B-ionon erfolgen, das in einem Modellversuch
aus Lutein gebildet wurde.* In den Jahren 1993 und 1994 wurden weitere glykosidisch
gebundene Cis-Norisoprenoide aus Rieslingblattern isoliert, von denen einige als
TDN-Vorlaufer vermutet wurden (vgl. Tabelle 1).12713° Eine dieser Verbindungen, das
3,4-Dihydroxy-7,8-dihydro-B-ionon, ist mittlerweile auch als intaktes Mono- und Diglykosid in
Rieslingwein bestatigt worden.'®* Der Nachweis weiterer intakter Glykoside, wie des
3,4-Didehydro-7,8-dihydro-6-hydroxy-y-ionon, das ebenfalls als TDN-Vorstufe postuliert
wurde,%? steht derzeit noch aus.

4.6 Analytik von Aromaverbindungen in Wein
4.6.1 Stabilisotopenverdiinnungsanalyse

Die Anwendung der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (stable isotope dilution assay, SIDA)
ist fur die quantitative Analyse der Gaschromatographie, insbesondere im Bereich der Analytik
von komplexen, aromareichen Lebensmitteln oder Umweltproben in den meisten Fallen die
Methode der Wahl. Wahrend die Urspringe der Isotopenverdiinnungsanalyse in den
Anfangen des 20. Jahrhunderts liegen,'®® wird die erste Anwendung unter Verwendung nicht
radioaktiver (stabiler) Isotope durch die Kopplung von Gaschromatographie mit
Massenspektrometrie im Bereich der medizinischen Analytik auf Sweeley et al. zurlickgefihrt.
Dabei wurde siebenfach deuterierte Glucose nach Derivatisierung zur Pentatrimethylsilyl-
glucose als interner Standard verwendet.!®* Das Prinzip der SIDA ist in Abbildung 14
dargestellt.

Nach der Equilibrierung des zugegebenen internen Standards erfolgt wahrend der Extraktion
und weiteren potentiellen Derivatisierungsschritten keine oder eine nur sehr geringe
Diskriminierung zwischen dem Zielanalyten und dem isotopologen Standard; dagegen kann
es bei der Verwendung eines strukturell zwar &hnlichen, sich im chemischen Verhalten aber
zum Teil deutlich unterscheidenden Standards zu Variationen in der Ausbeute wahrend der
Extraktion, der Derivatisierung oder der Detektion im Massenspektrometer kommen.!3 Vor
allem bei Verbindungen, bei denen die Aufarbeitungs- und Derivatisierungsschritte mit hohen
Verlusten einhergehen, sowie in der Spurenanalytik ist der Einsatz von isotopologen
Standards sinnvoll, da der relative Messfehler in der instrumentellen Analytik zunimmt, je
geringer die Konzentration des Analyten ist.1%®
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Abbildung 14: Schema der Standardisotopenverdiinnungsanalyse, nach Rychlik und Asam?163

AuRerdem kann es bei der lonisierung der Verbindungen im Rahmen der
Massenspektrometrie zu starken Variationen bei der Umsetzungsrate kommen, daher
bedeutet die Verwendung eines isotopologen Standards hier eine deutliche Erhéhung in der
Verlasslichkeit der Quantifizierung, da stérende Matrixkomponenten den isotopologen
Standard ebenfalls betreffen.’®® Bei der Auswahl bzw. der Synthese der markierten
Standardverbindungen ist darauf zu achten, dass in der Matrix und wéhrend der Aufarbeitung
keine Umwandlung des isotopologen Standards stattfindet, zum Beispiel durch den Austausch
von [?H] durch [*H] an aciden Positionen der Zielverbindung. Bei besonders niedrigem pH-Wert
kann an diesen Stellen — aber auch an aromatischen Positionen — durch S&ure-Base-
Reaktionen ein Austausch erfolgen, weswegen durch die Markierung mit [**C] oder [**N]
stabilere Standards erzeugt werden. % Allerdings ist der natirliche Anteil an [*3C] mit 1,10%
deutlich hoher als der natlrliche Anteil von [?2H] von 0,015%,'” weshalb der Einsatz von
Deuterium einen geringeren Fehler verursacht; zusatzlich kénnen in der Regel — gerade bei
der Analytik kleiner Molekile — deutlich mehr Wasserstoff- als Kohlenstoffatome durch die
Isotope ersetzt werden, und dadurch ein gréf3erer Masseunterschied erzeugt wird. Aul3erdem
unterscheiden sich die Bindungslangen zwischen Kohlenstoff und Wasserstoff durch den
groRen relativen Masseunterschied zwischen Protium und Deuterium um 0,005 A (0,5 pm),*68
was zu einem kleineren Molekll und einem damit einhergehenden negativen Isotopeneffekt
durch die schwachere Wechselwirkung mit der stationdren Phase fuhrt. Deswegen kann durch
den Einsatz mehrfach deuterierter Standards eine chromatographische Trennung zwischen
der Zielverbindung und ihrem isotopologen Standard erreicht werden.®® Dadurch ist der
Einsatz eines Massenspektrometers nicht zwingend erforderlich, gleichzeitig bleiben die
Vorteile des isotopologen Standards bei der Aufarbeitung und Detektion erhalten.’® Aus den
vorgenannten Grinden, und angesichts der leichteren Verfugbarkeit von [*H]-markierten
Verbindungen werden daher hauptséchlich deuterierte Standards in der Aromaanalytik
eingesetzt.1%®
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4.6.2 Festphasenmikroextraktion

Eines der Hauptziele bei der Analyse von Umwelt- wie auch Lebensmittelproben ist, die
bendtigte Zeit und den Arbeitsaufwand fur die Probenvorbereitung zu minimieren. Mit diesem
Hintergrund wurde Anfang der 1990er Jahre von Arthur und Pawliszyn die Methode der
Festphasenmikroextraktion (solid phase microextraction, SPME) entwickelt, die einige
Probenaufarbeitungsschritte  vereint. So werden die Probenahme, Aufreinigung,
Aufkonzentrierung und Transfer in das instrumentelle Analysensystem in einem einzigen
Prozess verwirklicht.!’* Zusatzlich stellt die SPME eine einfache und bedienerfreundliche
Methode dar, die im Gegensatz zur Fliussig-Flussig-Extraktion, zur SPE (solid phase
extraction, Festphasenextraktion) oder zur SDE (simultane Destillation-Extraktion) ohne
Losungsmittel  auskommit. Unterschieden  werden  hier zwei  grundlegende
Anwendungspraktiken: Einerseits kann die feste Sorptionsphase direkt in der zu
untersuchenden Probe platziert werden (direct immersion, DI), andererseits kann nur der
Kopfraum (headspace, HS) tUber der Probe analysiert werden, was vor allem zur Untersuchung
von (flichtigen) Aromastoffen haufig die geeignetere Methode darstellt.}”? Zusatzlich wird
durch die raumliche Trennung der Probenmatrix vom Extraktionsmaterial die Gefahr einer
Beeintrachtigung durch Matrixbestandteile wie hochsiedende unpolare Substanzen, Proteine,
Salze oder Sauren minimiert. Somit kann auch die Probenmatrix durch Aussalzen oder
Einstellung des pH-Werts flr eine verstarkte Verflichtigung der Zielanalyten modifiziert
werden, ohne das Extraktionsmaterial zu beschadigen.!”® Meist werden als Extraktionsphase
Polymerfasern eingesetzt, die sich in eine Metallkantile zurtickziehen lassen, um die Fasern
auBerhalb des eigentlichen Extraktionsprozesses gegen Beschadigungen oder
Kontaminationen zu schitzen. Abbildung 15 stellt die Durchfiihrung einer Kopfraum-
Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) dar, gefolgt von der Uberfilhrung in das
gaschromatographische Trennsystem durch thermische Desorption im Injektor. Dem
Extraktionsprozess ist in den meisten Fallen eine Aquilibrierungsphase vorgeschalten, in der
sich der Analyt zwischen der festen/fliissigen Probenphase und dem Kopfraum verteilt, um die
mechanische Belastung der SPME-Faser zu vermeiden.

Aquilibrierung .‘ ‘[ .
5 — |l —

Durchstechen Exposition der Zurlickziehen der Einstechen durch das Exposition der Faser Zuriickziehen der
des Vialseptums SPME-Faser und Faser und Entfernung Injektorseptum und Desorption Faser und Entfernung
Probenextraktion der Nadel der Nadel

Abbildung 15: Prinzip der Headspace solid phase micro extraction (HS-SPME), modifiziert nach Ahmed
et al.'’* und Pawliszyn'7>
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Das Gleichgewicht des Analyten stellt sich zwischen der Gasphase und der Extraktionsphase
aufgrund der héheren Teilchengeschwindigkeit deutlich schneller ein als beim Ubergang von
der festen bzw. flissigen Probenmatrix in die Gasphase, sodass eine Reduzierung der
eigentlichen Extraktionszeit erreicht wird.}’® Bei der SPME handelt es sich um eine nicht-
erschépfende Extraktionstechnik; daher ist es sinnvoll, eine geniigend lange Aquilibrierungs-
und Extraktionszeit zu wahlen, damit sich der Analyt zum Ende der Extraktion bereits im
Gleichgewicht befindet und sich entsprechend seiner Verteilungskoeffizienten zwischen den
einzelnen Phasen verteilt hat. Andernfalls kommt es zu Verzerrungen in der Extraktionsrate
zwischen den Analyten und den internen Standardverbindungen, was sich direkt auf die
Quantifizierung auswirkt. Sind sowohl die Verteilungskoeffizienten als auch der Grad bekannt,
zu dem sich das Gleichgewicht zu einem bestimmten Zeitpunkt eingestellt hat, kann die
Extraktionsrate auch im Nicht-Gleichgewichtszustand bestimmt werden — zu beachten ist
allerdings der damit verbundene erhohte Aufwand.!’” Es gibt zwei Ansétze, dieses Problem
zu umgehen: Zum Einen durch die Verwendung isotopologer Standards im Rahmen einer
SIDA, da die Verteilungskoeffizienten und die Geschwindigkeit des Erreichens des
Gleichgewichtszustands beider Verbindungen weitestgehend identisch sind. Zum Anderen
kann auch durch eine wiederholte Extraktion derselben Probe eine nahezu erschdpfende
Extraktion durchgefihrt werden, mit Hilfe derer die absolute Menge des Analyten festgestellt
wird.1""178 Die letztgenannte Methode der multiplen Headspace-Extraktion (MHE) kann auch
angewendet werden, um Matrixeffekte zu eliminieren.”® Hier wird Gber die Aufsummierung
der erhaltenen Peakflachen aus der FID oder MS-Analyse die Gesamtkonzentration des
Analyten bestimmt, und aus der Steigung, die sich aus der Abnahme der Peakflachen aus den
einzelnen Extraktionen ergibt, die Extraktionseffizienz des jeweiligen Extraktionsschrittes
berechnet.!8°
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Abbildung 16: Chemische Struktur einiger Fasermaterialien und Eignung im Hinblick auf die chemischen
Eigenschaften des Analyten, nach Pawliszyn17s

Daraus lassen sich die Extraktionsbedingungen fir spezifische Analyten optimieren, was
deshalb wichtig ist, da sich die verfugbaren Fasermaterialien in ihren chemischen
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Eigenschaften und damit in ihrer Eignung bei der Extraktion spezifischer Zielverbindungen
stark unterscheiden (vgl. Abbildung 16).

Zudem wird die Ausbeute durch Extraktionsbedingungen wie der Salzkonzentration, dem
pH-Wert oder der Extraktionstemperatur beeinflusst.!’®> Die Anpassung der
Ruhrgeschwindigkeit fiihrt zu einer schnelleren Einstellung des Gleichgewichts,®! ebenso wie
die Art der Agitierung — wie die Verwendung eines Schuttlers oder die Benutzung eines
Ruhrfischs.82 Die Optimierung der instrumentellen sowie methodischen Extraktionsparameter
ist nicht auf die Anwendung der multiplen Headspace-Extraktion beschrénkt, sondern ist auch
bei der Durchfuhrung einer HS-SPME unter Verwendung isotopologer Standards zu beachten,
um die Analysezeit zu reduzieren oder die Methodensensitivitat zu erhéhen.

4.7 Vermeidung der Petrolnote
4.7.1 Weinbauliche Einflussfaktoren auf die Bildung von TDN

Die friiheste Mdglichkeit, die Ausbildung der Petrolnote zu reduzieren bzw. zu regulieren,
beginnt bereits mit der Pflanzung, genauer gesagt der Veredelung der Weinreben. Die
Selektion der Unterlage, die fir die jeweilige Pflanzung eingesetzt wird, basiert auf einer
Vielzahl vor allem physiologischer und phytosanitarer Aspekte wie der Wiichsigkeit, der Kalk-,
Trocken- und Kaltetoleranz oder der Resistenz gegeniber Schadlingen wie der Reblaus
(Daktulosphaira vitifoliae). Die Unterlagenart ist entscheidend fur die Versorgung der Rebe mit
Wasser und Nahrstoffen, resultierend in schwacherem oder starkerem Wachstum des
vegetativen Teils der Pflanze, sowie auf die Anzahl und GroRe der Trauben.®184 Folglich liegt
der Schwerpunkt bisheriger Untersuchungen auf dem Einfluss der Unterlagenwahl auf
allgemeine Parameter wie dem Ertrag oder dem Zucker- und Sauregehalt.18-1%
Untersuchungen, die sich mit dem Flavonoidgehalt oder dem Aromaprofil der ausgebauten
Weine beschaftigt haben, legten ihren Fokus meist auf Rotweine.’®1°* In anderen bereits
durchgefiihrten Studien wurde der generelle Einfluss der Wasser- und Stickstoffversorgung im
Weinberg auf den Metabolismus von Weil3weinreben und insbesondere Riesling untersucht,
unter anderem auch im Hinblick auf die Bildung glykosidisch gebundener Aromastoffe
inklusive TDN.#4195-197 Allerdings wurde in diesen Studien die Rebstockunterlage nicht variiert,
genauere Informationen tber die Mdglichkeit, mit einem Wechsel der Unterlage den Gehalt an
Norisoprenoid-Vorlaufern zu beeinflussen, fehlen daher zum gegenwartigen Zeitpunkt.

Die Auswahl des Klons, der auf die Unterlage gepfropft wird, erfolgt — neben einer
angestrebten Unempfindlichkeit gegenuber Krankheiten wie dem Falschen Mehltau
(Plasmopara viticola) oder der Grauschimmelfaule (verursacht durch Botrytis cinerea) — mit
dem Fokus auf Ertrag, Weinqualitat und Traubenarchitektur.18319819 \or allem die letzten
beiden Kriterien gehen mit der Anzahl der Beeren pro Traube und der Beerengrdl3e einher, da
durch weniger oder kleinere Beeren eine Auflockerung der Traubenarchitektur erfolgt,
resultierend in einem trockenerem Mikroklima, das das Botrytisrisiko reduziert.1®29° Auf der
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anderen Seite kann eine Verringerung der BeerengréRe und eine aufgelockerte
Traubenstruktur dazu fuhren, dass die einzelnen Beeren verstarkter Sonneneinstrahlung
ausgesetzt sind, was eine erhéhte Carotinoidbildung zur Folge hat. Die Carotinoide entstehen
hauptséchlich in der Beerenhaut (siehe Kapitel 4.3.1), sodass folglich hdhere Carotinoid- bzw.
Norisoprenoidgehalte in kleineren Beeren — mit einem hdheren relativen Anteil der Beerenhaut
im Vergleich zur gesamten Beerenmasse — zu erwarten sind. Sponholz und Hihn sowie Rudy
stellten Unterschiede in der Ausbildung von freiem TDN wie auch Gesamt-TDN bei einer
Auswahl von vier bzw. acht Rieslingklonen fest.24¢201 \Weitere Untersuchungen zur
Auspragung von Terpengehalten fihrten ebenfalls zu Unterschieden in den Terpenprofilen der
eingesetzten Rieslingklone,?*? ebenso wurde bei anderen Rebsorten wie Sauvignon blanc und
Merlot noir Variationen bei der Bildung von Methoxypyrazinen, Thiolen, 3-Damascenon und
anderen Aromastoffen beobachtet,203.204

Unterschiede in der BeerengrtfRe scheinen keinen direkten Einfluss auf die Gesamt-
Weinqualitdt zu haben.?® Allerdings konnten Unterschiede bei der Auspragung von
Norisoprenoid-Vorlaufern und anderer Aromastoffe sowohl bei Riesling als auch anderen
Rebsorten festgestellt werden, die sich sowohl auf den Reifegrad der einzelnen Beeren wie
auch auf die BeerengrofRe selbst zurtickfihren lassen.47:206

Eine Anderung der Reberziehung kann die Anzahl und GroRe der Trauben in dhnlicher Weise
beeinflussen, wie es zum Beispiel fur die Praktik der Minimalschnitterziehung berichtet wird.
Die Veranderung des Blatt-Frucht-Verhéaltnisses fiihrt zu héheren Erntemengen mit einer
hoéheren Anzahl an Trauben, und zur Reduzierung der Beerenanzahl pro Traube und einem
niedrigeren Beerengewicht, gleichzeitig wurde ein verzigerter Reifeverlauf und eine
langsamere Zuckerakkumulation festgestellt.2°>-21° Der beobachtete Anstieg von Aromastoffen
in Rieslingweinen, die aus der Minimalschnitterziehung stammen,?'* kann zudem durch den
Erntezeitpunkt beeinflusst werden. Die Stoffwechselaktivitéat in den Beeren @ndert sich im
Reifeverlauf und hat auch Uber die Vollreife hinaus Einfluss auf die Zucker-, Saure- und
Aromazusammensetzung.3»148212213  Fine spatere Ernte fuhrt zu hoheren Gehalten an
Monoterpenen und Norisoprenoiden, wahrend damit eine Abnahme des Gehalts an fliichtigen
Sauren und ,griinen“ Verbindungen wie n-Hexanol einhergeht.?421%

Die Pflanzung von Rebstdcken, die Veredelung mit verschiedenen Klonselektionen und die
Anpassung der Reberziehung tUber mehrere Jahre hinweg stellen Maflinahmen dar, die eine
langfristige Planung erfordern. Daneben existieren kurzfristige Maflinahmen, die sich an die
jeweiligen Witterungsbedingungen der Saison anpassen lassen. Im Weinbau ist die
Anwendung der Laubwandausdinnung géangige Praxis, um eine Auflockerung der
Traubenstruktur zu erreichen. Dies wird durch eine Entblatterung wahrend der Bliite erreicht,
die zu einer schlechteren Versorgung der Infloreszenzen und der Reduzierung ihrer Anzahl
fuhrt.216217 Entblatterungsmaflnahmen der Traubenzone im spéateren Reifeverlauf verbesseren
dagegen wahrend der feucht-kiihlen Witterung im Herbst die Durchliiftung und soll gegen
Faulnisbildung vorbeugen.?18219
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In einer einjahrigen Studie wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten die Blatter in der
Traubenzone in gleichem Mal3e entfernt, was zu unterschiedlichen Gehalten an gebundenem
TDN zwischen 52 und 138 ug/L fuhrte. Die niedrigsten Gehalte wurden dabei nach
Entblatterung wéhrend des Fruchtansatzes und bei Unterlassen jeglicher Entblatterung
gemessen, wahrend die Laubentfernung einen Monat nach der Blite zu den héochsten
Gehalten fiihrte.!'! Eine Intensivierung der Entblatterung sowohl zur Blute als auch zur
Véraison flhrte jeweils zu einer deutlichen Erhdhung der Gesamt-TDN-Gehalte im
untersuchten Jahrgang.??® Umgekehrt fihrte eine Beschattung der Trauben zu einer
deutlichen Reduzierung der Norisoprenoid-Gehalte um bis zu 80%, “¢ was allerdings auch mit
einer Reduzierung anderer wertvoller Aromakomponenten und einem zusatzlichen
Faulnisrisiko einherging.?? Neben dem Einfluss auf die Norisoprenoid-Gehalte wurde
ebenfalls eine deutliche Erh6hung von Flavanolen und Flavonolen durch die Entblatterung
beobachtet, die sich vor allem auf die Erhéhung der UV-Einstrahlung und nicht auf den
parallelen Anstieg der Temperatur zurlckfihren lasst, aber unter Umstdnden auch eine
unerwiinschte Adstringenz in den resultierenden Weinen erzeugen kann.??

4.7.2 Oenologische Einflussfaktoren auf die Bildung von TDN

Neben der Mdglichkeit, die Bildung von gebundenen Cis-Norisoprenoiden bereits wahrend der
Wachstums- und Reifeperiode zu beeinflussen, kommen auch nach der Ernte der Beeren
weitere Optionen in Frage. Zum Einen sind das verschiedene MalRhahmen beim Keltern, und
zum Anderen kann auf den Hefemetabolismus und damit auf den Bildungsweg von
Norisoprenoiden Einfluss genommen werden. Die erste Eingriffsmdglichkeit nach der Ernte
der Beeren bietet sich bei der Mostgewinnung aus den Trauben an, da die glykosidisch
gebundenen Aromavorlaufer nicht nur im Fruchtfleisch, sondern auch in der Beerenhaut
vorhanden sind.??*2% Die Extraktionsrate der Aromavorlaufer aus der Beerenhaut kann zum
Beispiel durch Maischegarung oder Kaltmazeration erhoht werden.?26-228 Entsprechend wird
auch die Zusammensetzung des Mostes verandert, wenn beim Keltern des Weins ein anderes
Druckprofil beim Pressen der Trauben verwendet wird, da es hier durch den erhthten
mechanischen Stress auf die Zellwdnde der Schalen zu einem stérkeren Eintrag der
Inhaltsstoffe kommt. Insbesondere werden in den ersten Pressfraktionen, bei denen kein oder
nur ein sehr niedriger Druck angewendet wird, niedrigere Gehalte an Phenolen festgestellt,
dafir ist bei diesen Fraktionen der Gehalt an titrierbarer Sdure hoher. Das wird durch den
Umstand verursacht, dass bei hoherem Druck auch mehr Kalium in den Most eingebracht wird,
das durch die Fallung der Weinsaure in Form von Dikaliumtartrat den Gehalt an titrierbarer
Saure verringert.?292%0 Extensiver Kontakt kann zur Extraktion potentiell unerwiinschter
phenolischer Verbindungen fiihren, die bittere Noten im erzeugten Wein verursachen.?! Daher
werden zum Beispiel bei der Champagnerproduktion nur die ersten Pressfraktionen
verwendet, um unerwiinschte Bitternoten zu vermeiden.?®? Aufgrund der Lokalisierung in den
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Beerenschalen ist mit zunehmender Kontaktzeit zwischen Most und Beerenschalen auch ein
Anstieg der glykosidisch gebundenen Ci3-Norisoprenoide zu erwarten, wie er bereits 2006 fur
die Rebsorten Fiano und Nero d’Avola beobachtet wurde.??%

Eine Schlusselrolle bei der Bildung zahlreicher Aromastoffe spielen die Hefen, entweder durch
eine de novo-Synthese aus diversen Vorstufen als Nebenprodukte des Fettsdure- oder
Aminosaurestoffwechsels oder aus der Freisetzung glykosidisch  gebundener
Vorlauferverbindungen.?>2323 | etzteres gilt besonders fiir Terpene als auch Norisoprenoide.*
Die Bildung eines Grofdteils dieser Verbindungen kann durch eine Veranderung des
Hefemetabolismus beeinflusst werden, um z.B. die Bildung unerwiinschter Komponenten wie
Ethylacetat zu verringern oder die Gehalte an fruchtigen Estern zu erhohen.?+23 Es ist davon
auszugehen, dass eine enzymatische Modifizierung des Aglykons der glykosidisch
gebundenen Aromastoffe unter bestimmten Umstanden moglich ist.622% Aufgrund der
Annahme, dass diese enzymatische Umsetzung durch Hefen erfolgt, sind Auswirkungen auf
diese Reaktionen durch die Veranderung des Hefemetabolismus denkbar, vor allem, da die
Vorlauferverbindungen einiger Norisoprenoide, darunter TDN, VS und Rieslingacetal
ineinander umgewandelt werden konnen.!! Die Vielzahl an Hefestammen, die nach
jahrzehntelanger Forschung und Selektion verfigbar sind, unterscheiden sich stark in ihrem
Stoffwechsel und werden nach unterschiedlichen Préferenzen in der Weil3weinproduktion
eingesetzt.22201237 Zysatzlich kann der Hefemetabolismus durch die Veranderung auerer
Parameter beeinflusst werden. Neben der allgemeinen, schwierig zu beeinflussenden
Zusammensetzung des Mostes spielen hier vor allem die Gartemperatur, der pH-Wert und die
Verfuigbarkeit von Stickstoffverbindungen eine maR3gebliche Rolle.?*8243 Dadurch ergeben sich
Moglichkeiten, die Gehalte an TDN-Vorlaufern zu verringern, allerdings besteht die Gefahr,
dass neben der beabsichtigten Reduktion der TDN-Gehalte andere unerwinschte
Nebenreaktionen auftreten, die sich auf die Qualitat der erzeugten Weine niederschlagen.

SchlieB3lich kann das Aroma der fermentierten Weine auch durch die Weiterverarbeitung vor
der Abfullung und Lagerung gesteuert werden. Eine Filtration des Weins hat primar den
Hintergrund, Trubstoffe und unerwiinschte Mikroorganismen zu entfernen, um einen
vorzeitigen Verderb zu umgehen,?** sowie die Weinstabilitdt durch Entfernen kolloidaler
Proteine zu erhéhen.?*® Gleichzeitig kann die Filtration auch negative Auswirkungen auf die
Weine haben, etwa durch die Entfernung von erwtinschten Polyphenolen in Rotwein,?*¢ oder
die Verringerung der Aromaintensitat, die in ultrafiltrierten Weinen festgestellt wurde.?*’
Andererseits konnten von anderen Forschungsgruppen keine negativen Auswirkungen der
Filtration auf das Gesamtaroma der untersuchten Weine festgestellt werden.?#24° Zy
beachten ist, dass durch die Filtration bereits ausgefallener Weinstein entfernt wird,?** wodurch
sich der pH-Wert der filtrierten Weine geringfiigig erhdht, und sich die Geschwindigkeit
saurekatalysierter Reaktionen verringert. Darliber hinaus kdnnen durch das in nicht-filtrierten
Weinen vorhandene Hefelager unter anderem Mannoproteine, Polysaccharide, Polyphenole
und Fettsauren wahrend der Hefe-Autolyse freigesetzt werden.?%21 Wahrend die
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Polymerverbindungen fliichtige Phenole adsorbieren kénnen,?? fihrt eine Freisetzung von
Fettsauren im Wein zu einer Erhohung der Ethylesterkonzentration.253.254

Eine postulierte Entfernung von glykosidisch gebundenen Aromavorlaufern®® durch die
Filtration kann zu einer Reduktion von freien Terpenen und Ci3-Norisoprenoiden wie TDN, VS
und Linalool im Wein fuhren, da diese wahrend der Lagerung aus ihren glykosidischen
Vorlaufern hervorgehen.?%®

Wahrend der Lagerung kommt es zu saurekatalysierten Umlagerungen und
Spaltungsreaktionen, die unter anderem auch zur Freisetzung von gebundenem TDN
fuhren.'>%7 Diese Reaktionen werden mit steigender Temperatur stark beschleunigt und durch
einen hohen Sauregehalt ebenfalls begunstigt.13°2582% Neben der héheren Reaktions-
geschwindigkeit bei warmerer Lagerung kommt es zu einem schnelleren Erreichen, aber auch
zu einer leichten Verschiebung des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen der Bildung
und der Spaltung der im Wein enthaltenen Ester und den entsprechenden organischen S&uren
und Ethanol.?6°

Zudem treten auch oxidative Reaktionen auf, die zu einem Abbau bestimmter Aromastoffe wie
Linalool und 4-Vinylguaiacol fiihren konnen.?61262 Diese kdnnen durch bereits im Wein
geldsten Sauerstoff beglnstigt werden, und zusatzlich kann auch der Flaschenverschluss zum
Sauerstoffeintrag in den Wein fuihren.253

Obwohl zunachst davon ausgegangen wurde, dass Oxidation ebenfalls die Freisetzung von
TDN erleichtert,®® wurde in anderen Studien kein relevanter Einfluss des Sauerstoffs auf die
Freisetzungsgeschwindigkeit festgestellt.?®* Die Unterschiede in den TDN-Konzentrationen
wurden hier vielmehr auf die Art des Flaschenverschlusses zurlickgefiihrt. Je nach Material
besteht hier eine unterschiedliche Permeationsrate fiir Sauerstoff,*®263 zusatzlich besteht die
Méglichkeit des ,Scalpings®, also der Absorption von Aromastoffen durch das Material des
Flaschenverschlusses.?®®%%¢ Dieser Effekt kann zusatzlich noch durch die stehende oder
liegende Lagerung der Flaschen durch den direkten Kontakt zwischen Wein und Verschluss
beeinflusst werden.?64.267

In den letzten 15 Jahren wurden technische Mdglichkeiten entwickelt, um spezifische
Fehlnoten aus Weinen zu entfernen. So konnten 2,4,6-Trichoranisol, 2,4,6-Tribromanisol
sowie Geosmin — die fur die Fehlnoten ,Kork® bzw. ,erdig“ verantwortlich sind — mit speziell
entwickelten Filterschichten auf einer Zeolith-Basis (Aluminat-Silikate) nahezu vollstandig
entfernt werden, ohne das Weinaroma gravierend zu beeintrachtigen.?%82%° AuRerdem gelang
es Behr et al., Geosmin sowie die Verbindung 1-Octen-3-on, die eine pilzartige Fehlnote
hervorruft, durch die Verwendung von Aktivkohle um bis zu 92% bzw. 73% aus Wein zu
reduzieren.?”°
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Wahrend die 1978 bestimmte Geruchsschwelle von TDN 35 Jahre spater um den Faktor 10
nach unten korrigiert wurde, ist eine erneute Bestimmung der Geruchsschwelle von Vitispiran
bisher nicht durchgefiihrt worden. Ebenso wurden bislang keine Studien an européischen
Verbrauchern zur Sensitivitdt und Akzeptanz gegentber TDN durchgefiihrt, stattdessen
existiert bisher nur eine Studie aus Neuseeland bzw. den USA, die in einer zehn- bzw.
zwanzigmal hoheren Wahrnehmungsschwelle resultierte, als es bei einem trainierten Panel
zwei Jahre zuvor der Fall war.?1° Eine Re-Evaluierung mit dem Fokus auf hiesige Verbraucher
ist angebracht, da die publizierte Ablehnungsschwelle weit iber den Maximalgehalten an TDN
liegt, die bisher in europaischen Rieslingen gemessen wurden. Zudem ist es von besonderem
Interesse, den Einfluss der Ethanolkonzentration wie auch des Carbonisierungsniveaus zu
bestimmen, da vor allem in Deutschland Rieslingwein auch als restsuf3er Wein mit einem
niedrigeren Alkoholgehalt und ebenso als Sekt bzw. Schaumwein vertrieben wird. Des
Weiteren ist aufgrund der postulierten Mdglichkeit, die in Most und Wein vorhandenen TDN-
in  Vitispiran-Vorlauferverbindungen  umzuwandeln, eine  Neubestimmung  der
Wahrnehmungsschwelle von Vitispiran sinnvoll. Die Untersuchungen auf diese Aspekte
dienen zur Ermittlung der Effizienz der durchgefihrten weinbaulichen und oenologischen
MaRnahmen und zur Bewertung, ab welchem zu erwartenden TDN-Gehalt Uberhaupt
Mafinahmen zur Minimierung erforderlich sind. Fir eine bessere Bewertung der sensorischen
Relevanz liegt es nahe, dass auch die Weine mehrerer Wettbewerber und ihre Gehalte an
TDN und Vitispiran herangezogen und untersucht werden. Dafir wird zunachst eine
hausinterne Methode zur Bestimmung der freien Analyten implementiert, ebenso wird fur die
Bestimmung der Gehalte an gebundenen TDN- und Vitispiranvorlaufern eine Schnellmethode
am Forschungsstandort etabliert.

In der Vergangenheit wurden bereits von anderen Forschungsgruppen MalRnahmen evaluiert,
die beispielsweise durch Beschattung eine Verringerung der TDN-Gehalte erreicht haben.
Genauso wie eine generelle Verringerung der Sonneneinstrahlung scheint auch der Zeitpunkt
der durchgefuhrten weinbaulichen MalRRnahmen eine Rolle bei der Biosynthese von
Carotinoiden und Cis-Norisoprenoiden zu spielen. Eine Entblatterung ist allerdings aus
phytosanitaren Griinden zur Faulnisvermeidung sinnvoll; es ist daher erforderlich, die in den
USA ermittelten Ergebnisse auch in Mitteleuropa zu evaluieren. Neue Untersuchungen und
Re-Evaluierungen sind vor allem im Hinblick darauf wichtig, dass in Deutschland bezlglich
des optimalen Zeitpunkts der Entblatterung bereits gegenteilige Ergebnisse beobachtet
wurden, dies aber ausschlie3lich aus einjahrigen Studien hervorgeht. Angesichts starker
saisonaler Wetterschwankungen ergibt sich daher die Notwendigkeit, mehrjahrige
Untersuchungen durchzufihren.
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Neben saisonal einsetzbaren weinbaulichen MalRhahmen wie der Beschattung oder
Entblatterung scheint grundsatzlich auch die Wahl der Unterlage den Metabolismus der
Pflanzen zu beeinflussen. Da dies bisher noch nicht im Hinblick auf die Ausbildung des
TDN-Potentials geschehen ist, beschatftigt sich ein Teil dieser Arbeit mit der Untersuchung der
Rolle der Rebstockunterlage. Ebenso wie die Unterlage konnen sich die genetischen
Unterschiede der eingesetzten Rieslingklone auf die TDN-Bildung auswirken. Frihere
Klonziichtungen haben sich auf die Selektion ertragreicher Varianten wie N90 fokussiert,
wohingegen neuere Ziuchtungen aus Geisenheim (z.B. Gm312) oder dem Elsal3 (z.B. Klon
B1090) das Ziel haben, Klone mit einer aufgelockerten Traubenarchitektur zu erzeugen. Die
lockere Struktur, die sowohl durch die verringerte Anzahl an Infloreszenzen pro Traube als
auch durch kleinere Beeren verursacht wird, filhrt neben einer héheren Beerengesundheit
auch dazu, dass die einzeln sitzenden Beeren eine hdohere Sonnenlichtexposition erfahren;
aullerdem besitzen kleinere Beeren ein hoheres Verhéltnis von Schalenanteil zu Fruchtfleisch
als groRe Beeren. Da die Konzentration der gebundenen Cis-Norisoprenoid-Vorlaufer in den
Schalen der Weinbeeren deutlich hdher als im Fruchtfleisch ist, kann sich hieraus ein erhdhtes
TDN-Bildungspotential ergeben. Daher wird in dieser Arbeit die Verbindung zwischen der
BeerengroRRe, der Lockerheit der Trauben und dem jeweiligen Rieslingklon untersucht, ob und
in welchem Ausmal sich festgestellte Unterschiede in den Gehalten an Ci3-Norisoprenoiden
auf rein physiologische Unterschiede zwischen den Rieslingklonen zurtickfiihren lassen.
Auffallig ist, dass in den meisten bisherigen Studien saisonale Effekte nicht berlicksichtigt sind,
die sich zwischen den einzelnen Jahrgdngen stark unterscheiden kénnen. Folglich ist es
Uberaus wichtig, den Einfluss der Unterlage, des Rieslingklons und der saisonalen
weinbaulichen MafRnahmen tiber mehrere Jahrgange hinweg zu evaluieren.

Neben den weinbaulichen MaRnahmen, deren optimaler Einsatz von Saison zu Saison
aufgrund unterschiedlicher Witterungsbedingungen variieren kann, haben auch MalRnahmen
bei der Weinverarbeitung, die erst nach der Beerenlese zum Einsatz kommen, einen grol3en
Einfluss auf die Qualitat der Weine. In dieser Arbeit wird zunéchst der Einfluss der
Mostgewinnung beleuchtet, da aufgrund der Erfahrungen aus der Champagnerproduktion
davon ausgegangen werden kann, dass sich Fraktionen, die bei unterschiedlichem Pressdruck
gewonnen werden, sich in ihrer Zusammensetzung stark unterscheiden. Diverse
Forschungsgruppen haben gezeigt, dass unterschiedliche Hefestdmme wahrend der
Fermentation das Potential haben, den Gehalt an TDN-Vorlaufern im resultierenden Wein zu
reduzieren. Da fir den Hefemetabolismus eine Vielzahl von Einflussfaktoren eine Rolle
spielen, werden in dieser Arbeit Parameter wie pH-Wert, Umgebungstemperatur, und der
Einfluss der Nahrstoffversorgung des Mostes auf den TDN-Gehalt und andere Aromastoffe
der resultierenden Weine in mehreren Jahrgangen untersucht. Bereits lange ist bekannt, dass
die Freisetzung von TDN und damit die Ausbildung der Petrolnote durch einen niedrigen pH-
Wert und hohe Temperaturen begtinstigt werden. Zusatzlich kénnen weitere Einflussfaktoren
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wie die Wahl des Flaschenverschlusses und der Lagerungsposition fir die Zusammensetzung
der Weine eine Rolle spielen. Deswegen wird der Einfluss dieser Parameter auf die
hergestellten Weine im weiteren Verlauf der Arbeit untersucht. Zusatzlich wird eine
ganzheitliche Betrachtung angestrebt, sodass die produzierten Weine nach Moglichkeit neben
der chemischen Analyse ebenfalls sensorischen Bewertungen unterzogen werden, um
ausschlieBen zu koénnen, dass die durchgefihrten MalRnahmen zu negativen
Beeintrachtigungen der Weine fiihren, die mit der zielgerichteten chemischen Analytik nicht
erfasst werden. Diese Arbeit leistet daher eine umfassende Betrachtungsweise auf die das
Gesamt-Aromaprofil von Rieslingwein.

{ Sensorische Relevanz J [ Minimierungsstrategien}

[ Implementierung der Analytik

[ Weinbauliche Mafinahmen ‘ L Qenclogische Malinahmen | ( Lagerungsparameter
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Abbildung 17: Zielsetzung der Arbeit
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6.1 Originalarbeit zum Thema sensorische Relevanz von TDN

Einfluss von Matrixvariablen und Expertise von Verkostern auf die Geruchsschwellenwerte
von 1,1,6-Trimethy-1,2-dihydronaphthalin (TDN), bekannt als Petrol-Fehinote in
Rieslingweinen

Im Zuge des Klimawandels ist mit dem Anstieg warmer Jahre in Mitteleuropa auch mit einem
vermehrten Auftreten der Petrolnote in Rieslingweinen zu rechnen, die von
1,1,6-Trimethyl-1,2-dihydronaphtalin (TDN) verursacht wird. Daher ist es auch aus
O0konomischen Gesichtspunkten notwendig, die Schwellenwerte zu bestimmen, ab denen die
Petrolnote wahrgenommen werden kann, und ab welcher TDN-Konzentration es zur
Ablehnung der Weine durch Verbraucher kommt.

Der Einfluss des Alkoholgehalts und des Carbonisierungsniveaus auf die Geruchsschwellen
ist auch deswegen wichtig, da auf dem deutschen Markt h&ufig reststiRe Rieslingweine mit
einem niedrigeren Alkoholgehalt angeboten werden, und Rieslingwein oft als Grundlage fir
die Herstellung von Schaumweinen dient. Wahrend die Carbonisierung in einer wassrigen
Matrix zu einer Verdoppelung der Wahrnehmungsschwelle von TDN fiihrte, konnte fiir Wein
kein Unterschied ermittelt werden. Eine Erhéhung des Alkoholgehalts der Weine von 8% auf
14% verursacht nur einen geringen Anstieg der Wahrnehmungsschwelle von 1,8 auf 2,4 pg/L.
Die Wahrnehmungsschwelle von Verbrauchern lag mit 14,7 pg/L um den Faktor funf Gber der
von geschulten Verkostern, zusatzlich beeinflusst vom Geschlecht der 156 Verbraucher, die
an der Studie teilgenommen haben. Dagegen lag die Ablehnungsschwelle mit 60 pg/L zwar
deutlich Uber der Wahrnehmungsschwelle, aber erheblich unterhalb der bisher berichteten
Ablehnungsschwellen von 82 (USA) beziehungsweise 157 pg/L (Neuseeland). Vergleicht man
die analytischen Daten von Uber 250 Wettbewerbsweinen mit den ermittelten
Geruchsschwellen, so lag die Halfte der Weine Uber der Wahrnehmungsschwelle von
geschulten Verkostern, und bei immerhin 15% der Weine héatten auch Verbraucher einen
Unterschied aufgrund der TDN-Konzentration bemerkt.
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ABSTRACT

1,1,6-Trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN) is known to elicit the perception of “petrol off-flavor” in wine,
most prominent in the variety Riesling. This study was focused on the impact of matrix variables such as ethanol
and carbonation on the odor detection threshold of TDN. Increasing carbonation nearly doubled the detection
threshold in water, however, this effect could not be observed in alcoholic matrices. Ethanol enhanced detection
thresholds presumably due to diminished volatilization, which was only partially supported by measurement of
partition coefficients using GC-MS. Overall, the impact of matrix changes was small ranging from 1.1 pg/L in
still water to 4.0 ug/L in Riesling sparkling wine. Consumer detection threshold of 14.7 pg/L TDN determined
with 156 consumers exceeded the threshold of the trained panel by a factor of five and varied by consumers’ age
and gender. Rejecting a Riesling wine due to its petrol off-flavor, 60 ug/L TDN were required in a young and
91 ug/L in an eight-year-old Riesling wine. Based on analytical data for more than 250 commercial Riesling
wines, geographic origin and to a smaller extent wine age contributed to large differences in TDN concentra-
tions. About half of the investigated wines exceeded the detection threshold of the trained panel, whereas
consumers would have noticed TDN in only less than 15% of the Riesling wines. Merely 3% of the wines actually
exceeded the consumer rejection threshold of TDN. For both, detection and consumer rejection thresholds, the

applied methodology contributed considerably to the final values, which is discussed critically.

1. Introduction

One of the most controversial flavor compounds in Riesling wines is
1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN), which exhibits a kero-
sene- and petrol-like off-flavor (Simpson, 1978a). Adding increasing
amounts of TDN to non-oaked Chardonnay wine, revealed that inter-
mediate TDN levels between 10 and 30 pg/L misled wine experts to
classify the Chardonnay as a typical Riesling wine (Acree, Williams, &
Sacks, 2010). Below 10 ng/L, fruity aspects of the wine were masked,
while above 30 ug/L the petrol off-flavor was perceived. Thus, TDN is
an ambiguous aroma compound, defining the varietal character of
Riesling wine but also constituting a repelling taint (Acree et al., 2010).

TDN and the biosynthetically related vitispirane (VS, 2,10,10-trimethyl-
6-methylen-1-oxaspiro[4.5]dec-7-ene) are predominantly found in
Riesling wines, with VS exhibiting a campheraceous, eucalyptus odor
(Simpson, 1978b). They are known degradation products of grape de-
rived carotenoids (Simpson & Miller, 1983; Winterhalter, 1991; Marais,
Van Wyk, & Rapp, 1992; Mendes-Pinto, 2009). Lowering the sun ex-
posure of grapes leads to a reduction in TDN and VS concentrations
(Marais et al., 1992; Gerdes, Winterhalter, & Ebeler, 2002;
Kwasniewski, Vanden Heuvel, Pan, & Sacks, 2010), while aging of
wines will increase their concentration, triggered by low wine pH and
elevated temperatures (Marais et al., 1992; Rudy, 2015). In European
Riesling wines TDN concentrations range from 0.5 up to 22 ug/L and up
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to 12 pg/L for VS (Ferreira & Guedes de Pinho, 2003; Schuettler,
Friedel, Jung, Rauhut, & Darriet, 2015), In warmer climates Black et al.,
(2012) reported a concentration range for TDN of 2-255 pg/L in Aus-
tralian Riesling wines whereas Marais and coworkers report a range of
3-55 pg/L for Riesling wines from South Africa (Marais et al., 1992),
Within the last 35 years, the maturation of German Riesling grapes has
shifted forward by four weeks, mainly due to the effects of climate
change. Grapes are thus exposed to warmer temperatures and more
intense sunlight exposure (Schultz, 2000; Van Leeuwen & Darriet,
2016), increasing the potential for TDN and VS formation in Riesling
grapes even when grown in cool climates.

Forty Years ago, Simpson published odor thresholds of 20 ug/L for
TDN and 800 pg/L for VS presumably in Riesling wine, applying the
method of Meilgaard for determining the odor threshold (Simpson,
1978a; Simpson, Strauss, & Williams, 1977; Meilgaard, 1975).

In a recent study, Sacks and coworkers determined a 10 times lower
detection threshold of 2 pg/L by using spiked model wine and non-
oaked Chardonnay in 250 mL Teflon sniff bottles, applying a three al-
ternative forced choice (3-AFC) test and calculation according to ASTM
(American Society for Testing and Materials) E679-04 (Sacks et al.,
2012). In a recent study, two cohorts of 36 consumers from New
Zealand (NZ) and the State of Washington (US) were selected due to
their consumption of 2 to 5 wine drinks per week and affinity for
Riesling wines. Using two different one-year-old Riesling wines from
New Zealand consumer detection thresholds of 20.6 (NZ) and 18.2 ug/L
(US) were determined applying the 5% significance criterion to calcu-
late the group threshold (Ross, Zwink, Castro, & Harrison, 2014). Ap-
plying the best estimate threshold method according to ASTM E679-04
(BET), detection thresholds for TDN increased to 35.8 (NZ) and
37.6 ug/L (US). The same study determined via a replicated paired
preference test with the same cohorts consumer rejection thresholds of
157.4 (NZ) and 82.4 pg/L (US). According to these values most of the
warm climate Riesling wines would not be rejected by consumers, de-
spite of their much higher TDN levels than those found in Eurepean
Riesling wines (Gok, 2015). Although Europe comprises with 54.000 ha
nearly 75% of the worldwide cultivation of Riesling (Deutsches
Weininstitut, 2017,/2018), no studies have so far been conducted re-
garding the sensitivity and rejection of European consumers towards
TDN levels in Riesling wine. At the same time a wide array of wine
styles are produced from Riesling grapes, such as sparkling wines with
up to 6 bar of CO; or sweet wines, having alcohol levels between 5.5
and 10 vol%. Thus, the impact of carbonation and ethanol content on
the detection thresholds of TDN and VS are of vital interest to the wine
industry and the wine trade. So far, the impact of the wine constituents
such as ethanol, glucose, glycerol, pH, catechin and proline on the
headspace partitioning of aroma compounds have only been studied by
analytical means (Fischer, Fischer, & Jakob, 1996; Robinson et al.,
2009). Information regarding the modification of sensory thresholds by
wine matrix variables are thus limited. Whilst studies on the impact of
matrix variables on odor thresholds focus primarily on ethanol and on
major flavor compounds with a higher polarity than TDN (e.g. alde-
hydes, alcohols, esters), the results in the literature are heterogeneous,
Addition of ethanol most often diminishes volatility of the investigated
flavor compounds and thus elevates odor thresholds (Villamor, Evans,
Mattinson, & Ross, 2013). However, for some aroma compounds the
adverse effect was reported (Le Berre, Atanasova, Langlois, Etievant, &
Thomas-Danguin, 2007; Goldner, Zamora, Lira, Gianninoto, & Bandoni,
2009; Ickes & Cadwallader, 2017; Peltz & Shellhammer, 2017).
Therefore, analytical investigation of the matrix impact on the volatility
of TDN and VS was conducted, utilizing the phase variation method
(Ettre, Welter, & Kolb, 1993). This method is based on the principle that
the reciprocal peak area of an analyte and the phase ratio of liquid and
gas phase in a sample vial relate to each other. This can be used to
determine the partition coefficient — represented by the distribution
ratio of an analyte between the liquid sample phase and the headspace
phase — via equilibrium headspace gas chromatography (HS-GC).
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The impact of carbonation on aroma perception has been in-
vestigated most notably in model systems with a limited quantity of
aroma compounds like alcohols or esters. While carbonation fostered
aroma release in some of the studied compounds, no effect was ob-
served for others (Clark, Linforth, Bealin-Kelly, & Hort, 2011; Saint-Eve
et al., 2009).

In order to close this knowledge gap, this research study in-
vestigated the impact of different matrices on the detection thresholds
of TDN by varying ethanol and carbonation in concentrations relevant
for wine and applying four different methods to determine detection
thresholds (Roessler, Pangborn, Sidel, & Stone, 1978; Lawless, 2010;
ASTM E1432-04, 2011a; ASTM E679-04, 2011b). Furthermore, odor
detection thresholds of German consumers were established and their
rejection thresholds were determined in one- and eight-year-old
Riesling wines to study the influence of a young versus a bottle-aged
wine matrix. Relevance of the obtained thresholds will be discussed in
context of the TDN and VS concentrations determined in a wide array of
250 commercial Riesling wines that were taken from the entries of
three international wine competitions.

2. Materials and methods
2.1. Sensory matrices for detection and rejection threshold determination

Odor detection and rejection thresholds were determined in local
tap water, carbonized tap water (CO, pressure of 2.6 or 5.9 bar, re-
spectively), model wine (CO, pressure of 0.0, 2.4, and 5.8 bar), 2015
Riesling wine (native CO, pressure, 2.3 and 5.8bar) and a 2014
Riesling sparkling wine (CO» pressure of 6.2 bar). Tap water was used
because it is frequently monitored according to the German drinking
water authorities and is free of any foreign odors, which may be present
in bottled water. Distilled water was not used because it differs re-
garding its ionic strength much more from wine than tap water does.
Tonic strength as such has and impact on aroma volatilization and we
tried to minimize this effect. Both, the still wine and sparkling wine
were provided by the Henkell Sparkling Winery in Wiesbaden,
Germany. The sparkling wine was made according to the EU wine laws,
requiring a minimum of 9 month contact time with the yeast lees. Thus,
a vintage difference of one year between the still wine prior secondary
fermentation and finished sparkling wine was inevitable. The levels of
CO; in the samples were determined with a CarboQC instrument (Anton
Paar GmbH, Graz, Austria). Consumer detection threshold was in-
vestigated in a one-year-old Riesling wine (vintage 2015), and rejection
thresholds in the same Riesling wine and an eight-year-old Riesling
wine (vintage 2008), which was stored at 12 °C in the wine library of
the Staatsweingut Neustadt an der Weinstrale, Germany. Chemical
data of the wines is displayed in Table 1. Following the specifications of
Sacks et al. (2012) the model wine consisted of 10 g/L tartaric acid,
12vol% ethanol, and was adjusted to a pH of 3.0 using 1N sodium
hydroxide. All samples were presented in INAO glasses at 15 °C with a
sample volume of 30 mL.

2.2. Sensory panels
Detection thresholds of TDN and VS in different matrices were

Table 1
Basic chemical composition data of Riesling wines used for threshold de-
termination.

Ethanol residual titratable pH TDN

[vol%s] sugar [g/L] acidity [g/L] [pg/L]
Model wine 12.0 0 10.0 3.0 00
2015 Riesling wine 12.0 1.6 7.8 3.1 0.3
2014 sparkling wine 11.5 2.6 7.9 3.0 0.4
2008 Riesling wine 11.2 8.9 7.6 31 5.0
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determined by a panel of 14 female and 13 male judges in total with a
minimum attendance of 15 persons (19-64 years, average 41 years). All
of them had experience with sensory evaluation of wine, although most
of them had no experience in determining detection thresholds of TDN
or VS.

156 Consumers (86 male and 70 female, 18-68 years, and average
38 years) participated in the determination of the detection threshold.
Rejection thresholds were established in an one-year old Riesling wine
using 120 consumers (68 male and 52 female, 19-68 years, and average
48 years), while 69 consumers (24 female, 45 male, 23-67 years,
average 47 years) participated in determining the rejection threshold in
an eight-year old Riesling wine. All subjects were visitors of the open
house day at the DLR Rheinpfalz (3rd and 4th September 2016), in-
dicated to regularly consume wine and showed interest in sensory
evaluation of wine. In order to prevent any presumption regarding the
petrol off-flavor, which is a typical sensory trait of Riesling wines, we
did not inquire any liking or consumption of Riesling wines in parti-
cular. Thus we could not identify those consumers who may have
shown an aversion towards Riesling wines in general. Still, consumers
compared original Riesling and TDN spiked Riesling wines and their
individual choice was presumably made independent on their overall
preference for Riesling wines. The study was conducted in an odor-free,
well-lit room with an ambient temperature of 21 °C that was equipped
according to ISO13301 (ISO 13301:2002E, 2002),

2.3. Determination of odor thresholds

2.3.1. Determination of detection thresholds of TDN and VS

Detection thresholds of the trained panel were determined ac-
cording to ASTM E679-04 using a 3-AFC test (ASTM E679-04, 2011b).
The actual protocols were as follows: TDN concentrations in the wine
samples increased from 0.3, 1, 3, 10 to 30 pg/L for the water or model
wine matrix, and from 1, 3, 10, 30, to 100 ug/L for the Riesling wine
and sparkling wine, respectively. VS concentrations varied from 3, 10,
30, 100 to 100 pg/L in water, and from 10, 30, 100, 300 to 1000 pg/L in
wine and sparkling wine. They were presented in an ascending staircase
with a randomized order of the control and the spiked samples for each
concentration step. For every variant, a repetition was conducted on a
different day, and the judges continued every series to the highest
concentration. To avoid the panelists’ fatigue, only two different var-
iants were evaluated per session. Best Estimate Threshold (BET) values
were determined from the results of the 3-AFC tests by calculating the
geometric mean of the highest concentration giving a false response and
the adjacent lowest concentration yielding the first correct response
(ASTM E679-04, 2011b). When the judge gave a correct answer at the
lowest presented concentration, the geometric mean of this con-
centration and the next lower one were used for the BET calculation,
according to Peng, Jaeger, and Hautus (2012). For wines a lower con-
centration was not possible due to the native content of 0.3 and 0.4 pg/
L TDN in the Riesling wine and sparkling wine, respectively. For each
replication the group BET was calculated based on individual BETs, and
finally the mean of both replications determined. Alternatively, we
applied the 50% above chance criterion for the determination of de-
tection thresholds (Lawless, 2010). Here the proportion of panelists’
correct answers for each concentration step were calculated and plotted
against the logarithm of the TDN concentration. The detection
threshold was defined as the intersection point of the obtained regres-
sion line with the level of 67% correct answers and the logarithm of the
TDN concentration. Confidence interval was set to 95% and applied to
the regression line to determine the upper and lower limit of the con-
fidence interval. Finally, the ASTM E1432-04 method was applied to
determine the detection threshold. This approach also uses the 67%
proportion of correct answers criterion to determine the odor threshold,
but the regression is non-linear using the turning point of a sigmoidal
curve as criterion for the odor threshold (ASTM E1432-04, 2011a).
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2.3.2. Determination of consumer detection thresholds of TDN

Consumer detection threshold were determined in the same manner
as the thresholds in Section 2.3.1 using the 3-AFC test in ascending
staircases of concentrations of 1, 3, 10, 30 and 100 pg/L. In order to
compare our thresholds with the publication of Ross et al. (2014), the
detection threshold was also defined as the concentration which yielded
a significant number of correct answers (p < 0.05) as suggested by
Prescott, Norris, Kunst, and Kim (2005). Odor activity values (OAV)
were calculated by dividing the analyzed concentration of TDN by the
detection threshold in the appropriate matrix (Grosch, 1993). TDN
concentrations were determined from the headspace above the wine,
similar to odor perception by humans, using a stable isotope of TDN for
exact quantification purpose, Dividing TDN concentrations by the de-
tection threshold of consumers, we were able to report for the first time
odor significance values (OSV).

2.3.3. Determination of consumer rejection thresholds of TDN

Consumer rejection thresholds were determined by a paired pre-
ference test where the native wine and a spiked sample were presented
to the panelists in an ascending order of TDN concentrations, following
the method described by Prescott and coworkers for the musty tri-
chloroanisole in wine (Prescott et al., 2005). Consumers were asked to
select the wine from the pair they prefer. As TDN concentrations in-
crease during aging, its petrol flavor is often associated with aged
wines. Thus, we determined the TDN rejection threshold also in an aged
Riesling wine. Concentrations of the young 2015 Riesling wine were 3,
10, 30, and 100 pg/L, and 10, 30, 100, and 300 pg/L for the aged 2008
wine, Following Lawless (Lawless, 2010), the consumer rejection
threshold is equal to the TDN concentration at which 75% of the pa-
nelists rejected the spiked wine, according to the 50% above chance
criterion. Dividing TDN concentrations by the rejection threshold of
consumers, we were able to report odor rejection values (ORV) for the
first time.

2.4. Benchmarking of common wines

2.4.1. Samples

TDN concentrations were measured in 52 wines from the competi-
tion “Best of Riesling 2016” (vintage range from 2002 to 2015, mean
age 3.5 years), in 97 wines from the competition “Mundus Vini 2016 —
Spring Tasting” (vintages 2001-2015, mean age 2.1 years) as well as in
112 wines from the competition “Mundus Vini 2016 — Summer Tasting”
(vintages 2009-2015, mean age 1.7 years). The wines and information
regarding country of origin and vintage as well as analytical data (al-
cohol content, residual sugar, and titratable acidity) were provided by
the organizer of the wine competitions (Meininger Verlag GmbH,
Neustadt an der WeinstraBe, Germany). In total, 197 wines were from
Germany, 62 wines from other European countries and 2 from
Australia.

2.4.2. Gas chromatographic analysis of TDN and VS by HS-SPME-GC-MS
Based on the SIM method described by Gok et al. (2019), quanti-
tative analyses of TDN and VS in the commercial wines were conducted
by headspace solid phase microextration gas chromatography mass
spectrometry (HS-SPME-GC-MS). Quantification was performed via a
stable isotope dilution assay (SIDA) using deuterated standards of TDN
and VS. Modifications are stated as followed: A saturated aqueous so-
dium chloride solution (“brine”™) was prepared in tap water. In a 20 mL
headspace vial with a screw cap and a PTFE-lined silicone septum (CZT,
Kriftel, Germany), 8 mL of brine and 2 mL of sample wine were mixed.
Subsequently, 10 uL of an ethanolic solution of deuterated analytes
(5,7,8-trideuterio-1,1-dimethyl-6-(trideuteriomethyl)-2H-naphthalene;
TDN-dg, 3,3-dideuterio-6,6-dimethyl-10-methylene-2-(trideuter-
iomethyl)-1-oxaspiro[4.5]dec-8-ene; VS-ds) were added via a microliter
syringe, resulting in a final concentration of 1.1 pg/L TDN-ds and
4.1 ug/L VS-ds. HS-SPME was carried out with a Combi PAL
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Table 2

Food Quality and Preference 78 (2019) 103735

Detection thresholds of TDN and vitispirane in matrices water, medel wine and Riesling wine varying in carbonation or ethanol content using duplicated 3-AFC tests
and threshold calculation according to ASTM E679-04 (2011b). BET = Best Estimate Threshold value, UL = upper, and LL = lower limit of 95% confidence interval,

respectively.
Carbonation level [bar] TDN BET [ug/L]  Upper limit [pg/L]  Lower limit [pg/L] n Vitispirane BET [pug/L] UL [pg/L] [LL pg/L] n
Water 0.0" 1.1 1.6 0.7 16 259 42.1 15.9 18
Water 2.5 1.3 2.0 0.9 18
Water 6.0 2.0 2.7 14 15
Model wine 0.0" 15 19 1.1 19
Model wine 2.5 1.6 2.3 L1 20
Model wine 6.0 1.5 22 10 20
Riesling wine' 0.0" 2.3 3.1 1.8 21
Riesling wine 25 2.4 31 18 22
Riesling wine 6.0 22 29 16 22
Riesling wine 8% 0.0" 18 2.5 13 21
Riesling wine 10% 0.0° 21 2.8 14 20
Riesling wine 12%' 0.0° 2.3 3.1 1.8 21 101.0 149.1 68.4 16
Riesling wine 14% 0.0” 2.4 3.2 1.8 20
Riesling sparkling wine 6.0 4.0 6.0 25 22 1513 266.7 85.8 17

Bold italics refers to the native wine which yields the most representative thresholds for dry Riesling wines.

! Identical.
? Native pressure.

autosampler (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland), using the agi-
tator module of the autosampler for incubation and extraction. Samples
were incubated for 5min at 40°C and then extracted for 20 min with
the SPME fiber (1 cm PDMS, 100 um df, CTC Analytics AG) at the same
temperature. Desorption in the GC injector took place at 240°C for
2 min using splitless mode and purged after 2 min. Prior to each sample
extraction, fibers were conditioned at 250 °C for 2 min. The GC analyses
were conducted with a Trace GC Ultra coupled to a Trace DSQ quad-
rupole mass spectrometer (both ThermoFisher Scientific, Dreieich,
Germany). The separation column used was a 30m x 0.25mm i.d.
fused silica capillary, coated with a 5% phenyl containing poly-
dimethylsiloxane stationary phase of 0.25um film thickness (Rxi-
58iIMS from Restek Corporation (Bellefonte, USA)). The temperature of
the GC oven was held at 40 °C for 2 min, then programmed at 10 *C/min
to 300 °C, with a final conditioning period of 5min. Electron impact
ionization (EI+) was done at 70 eV and a total ion chromatogram was
generated with a range of m/z = 29-300. Extracted ion chromatograms
with m/z = 157 (TDN), 163 (TDN-dg), 192 (VS), and 197 (VS-ds) were
used for quantification, while m/z = 142 and 172 (TDN), 145 and 178
(TDN-dg), 162 and 177 (VS), and 165 and 182 (VS-ds) were used as
qualifier ions.

2.5. Determination of liquid-gas partition coefficients of TDN and
vitispirane

2.5.1. Samples

Tap water, a dry 2017 Riesling wine (Staatsweingut mit
Johannitergut, Neustadt an der WeinstraBe, Germany) and a model
wine were used as matrices for analysis, The model wine was prepared
with 1.5 g/L L-tartaric acid, 1.5 g/L D-malic acid, 1.7 g/L L-lactic acid,
15 g/L p-glucose, 15 g/L D-fructose, 6 g/L glycerol, 1 g/L 2,3-threo-bu-
tanediol and 100 mg/L sodium azide, 120 mL ethanol, adjusted to a pH
of 3.5 with 1 M potassium hydroxide, and brought to volume (1 L) with
demineralized water. Samples were spiked with diluted stock solutions
of TDN and VS resulting in final concentrations of 100 ug/L for each
analyte. Volumes of 1 mL, 3 mL, and 5 mL of the sample matrices were
used as liquid phase in the headspace vials resulting in liquid to gas
ratios of 0.05, 0.17 and 0.31.

2.5.2. HS-GC utilizing the phase ratio variation method

Samples were prepared in 20 mL headspace vials (actual volume:
20.91 mL) with silicone septa and aluminum crimp caps. Automated
headspace extraction was performed with a HS2000 sampler mounted
on a Trace GC Ultra, equipped with a programmed temperature

vaporizing injector (PTV) and a flame ionization detector (FID); all
instruments were from ThermoFisher Scientific. Headspace injection
(2mlL) was performed after sample incubation at the relevant tem-
peratures for 10 min. To determine the minimum equilibration time,
5mL samples of each matrix were incubated for 2 min, 5 min, 10 min
and 20 min. The PTV was used in split mode with a split flow of
12 mLmin " and set to a constant temperature of 230 °C. GC separation
occurred on a fused silica capillary (11 m x 0.32mm i.d., coated with
0.25 um of DB5-MS (J&W Scientific, Folsom, USA), using hydrogen as
carrier gas with a constant flow of 3 mL/min. Instrument control and
data acquisition were done with Chrom-Card data system (version 2.9;
ThermoFisher Scientific). Applying the phase ratio variation method
described by FEttre et al. (1993), liquid-gas partition coefficients for the
different matrices were calculated at three different temperatures
(40°C, 50°C, 60°C) and extrapolated to the temperature of 15°C,
equivalent to the sample temperature of the detection threshold de-
terminations. For visualization reasons, partition coefficients were
stated as liquid-gas partition coefficients, reciprocal to the work of Ettre
and coworkers where gas-liquid partition coefficients were indicated
(Ettre et al., 1993).

2.6. Chemicals

Ethanol (=99.8%) was purchased from Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Germany), i-tartaric acid (puriss.), D-glucose (puriss.), D-
fructose (puriss.) were purchased from AppliChem GmbH (Darmstadt,
Germany), D-malic acid (p.a.), sodium azide (p. a.), potassium hydro-
xide (p.a.), 2,3-threo-butanediol (puriss.) and toluene (puriss.) were
purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany), and glycerol (p.a.)
was purchased from neoLabMigge GmbH (Heidelberg, Germany).
Synthesis of analytical standards (TDN, VS, and deuterated iso-
topologues) were described earlier (Gok, 2015). The chemical purity of
TDN and VS was determined by HS-SPME-GC-MS, and the odor purity
was confirmed by GC-Olfactometry.

3. Results
3.1. Detection thresholds in various matrices

The detection thresholds of TDN determined via BET of the trained
panel (Table 2) revealed a moderate increase of the threshold from
1.1 pg/L to 2.0 ug/L due to carbonation in the water matrix. Con-
versely, carbonation did not modify detection thresholds using model
wine and Riesling wine as a matrix. The TDN detection threshold rose
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from 2.2 to 4.0 png/L when Riesling wine with a technical carbonation of
6bar was compared to Riesling sparkling wine with the same CO,
pressure, but introduced by a secondary alcoholic fermentation
throughout a nine month contact time with yeast in the bottle. The
largest increment for the detection threshold from 2.3 to 4.0 pg/L oc-
curred between the matrix of a still wine and the sparkling wine
(Fig. 2). While the TDN threshold of 2.3 ug/L in a 12% vol. ethanol
Riesling corresponds to the recently reported 2ug/L (Sacks et al.,
2012), the detection threshold for vitispirane of 101 pg/L in the same
Riesling wine was eight times lower than the only reported threshold of
800 pg/L (Simpson, 1978b). In water, vitispirane was detected at
25.9 ug/L and its threshold was four times lower than in wine. The fact
that vitispirane responded more sensitive to the matrix modification
than TDN (Table 2) is presumably due to the more polar character of its
molecule. However comparing the wine to the sparkling wine matrix,
the detection threshold of VS rose equivalent to TDN.

Surprisingly, ethanol did not raise the TDN detection threshold
substantially, as it has been reviewed for aroma compounds such as -
damascenone that increased from 0.4 ug/L in water to 50 ug/L in an
aqueous solution with 10 vol% ethanol (Ickes & Cadwallader, 2017).

Increasing ethanol concentration from 8 to 14 vol% in the identical
Riesling wine matrix - reflecting the variation among sweet and dry
Riesling wines — raised the detection threshold of TDN only slightly
from 1.8 to 2.4 png/L. This is in accordance with the behavior of hexyl
acetate, where the odor threshold increased from 4.8 to 6.4 mg/L by
elevating the ethanol content from 11 to 14 vol% ethanol (Fischer et al.,
1996).

Determining the liquid-gas partition coefficients of TDN at 15°C in
water and the model wine, the volatility of TDN decreased by a factor of
three (Fig. 1), presumably due to the co-solvent effect of ethanol. This
physical effect is more pronounced than the observed sensory mod-
ification in detection threshold. Comparing the partition threshold of
the model and authentic Riesling wine, volatility of TDN increased by a
factor of two, presumably due to a higher ionic strength due to a range
of natural wine constituents such as cations, acids or glycerol.

Comparing all four methods described to calculate the detection
thresholds in Fig. 2, those determined according to ASTM E1432-04 and
Lawless (ASTM E1432-04, 2011a; Lawless, 2010) were 40-50% higher
than the group BET according to ASTM E679-04 or the threshold ob-
tained by the application of the 5% significance criterion according to
Ross et al. (2014).

partition coefficient [K]
=
s

Water

Model wine
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3.2. Detection and rejection thresholds of consumers

The TDN detection threshold of 14.7 pg/L recorded by 156 German
consumers were nearly five times higher than the detection threshold of
3.1 pg/L (Fig. 2) determined by the trained panel in the same wine
(12vol% alc.) and applying the same calculation method (Lawless,
2010). Applying the 95% confidence interval to the regression line in
Fig. 3, the extrapolation yielded an upper and lower detection limit of
consumers of 8.4 and 34.6 ug/L, respectively. Applying the BET method
(ASTM E679-04) yielded a similar threshold of 12.2 ug/L with a lower
and upper limit of detection of 9.4 and 16.0 ug/L TDN based on the
95% confidence interval (data not shown). The application of the 5%
significance criterion for statistical significance (p < 0.05) with
N = 156 requested 63 correct judgments (proportion of correct answers
ca, 0.4), which yielded an odor detection threshold of 3.0 ug/L.

Due to the large number of 156 subjects, we could plot frequency of
individual BETs among the participating consumers (Fig. 4). Some of
them were highly sensitive and their threshold of 0.55 pg/L may have
been even lower, if we could have used a Riesling wine with less than
0.3 ng/L native TDN content. On the other hand the least sensitive
group of 14 consumers revealed a more than 300 times higher threshold
of 173 ug/L TDN.

Female consumers with a detection threshold of 8.7 ug/L TDN were
nearly two times more sensitive than their male counterparts with
17.7 ug/L TDN (Fig. 5). While the gender difference corresponds with
the reported general higher sensitivity of female judges (Dalton,
Doolittle, & Breslin, 2002), age of the subjects was not linked with a
declining sensitivity for TDN, as reported for other aroma compounds
such as benzaldehyde, eucalyptol or amyl acetate (Hummel, Sekinger,
Wolf, Pauli, & Kobal, 1997; Evans, Cui, & Starr, 1995).

In the young 2015 Riesling wine tasted one year after harvest,
consumers rejected the TDN-spiked wine at 60 pg/L TDN, while for the
eight-year-old 2008 Riesling wine the consumer rejection threshold
increased to 91 pg/L TDN (Fig. 6). Again, gender had a similar impact
on consumer rejection thresholds than for detection thresholds: Female
panelists started to reject Riesling wine at 38 ug/L for the young, and
67 ug/L TDN for the aged Riesling wine, while males tolerated TDN
concentrations up to 80 pg/L in the young and 109 pg/L in the aged
Riesling wine (data not shown).

3.3. Sensory relevance of TDN concentrations from commercial Riesling
wines

Examining a total of 207 Riesling wines, mainly from Germany,

Riesling wine

Fig. 1. Liquid-gas partition coefficients of TDN (black) and vitispirane (grey) at 15°C and a liquid to gas ratio of 0.17, matching the ratio in INAO glasses with a

30 mL sample volume, n = 3.
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Fig. 3. Consumer detection threshold of TDN in one-year-old Riesling wine using an 3-AFC test followed by calculation according to Lawless (2010). The solid line
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lines the upper and lower limit of the confidence interval. n = 156.

which were obtained from the international Mundus Vini Wine Award
held in summer 2016, the OAV for TDN increased with wine age
(Fig. 9.) However, the youngest wines from 2015 showed larger OAV
than wines from the one year older 2014 vintage. Presumably the much
warmer and drier vegetation period in 2015 favored TDN formation
versus the more moderate year 2014. While 114 wines exceeded the
TDN OAV of one, only 17 wines yielded an odor significance value
above one (Fig. 9), which indicates detection of TDN by average
German consumers. In contrast, none of the 207 examined wines would
have been rejected by consumers, as the largest odor rejection value
(ORV) was only 0.31 and thus far below one.

During the international wine competition “Best of Riesling” held in
2016 the experts were requested to rate the perceived petrol intensity of

TDN in each wine. Analyzing those 52 German Riesling wines, having
at least a minor petrol flavor, all younger wines from the current vin-
tages 2014 and 2015 revealed an OAV for TDN below one (Fig. 7). In
contrast, the OAV for TDN in wines from older vintages always ex-
ceeded 1, reaching a maximum of 11. Sacks and coworkers reported
similar OAV values between 1 and 8.5 in 28 Riesling wines grown in
Upper New York State (Sacks et al., 2012), Replacing the detection
threshold of the trained panel by the one determined by consumers,
only three aged wines yielded an odor significance value (OSV) above
1. However, we have to bear in mind, that some consumers were at
least as sensitive as the trained panel (Figs. 4 and 5). In contrast to the
general trend, two aged Riesling wines exhibited very low TDN values,
which did not correspond to elevated pH-values, which could have
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hindered the release of TDN from its odorless precursors by acid hy-
drolysis. However, low TDN values may be explained by low storage
temperatures, which slow down release of free TDN from their pre-
cursors (Marais et al., 1992), At the same time, in all wines vitispirane
concentrations were below the OAV of one and reached a maximum
value of 0.44 only, indicating no sensory relevance at all.

For a representative data set of 30 international Riesling wines,
obtained from the “Best of Riesling” competition organized in 2014,
free TDN concentrations varied from 9 pg to 172 pg/L (Gok, 2015),
yielding an OAV above one for each wine. More than two-thirds of the
wines exceeded the OSV and nine wines were even above the consumer
rejection threshold (ORV) for TDN. Most notably, all six Australian
Riesling wines belonged to this group as well as one Riesling wine from
Germany, Austria and France, respectively (Fig. 8). Comparing these
findings to the range of TDN concentrations reported by Black and
coworkers from a representative study of 110 Australian Riesling wines
from various regions and vintages (Black et al., 2012), the median TDN
concentrations of five regions varied in the OSV from 3.0 to 7.2 and in
their ORV from 0.6 to 1.4. In warmer regions such as Clare and Eden
valley, more than half of the analyzed wines would exceed the con-
sumer rejection threshold determined with consumers in Germany.
Thus most of the German consumers would not only detect a petrol
flavor in these Australian Riesling wines, but would even reject the
majority of them, However, calculating consumer rejection values using
the rejection threshold of 157 pg/L TDN determined by Ross and
coworkers for New Zealand consumers, Riesling wines of only three out
of five regions would exceed a value of one (Ross et al., 2014),

4. Discussion

The detection threshold of TDN in the native Riesling wine with
12 vol% ethanol was similar to the 2 ug/L threshold reported by Sacks
et al. (2012). This is noteworthy because Sacks and coworkers used a
TDN spiked Chardonnay wine in Teflon bottles, which were squeezed
by the judges to deliver the headspace into their nostrils. Thus both
application methods, emulating common wine drinking habits of con-
sumers or implementing experimental olfactometric conditions, yielded
nearly identical results. This can be rationalized by the common use of a
3-AFC test and similar matrix parameters (12% vol. alcohol in dry
Riesling and Chardonnay wines) but also by the fact that the petrol note
of TDN is so foreign to any wine matrix, that it is easily detected. In
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Fig. 6. Proportion of consumers’ preference of a wine without adding TDN, using a 2015 Riesling wine (Ill) and a 2008 Riesling wine (#) in a paired preference test.
The solid line shows no preference (50%), the dashed line reflects the 50% above chance level used to assess the rejection threshold. n (2015) = 120, n (2008) = 69.
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contrast, Simpson reported a 10-times higher threshold of 20 pg/L
(Simpson, 1978a), which may be explained by the application of a
different sensory method: Simpson spiked an Australian Riesling wine
which had presumably a much higher TDN concentration than the ex-
tremely low value of 0.3 ug/L analyzed in the Riesling wine used in this
study. Thus it may be more likely, that Simpson determined a difference
threshold rather than a detection threshold. Furthermore, he asked for
an explicit recognition of the “kerosene-like” odor quality of TDN, while
we asked for the odd sample within a group of three. Assuming that
Simpson applied the same sensory method for the determination of the
vitispirane odor threshold (Simpson, 1978b) the factor 8 between his
recognition threshold of 800 pug/L VS and the detection threshold of
101 pg/L in this study is reasonable. Bearing that in mind, this study
reports for the first time the detection threshold for vitispirane and the
sensory impact of a water, wine and sparkling wine matrix.

Due to its chiral properties, vitispirane occurs as four stereoisomers

and odor thresholds of its epimers may vary as the thresholds of the
four epimers of rose-oxide (4-Methyl-2-(2-methylprop-1-en-1-yl)tetra-
hydro-2H-pyran) range from 0.5 to 160 ug/L (Yamamoto, Matsuda,
Utsumi, Hagiwara, & Kanisawa, 2002). However, due to its formation
by acid hydrolysis the vitispirane isomers occur naturally in almost
racemic proportion (Full & Winterhalter, 1994) and not in excess of one
epimer, as it is the case for enzymatically formed aroma compounds.
So far, none of the three papers reporting TDN thresholds studied
the impact of carbonation or ethanol concentrations on TDN percep-
tion. Varying CO, pressure up to 6 bar and ethanol levels between 8 and
14% vol. alc., the detection TDN threshold varied only slightly and
much less than expected. The same was true for varying the matrices
from water to model wine to authentic wine and sparkling wine. This
small variation in odor thresholds was partially confirmed by the gas-
liquid partition coefficients determined by headspace-GC-MS for TDN,
which were much lower than those reported for the similar non-polar
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compound f-damascenone (Ickes & Cadwallader, 2017). In order to
explain the impact of matrix variables on odor thresholds, both, phy-
sical effects and sensory traits should be considered. Comparing the
matrix water versus the model wine with 12% vol. alc., the presence of
ethanol will increase the solubility of non-polar compounds such as
TDN, which is indeed reflected by the three times lower gas-partition
coefficient displayed in the model wine in Fig. 3. The fact that the odor
detection threshold only increased from 1.1 pg/L in water to 1.5 ug/L in
model wine with 12% vol. alc. may be due to the striking foreign odor
of TDN, reminiscent of petroleum, kerosene or diesel which does not
blend at all into the wine aroma as other more common aroma com-
pounds such as fruity esters or floral monoterpenes do.

Assessing model wine versus authentic wine, the presence of salts,
acids, glycerol or sugar increase the ionic strength of the liquid matrix.
Thus, the overall rise in the molar concentration of dissolved com-
pounds in the hydro-alcoholic matrix will subsequently reduce the so-
lubility of non-polar aroma compounds, leading to their better volati-
lization (Mitchell, Brunton, & Wilkinson, 2011), This is reflected by the
2.5-fold increase of the gas partition coefficient for TDN in Fig. 3, which
suggests a decrease in the odor threshold to a similar extent. However
the opposite is the case and the odor threshold of TDN even increase by
a factor of 1.5 from 1.5 to 2.3 pg/L. Obviously, the amplifying physical
effect on volatilization is superimposed by the sensory activity of ad-
ditional odor compounds in the authentic wine which masks the per-
ception of TDN.

The largest rise in odor threshold occurred from 2.2 ug/L in car-
bonated wine to 4.0 ug/L in sparkling wine of the same ethanol and
carbonation strength. In Europe, production of sparkling wines with a
closer indication of geographic origin than just the country, requires a
minimal yeast contact of 9 month. During this long time period, de-
posited yeast cells autolyze and release mannoproteins from the
breakdown of their cell walls. Several studies revealed the adsorptive
character of the mannoproteins, which may hinder the volatilization of
TDN or VS in the sparkling wine (Guilloux-Benatier & Chassagne, 2003;
Caridi, 2006; Pozo-Bayon, Martinez-Rodriguez, Pueyo, & Moreno-
Arribas, 2009). Continuously monitoring headspace concentration of
aroma compounds in alcoholic solutions and sparkling wines (here
Champagne) using a dynamic set-up revealed, that the volatilization of
several aroma compounds were lowered by the presence of poly-
saccharides and mannoproteins. In general, ethanol lowers the surface
tension in a liquid, which enhances the evaporation of the ethanol. This
creates a kind of turbulence under the liquid surface, the so-called
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Marangoni effect, which transports aroma compounds to the surface
and triggers their faster evaporation. It was argued that the manno-
proteins might disrupt this Marangoni convection as well as the CO,
bubbles vanishing at the surface of the sparkling wine (Ickes &
Cadwallader, 2017; Tsachaki et al., 2008; Taylor et al., 2010). Both
together may explain the higher odor thresholds found in sparkling
wine versus the carbonated Riesling still wine.

Not only matrix effects modulate thresholds, but also application of
various methods to determine thresholds. While ASTM E679-04 ne-
glects the false positive results created by chance, all other methods
integrate false positive, potentially guessed results to a certain degree
and thus tend to yield higher thresholds (Viswanathan, Mathur, Gnyp,
& St. Pierre, 1983). In case of a very sensitive subject, which detected
already the lowest presented concentration, the individual threshold
according to the BET method (ASTM E679-04) will be calculated as the
geometric mean between the lowest concentration and the next lower,
but not tested concentration. Vice versa, the same procedure is applied
when an insensitive subject does not detect the highest presented
concentration. This enlarges the spread of individual BET thresholds
beyond the tested sample range and may lead to more extreme group
thresholds (Peng et al., 2012; Ross et al., 2014).

Using the geometric mean between the concentrations steps as well
as for calculation of the group threshold will partially compensate for
this effect, because the geometric mean is close to the median for a
right-skewed distribution (Lawless, 2010), as the median represents the
discrimination criterion between 50% false and 50% correct answers
(Lawless & Heymann, 2010). This phenomenon was already described
by Lawless as a downward bias in the resulting thresholds (Lawless,
2010). Calculating BET group thresholds based on individual BET
thresholds of each subject requires replications for each judge. At the
same time it is more beneficial to use a larger cohort of tasters with no
or few replications than to use a smaller panel and more replications to
reach the same N. Therefore we chose the first approach to determine
consumer detection and rejection thresholds. In addition, both the
ASTM E1432-04 and simple method of Lawless (2010) are designed for
a panel size of 100 or more judges, whereas the ASTM E679-04 is in-
tended for a limited panel size and proposed for a fast threshold de-
termination, which aims not for a precise group threshold but yields
“rather a best estimate not far there from” (ASTM E679-04, 2011b).

Applying ASTM E679-04, Ross and coworkers published for 36
consumers either from Washington State (USA) or New Zealand odor
detection thresholds for TDN of 35.8 and 37.6 pg/L, respectively (Ross
et al., 2014). Parallel to ASTM E679-04, Ross and coworkers also ap-
plied the 5% significance criterion based on binomial equations to de-
fine thresholds by the concentration at which a significant number of
judges have detected the TDN addition. This method yielded nearly
two-times lower consumer detection thresholds for TDN of 18.2 and
20.6 pg/L for both respective groups. Although these thresholds are
closer to the 14.7 ug/L determined in this study with 156 German
consumers, the thresholds are questionable since the wines in which
both threshold were determined had already a natural content of 12
and 16 pg/L TDN, respectively. Thus both non-spiked Riesling base
wines exhibited TDN concentrations very close to the detection
thresholds, which may have impeded the differentiation between con-
trol and spiked samples. In contrast, the Riesling wine used in this study
contained only 0.3 pg/L TDN. Thus being 50 times lower than the de-
termined consumer detection threshold it is guaranteed that even sen-
sitive judges could perceive differences between control and the lowest
spiked sample with 1 ug/L TDN. This allowed us to show that 8 judges
had a BET group detection threshold of only 0.55 pug/L or even lower
and 14 of only 1.73 pug/L. Thus both groups were below the BET group
threshold of 2.3 pg/L determined by the sensory panel. This is of re-
levance because 14% of the consumers were highly sensitive to TDN
and will reject wines due to their petrol off-flavor at much lower TDN
concentrations, than the average consumer. This study not only reports
for the first time consumer thresholds for TDN from a European
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country, but also determined gender differences: While 70 female
judges displayed a lower TDN detection threshold of 8 ug/L, 86 males
yielded a more than two-times higher TDN detection threshold of
18 pg/L. Thus it may be speculated, that women perceive a petrol off-
flavor at lower TDN concentrations and may reject wines more fre-
quently than their male counterparts,

In a novel approach we investigated the impact of consumer age on
TDN perception as well as the effect of experience by comparing the
TDN-thresholds of a trained versus a consumer panel. Indeed, age al-
tered TDN detection thresholds by a factor of 3 between 8.5 pg/L in the
most sensitive group of 35 to 44 years old subjects and 23 pg/L in the
least sensitive group of 55-64 years old consumers. However, these
thresholds are impeded by varying numbers of subjects involved.
Further on, the data do not show an expected decrease of overall odor
sensitivity of humans older than 50 years, which may be explained by
the very foreign odor quality of TDN to wine.

Consumer rejection thresholds of 60ug/L TDN in this study
(N = 120) were 2.5 times lower than those reported for New Zealand
consumers of 157 pg/L (N = 36) and 1.5 times lower than for US con-
sumers from the state of Washington of 82 ug/L TDN (N = 36) (Ross
et al, 2014), The differences among panels could be rationalized by
using three different groups of subjects, varying in their sensorial per-
formance. This has been already demonstrated by the discrepancy be-
tween the US and New Zealand panel in the same study of Ross and
coworkers. However, it may be also speculated that NZ and US con-
sumers are more accustomed to Australian or Washington state Riesling
wines, which come from warmer regions and thus have higher TDN-
levels, as shown in Fig. 8. Inter-cultural differences in the preference of
taste and odor have been verified for different food items including
wine (Druz & Baldwin, 1982; Mennella, Pepino, & Reed, 2004; Bruwer,
Saliba, & Miller, 2011; Yoo, Saliba, Prenzler, & Ryan, 2012). In line of
this argument, we could demonstrate, that in context of an eight-year-
old Riesling wine, German consumers accepted a higher TDN con-
centration, as shown by the increased rejection threshold of 91 pg/L.

The methods to calculate consumer thresholds have a significant
impact as well. Applying the 5% significance criterion and binomial
tables to determine the consumer rejection threshold, we would have
obtained a very low rejection threshold of only 16 ug/L TDN, which
would have exceeded the detection threshold of the same cohort only
by 1.3 pg/L. Thus we refused this calculation method, partially also
because the large number of 120 subjects participating in the de-
termination of the rejection thresholds required only 69 correct answers
to obtain a significant difference (p < 0.05). This value is very close to
the number of 60 which would be obtained by chance. In contrast,
using the 50% above chance criterion, 90 correct answers were re-
quired to pin point the threshold.

Rejection thresholds of consumers were four times higher than their
detection threshold, which may be partially explained by the psycho-
physical data published by Sacks and coworkers, where the perceived
petrol intensity of 3 versus 100 pug/L TDN in a wine matrix only rose on
an unstructured scale of 1-9 from 2.2 to 5.5 (Sacks et al,, 2012). This
indicates that consumers need an intense sensory signal to switch from
an acceptable perception of TDN to an disturbing foreignness in order
to reject the wine. The observed deviation of the rejection threshold
between a young and aged Riesling wine is not surprising, because a
remarkable strong petrol note is perceived quite inappropriate and
unexpected in a young Riesling wine, while it is considered more
adequate or even desirable in context of an aged Riesling wine (Acree
et al., 2010).

Since more than 50years (Rothe & Thomas, 1963; Guadagni,
Buttery, & Harris, 1966) analytically determined concentrations of
aroma compounds are divided by their respective sensory thresholds in
order to determine their sensory impact in various food items. This
approach has been criticized by sensory experts due to the imprecise
determination of odor thresholds but also due to the significant impact
of matrix variation and use of different methods on the absolute
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threshold values. Furthermore, extraction procedures of aroma com-
pounds prior their chemical analysis and use of different quantification
methods strongly modify concentration data as well (Lawless &
Heymann, 2010). This study however tried to minimize these factors by
determining the variation of detection thresholds in a wide range of
matrices and measured TDN concentrations in more than 250 com-
mercial Riesling wines using state of the art quantification with a stable
isotope dilution assay (Gok et al., 2019). Still working with averaged
data across 156 and 120 subjects, the huge individual sensitivity dif-
ferences as shown in Figs. 4 and 5 are not taken into account by cal-
culating OAV, OSV and ORV.

Besides the odor activity value (OAV) where individual concentra-
tions are divided by the detection threshold of a trained panel, we
propose the new concept of odor significance value (OSV) using the de-
tection threshold of consumers as the denominator as well as the odor
rejection value (ORV) applying the rejection thresholds of consumers as
the denominator. Application of these two new concepts to a wide
range of commercial Riesling wines revealed that only very few Riesling
wines exhibited TDN concentrations high enough to stimulate con-
sumer’s rejection. Thus, the concepts of OSV and ORV might - now as
well as for future studies - be useful to assess the critical limits re-
garding consumer’s perception of flavors and rejection of off-flavors in
wine, particularly for the petrol off-flavor, that is predicted to ascend
with advancing climate change.

5. Conclusion

To our knowledge, this is the first publication that systematically
studied TDN detection thresholds in sparkling wine, also with varying
ethanol or CO; content, Investigating the impact of carbonation and
ethanol in an aqueous and in a wine matrix on the odor detection
thresholds of TDN, the observed variation was much smaller than ob-
served for other aroma compounds. The limited impact of ethanol could
partially be explained by the liquid-gas partition coefficients of TDN at
varying ethanol levels, which were determined for the first time. Asking
consumers rather than trained panelists, the determined odor detection
threshold increased by a factor of 5 from 3.1 to 14.7 ng/L. However,
individual sensitivity for TDN varied even by a factor of 300, and fe-
males on average were twice as sensitive as male judges. Determination
of aroma values by dividing the concentration by the sensory threshold
of the particular compound is a common procedure, but calculation of
odor significance values by dividing the concentration through the
consumer detection threshold is a novel concept. This is also true for the
first time reported odor rejection value by dividing the concentration
through the consumer rejection threshold.

Familiarization with warm climate Riesling wines with higher TDN
concentrations by New Zealand and US consumers lead to higher re-
jection thresholds for TDN than those determined for German con-
sumers, which were more accustomed to cool climate Riesling having
less TDN. At the same time, German consumers were sensitive to the
bottle age accepting a 50% higher TDN concentration in an eight-year-
old Riesling wine compared to a young, one-year-old wine. Determining
TDN contents in more than 250 commercial international Riesling
wines, half of the wines exceeded the detection threshold of trained
panelists, but only 15% surpassing the detection threshold of con-
sumers. Only a few wines, most notably from warmer climates, were
above the consumer rejection threshold. As climate change enhances
the potential for TDN, viticultural and enological measures to lower
TDN formation and release during winemaking and wine storage should
be studied and implemented to counteract a higher risk for consumer
rejection for Riesling wines in the future.
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6.2 Originalarbeit zum Thema Methodenetablierung

Verwendung der multiplen Headspace-Extraktion fiir den Vergleich von klassischen Fasern
und mini-Arrows fiir die Festphasenmikroextraktion, und verschiedenen Methoden der
mechanischen Probenvorbereitung

Das Verfahren der multiplen Headspace-Extraktion (multiple headspace extraction, MHE)
wurde herangezogen, um unter Ausschluss von Matrixeinfliissen eine absolute quantitative
Bestimmung von flichtigen Verbindungen durchzufihren. Eine weitere Anwendung stellt die
Bestimmung der Extraktionsleistung einer Methode dar, indem aus der Abnahme der Analyten
in aufeinander folgenden Extraktionsschritten eine Funktion gebildet wird, deren Steigung die
Extraktionseffizienz abbildet. Die beiden weinrelevanten Aromastoffe 1,1,6-Trimethyl-
1,2-dihydronaphthalin  (TDN) und 2,10,10-Trimethyl-6-methylen-1-oxaspiro[4.5]dec-7-en
(Vitispiran) wurden als Beispielverbindungen in Modellwein eingesetzt, um verschiedene
Fasermaterialien miteinander zu vergleichen, die fir die Festphasenmikroextraktion (solid-
phase microextraction, SPME) verwendet werden. Dariiber hinaus wurden die klassischen
SPME-Fasern mit den neu entwickelten mini-Arrows miteinander verglichen und der Einfluss
des fur die Durchmischung der Probe verwendeten Instruments erfasst. Die mini-Arrow
Systeme zeigten fir das identische Sorptionsmaterial deutlich hdhere Extraktionsraten
aufgrund ihres hdheren Sorptionsvolumens, und aus ihrer robusteren Bauweise ergibt sich
eine erhohte Lebensdauer aufgrund der geringeren mechanischen Belastung der
Sorptionsphase. Die PDMS-Carboxen Fasern wiesen im Vergleich zu den Polyacrylat- und
PDMS-Fasern die hdchste Extraktionseffizienz fir die beiden gewéhlten Verbindungen auf,
allerdings zeigte sich hier die Wichtigkeit der Desorptionstemperatur, da nur bei erhghter
Injektortemperatur ein vollstandiger Transfer in das gaschromatographische System
gewabhrleistet werden konnte. Schlief3lich spielte auch die Wahl des Agitierungsgeréats eine
entscheidende Rolle fur die Geschwindigkeit, mit der die Analyten sich in den drei Phasen des
Systems verteilen.

Hinweis zum Copyright
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Abstract

Multiple headspace extraction allowed the comparison of extraction efficiencies for solid-phase microextraction (SPME)
using classical fiber-type sorbents versus the relatively novel mini-Arrows. A hydro-alcoholic matrix and two wine aroma
compounds (1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN) and 2,10,10-trimethyl-6-methylen- 1-oxaspiro[4.5]dec-7-ene
(vitispirane)) were exemplarily chosen for the evaluation. SPME fiber coating materials were compared with their corre-
sponding SPME mini-Arrow counterparts. With chemically equivalent sorption phases, higher extraction efficiencies were
found for the SPME mini-Arrow system due to the larger sorption volume. The comparison of diverse agitation devices
revealed a significant influence of the agitation mode on extraction kinetics and extracted analyte amount in non-equilibrium
conditions. Furthermore, the evaluation of SPME fibers or SPME mini-Arrow coatings containing a carboxen-type material
revealed the importance of an appropriate desorption (injection) temperature. If not chosen carefully, analyte injection may
not be complete, possibly resulting in reduced detection limits or generation of carryover problems. Also noteworthy is the
construction of the SPME mini-Arrow device as such, as this is more robust compared to the classical SPME fiber, enhanc-
ing the lifetime of the extraction device.

Keywords SPME - SPME arrow - Multiple headspace extraction - Boundary layer - Agitation - Extraction efficiency

Introduction

Recently, the SPME Arrow system was introduced as a novel
technology for microextraction that contains a larger vol-
ume of sorbent material compared to a standard SPME fiber,
combined with an increased mechanical robustness [1-3].
Commercially available are two types of the SPME Arrow, a
regular type (sorption phase volume 11.8 pL, outer diameter
1.5 mm) and a mini-Arrow with somewhat reduced diameter
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(sorption phase volume 3.8 pL, outer diameter 1.1 mm) [4].
By comparison, a SPME fiber with a length of 1 cm has a
sorption phase volume of 0.6 uL. Higher sorbent capacities
are suitable for lower detection limits in trace-level analysis
but may also prevent saturation (overloading) of the fiber,
then guaranteeing an increased dynamic range. Furthermore,
the construction of the SPME Arrow (and mini-Arrow)
device is more robust compared to the classical SPME fiber,
most likely enhancing the lifetime of the extraction device
as such. However, it requires some adaptation of the injector
inlet to handle the wider diameter within the upper injection
head and it also generates additional mechanical stress on
the septum, potentially causing problems with septum bleed.

In our study, we wanted to compare the extraction effi-
ciencies of classical SPME fibers with the SPME Arrow,
respectively, the SPME mini-Arrow, for the headspace
extraction of exemplarily chosen wine aroma compounds.
Furthermore, we wanted to evaluate a potential influence of
the agitation technique applied, since various modes involv-
ing classical magnetic stirring with a stir bar, agitation, or
mixing in cycloidal motion were available to us. In literature,

@ Springer
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this has occasionally been described as an important param-
eter for the overall performance of a SPME method [5, 6].

The theoretical background of SPME has been summa-
rized earlier, e.g. by Pawliszyn [7]. To compare extraction
efficiencies between fibers, respectively, the fiber coatings,
absolute peak areas obtained under extraction conditions
kept constant might be used. However, besides peak areas,
the kinetics of the extraction process is another issue for
method development in practical situations, since faster
extraction kinetics allow a higher sample throughput. In
the early 1980s, Kolb introduced a method called “multiple
headspace extraction” (MHE) for quantitative headspace
analysis [8] that can also be used in combination with SPME
[9], and is often abbreviated as MHS—SPME (multiple head-
space—SPME). The principle of MHE is the repeated extrac-
tion of a single sample, and thus a repeated removal of ana-
Iyte from the headspace that leads to a re-equilibration of the
concentration ratio of the analyte between the sample and
the headspace (and the coating material in MHS-SPME) in
each extraction step. The MHE method follows a logarith-
mic function (Eq. (1)), allowing the calculation of the total
amount of analyte present in the sample from the slope of the
function and the concentration at a given time [ 10]. Since the
extraction is not continuous but rather performed stepwise,
and the peak area relates directly to the amount of extracted
analyte, the concentration ¢ might be replaced by the peak
area A obtained at a given extraction step (Eq. (2)). Finally,
the total amount of analyte can be obtained by the sum of all
peak areas (Eq. (3)). As a simplified alternative, the slope of
the function (— q) can be calculated from the peak areas of
the first two extraction steps by Eq. (4) [8]. Due to the fact
that some instrumental parameters are included in the pure
mathematical constant, — q was replaced by q” as suggested
by Kolb and Ettre [10], resulting in Eq. (5).

¢ =c ke ™ (D

Aj=Apx e )

Y= 3)

—q=In7 @

¢ = 5)

Furthermore, the slope is an indicator for the extraction
performance, here with respect to the extraction kinetics.
Therefore, we compared the extraction performance of
SPME fibers and SPME mini-Arrows in a MHE operating
mode, allowing to experimentally access two important

@ Springer

parameters, notably extraction efficiency (peak area) and
extraction kinetics.

As model compounds for our study, two aroma com-
pounds found in white wines made of Vitis vinifera species
should be used: 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene
(TDN) and 2,10,10-trimethyl-6-methylen- 1-oxaspiro[4.5]
dec-7-ene (vitispirane)). These are known degradation prod-
ucts of carotenes, with TDN evoking the odor reminiscent
of petrol and kerosene notes [11].

Experimental
Materials

Preparation of saturated aqueous sodium chloride solution
(brine) was done in tap water. A model wine with about
12 vol-% ethanol was prepared with 10 g/L tartaric acid,
and pH adjusted to 3.0 with a 2N sodium hydroxide solu-
tion. Analytical standards (TDN and vitispirane) were kindly
provided by Dr. Recep Gok, Technische Universitit Braun-
schweig, Germany. Model wine and brine (5 mL each) were
mixed in a 20-mL headspace vial. Subsequently, 10 pL of
an ethanolic standard solution were added via a microliter
syringe, resulting in a final concentration of 1 pg/L. TDN and
4 pg/L vitispirane.

Instrumental Analysis

Commercial fiber types used for the extraction of the aroma
compounds were polydimethylsiloxane (PDMS), poly-
acrylate (PA) and Carboxen/PDMS or carbon wide range
(Carbo-WR), respectively. SPME fibers (PDMS and PA:
100 pm x 10 mm, Carboxen/PDMS: 85 pm x 10 mm) were
purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA) and the cor-
responding SPME fibers (PDMS and PA: 100 pm x 10 mm,
Carbo-WR: 95 pm x 10 mm) as well as SPME mini-Arrows
(PDMS, PA and CarboWR: 100 um x 20 mm) were obtained
from CTC Analytics AG (Zwingen, Switzerland). Headspace
sampling was carried out with a Combi PAL autosampler
and a PAL RST autosampler (both CTC Analytics AG).
Sample conditioning and extraction was conducted using
four different mixing systems: (i) a single magnet mixer
(SMM; CHROMTECH, Bad Camberg, Germany), (ii) the
agitator of the Combi PAL autosampler, (iii) a conventional
laboratory magnet mixer from IKA (Staufen, Germany) with
an in-house-manufactured heating block (an aluminum cyl-
inder with drilled bores fitting HS vials), and (iv) the Heatex
stirrer module of the PAL RSI. In all cases, the samples were
incubated for 10 min at 40 °C followed by an extraction time
of 20 min at 40 °C at a stirring rate of 400 rpm (as indicated
by the particular instrument and kept constant for better
comparability). Desorption was performed in the injector
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of the corresponding gas chromatograph (GC). Cleaning and
conditioning of the fiber (or mini-arrow) was conducted at
290 °C for 3 min under a nitrogen flow of 6 mL/min in the
conditioning station of the autosampler, before and after
each analysis.

The experiments were conducted with a Trace GC cou-
pled to a Trace DSQ quadrupole MS, besides those with
the Heatex stirrer (available only for the PAL RSI) that was
installed on a Trace GC Ultra connected to a TSQ Quan-
tum triple quadrupole MS (all ThermoFisher Scientific,
Dreieich, Germany). The temperature of the GC oven was
held at 40 °C for 2 min and then programmed at 10°C/min
to 300 °C, with a final conditioning period of 5 min. Helium
was used as carrier gas in constant flow mode (1.2 mL/min).
The separation column used was a 30 m x 0.25 mm i.d. fused
silica capillary, coated with a 5% phenyl containing poly-
dimethylsiloxane stationary phase of 0.25 um (ZB-5, Phe-
nomenex, Aschaffenburg, Germany, or a Rxi-5SiIMS from
Restek Corporation (Bellefonte, PA, USA)). For injection,
the SPME fibers (or mini-Arrows) were thermally desorbed
in the split/splitless injector (injector head adapted for Arrow
operation; adaptation sets available from CTC Analytics
AG) of the corresponding GC using splitless mode (split-
less time 2 min). The injector was equipped with a 2.0-mm
i.d. liner (BGB Analytik AG, Bockten, Switzerland) and
was operated at 220 °C unless stated otherwise. The SPME
fiber (and mini-Arrow) penetration into the injector was set
to a depth of 54 mm. The GC-MS transfer line was kept
at 250 °C and the ion source was set to 240 °C. Positive
electron ionization (EI4+) was done at 70 eV and a total ion
chromatogram was generated with a range of m/z=29-300.
Extracted ion chromatograms with m/z =157 (base peak)
for TDN and m/z =192 (base and molecular ion peak) for
vitispirane were applied to calculate the peak areas.

Results and Discussion
Comparison of SPME Fiber and Mini-Arrow

Consecutive extraction steps using MHS-SPME for TDN
and vitispirane are presented in Fig. 1 for SPME fiber and
SPME mini-Arrow. The decline of peak areas followed
a logarithmic function as predicted by Eq. (1), yielding
straight lines after logarithmizing. Comparing the extraction
functions for the SPME fiber and mini-arrow, a significantly
higher slope is observed with the mini-arrow for both TDN
and vitispirane. The first extraction step with the SPME
mini-Arrow yielded a peak area about three times higher as
with the extraction using the SPME fiber. Using otherwise
identical extraction conditions, for a practical application
this means that a higher sensitivity or a faster analysis due
to shorter extraction times could be achieved.
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Fig.1 HS-SPME extractions with PDMS as sorbent material of TDN
(black) and vitispirane (gray) with fiber (filled square, solid line) and
mini-Arrow (filled triangle, dashed line), applying consecutive extrac-
tion steps (MHE); n=3. Trace GC—-DSQ with sampler and agitation
system (ii); for other conditions see “Materials” section
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Fig.2 Comparison of HS—SPME extractions of TDN and vitispirane
(upper (a) and lower (b) graphics, respectively) with different fiber
sorbent materials (filled square PDMS, filled circle PA, filled trian-
gle Carbo-WR), applying consecutive extraction steps (MHE): n=3.
Trace GC-DSQ with sampler and agitation system (ii); for other con-
ditions see “Materials™ section

Due to the chemical differences among the sorbent mate-
rials, ¢ values were remarkably higher for the Carbo-WR
(resulting in ¢' = 2.25 for TDN and ¢’ = 0.87 for vitispirane)
and PDMS (¢’ (TDN)=1.16, ¢’ (vitispirane) = 0.48) sorb-
ent materials, and lowest for PA (¢’ (TDN)=0.47, g’
(vitispirane) =0.15), as illustrated in Fig. 2. This effect
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can be explained by the low chemical polarity of TDN and
vitispirane. Whereas PA is an adsorbent with enhanced affin-
ity for more polar compounds, PDMS and particularly the
Carbo-type fibers show higher affinity for apolar compounds.

Effect of the Desorption Temperature

Although the carbo-type fibers resulted in the highest extrac-
tion efficiency (Fig. 2a), the peak area obtained for the first
extraction of TDN was by a factor of two lower than the
peak area of the extraction using PDMS as sorbent (Fig. 3).
Exhaustive extraction was achieved with the eighth extrac-
tion step using the PDMS fiber but already with the fifth
extraction step using the carbo-type fibers (data not shown).
The lower peak area after the first extraction might only
be explained by the adsorption performance of the carbo-
type fibers, particularly for such apolar analytes, possibly
leaving part of the material still adsorbed on the fiber. With
this hypothesis in mind, we raised the initial desorption
(injector) temperature from 220 °C to 260 °C and later to
290 °C. The higher desorption temperatures indeed resulted
in higher peak areas (Fig. 3), underlining the hypothesis
that the desorption temperature of 220 °C was too low for
a complete thermal desorption of this apolar analyte. On
the other hand, the PDMS fiber obtained higher peak arcas
at a desorption temperature of only 220 °C. This result has
to be considered when sorbent materials have to be chosen
and must be evaluated during method development. Some
fiber materials restrict very high desorption temperatures
or yield an excessively high bleed or a reduced live-time.
As a technical aspect, one should also consider the thermal
profile of commercial injector designs, particularly as exces-
sively high desorption temperatures can sometimes not be
applied (e.g. if the thermal profile is linear up to the very
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Fig.3 Influence of desorption temperature (injector temperature)
on total peak areas (A;) for HS—SPME of TDN using Carbo-WR or
PDMS as fiber sorbent material; n=3. Trace GC-DSQ with sampler
and agitation system (ii); for other conditions see “Materials” section
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upper septum cap) as the combined thermal and mechanical
stress to the septum of the injection port increases dramati-
cally and may at some point cause instrumental (leakage) as
well as analytical problems (break-down products, noise).
The non-linear temperature profile alongside the injector
section below the septum cap may render real temperatures
that deviate from set-values considerably. Since instrument
manufacturers normally do not provide temperature profiles
for their injectors, for thermal desorption of analytes from
the coating material this should also be considered and the
position of the SPME fiber or SPME (mini-)Arrow device
within the injector has to be optimized accordingly, as was
mentioned in few cases in literature [5, 12, 13]. Furthermore,
our result with the carbo-type fibers implies that a potential
risk for cross-contamination between samples due to mate-
rial still residing on the fiber should be paid attention for.

Effect of the Agitation Device

Comparing different agitation options (Fig. 4), ¢’ values
for the extraction of TDN and vitispirane were substan-
tially lower for the SMM (i) and the magnetic stirrer (iii)
than those values obtained with the CTC agitator (ii) or
the novel Heatex system (iv). Looking closer into the agi-
tation principle, both the agitator and the Heatex system
move the vial as such, therefore, introducing a mechani-
cal motion of both the liquid and gas phases within the
vial. On the other hand, the SMM and the magnetic stirrer
create a more static situation, as basically only the lig-
uid phase is set in motion. Furthermore, with the SMM
and the lab stirrer the fiber itself is rather static, whereas
with the agitator it is also set in motion. The latter aspect
is discussed with a longer lifetime of the fiber due to a
reduced mechanical stress, then favoring the SMM or mag-
netic stirrer. According to the manufacturer, the Heatex
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Fig.4 Influence of agitation technique applied for HS—-SPME extrac-
tions of TDN and vitispirane on extraction efficiency (g") using
PDMS as sorbent material; n=3. Conditions see “Materials” section
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stirrer mixes samples applying a cycloid-shaped mixing
pattern without the need for stir bars. It is also argued that
for SPME headspace and immersion sampling the design
ensures that the delicate fiber is not damaged. Generally
speaking, reduced agitation causes longer times to achieve
an equilibrium and thus leads to reduced extraction rates
when the equilibrium is not reached in non-equilibrium
extraction situations. Similar results with respect to the
agitation effect seen in our study had been described
by Darrouzes et al. [6], comparing two types of stirring
(mechanical and magnetic stirring) for the extraction of
organotin compounds from aqueous samples. The positive
influence of monoterpene signal intensity for a HS—-SPME
application in wine aroma analysis by increased stirring
rates and stirring time was demonstrated by De la Calle
Garcia et al. [5]. Helin et al. compared stirring rate and
stir bar size for magnetic stirring with a HS—-SPME fiber
and Arrow application for volatile amine analysis in an
aqueous environment [1]. These findings are not surpris-
ing considering the theory of solid-phase microextraction,
as summarized e.g. by Pawliszyn [14, 15]. The boundary
layer model described in these publications is an important
aspect limiting the mass transfer rate from the surround-
ing phase to the sorbent. This model is well described for
direct immersion SPME, and basically represents a static
zone, the Prandtl boundary layer, surrounding the fiber
in which the mass transport to the fiber is determined by
diffusion coefficients rather than distribution constants.
Analyte flux outside of the boundary layer is assumed to
be controlled by convection, whereas analyte flux within
the boundary layer is assumed to be controlled by dif-
fusion [15]. With respect to our experimental results, it
is noteworthy that the thickness of this boundary layer
is determined by the rate of convection (agitation) in the
sample and analyte diffusion. Semenov et al. differenti-
ated between several agitation levels from “no agitation”
to “perfect agitation” and used a mathematical model to
describe the analyte concentration distribution in the vicin-
ity of the adsorbent boundary layer [16]. In HS-SPME, a
boundary layer is found between the aqueous and gase-
ous phases, as well as between the gaseous and sorbent
phases. Mass transfer from the aqueous to the gas phase
may also be affected by sorption-induced effects of pollut-
ants (or dissolved substances) in the aqueous phase [17].
Since diffusion coefficients are usually more than 100,000
times higher in a gas phase than in a condensed phase,
in HS-SPME the sample agitation does not show a great
effect on analyte mass transfer from the headspace to the
fiber coating [18], although higher convection in the gas
phase will minimize the boundary layer as well. The most
important effect of sample agitation can thus be seen in
the accelerated mass transfer of analytes from the aqueous
phase to the headspace.

Conclusion

HS extraction efficiencies with respect to extraction kinetics
and extraction yield were compared for SPME fibers and the
novel SPME mini-Arrow. Applying MHE (here MHS-SPME
and MHS-SPME mini-Arrow) allowed a direct comparison of
the extraction efficiency via the slope of the logarithmic equa-
tion. As expected, comparable coating materials yield better
extraction characteristics with the mini-Arrow system, most
probably due to the increase in sorbent phase volume. Care
has to be taken when using coating materials with adsorp-
tion characteristics (e.g. Carboxen-type materials), as desorp-
tion temperatures should be considerably higher than with
partitioning-type materials (e.g. PDMS). Otherwise, analytes
may not be fully injected (thermally desorbed) resulting in
considerably lower peak areas than possible. This may lead
to higher detection limits due to analytes still remaining on
the fiber coating, or cause carryover effects if the fiber is not
conditioned properly in between analytical runs. Comparing
different agitation systems available for HS—SPME (fiber and
mini-Arrow) applications revealed the importance of this
technical detail when optimizing a HS—SPME application. In
principle, fast extraction is hindered by the boundary layers
between phase borders and mechanical agitation should be
applied as efficient as possible to minimize the dimensions
of such boundary layers. This then allows for faster extrac-
tion kinetics favoring non-equilibrium conditions, thus suiting
high-throughput HS-SPME applications.

To end our comparison between SPME fibers and the
SPME mini-Arrow, the higher capacity and mechanical robust-
ness of the SPME (mini-)Arrow system renders the novel
(mini-)Arrow system a promising and powerful extraction
device for the analysis of volatile analytes.
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Anmerkung:

In diesem Kapitel wurden verschiedene instrumentelle Parameter untersucht, unter anderem
das Material und die Architektur der Extraktionsfasern. Dabei wurden auch die herkdbmmlichen
SPME-Fasern mit den neu entwickelten mini-Arrow-Systemen verglichen. Im weiteren Verlauf
der Arbeit wurde auf die Verwendung der mini-Arrow-Systeme verzichtet, da die fur diese
Arbeit notwendige Analytik nichtim Ultraspurenbereich liegt, und es sich beim dem mini-Arrow-
Modul des Autosamplers sowie den Fasern selbst nur um eine Leihgabe des Herstellers fur
die Dauer des Anwendungstests handelte. Dennoch wurden aus den Versuchsreihen wertvolle
Erkenntnisse fur die Optimierung der instrumentellen Parameter gewonnen, die im weiteren
Verlauf umgesetzt wurden. Insbesondere der gravierende Einfluss des gewéahlten Moduls fir
die Durchmischung der Probe wahrend der Aquilibrierungsphase wurde in diesem Ausmafi

erstmalig untersucht.

Fur das neu entwickelte mini-Arrow-System kann eine hohere Extraktionsrate und damit eine
Steigerung der Sensitivitat prognostiziert werden, da sich das Sorptionsvolumen gegentuber
einer konventionellen SPME-Faser vervielfacht. Gleichzeitig bringt das Arrow-System eine
hohere mechanische Stabilitat mit sich, die eine héhere Lebensdauer verspricht. Allerdings ist
aufgrund der groBeren Dimensionen der Arrow-Systeme auch eine Anpassung des Injektors
des Gaschromatographen nétig; hier ist der Austausch des Liners und die Ausweitung der

Injektorkopf-Offnung ausdriicklich zu erwahnen.
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6.3 Originalarbeit zum Thema Einfluss weinbaulicher Methoden

Bildung von TDN, Vitispiran und anderen Aromastoffen in Vitis vinifera sp. Riesling in
Abhangigkeit von der Rebstockunterlage, der Klonselektion und der Beerengréf3e

TDN und Vitispiran sind zwei wichtige Aromastoffe, die vor allem in Rieslingweinen
vorkommen und aus glykosidisch gebundenen Vorstufen gebildet werden, die aus dem
Carotinoidabbau entstehen. Die Carotinoidbildung findet hautséchlich wahrend der
Wachstums- und Reifephase der Rebe statt, daher wurde der Einfluss der Unterlagsrebe, des
verwendeten Rieslingklons und der Beerengrol3e auf die Bildung der gebundenen TDN- und
Vitispiranvorlaufer in einer mehrjahrigen Studie untersucht.

Es wurde festgestellt, dass sich die Wahl der Rebstockunterlage neben dem Einfluss auf die
Wichsigkeit und den Ertrag auch auf die Menge an gebundenem TDN und Vitispiran
ausgewirkt hat. Trotz der starken saisonalen Schwankungen wurden durch je eine der sechs
Unterlagen in beiden untersuchten Jahrgange die hdchsten beziehungsweise niedrigsten
Werte an gebundenem TDN gemessen. Obwohl das Verhéltnis von Beerenschale zu
Fruchtfleisch stark von der Beerengrof3e abhangt, und der Anteil der Carotinoidabbauprodukte
in den Schalen der Beeren deutlich héher ist, konnte kein tber die Jahrgange reproduzierbarer
Einfluss der BeerengroRe auf die Konzentration an gebundenem TDN und Vitispiran
festgestellt werden.

Deutlicher war dagegen der Einfluss des selektierten Rieslingklons auf TDN, Vitispiran und
andere Aromastoffe der produzierten Weine, der vor allem im Hinblick auf TDN mit der
Lockerbeerigkeit der Trauben korreliert werden konnte. In den Weinen, die aus den
Klonselektionen mit einer stark aufgelockerten Traubenstruktur erzeugt wurden, wurden
jahrgangsubergreifend bis zu 40% hdhere Gehalte an gebundenem TDN und eine starker
ausgepragten Petrolnote in der sensorischen Analyse festgestellt. Sowohl chemisch-
analytisch wie auch sensorisch ergaben sich zudem starke saisonale Schwankungen, die
durch die unterschiedlichen Witterungsbedingungen in den Jahrgéngen erklart werden
konnten.
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ABSTRACT: The C,;-norisoprenoid aroma compounds 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN) and biosynthetically
related vitispirane (VS) are important contributors to the varietal aroma of Riesling wines and are released from glycosidically bound
carotenoid breakdown products during bottle aging. TDN is appreciated by numerous winemakers, particularly in aged Riesling
wines, Higher levels of TDN, however, are perceived as a “petrol” off-flavor, which is expected to increase due to ongoing climate
change. Wines produced from the same Riesling clone, which was grafted on six different rootstocks, varied significantly throughout
two vintages in respect to their concentrations of free and bound TDN and VS as well as other volatiles, Over three vintages, the
same compounds differed significantly among wines made from eight Riesling clones grafted on the same rootstock. Genetically
determined loose grape clusters favored the formation of TDN and yielded wines of stronger sensory petrol intensity. Berry size,

however, had no relevant impact on TDN and VS formation.

KEYWORDS: TDN, Riesling, clones, rootstock, precursor, wine, volatiles

B INTRODUCTION

Riesling has been cultivated for almost 600 years and belongs
to the most important grape varieties globally with a worldwide
vineyard area of 64,000 ha. Germany accounts for 37.2% of the
cultivated area, while the United States has 7.2%, followed by
France (6.3%) and Australia (4.9%)." One of the most
controversial flavor compounds in Riesling wines is 1,1,6-
trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN), which exhibits a
kerosene- and petrol-like off-flavor.” TDN and the biosyntheti-
cally related vitispirane isomers (2,10,10-trimethyl-6-methyl-
ene-1-oxaspiro[4.5]dec-7-ene, VS) are predominantly found in
Riesling wines, with VS expressing a camphoraceous,
eucalyptus odor.” Both are known degradation products of
grape-derived carotenoids.” ® Addition of increasing amounts
of TDN to Chardonnay wine showed that intermediate TDN
levels between 10 and 30 pg/L misled wine experts to classify
the Chardonnay as a typical Riesling wine.” Below 10 ug/L, the
fruity aspects of the wine were masked, while above 30 pg/L,
the petrol off-flavor was recognized. Thus, TDN is an
ambiguous aroma compound, defining the varietal character
of Riesling wine but also constituting a repelling taint.” The
recognition threshold of TDN has been reported by Simpson
to be in the range of 20 yg/L,* while Sacks et al. determined a
detection threshold of 2 pg/L in a Chardonnay wine,"’ which
has been confirmed in a Riesling wine by a German pamsl.11
While the latter values represent the detection threshold for
trained panelists, the detection threshold for consumers is
higher, ranging between 14.7 pug/L determined with 156
German consumers’' and 38 pug/L with 36 New Zealand
consumers.'” The first reported recognition threshold of VS of

© 2020 American Chemical Society

~ ACS Publications

800 pg/L (Simpson) exceeded the more recent detection
threshold of 101 ug/L by a factor of eight, which is partially
explained by the application of different sensory methods as
recently discussed by Ziegler and co-workers."!

Exposing the grapes to more sunlight by defoliation
increases both TDN and VS concentrations.”''* Low pH
and bottle aging will increase their concentration likewise due
to hydrolytic cleavage of the TDN precursors.”'> Due to the
chemical diversity of TDN precursors,'® it is common to
express the total TDN concentration via the equivalent of the
amount of TDN released by thermal hydrolysis.'” In European
Riesling wines, free TDN concentrations range from 2 up to 22
#g/L" and between 0.4 and 23 pg/L in a more recent survey
of 250 Rieslin_g wines sampled from two international wine
ccn'nlzyetitin:)ns.l In the same set of wines, VS varied between 3
and 80 pg/L, while another study reported a maximum value
of only 12 g/L." In warmer climates, Black and co-workers™
found in Australian Riesling wines TDN concentrations from 2
to 255 pg/L, whereas Marais and co-workers report a range of
3 to 55 ug/L for South African Riesling wines.”

Over the time period of 35 years, official records show a 4
week earlier grape maturation to the equal level of 170 g sugar
per liter or 10.5% potential alcohol in 10 Riesling vineyards in
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the Palatinate region in Germany. Grapes are exposed to
higher temperatures and more intense sunlight,”*** increasing
the potential for TDN and VS formation in Riesling grapes
even in a cool climate such as Germany. Therefore, it is
essential to study viticultural strategies to reduce the formation
of carotenoid metabolites in the berries, which function as
TDN precursors in the final wines and counteract at an early
stage a potential refusal of Riesling wines by consumers.

Due to the dominating effect of sunlight on the formation of
TDN precursors in the berries, three viticultural factors were
studied in three successive vintages (2015-2017): (i)
rootstocks determining vigor of shoot growth and cluster
shading, (ii) Riesling clones differing in density of their grape
clusters, and (iii) distribution of their berry diameter.

Besides uptake of water and nitrogen,” ** the choice of
rootstocks has a long-term influence on shoot growth as well as
number and size of clusters due the spatial exploration of the
soil by their roots.”* > So far, the effect of rootstocks on grape
composition has been only studied regarding general
parameters such as yield, sugar, acidity, and pH as well as
phenolic composition of whole berries, skins and pulp.””***"
Thus, this paper reports for the first time the impact of
rootstocks on volatiles in the finished wines and TDN and VS
in particular.

Sponholz and Huehn report 0.2 to 8.7 ug/L TDN in 12
vintages of Riesling wines made from four Riesling clones of
the same breeder (Gm64, Gm110, Gm198, and Gm239).’
Rudy observed variation in total TDN between 23 and 36 ug/
L among eight German Riesling clones.'® Since smaller berries
cause a larger skin-to-pulp ratio, it may be concluded that
smaller berries possess higher levels of carotenoids and,
therefore, the subsequent wines may contain more volatile
C,5-norisoprenoids.*

The increase in TDN concentration due to sun-exposed
versus shaded Riesling grapes as well as longer hang time were
first described by Marais et al.”* Through the application of
shade cloths, the ambient light was gradually varied from 4 to
97% and could be correlated with the concentration of total
TDN in the Riesling grape juice."’

Qverall, the literature on TDN formation due to viticultural
practices is rather limited and lacks a systematic approach.
Most studies rely on 1 year experiments, neglecting the
significant variation in weather conditions between years in
cool climate viticulture regions.”™'*'®****3% Other reports
measured only total TDN values, which cannot be directly
related to the olfactory active free TDN in the wine, governing
sensory thresholds as well as consumer perception and
rejection.'”"” Furthermore, aroma compounds of Riesling
wines, which may mask TDN perception, have not been
studied in the context of strategies to lower TDN formation in
the vineyards. The same is true for sensory evaluation of wines
obtained from different viticultural trials.

It was our objective to study the genetically determined
variation in free and bound TDN and VS among different
rootstocks and Riesling clones in context of the changing
weather conditions during two or three consecutive years,
respectively. Furthermore, we link the observed concentrations
of TDN and VS with physiological factors such as berry size or
bunch compactness, which partially govern sun exposure of
single berries. Since off-flavors such as TDN are always
perceived against the background of other sensory relevant
volatiles, we analyzed a wide range of aroma compounds in the
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wines made from different clones and rootstock—clone

combinations.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Ethanol (299.8%), sodium chloride (>99%),
potassium hydroxide (p.a.), and vr(+)-tartaric acid (p.a.) were
purchased from Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Germany).
For calibration of gas chromatographic analysis, a model wine with 12
vol % ethanol was prepared with 10 g/L tartaric acid and adjusted pH
to 3.0 using potassium hydroxide solution (2N). Preparation of
saturated aqueous sodium chloride solution (brine) was done in tap
water boiled for 5 min. TDN, ds-TDN, and VS were synthesized as
described earlier.'” Other target compounds as well as deuterated
standards were purchased from Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis,
USA). Pectinase (Lafazym CL) and Saccharomyces cerevisiae strain
(Zymaflore delta) were purchased from Laffort (Bordeaux, France).
KHSO, solution (Sulfureuse P150) and gelatine were obtained from
Erbsloh AG (Geisenheim, Germany). Nutrition aid (GoFerm) was
purchased from Lallemand Inc. (Montreal, Canada).

Sensory Evaluation. Sensory analysis was conducted with a
trained panel (14 females and 13 males; 19—64 years, average of 41
years), all of whom had previously participated in other descriptive
analysis of wine. The study was conducted in an odor-free, well-lit
room with an ambient temperature of 21 °C that was equipped
according to ISO 13301.%

The list of sensory attributes in Table 1 was obtained by panel
discussion after tasting a subgroup of experimental wines. Using the

Table 1. Sensory Attributes for Descriptive Analysis

verbal

attribute description standard recipe

color color inten- no standards provided, training with exemplary wines
sity

smell

citrus smell of fresh 40 mL/L freshly pressed lemon juice
lemons

petrol kerosene-like 300 uL/L stock solution of 100 mg/L TDN in
smell ethanol

peach smell of 50 mL/L peach juice (Granini Inc.)
peach

passion smell of pas- 5 mL/L peach syrup (Monin Inc.)

fruit sion fruit

floral smell of flow- 40 uL/L stock solution linalool (1 mg/L in ethanol)

ers + 300 pL/L stock solution of rose oil (1 m/L in
ethanol)

smoky smell of whis- 1 mL/L stock solution vinylguaiacol (1 mg/mL in
ky/smoked ethanol) + 300 gL/L 10 year-old Malt Whisky
ham (Laphroaig Inc.)

taste

sweet sweet taste 3 g/L fructose

sour sour taste 4 g/L tartaric acid

body bitter taste no standards provided, training with exemplary wines

bitter bitter taste 1 g/L caffeine

sensory method of Napping, all experimental wines were grouped in
the two-dimensional matrix, and wines from the corners and center
were selected to represent the maximum sensory variance of all the
wines. For each training and tasting session, standard solutions were
freshly prepared in a dry Riesling (Staatsweingut mit Johannitergut,
Neustadt/Weinstrafle, Germany) from the same vintage as the
experimental wines. During three training sessions, judges were
familiarized with the standard solutions in varying concentrations. For
descriptive analysis, six to eight wines were presented in randomized
order at 12 °C in clear tulip-shaped glasses (Sensus, DIN 10960,
Zwiesel Kristallglas, Zwiesel, Germany). Replicates of the exper-
imental treatments were served in different sessions. Panelists rated
attribute intensities on a 10 cm line scale, which was anchored by “not
detectable” on the left end and “very strong” on the right end. Odor
descriptors were assessed in a comparative set-up, rating the intensity

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.0c00049
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 38343849
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of one attribute in all wines before assessing the next attribute, Orally
perceived attributes were evaluated monadically, assessing all
descriptors in one wine before continuing to the next one after
cleansing the palate with tap water at room temperature.

Clonal and Rootstock Trials. Vines for clonal experiments
(Riesling clones B1090, B1091, B1094, N90, Red Riesling, DNS00,
GM312, and TR34) were planted in 2009 and 2010, and grown in an
experimental vineyard of the Staatsweingut mit Johannitergut
(Neustadt/Weinstrafe, Germany). Vines were cane pruned in a
VSP trellising system with rows orientated north—south. In the same
vineyard, the Riesling clone N90 was grafted on the rootstocks SO4,
BornerZ, 140 Ruggeri, Gravesac, Richter 110, and 3309 Couderc,
planted in 2002. Additional varietal information on rootstocks is
provided in Table 2. All of the vines were once defoliated in the

Table 2. Rootstock Crossings

rootstock
variant variety

S04 Vitis berlandieri X Vitis riparia
BormerZ V. riparia X Vitis cinerea
140 Ruggeri V. berlandieri X Vitis rupesiris
110 Richter V. berlandieri X V. rupestris
3309 Couderc V. riparia X V. rupestris
Gravesac 161—49 C (Vitis riparia X Vitis rupestris) X 3.309 Couderc

bunch zone by 75% on the eastern side before veraison (August 06 in
2015, August 24 in 2016, and August 09 in 2017, respectively).
Harvest dates were September 21 in 2015, October 6 in 2016, and
September 13 in 2017 for the clonal experiments and September 30 in
2016 and September 20 in 2017 for the rootstock experiments.

Berry Fractionation and Determination of Cluster Density.
To determine cluster density defined by the ratio of weight to length
of the grape cluster, 30 grape clusters of each of the eight clones
(N90, B1090, B1091, B1094, Red Riesling (RR), GM312, TR34, and
DN500) were hand-harvested in all three vintages, weighed, and
measured. To assess clonal variation of berry sizes, berries of all 30
clusters per clone were removed by hand and subjected to a sieve
tower with gradually decreasing hole diameters of 17—19, 15—17,
13-15, 11-13, 9—11, 7-9, 57, and <5 mm. By gentle agitation of
the sieve tower, berries moved according to their size through the
different layers. When berry movement stopped, the number of
berries and the weight of each fraction were determined.

Experimental Winemaking. Pilot-Scale Winemaking. For each
experimental treatment, 110 kg of grapes were crushed, supplemented
with pectinase, and pressed. SO, (50 mg/L; KHSO, solution) and 20
mg/L gelatine were added to the obtained grape juice. Grape solids
were removed via flotation using compressed air. Clear juice was
racked after 2 h into two 25 L carboys. Grape juice from clonal and
rootstock trials was inoculated with the same S. cerevisiae strain
supplemented with 0.25 g/L nutrition aid and fermented at 18 °C.
Two weeks after fermentation was completed, wines were racked off
the lees, sulfited with 60 mg/L SO,, and moved to cold storage at 7
°C. Two months later, wines were bottled with 25 mg/L free SO,
after membrane filtration (045 pm) using screw cap closures.
Samples for analysis of bound TDN and VS were taken right after
fermentation, while sensory properties and free volatiles including free
TDN and VS were determined after 9 months storage at 18 °C.

Microvinification of Berry Fractions. In the vintage 2015, berries
subjected to size fractionation were divided into a small (berry
diameter, <13 mm) and a large fraction (berry diameter, >13 mm).
After crushing and pressing, the grape juice samples were equally

Table 3. Investigated Volatile Compounds

deuterated
analyte abbreviation standard
deuterated standards
dg—1,1,6-trimethyl-1,2- d-TDN
dihydronaphthalene
d,-fi-damascenone d,-f-Dama
ds-4-ethylguaiacol d;—4-EG
ds-linalool ds-LinOH
ds-2-phenylethanol d¢-2-PhEtOH
d,3-hexanol d;;-HexOH
ds-ethylacetate dg-EtAc
ds-ethylhexanoate d-EtHex
dy-hexylacetate dy-HexAc
wine compounds
1,1,6-trimethyl-1,2- TDN ds-TDN
dihydronaphthalene
vitispiranes VS dg-TDN
f-damascenone f-Dama dy-fi-Dama
4-ethylguaiacol 4-EG ds-4-EG
4-vinylguaiacol 4+VinG d-4-EG
linalool LinOH di-LinOH
2-phenylethanol 2-PhEtOH ds-2-PhEtOH
3-methylbutanol 3-MeBuOH dy3-HexOH
1-hexanol HexOH d;3;-HexOH
ethylacetate EtAc ds-EtAc
ethylbutanoate EtBu ds-EtHex
ethylhexanoate EtHex ds-EtHex
ethyloctanoate EtOct ds-EtHex
hexylacetate HexAc dy-HexAc
2-phenylethylacetate 2-PhEtAc ds-2-PhEtOH
3-methylbutylacetate 3-MeBuAc dy-HexAc
2-methylbutylacetate 2-MeBuAc dy-HexAc
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LOD (pg/ calibration range Vi quantifier ions tr
L) (ug/L) B (%) (m/2) (onn)
148, 163, 178 3174
73, 194 32.89
139, 157 28.68
98, 126, 141 21.15
96, 97, 126, 127 17.30
64, 78 10.67
93 3.16
93, 106, 120 16.65
0.01 0.05-20.1 09996 14 142, 157, 172 31.87
0.05 0.2-20.9 0.9982 1.9 163, 177, 192 29.02
0.1 02-21.4 0.9991 19 69, 190 32.99
0.9 4.8—477.0 0.9991 3.7 137, 152 28.83
0.9 4.8—477.0 0.9979 34 107, 135, 150 30.20
1.4 6.1-609.0 0.9992 2.3 93, 121, 136 21.27
96.1 303-30,294 0.9988 32 91, 92, 121, 122 21.94
559 1012.5—-101250.0 0.9978 2.8 55, 70 5.95
12.6 41.0—4100.0 0.9928 2.3 56, 69, 84 11.02
158.5 988.0—98802.0 0.9948 1.7 88 3.20
1.4 4.8-478.6 0.9967 2.8 71, 88 8.29
1.6 15.1-1507.3 0.9978 1.4 88, 101, 115 16.80
1.6 17.1-1705.2 0.9962 4.1 88, 101, 127 25.37
1.0 9.9-990.5 0.9994 1.3 43, 61, 73 17.41
3.1 10.2—-1021.6 0.9961 1.4 57, 67, 82 27.90
2.7 21.7-2168.1 0.9973 1.8 55, 70, 87 11.38
1.4 21-2168 09966 1.8 55,70, 87 1149
https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c00049

J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 38343849

70



6 Kumulativer Teil der Dissertation

Journal of Agricultural and Food Chemistry

pubs.acs.org/JAFC

treated as described above and fermented in 1000 mL Erlenmeyer
flasks (VWR International LLC, Radnor, USA). Upon completion of
fermentation, wines were chilled to 5 °C, racked from the lees, and
bottled unfiltered with 30 mg/L free SO, into 250 mL screw cap
bottles and stored at § °C. In vintages 2016 and 2017, berry
fractionation was done at a larger scale but with only three clones
(N90, B1090, and GM312). This allowed the fermentation of a higher
number of size fractions, which were composed of berries with
diameters of <11, 11—13, and >13 mm for 2016 and <9, 9—11, 11—
13, 13—15, and >15 mm for 2017. Microvinification was identically as
described above for the 2015 vintage.

Wine Analysis. Fermentation of experimental trials was
monitored via specific gravity using a densimeter (DMA 35, Anton
Paar GmbH, Graz, Austria). Additional wine parameters such as
ethanol, glucose, fructose, pH, total acidity, and yeast assimilable
nitrogen were measured in grape juice and wine via Fourier
transformed infrared spectroscopy (FTIR) (WineScan FT120 Basic,
Foss, Hilleroed, Denmark).

Analysis of Volatiles, Bound TDN, and Bound VS via HS-
SPME-GC—MS. For the analysis of bound TDN and bound VS, 3 mL
wine was hydrolyzed for 30 h at 90 °C, cooled to ambient
temperatures, and 1:50 diluted with model wine, according to the
method described earlier.'” For chemical analysis, 8 mL of brine and 2
mL of sample wine (sample was diluted with model wine, if
necessary) were mixed in a 20 mL headspace vial with a screw cap and
a polytetrafluoroethylene-lined silicone septum (CZT, Kriftel,
Germany). Ten microliters of an ethanolic solution of deuterated
analytes (see Table 3) was added via a microliter syringe. Calibration
ranges were determined by a nine-point calibration curve plotting
analyte concentration versus area ratio between the analyte and the
deuterated standard. Good coefficients of determination (R* > 0.99)
were obtained in all cases. Coefficients of variation (V) were below
5% for all analytes. Headspace solid-phase microextraction (HS-
SPME) sampling was carried out with a Combi PAL autosampler
using a polydimethyl siloxane SPME fiber of 1 cm in length and 100
pm in thickness (both from CTC Analytics AG, Zwingen,
Switzerland). Samples were incubated for 10 min at 40 °C followed
by an extraction time of 20 min at 40 °C and a stirring rate of 500
rpm. Gas chromatographic analyses were conducted with a Trace GC
coupled to a Trace DSQ_quadrupole mass spectrometer (both from
Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany). Desorption was
performed in the split/splitless injector of the gas chromatograph at
a temperature of 240 °C using splitless mode (Splitless time of 2 min,
followed by a split flow of 15 mL/min). Before and after each analysis,
cleaning and conditioning of the fiber was conducted at 250 °C for 3
min under a nitrogen flow of 6 mL/min in the conditioning station of
the autosampler. The SPME fiber penetrated the injector to a depth
of 54 mm. The temperature of the GC oven was held at 40 °C for 2
min and then programmed at 3.5 “C/min to 200 °C, followed by a
ramp of 25 °C/min up to 300 °C with a final conditioning period of 5
min. Helium was used as a carrier gas in constant flow mode (1.0 mL/
min). The separation column was a 30 m X 0.25 mm inner-diameter
fused silica capillary coated with a 5% phenyl containing
polydimethylsiloxane stationary phase of 0.5 ym in film thickness
(ZB-5 from Phenomenex (Aschaffenburg, Germany)). The GC—MS
transfer line was kept at 250 °C, and the ion source was set to 240 °C.
Positive electron ionization (EI+) was done at 70 eV with an emission
current of 50 uA. A total ion chromatogram was generated with a
range of m/z 29-300. Extracted ion chromatograms with the
parameters listed in Table 3 were used to calculate the peak areas,
using XCalibur 2.2 (ThermoFisher Scientific) for data analysis.

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Impact of Rootstock Selection on Free and Bound
TDN and VS. To determine the influence of rootstock
selection on the formation of free and bound TDN and VS, the
wines from vintages 2016 and 2017 were analyzed, resulting in
the concentrations displayed in Table 4. Free TDN varied
significantly among rootstocks and between vintages

3837

(ANOVA). In 2016, free TDN varied significantly among all
rootstocks by a factor of 2, and all rootstocks exceeded the
sensory detection threshold of 2 ug/L by a factor of 2.5 (3309
Couderc) or even 6 (BornerZ). In 2017, only BornerZ
exceeded the threshold by a factor of 3, while all other
rootstocks produced Riesling wines with TDN concentrations
significantly below the threshold. This corresponds with levels
of bound TDN, where BirnerZ displayed in both vintages the
second highest values. Contrarily, the rootstocks SO4 and
3309 Couderc with their low free TDN values also showed the
lowest bound TDN in both vintages. While free TDN varied
significantly between both vintages, this was not the case for
the bound TDN.

The sum of all four VS isomers yielded values 10 times lower
than the detection threshold of 101 ug/L. Even if all bound V§
would be instantly hydrolyzed, the obtained theoretical free VS
would be still below (2016) or only slightly above the
threshold (2017). For bound VS, vintage had a larger
significant influence than the rootstock varieties, while for
the free VS, the contrary was the case.

The quantity of grapes differed significantly between years as
well as among rootstocks, with rootstock SO4 providing the
lowest yield in both vintages and BornerZ the highest in 2017
and the third highest in 2016. Significant differences in sugar
accumulation due to rootstock and vintage could be explained
by the inverse relationship between yield and sugar content in
the berries, which depends to a large extent on the leaf-to-fruit
ratio.”® Weather conditions in 2016 promoted vine nutrient
supply due to high precipitation in the first half of the year
(385 mm), while rainfall in 2017 was extraordinary low with
143 mm compared to the 25 year average of 274 mm.”® It is
interesting to note that, despite large differences in yield, the
yeast available nitrogen (YAN), which is comprised of
ammonium and alpha-amino nitrogen of all amino acids
except for proline, differed only to small extent, but still
significantly, between both vintages. Although YAN varied
significantly among rootstocks (83 to 145 mg/L), these
concentrations could not meet the nitrogen requirement of
yeast of at least 150 mg/L YAN.” Since the nutritional status
of the vine might impact the formation of TDN,* the
observed negative correlation between YAN and bound TDN
in 2017 (r (Pearson) = —0.86) might be conclusive, although
in 2016, no correlation was observed. Perhaps the nutritional
status in 2016 was sufficient enough to avoid stimulation of
TDN formation, while the lower measured level of YAN in
2017 triggered a higher bound TDN concentration. Similarly,
concentrations of bound VS decreased with higher YAN, but
not significantly.

In regard to the significant variation of free and bound TDN
due to the choice of rootstocks, the literature is scarce. For four
rootstocks (S04, 3309 Couderc, 5 BB, and § C) in a Riesling
trial in British Columbia,”® only small effects of rootstocks
regarding physiological parameters and juice composition were
reported, except for pH. Examining rootstocks grafted to
Shiraz or Cabernet Sauvignon, they had an effect on pruning
weight,” grape yield,"" C,-norisoprenoids,”' anthocyanins,
and carotenoids.”’ According to Schmid et al,, the rootstocks
examined in this study differ in terms of vigor, drought
resistance, and length of ripening period.* Vine vigor in the
experimental vineyard was visually assessed on a 0-to-9 scale
with 10 replicates. Average values were correlated (Pearson)
with free and bound TDN and VS in Table 5. Although not
significant in every vintage and for each parameter, in general,

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.0c00049
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 3834-3849
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Table 5. Correlation Coefficients r (Pearson) of Viticultural
Parameters and Leaves of Bound and Free TDN and VS,
Respectively”

correlation 2016 2017 2016 + 2017
vigor vs bound TDN 0.79 0.39 0.63
vigor vs bound V§ 0.56 0.67 0.42
vigor vs free TDN 0.47 0.78 023
vigor vs free V§ 0.61 0.72 0.54
vigor vs yield 0.13 0.93 0.04
yield vs bound TDN 0.05 0.11 0.05
yield vs bound V§ -0.10 0.50 —0.78
YAN vs yield 0.79 0.04 0.67
YAN vs bound TDN 042 —-0.86 0.05
YAN vs bound VS 0.15 —0.65 —0.56

“Bold numbers indicate significance (p < 0.05) of parameters with n =
2.

bound and free TDN and VS increased with more vigorous
growth of the vines. The opposite was expected because
increasing vine vigor favors the shading of grape clusters, which
is linked to less TDN formation."* Excluding any sun exposure
for red Shiraz grapes by using cardboard boxes, bound TDN
decreased from 162 to 39 ug/L and f-damascenone from 45 to
4 pg/L, while the levels of free f-damascenone remained
constant at 3.6 ug/L.* However, levels of free TDN were
below the limit of detection.

Our results suggest that there are two opposing effects
regarding the formation of bound or free TDN/VS: while
shading due to high vigor suppresses the formation of TDN
and VS via limited sun exposure and diminished carotenoid
synthesis and breakdown, enhanced TDN and VS concen-
trations in vigorous rootstocks are an unexpected finding,
which requires more detailed investigations in the future.

Impact of Rootstock Selection on Wine Volatiles. In
the wines made in 2016 and 2017 from the N90 Riesling clone

grafted to several rootstocks, all aroma compounds varied
significantly due to the choice of rootstocks; however, not all of
them surpassed the published thresholds listed in Table 4.
Thus, we will discuss only those at or above their thresholds.™

Linalool varied between 54 and 127 ug/L, being two to five
times higher than the odor threshold. Vintage had a significant
effect, yielding higher concentrations in the warmer vintage
2017. The fruity esters ethyl octanoate (peach), ethyl
butanoate (apple), and 2-phenylethyl acetate (rose and
honey) varied significantly among rootstocks and vintages at
levels of 400-fold the sensory threshold, twice the threshold
and half the threshold, respectively. 4-Vinylguaiacol (smoky
and phenolic) varied significantly between 12.7 and 49.7 ug/L
among rootstocks but not between vintages. Only for the
rootstocks SO4 in 2016 and BornerZ in 2017, the published
threshold of 40 pg/L was reached or slightly exceeded.

In a principal component analysis (PCA) of all significant
aroma compounds in the Riesling wines, the horizontal PC
explained half of the variation and was defined by elevated
ester and monoterpene concentrations on the right side and
higher concentrations of alcohols, C,;-norisoprenoids, and
volatile phenols on the left side (Figure 1). Except for the 2017
Riesling on BornerZ rootstock, the 2016 wines were shifted to
the left side, while the 2017 wines were located on the right
side. In the warm vintage 2017, the yield was smaller, and
higher soluble solids indicated an advanced maturation than in
the colder vintage 2016. This may have contributed to an
enhanced ester formation in 2017, while lower pH values in
2016 may have favored TDN formation by hydrolysis.

The observation that vintage had a larger effect than choice
of rootstocks may be explained by large yield differences
between both vintages. High yields coincide with bigger grape
bunches and large berries. Consequently, the sun-exposed
berry skin area is relatively smaller than at lower yields, with
less packed bunches and smaller berry diameters. This may
explain the higher linalool content in low-yielding 2017 but is

6 EtAc 8
2-MeBuc HexOH
LinOH
4 2-PhEtOH 4
A R110|2016
2.PhEtA
2 2
VinG
- ' - MR 1102017
3 3-MeBuOH F 3309C|2017 M A 5042016
3. R-Dama 3 140R| 2017 W S04 12017
fo Pr— £0 [] = A
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Figure 1. Scores and loadings plot of principal component analysis (PCA) of free volatiles for wines obtained from different rootstocks in vintages
2016 and 2017. Black triangles represent 2016 wines, and gray squares represent 2017 wines; data represent mean values with n = 2.
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in contrast to the higher TDN, f-damascenone, and 4-
vinylguaiacol concentrations in the high-yielding 2016 vintage.
The fact that vintage effects were more dominant than the
choice of rootstocks may be also explained by the similar
growth behavior of the rootstocks, expressed by visually
assessed vigor values of 7 to 9.

In conclusion, after reporting for the first time the significant
impact of rootstocks on the volatile composition of Riesling
wines, further studies with more balanced yields and a larger
variation in vigor among the studied rootstocks are necessary
to study, in more detail, the underlying physiological factors for
these phenomena.

Impact of Riesling Clones on TDN Formation and
Volatiles. Free TDN and VS of wines obtained from different
Riesling clones were the lowest or second lowest in the N90
clone for each of the three vintages, whereas the highest
concentrations were found in the clone B1094 in 2015 and
DNS500 in 2016 and 2017 (Table 6). TDN concentrations
surpassed the odor threshold of 2 ug/L by up to three times.
Only in 4 out of 24 wines, concentrations remained below the
odor threshold, all of them from the 2017 vintage. At the same
time, none of the wines matched the consumer perception
threshold of 14.7 ug/L or even their rejection threshold of 60
pg/L. For VS, the concentrations remained much below the
odor detection threshold of 101 ug/L."

Comparing the F values in Table 6, vintage had a larger
effect on all volatiles than clonal variation. Still, within each
vintage, differences among the clones were highly significant.
In general, wines from the colder 2016 vintage showed higher
free TDN concentrations than the ones made in warmer
vintages 2015 and 2017. VS varied less, but still significant.
Opposite to free TDN/VS, bound TDN and VS were lower in
2016, while vintages 2015 and 2017 displayed higher levels.
Similar to the free TDN, clone N90 showed the lowest
concentrations of bound TDN and VS, while the clones B1094
and DN500 yielded the highest bound TDN levels.

Figure 2 displays only those volatiles that varied significantly
among clones and exceeded the published thresholds."
Although f-damascenone varied significantly among clones
and vintages, the sensory effect may be limited because the
obtained values surpassed the published odor threshold by a
factor of 20 to 60, limiting the perceptional odor difference due
to the effect of saturation. All of the 2015 and 2016 wines
exceeded the sensory threshold of linalool, but in 2017, most
of them were below the threshold. The 2016 wines contained
less esters but more TDN, linalool, and 4-vinylguaiacol, which
may have favored a more intense petrol note perception. The
largest variation was observed for the smoky and phenolic 4-
vinylguaiacol (6.8—49.7 pig/L), surpassing the odor threshold
only in a few wines in 2016. As already observed in the
rootstock trails, wines made from clones in vintage 2016
displayed lower ester concentrations than those made in the
warmer years 2015 and 2017.

According to the PCA displayed in Figure 2, all esters are
grouped on the right side of the horizontal PC1, while TDN,
p-damascenone, 4-vinylguaiacol, and linalool are loaded on the
negative branch of PCI1. Esters are mainly generated during
fermentation, governed by amino acid composition of the
grape juice as well as used yeast strains and fermentation
temperature. In contrast, precursors of TDN, f-damascenone,
4-vinylguaiacol, and linalool are formed in the grape berry skin,
and formation of carotenoids, glycosylated linalool, or ferulic
acid is favored by better sun exposure.

3840

Impact of Riesling Clones on Sensory Properties. The
PCA in Figure 3 is limited to the significant odor attributes of
wines obtained from all three vintages. We omitted significant
taste attributes because volatiles in general and TDN in
particular contribute predominantly to odor perception and
only little to gustatory cues. Color assessment was incorpo-
rated because of the possible contribution of carotenoids.
Overall, different clones caused a similar sensory variation
within the three vintages. The highest odor intensities occurred
in the cooler vintage 2016 (growing degree days (GDD) =
1467) followed by the warmer vintage 2015 (GDD = 1591).
By far, the lowest intensities were scored in the warmest year
2017 (GDD = 1643).

Wines from the warmer vintage 2015 were rated the highest
in yellow color and for the petrol note. However, this does not
coincide with the concentrations of free TDN in Table 6,
where the 2016 wines showed the largest free TDN values. At
the same time, wines from 2016 displayed the strongest
intensities of citrus, peach/passion fruit, floral, and smoky
odors, which may have masked the perception of a more
intense petrol note associated with elevated TDN levels in
2016. Wines made from the clones in 2017 were the lowest in
all odor attributes, which correlates with low volatile
concentrations, including the smallest TDN values. Correlation
of sensory intensity of the petrol note with the concentration
of free TDN vyields a correlation coefficient of merely r = 0.38
(p = 0.07). One possible explanation for this unexpected low
correlation could be the significant positive correlation of TDN
and linalool concentrations over all vintages with r = 0.72
(Pearson). Among other aroma compounds, linalool levels well
above the sensory thresholds may have masked TDN and
diminished perception of the petrol note despite higher TDN
concentrations.*®

Obviously, in all three vintage clusters, N90 was located at
the most right position, associated with the lowest petrol flavor
and smoky intensities, which coincide with the lowest TDN
concentrations measured in the particular wines.

Impact of Riesling Clones on Cluster Density and
Berry Size Distribution. Clonal selection in the 1950s and
1960s focused mainly on high-yielding clones, such as N90.
More current selections such as the B1090, B1091, and B1094
clones are selected for loose clusters, lower yield, and more sun
exposure of single berries. Loose clusters limit Botrytis cinerea
infections because single berries have more space to grow
without pressing against each other and avoiding possible berry
disruption. To study these differences among bunches, we
calculated cluster density by dividing the weight of single grape
clusters through the length of the bunch. Further on, we
fractionated the berries according to their diameter to obtain
the distribution of berry sizes across the different clones.

Grape bunch weight and cluster length were measured for
five bunches from each of the four field replicates in 2015 and
for 10 bunches from three field replicates in 2016 and 2017.
Clones varied significantly in all three parameters, and neither
field replicates (n = 4) nor vintage (n = 3) had a significant
effect. Thus, the genetically determined differences among the
clones are the dominating factor for cluster density and were
consistent over vintages and soil variation within the same
vineyard.

While the grape cluster length of most of the clones varied
only slightly between 13 and 16 cm, weight differed more
substantially and was the highest for the clones N90 and Red
Riesling (RR). The lowest cluster weight and densities were

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.0c00049
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 3834-3849
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obtained for the B clones. The differences in cluster weight
were primarily caused by the number and size of berries,
leading to tightly packed clusters for N90 and RR and more
single berries in the B clones. Thus, berries of the loose-cluster
clones were exposed to higher solar radiation, which may have
triggered enhanced concentrations of carotenoids and,
subsequently, C,;-norisoprenoid precursors. To prove the
hypothesis that the loose clusters have higher bound and free
TDN, we correlated cluster density with concentrations of
bound TDN (Figure 4) and free TDN in bottled wines of
vintages 2015—-2017.

Indeed, clones N90 and RR with the highest cluster density
of 12 to 13 g/cm showed in each year the lowest bound TDN.
Vice versa, clones with lower density displayed higher bound
TDN values. Coefficients of determination (Pearson) for each
vintage were significant (R* = 0.50% (2015), 0.70%* (2016),
and 0.50* (2017)). Thus, 50 to 70% of the variation of TDN
measured in the final wines could be explained by the
calculated cluster density parameter.

For free TDN coefficients of determination (Pearson),
variation among years was similar (R* = 0.39 (2015), 0.78**
(2016)), except for 2017 (R* = 0.10). In contrast to bound
TDN, free TDN depends not only on precursor formation in
the berries but also on cleavage of precursors as a function of
pH, temperature, and bottle aging. Still, the overall pattern
observed in Figure 4 for bound TDN is also present for the
sensory relevant free TDN, and correlation might get better
during bottle aging due to ongoing release of free TDN. For
the first time, obtained TDN concentrations in finished wines
could be linked to and partially explained by genetically
determined physiological factors such as cluster length and
weight, which give important clues for further selection of
Riesling clones.

Impact of Berry Size on Free and Bound TDN and VS.
Distribution of berry diameters of eight clones from 2015 and
of three clones from 2016 and 2017 revealed remarkable
differences in the weight of the individual berry fractions
(Figure 5). Clones with the lowest cluster density, such as
B1090, B1091, and B1094, exhibited lower weight for berries
with a diameter of >13 mm (54.4, 38.9, and 50.1%,
respectively), while the highest proportion of large berries
was found in clones with more dense clusters, such as N90 and
RR (62.3 and 69.8%).

Weight proportion of small berries (<11 mm) remained
almost constant over clones and vintages, primarily caused by
their little influence on the overall weight. Differentiation of
clones is driven mainly by the variation of berries with
diameters of 11—13 and 13—15 mm, representing the highest
variation among clones (20.6 to 50.8% for 11—13 mm-sized
berries and 37.9 to 66.7% for 13—15 mm-sized berries).
Although berry distribution is quite similar for some clones, for
example B1090, B1094, and GM312, the average grape cluster
weight differs remarkably among the eight clones from 74 g
(B1094) to 151 g (N90) in 2015. Differences in the
subsequent vintages were lower, ranging from a minimum of
113 g to a maximum of 135 g per bunch. However, for the

gnificant differences among variants of individualvVintages. Significance is indicated with ns (not significant), *(p < 0.05), **(p < 0.01) and

mean values with n = 2. Letters indicate si

bZiegler et al.'’ “Waterhouse et al.**

§ three selected clones N90, B1090, and GM312, the
£ oty distribution pattern of berry diameters remains similar in
g g = 2016 and 2017 compared to results obtained in 2015.

D= Vitis vinifera clones have been selected over decades for
3 E z different objectives such as avoidance of humid microclimate
.'é E “;;’ in bunches by more loose clusters or increase of yield, which is
B T % often linked to tighter packed grape clusters. Cluster
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Figure 2. Scores and loadings plot of principal component analysis (PCA) for volatile compounds of wines made from different Riesling clones in
vintages 2015 (gray diamond), 2016 (gray triangle), and 2017 (black square). Data represent mean values with n = 2, and p = 0.9 for confidence
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Figure 3. Scores and loadings plot of principal component analysis (PCA) for sensory analysis of wines made from different Riesling clones in
vintages 2015 (gray diamond), 2016 (gray triangle), and 2017 (black square). Data represent mean values with n = 2, and p = 0.9 for confidence

intervals.

compactness is a complex trait, which is triggered by
physiological factors such as internode length of the
inflorescence rachis or simply smaller berries.”*™* At the
same time, genetically defined quality trait loci for loose
clusters have been reported for Pinot Noir*® and the crossing
GF.GA-47-42 x “Villard Blanc”,”" but to our knowledge, the
linkage between the degree of loose clusters and formation of
volatiles has not been reported yet. Berry diameters change the
skin-to-pulp ratio, which may have an impact on aroma

3843

composition of final wines because many aroma precursors are
located in the berry skin.> To test the relevance for free and
bound TDN and VS, we focused in 2015 on the two major
berry fractions (diameters of 11—13 and 13—15 mm) because
they were responsible for most of the total weight of the
bunches (Figure 5). TDN and VS were analyzed in wines
obtained from berries with either small (<13 mm) or large
(>13 mm) diameter (Table 7). The compact clones Red
Riesling and N90 yielded the lowest TDN, both free and

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c00049
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 3834-3849
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Figure 4. Correlation between cluster density (g/cm) and bound
TDN (pg/L) in wines obtained from eight different clones and three
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mean values of n = 3 for determination of cluster density and n = 2 X
2 for chemical analysis.

bound, while the highest values were measured for B1090,
B1091, and B1094 clones expressing loose clusters. Inves-
tigations of the effect of berry size revealed in six out of eight
clones that larger berries yielded lower levels of bound TDN.
For bound VS, the opposite was observed. For vintages 2016
and 2017, we decreased the number of clones but made wines
from more berry fractions (Table 7). The only significant effect
of berry size for bound TDN occurred in the compact clone
N90 due to lower bound TDN concentrations in the smaller
berries. For all other clones, no significant effect was observed
for bound TDN and for all clones in respect to bound VS§.

In 2016, the effect of berry size on bound TDN was again
only significant for the compact N90 clone and, in 2017,
additionally for the medium compact GM312 clone. Bound
TDN increased with berry size, showing vice versa the lowest
values in the smallest berries. In the loosest clustered clone
B1090, no effect of berry size was observed, presumably
because of the homogeneous sun exposure to all berries within
the cluster.

In general, the same vintage effects regarding bound TDN
and VS, which occurred in the previously discussed rootstock
and clonal experiments, were also observed in wines made
from single berry fractions.

Friedel et al. could not establish any differences in free and
bound monoterpenes and C;-norisoprenoids, including TDN
and VS, when they studied three berry fractions, which varied
in diameter but had equal total soluble solids (°Brix).”> The
slightly deviating results in respect to significant effects
observed in the N90 clone can be rationalized by the fact
that berries were obtained only from a single Riesling clone
(GM198) in 1 year. Only when berry fractions were further
separated according to their color intensity, bound TDN was
significantly higher in the medium (12—14 mm) versus large
berries (14—16 mm) and significantly higher in the more
intense colored berries. No differences were observed for VS
and f-damascenone. Investigating Merlot and Cabernet
Gernischt, C,;-norisoprenoids peaked in the mid-sized berry

100
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F 0
5
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Figure 5. Distribution of weight of berries with different diameters of different clones in vintages 2015 (left), 2016 (middle), and 2017 (right).
Mean weights of grape cluster of individual clones are stated in parentheses.
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Table 7. Concentrations of Bound and Free TDN and VS of Wines Obtained from Different Berry Fractions in Vintages

2015—-2017 with n = 2“

berry size (mm)
<13
>13
<13
>13
<13
>13
<13
>13
<13
=13
<13
>13
<13
>13
<13
>13
<11
11-13
>13
<11
11-13
>13
<I1
11-13
=13
<9
9-11
11-13
13-15
15-17
<9
9-11
11-13
13-15
15-17
<9
9-11
11-13
13-15
15-17

clone

clone

B1094

cluster density  vintage

low 2015

GM312 low-medium

B1090 low-medium

DN500 low-medium

B1091 medium

TR34 medium

N9O high

Red Riesling high

Gm312 low-medium 2016

B1090 low-medium

N90 high

Gm312 low-medium 2017

B1090 low-medium

N9O high

significance
berry size

vintage

bound TDN (,ug/L)

bound VS (ug/L) free TDN (ug/L) free VS (ug/L)

131.0 e 106.8 def 6.0a 11.3 abe
137.1 de 131.6 ¢ S4b 134 a
152.8 be 95.2 gh 43¢ 37¢g
139.4 de 99.6 fg 39¢ 30g
142.1 cde 110.1 de 2.5 ef 8.5 def
146.5 bed 114 d 2.7 de 7.8 ef
108.3 fg 107.5 def 18 ¢ 11.5 ab
89.3 hij 91.5h 16 g 9.9 bede
1719 a 1615 b 3.0 de 8.6 def
1555 b 171.5 a 32d 9.0 cdef
99.8 gh 88.1 hi 2.1 fg 10.2 bed
84.8 j 734§ 19g 9.6 bede
1155 f 90.7 h 081 8.8 def
99.7 gh 105.7 ef 1.0 hi 72 f
96.5 hi 8231 20 fg 41g
86.1 ij 112.5 de 1.5 gh 45 g
119.0 a 116.6 a 3.0 bede 20.0 ab
123.1 a 101.2 be 44 ab 20.5 ab
116.6 a 108.6 abc 50a 229 a
1296 a 1174 a 2.0 de 12.5 cde
1169 a 107.4 abe 3.9 abe 16.4 bed
1234 a 112.0 ab 3.6 abed 16.7 be
923 b 97.7 od l4e 10.0 e
89.7 b 87.0d 2.2 cde 11.7 e
1226 a 101.9 be 2.4 cde 12.0 de
89.2 e 120.7 a 2.4 efg 7.1 bed
1356 a 101.5 cde 2.3 efg 6.5 de
134.9 ab 1223 20 fg 49 fg
1153 ed 101.5 cde 38a 10.0 a
131.8 ab 103.0 cd 2.7 cde 7.4 bed
873 e 94.2 ef 1.5h 44 g
848 ¢ 886 f 20¢g 47g
106.2 d 111.5 b 3.0 bed 6.6 de
86.1 e 99.6 cde 2.2 efg 54 efg
888 e 98.3 de 2.5 def 7.3 bed
713 e 99.9 cde 2.1 fg 6.2 def
86.0 e 107.1 be 2.2 efg 7.1 bed
113.8 d 1275 a 34 ab 8.1 be
109.9 d 126.4 a 3.1 be 8.6 ab
124.5 be 1225 a 2.6 cde 6.8 cde
ook ok ook sk

Hkk sk ek dsk

E Rk sk EEe

“Letters indicate significant differences among the variants. Significance is indicated with ns (not significant), *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p <

0.001.

fraction of 12—14 mm, but TDN and VS were not detected at
all >

In conclusion, variation in berry size among Riesling clones
seems not to be the major explanation of the different TDN
and VS levels observed across the three vintages.

Influence of Berry Size on Free Volatiles. To study
further the possible impact of clone and berry size,
concentrations of several free volatiles were investigated in
wines from vintages 2016 and 2017 (Table 8). Wines from
2016 revealed higher concentrations of free TDN, VS, 4-
vinylguaiacol, 2-phenylethyl acetate, and ethyl octanoate.
Wines from 2017 were higher in most esters but also linalool,
2-phenylethanol, and f-damascenone. Examining correlations

3845

among the aroma compounds, TDN was positively correlated
with V8 (R* = 0.52) but not with the C,y-norisoprenoid f-
damascenone, the monoterpene linalool, or the volatile phenol
4-vinylguaiacol. Most esters were negatively correlated with
TDN. In conclusion, none of the studied aroma compounds
with a fruity, floral, or spicy odor were increasing with rising
TDN concentrations. Thus, a possible masking of the petrol
off-flavor by fruity, floral, or spicy odors seems not to occur.
Overall, due to the insignificance of berry size on the
concentration of bound and free TDN, optical sorting of
small versus large berries does not open a technological avenue
to lower TDN concentrations in the latter wines. At the same

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c00049
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 38343849
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time, fractionation of berries according to their color may be
more expedient to avoid a future petrol off-flavor.

For the first time and consistent over three vintages, the
choice of Riesling clones had a significant impact on free and
bound TDN levels and also caused highly significant deviations
in the petrol off-flavor as well as in the smoky odor. Free and
bound TDN was negatively correlated with the clonally
determined compactness of the clusters, but no link could be
established with berry size. Changing weather conditions over
three vintages even had a larger impact on TDN formation and
the linked petrol note, as clones. Furthermore, we could
demonstrate for the first time that even the choice of
rootstocks exerted via their varying vigor, a significant effect
on free and bound TDN. Significant vintage effects emphasize
the strong need to conduct studies over several years. These
results give a valuable advice to winegrowers, to lower TDN
formation already with the long-term choice of clones and
rootstocks, when planting the vineyards.
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6.4 Manuskript zum Thema Einfluss weinbaulicher Methoden Teil Il

Einfluss von Entblatterungsmalnahmen auf die Bildung von TDN, Vitispiran und anderen
Aromastoffen von Vitis vinifera sp. Riesling

Nach den Ergebnissen, die in Kapitel 6.3 beschrieben wurden, werden in diesem Abschnitt
weitere weinbauliche Methoden untersucht, die im Vergleich zur langfristigen Selektion von
Unterlagsrebe und Rieslingklon als relativ kurzfristige Methoden anzusehen sind.

TDN geht aus dem Abbau von Carotinoiden hervor, der durch die Exposition der Reben und
Beeren gegeniiber Sonnenlicht induziert wird. Da héhere Gehalte an TDN vor allem in jungem
Wein als unerwiinscht gelten, werden in dieser Studie drei weinbauliche Strategien beleuchtet,
die den Gehalt an gebildetem TDN regulieren kdnnen: Die Wahl des Reberziehungssystems,
der Erntezeitpunkt und die Laubwandbearbeitung der Reben.

Die Implementierung der Minimalschnitterziehung flhrte zu einer signifikanten Steigerung der
Konzentration an freiem TDN von rund 39%. Gleichzeitig stieg der Gehalt anderer Aromastoffe
wie B-Damascenon, Linalool und einiger Esterverbindungen ebenfalls stark an, was eine
Maskierung der Petrolnote durch die anderen Aromastoffe moglich erscheinen lasst. Ein
spaterer Erntezeitpunkt resultierte ebenfalls in hheren Konzentrationen an TDN — vor allem
seiner gebundenen Form —, der anderen Cis-Norisoprenoide, 4-Vinylguaiacol und Linalool,
allerdings ohne eine Zunahme der Esterkonzentrationen herbeizufihren.

In drei aufeinander folgenden Jahrgangen wurde ein Teil der Reben zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und in unterschiedlichem Ausmald entblattert. Die beidseitige Entfernung aller
Blatter in der Traubenzone resultierte in einer Zunahme von gebundenem TDN und Vitispiran
um 43-98% gegeniiber einer einseitigen, moderaten Entblatterung zum gleichen Zeitpunkt,
beeinflusst durch die saisonalen Wetterbedingungen. Ebenfalls entscheidend fir die spateren
Gehalte an gebundenem TDN in den Weinen war der Zeitpunkt der Entblatterung: Durch
Entblatterungsmaflinahmen einen Monat nach der Blite hat sich der Gehalt im Durchschnitt
um 25% erhoht, wahrend die Laubentfernung zur Blite sowie zwei Monate danach zu den
niedrigsten TDN-Konzentrationen fihrte, ohne die Weine bei den anschlieRenden
Verkostungen negativ zu beeinflussen.
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Abstract

The Cis-norisoprenoid 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN) derives from carotenoid
breakdown products and its formation is triggered by sun-light exposure of grapes. Higher
levels of TDN are perceived as a petrol like aroma, which is undesired in young Riesling wines,
and expected to increase due to ongoing climate change. Three strategies considered for TDN
management were vine training systems, three harvest time points and canopy management
of the vines.

Implementation of minimal pruning yielded significantly higher concentrations of bound TDN
alike other volatiles compared to vines trained in a vertical shoot positioning. Thus, processing
grapes from minimal pruned Riesling vines may induce the undesired petrol off-flavor. Though,
the observed simultaneous increase of other volatiles, might contribute to a favorable masking
of the petrol note. Delaying harvest time point triggered formation of bound TDN as well as
other Ciz-norisoprenoid, 4-vinylguaiacol and linalool concentration, while no beneficial effect
on other volatiles was revealed.

Throughout three vintages, identical vines were subjected to defoliation treatments, varying in
time point and extent of leaf removal. Defoliation of vines 30 days past bloom, likewise
extension and abdication of leaf removal, resulted in the highest levels of bound TDN. Gentle
leaf removal at bloom or véraison yielded lowest levels of bound TDN, without compromising

overall impression of the resulting wines at sensory analyses.

Keywords

TDN, Riesling wine, volatiles, defoliation, harvest date, sensory

87



6 Kumulativer Teil der Dissertation

Introduction

Wine is obtained from the fermentation of berries of Vitis vinifera and includes more than a
thousand volatile compounds. Some of them contribute to wine aroma representing one of the
most important factors of wine character and quality.! Responsible molecules derive from
synthesis in the berries, microbiological metabolism or chemical modifications during storage.?
Understanding how these factors govern grape and wine composition is crucial to develop
adaptation strategies to compensate ongoing climate change.®

Norisoprenoids, in particular Ciz-norisoprenoids, are derived from the biodegradation of
carotenoids and subsequent enzymatic transformation into glycosidically bound aroma
precursors. Free volatiles are released by acid-catalyzed rearrangements and cleavage to the
free aroma-active compounds.*®* Among these, TDN (1,1,6-trimethyl-1,2-dihydro-
naphthalene), TCH (2,2,6-trimethylcyclohexanone), isomeric vitispiranes (2,10,10-trimethyl-6-
methylene-1-oxaspiro[4.5]dec-7-ene, VS), B-damascenone, B-ionone, actinidol, and riesling
acetal have been studied in wine.® The biosynthetically related TDN and VS are predominantly
found in Riesling wines, with VS exhibiting a camphoraceous and eucalyptus odor,” while TDN
showing a kerosene scent, representing the well-known petrol off-flavor in Riesling wines.8®°
Detection threshold of TDN in Riesling amounts 2 pg/L,*® while VS is perceived only above
101 pg/L.'* Consumer perceive TDN above 14.7 pg/L and reject Riesling wines, if they contain
more than 62 pg/L.1!* In European Riesling wines reported TDN concentrations range from 2
up to 22 pg/L*? and more recently variation between 0.4 and 23 pg/L has been measured in a
survey of 250 Riesling wines from two international wine competitions.® Black et al. reported
even a concentration range for TDN of 2 to 255 pg/L in Australian Riesling wines,'* whereas
Marais found 3 to 55 pg/L in South African Riesling wines.*® VS were reported to vary between
3 and 80 pg/L,*® while in a different set of Riesling wines the maximum concentration of VS
was only 12 ug/L.®

Formation of precursors of both compounds are triggered by enhanced sun-light
exposure.”1819 Hydrolytic and enzymatic cleavage of the precursors will increase TDN and
VS concentrations during wine maturation, favored by low pH.2%2t Due to the chemical diversity
of TDN precursors,?? it is common to express the bound TDN concentration via the equivalent
of the amount of TDN released by a thermal hydrolysis.*3

Over the time period of 35 years, official records show that grape maturation to the level of
170 g sugar per liter or 10.5% potential alcohol in 10 Riesling vineyards in the Palatinate region
shifted forward by 4 weeks. Due to climate change, grapes are exposed to higher temperatures
and more intense sunlight,®?* which may trigger a higher TDN and VS formation in Riesling
grapes in cool climates such as in Germany. In lieu of the detection and rejections threshold
for consumers for TDN, enhanced TDN formation in the vineyard may cause an earlier and

pronounced rise of TDN in Riesling wines, which may lead to increasing rejection by
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consumers. Thus, it is essential to study viticultural strategies such as timing and degree of
defoliation to reduce the formation of carotenoids in the berries, which function as TDN
precursors in the final wines, in order to safeguard appreciation of Riesling wines by consumers

in context of global warming.

Metabolic activity of grapes modulate concentrations of grape-derived aroma compounds
during berry development,?*?> and even beyond berry maturity.?%2” Thus, different harvest
dates do not only change sugar and acid concentrations in grapes, but affect wine aroma
composition as well.?82° Postponed grape harvest could be linked to increased concentrations
of monoterpenes and norisoprenoids with a simultaneous reduction of volatile acids and green
compounds such as n-hexanol, while Boss et al. report only positive correlations between
sugar accumulation and the content of monoterpenes and norisoprenoid, but not for different
harvest dates.?® Since both studies were limited to a single vintage, and thus vintage effects
could not be taken into account, we considered further studies on timing of harvest as

necessary.

The concept of minimal pruning where pruning, hedging and harvesting is done only by
machines, has turned into an economically valuable option compared to traditional cultivation
with more manually labor. Higher yields go along with a shift in leaf-fruit ratio and improvements
in fruit composition.3° Several studies showed a favorable outcome on vine performance, grape
yield, anthocyanins and subsequent wine quality.3%3132 In Riesling, minimal pruning increased
cluster quantity with a simultaneous decrease of number and size of berries within the bunches
as well as a delayed maturation and sugar accumulation.®*3* Furthermore, accumulation of
glycosidically bound aroma compounds increased in berries of minimal pruned vines, yielding
Riesling wines with more intense fruity, citrus and passion fruit odor.® Yet, no studies report
on the impact of minimal pruning on wine volatiles, which is expected due to enhanced
glycosidically bound aroma compounds, such as monoterpenes and Cyz-norisoprenoids. Thus,
this present work intends to close this gap in knowledge.

The increase of TDN concentration due to sun-exposed versus shaded Riesling grapes as well
as longer hang-time were first described by Marais and coworkers.'’” Applying shade cloth the
ambient light were gradually varied from 4 to 97% and total TDN in the Riesling grape juice
increased with light intensity.*®

Defoliation of grape leaves at bloom promote looser clusters due to malnutrition of the
inflorescence with photosynthesis products and subsequent loss of unfertilized berries.363’
Later applied defoliation aims to increase sun exposure of grapes to improve flavor formation
and facilitates a better ventilation and drying of the grapes, which is crucial in humid climates

to prevent growth of Botrytis cinerea molds on wet grapes.®® According to a one-year
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experiment in a Upper New York state Riesling vineyard, three different time points for equally
intense defoliating of the bunch zone varied free TDN between 7 and 20 ug/L in the obtained
wines and total TDN between 52 and 138 pg/L.'® The highest values were measured when
defoliation took place one month after bloom, while the non-defoliated control or the early
defoliation at berry set revealed the lowest values. Varying the intensity of defoliation by
removing leaves on one or on both sides at bloom and on both sides at véraison, total TDN in
the grape juice and subsequent wines were highest for the double-sided defoliation at berry

set and lowest in the non-defoliated control.'®

Overall the literature on TDN formation modulated by viticultural practices is rather limited and
often lacks a systematic approach. Most studies are limited to annual experiments, neglecting
the significant variation in weather conditions between years in cool climate viticulture regions.
Others report only total TDN values, which cannot be directly related to the olfactory active
free TDN in the wine, which impacts sensory thresholds, consumer perception and rejection.
Furthermore, aroma compounds which may mask TDN perception in Riesling wines have not
been studied in regard to strategies to lower TDN formation in the vineyards, which is also true
for sensory evaluation of the obtained wines. Due to the dominating effect of sunlight on
formation of TDN precursors in the berries, timing and degree of defoliation (2015-2017) were
conducted to evaluate their impact on TDN formation. Furthermore, the influence of training

systems and harvest date on volatile composition was assessed in 2015.

Materials and methods
Chemicals

Ethanol (299.8 %), sodium chloride (299%), potassium hydroxide (p.a.) and L(+) tartaric acid
(p.a.) were purchased from Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Germany). For gas
chromatographic analysis, a model wine with 12 vol-% ethanol was prepared with 10 g/L
tartaric acid, and pH was adjusted to 3.0 using a potassium hydroxide solution (2N).
Preparation of saturated aqueous sodium chloride solution (brine) was done in tap water boiled
for 5min. TDN, ds-TDN and VS were synthesized as described earlier.’® Other target
compounds as well as deuterated standards were purchased from Sigma-Aldrich Corp. (St.
Louis, USA). Pectinase (Lafazym CL) was purchased from Laffort (Bordeaux, France). KHSO.
solution (Sulfureuse P150) and gelatin were obtained from Erbsloh AG (Geisenheim,
Germany), nutrition aid (GoFerm) was purchased from Lallemand Inc. (Montreal, Canada).
Saccharomyces cerevisiae strain (Anaferm Riesling) was purchased from ZEFUG GmbH

(Bingen, Germany).
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Sensory evaluation

Sensory analysis was conducted with a trained panel (14 female and 13 male participants;
19-64 years, average 41 years) all of whom had previously participated in other descriptive
analyses of wine. The study was conducted in an odor-free, well-lit room with an ambient
temperature of 21 °C that was equipped according to 1ISO13301.%°

The list of sensory attributes in Table 1 was obtained by panel discussion after tasting a
subgroup of experimental wines. Using the sensory method of Napping®, all experimental
wines were grouped in the two-dimensional matrix and wines from the corners and center were
selected to represent the maximum sensory variance of all the wines. For each training and
tasting session, standard solutions were freshly prepared in a dry Riesling (Staatsweingut mit
Johannitergut, Neustadt/Weinstral3e, Germany) from the same vintage as the experimental
wines.

Table 1: Sensory Attributes for Descriptive Analysis

attribute verbal description standard recipe
color color intensity no standards provided, training with exemplary wines
smell
lemon smell of fresh lemons 40 mL/L freshly pressed lemon juice
petrol kerosene-like smell 300 pL/L stock solution of 100 mg/L TDN in ethanol
peach smell of peach 50 mL/L peach juice (Granini Inc.)
green apple smell of fresh, green 50 g/L freshly cut apple peel (Granny Smith)

apple
floral smell of flowers 40 pL/L stock solution linalool (1 mg/L in ethanol) +

300 pL/L stock solution of rose oil (1 m/L in ethanol)

smoky smell of whisky/ 1 mL/L stock solution 4-vinylguaiacol (1 mg/mL in

smoked ham ethanol) + 300 pL/L 10 years-old Malt Whisky

(Laphroaig Inc.)

honey smell of honey 10 g/L honey
fruity intense of fruitiness no standards provided, training with exemplary wines
taste
sweet sweet taste 3 g/L fructose
sour sour taste 4 g/L tartaric acid
body bitter taste no standards provided, training with exemplary wines
mouthfeel thickness/Viscosity no standards provided, training with exemplary wines
bitter bitter taste 1 g/L caffeine

During three training sessions, judges were familiarized with the standard solutions in varying
concentrations. For descriptive analysis, six wines were presented in randomized order at
12 °C in clear tulip shaped glasses (Sensus, DIN 10960, Zwiesel Kristallglas, Zwiesel,
Germany). Replicates of the experimental treatments were served in different sessions.
Panelists rated attribute intensities on a 10 cm line-scale, which was anchored by “not
detectable” on the left end and “very strong” on the right end. Odor descriptors were assessed
in a comparative set-up, rating the intensity of one attribute in all wines before assessing the
next attribute. Orally perceived attributes were evaluated monadically, assessing all
descriptors in one wine before continuing to the next one after cleansing the palate with tap

water at room temperature.
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Viticultural treatments

Defoliation experiments and training system

Vines for defoliation experiments were planted with Riesling clone N90 in 1999, grafted on

None
Timepoint None | C 0|0

Extent 75% north-sided

Bloom | B 0|75

post-bloom 30 d | pB 0|75

post-bloom 60 d* | V 0|75

2015
2016
2017
* véraison

None
None
None

05.06. | 06.07. | 07.08. *
17.06.|19.07.20.08. *
03.06. ] 07.07.]108.08.*

Figure 1: Pattern of defoliation experiments, separated in time point

and intensity of leaf removal.

75% both-sided

07.08.*
20.08.*
08.08.*

07.08.*
20.08.*
08.08.*

100% both-sided
post-bloom 60 d | V 75|75 post-bloom 60 d | V 100{100

¥ 1501 bloom veraison 10 year average 50
GDD 1591 Jun 05 Aug 06 L 45
30 {HI 2024
[ 40
25 | Harvest
=) bud break Sep 21 - 35
) Apr 22 20
g 20 + [
2 - 25
() 15 i
=Y |
g 20
= 10 15
- 10
5
F5S
0 + 0
Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov
35 2016 bloom wvéraison 10 year average 50
GDD 1467 Jun 17 Aug 24 | 45
30 qHi 1948
40
harvest
=) 25 A bud break Oct 06 35
2. Apr 17
) 30
E 20 1
© 25
5]
a 15
E 20
=~ 10 15
10
5 |
5
0 A |
Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov
3 2017 Bloom véraison 10 year average 50
GDD 1643 Jun 03 Aug 09 L 45
30 qHi 1994
harvest [ 40
=) 25 1 bud break Sep 13 I 35
2. Apr 09 | 2o
£ 20
=3
2 F 25
@ 15 i
o |
g 20
= 10 4 F 15
- 10
5 4
0 L |l.|l 1, .I b I
Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov

Figure 2: Climate data (temperature, precipitation) of vintages
2015-2017 including growing degree days (GDD) and Huglin
index (HI), time points of bud break, defoliation treatment and

harvest.
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SO4

located

rootstock and were
in an experimental
vineyard of the Staatsweingut
mit Johannitergut (Neustadt
a.d. Weinstralle, Germany).
The vines were cane pruned in
a vertical
(VSP)

Defoliation treatments varied

shoot positioning
trellising system.
in respect to timing and extent
of leaf removal during the
growing seasons 2015, 2016
and 2017 (Figure 1). For all
treatments, defoliation was
only done once during the
season, allowing growth of
lateral shoots during the
remaining vegetation period.
Grapes were harvested on
Sep 16 in 2015, Sep 23 in
2016 and Sep 15 in 2017

(Figure 2).

To study the effect of trellising
system in 2015, in a separate
vineyard but with the same
clone rootstock combination
were either managed either as
VSP or

Grapes of both variants were

minimal  pruning.
harvested at three different
time points (Sep 2, Sep 15
and Sep 29, 2015).
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Determination of temperature and light exposure

A total of 24 point loggers (HOBO® Pendant Temperature/Light Data Logger, Onset Computer
Corporation, Bourne, MA, USA) were positioned in the respective defoliation trials and field
replications. The ceptometers were orientated parallel to the ground with the sensors facing
directly upward toward the sky. They recorded continuously temperature and light intensity at
intervals of 10 min on top of representative grape clusters. Measurements were limited to the
vegetation periods 2016 and 2017. Individual measurements for each logger were averaged
per day. Daily mean values were averaged over the monitoring period for each trial as well as
added up to generate cumulated values for temperature and light exposure.

Experimental winemaking

For each experimental treatment 110 kg grapes were crushed, supplemented with 2 g
pectinase and pressed. SO (50 mg/L; KHSO;4 solution) and 2 g/L gelatin were added to the
obtained grape juice. Grape solids were removed via flotation with compressed air and the
clear juice was racked after 2 hinto two 25 L carboys. Fermentation was initiated by inoculation
of the grape juice with re-hydrated 30 g/hl Saccharomyces cerevisiae starter cultures. Two
weeks after fermentation was completed, wines were racked off the lees, sulphited with
60 mg/L SO, and moved to cold storage at 7 °C. Two months later, wines were bottled with
25 mg/L free SO, after membrane filtration (0.45 um), using screw cap closures. Samples for
analysis of bound TDN and VS were taken right after fermentation, while sensory properties

and free volatiles were determined after storage at 18 °C for nine months.

Wine analysis

Fermentation of experimental wines was monitored via specific gravity using a densimeter
(DMA™ 35 Anton Paar GmbH, Graz, Austria). Additional wine parameters (ethanol, glucose,
fructose, pH, total acidity and yeast assimilable nitrogen) were measured in grape juice and
wine via Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) (WineScan™ FT120 Basic, Foss,

Hilleroed, Denmark).

Quantitation of bound TDN, bound VS and other volatiles via HS-SPME-GC-MS
For the analysis of bound TDN and bound VS, 3 mL wine was hydrolyzed for 30 h at 90 °C,

cooled to ambient temperatures and 1:50 diluted with model wine, according to the method
described earlier.®®* Analysis of released TDN, VS, as well as investigation of other free volatiles

was conducted as published previously,*® using by a stable isotope dilution assay (SIDA).
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Results and discussion
Impact of harvest date and training system on bound TDN, VS and other wine volatiles

Grapes from cordon pruned vertical shoot positioning (VSP) and minimal pruning (MP) vines
were harvested and processed at three different time-points. Increments of two weeks allowed
the evaluation of harvesting date on aroma composition. Analyses of bound TDN and bound
VS were conducted directly after finished fermentation by thermal hydrolysis and GC-MS, while
free volatiles were measured in wines after ten months of storage at 18 °C (Table 2).

Most aroma compounds increased with progressing maturation except for n-hexanol, hexyl
acetate and ethyl hexanoate. Most notably, 4-vinylguaiacol increased by a factor of 8 in VSP
vines and even by factor 11 in the more sun exposed clusters of minimal pruning. Levels of
bound TDN increased by 36% and of bound VS by 26% in average of both pruning experiments
due to progressing maturation. Free and thus sensory active TDN increased by 67% from 2.5
to 4.6 pug/L, both exceeding the sensory threshold of 2 pg/L in Riesling wine.! For minimal
pruned vines TDN rose similarly from 4.0 to 6.2 pg/L. VS changed slightly and remained way
below its sensory threshold of 101 ug/L. B-Damascenone tripled its concentration during
maturation in VSP, but only by 59% in minimal pruned vines. Linalool levels doubled in both
trellising systems surpassing the sensory threshold by factors of 1.8 to 6. Ethyl esters did not
change much during prolonged hang-time, whilst 2-phenylethanol, 3-methylbutanol and 2- and
3-methylbutyl acetate rose by 39 to 56%. Contrary, hexyl acetate decreased by 37%. For the
average of both trellising systems, the first two weeks of maturation enhanced the sum of

significantly changing aroma compounds by 19% and the next two weeks by 25%.

Stronger sun exposure in minimal pruning vines yielded a 18% surplus of all significantly
modulated aroma compounds by comparison to the VSP trained vines. For (3-damascenone
the largest excess of 110% occurred at the early ripening stage and declined during further
hang-time. The reverse pattern was observed for 4-vinylguaiacol, where the surplus enlarged
to 71% during maturation in the minimal pruning trail. The excess of linalool was stable during
maturation at 63%, except for the middle date (30 %). A similar pattern could be observed for

free TDN, 2-phenylethyl acetate, ethyl octanoate, and 2- and 3-methylbutyl acetate.

Bound TDN revealed positive and highly significant correlations with bound VS (R? = 0.77),
free TDN (R? = 0.86), B-damascenone (R? = 0.83), 4-vinyl guaiacol (R? = 0.98), linalool (R? =
0.84) and 2-phenylethyl acetate (R? = 0.98), while a negative correlation occurred with hexyl
acetate (R?2 = 0.73), which remained well below its sensory threshold. Overall,

Cis-norisoprenoids and acetate esters were positively related.
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Carotenoids reach their maximum levels before véraison,?® and are subsequently degraded by
photo-chemical and enzymatic breakdown, which continues beyond véraison into the berry
maturation stage.**? This initiates ongoing formation of apo-carotenoids and
Cis-norisoprenoids,®424® which explains accumulation of Cis-norisoprenoids during prolonged
hang-time. Steady increase of linalool during maturation, may be explained by continuing
monoterpene biosynthesis via linalylsynthase beyond véraison.* The sources of
4-vinylguaiacol in white wines without any oak contact are either glycoconjugated precursors*
or origin from decarboxylation of ferulic acid.*® Due to the accumulation of ferulic acid or its
tartrate ester, fertaric acid, during grape maturation*® the observed rise in 4-vinylguaiacol in
wines during maturation can be rationalized. Our findings in regard to Cis-norisoprenoids and

linalool are confirmed by the literature,?® but not for 4-vinylguaiacol.

The observed increments of 2-phenylethyl acetate and hexyl acetate in wines of later
harvested grapes are supported by literature.?® However, formation of 2-phenylethyl acetate is
predominantly due to yeast metabolism during fermentation with tyrosine as precursor.>4’
Since tyrosine origins from the shikimate pathway like 4-vinylguaiacol, a positive correlation of
these compounds seems reasonable. However, this could also be a random observation since
the impact of delayed harvesting are deviating among individual vintages. Morena Luna et al.
investigated the effect of delayed harvest on volatile composition of Riesling wines.?® Among
other results, formation of n-hexanol, 3-methylbutyl acetate and ethyl acetate showed opposite
trends between the examined vintages 2011 and 2012, resulting in an increment in one vintage

and a decrease in the other.

The ability of minimal pruned vines to enhance aroma concentration in final wines in
comparison to VSP trained vines, are mostly due to elevated concentrations of bound and free
TDN, B-damascenone, 4-vinylguaiacol, linalool, 2-phenylethyl acetate, ethyl octanoate,
2-methylbutyl-, and 3-methylbutyl acetate. At first sight, the opposite would be expected since
higher yields and lower fruit-leaf-ratio, which are typical for minimal pruned vines, would
diminish sugar accumulation.®*3* Further studies report lighter bunches with fewer and smaller
berries,*** but no significant deviation in soluble solids or titratable acidity.*® Indeed, larger
skin to pulp ratio was proposed to explain the elevated concentrations of glycoconjugated
aroma compounds found in grapes and wines of minimal pruned Riesling.*® Glycoconjugated
aroma compounds were only expressed as the sum of the glycosidically bound glucose (GG)
(1987 Williams et al.) and no information was provided regarding specific volatiles or their
precursors. Thus, our study not only corroborates the importance of the skin to pulp ratio for
bound aroma compounds predominantly formed in the berry skin, but offers further information

measuring individual Cis-norisoprenoids such as 3-damascenone, TDN and VS. While the
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observed increase of TDN and VS in minimal pruned Riesling may induce the unwanted petrol
off-flavor, the observed simultaneous increase of other volatiles might contribute to a favorable

masking of the petrol note.

Impact of defoliation treatments on levels of bound TDN and bound VS

Temperature and sun exposure are the main factors triggering carotenoid formation and both
were monitored from July to harvest in September for the 2016 and 2017 vintage. Means and
the sum of daily means over the whole period are presented in Table 3. Temperature varied
significantly between vintages but not among defoliation treatments. Leaf removal significantly
fostered light exposure, increasing the cumulative light exposure versus the control between
7% and 50% in 2016, and 23% up to 80% in 2017. In 2016, the maximum light exposure was
achieved in the most intense defoliation treatment, represented by the double sided 100% leaf
removal at véraison (V 100|100). In contrast, in 2017 the highest light exposure was
determined in the one sided 75% leaf removal 30 days past bloom (pB 0|75).

Levels of bound TDN and bound VS were measured in wine directly after completed
fermentation. Concentrations of bound TDN and VS in recently fermented wines were
significantly affected both by time point and intensity of defoliation treatment (Table 4). Leaf
removal at bloom versus the non-defoliated control reduced bound TDN levels by 24% in 2015
(2016: 4%, 2017: 16%). In contrast, applying defoliation 30 d past bloom increased bound TDN
by 16% (2015), 31% (2016) and 33% (2017), respectively. Late defoliation 60 d past bloom
were indifferent towards the control (2015: -22%, 2016: +4%, 2017: +14%). Similar trends
could be observed for bound VS.

Amplification of leaf removal from one-sided moderate defoliation (75% removal) to both-sided
100% removal of leaves in the bunch zone — triggered in all vintages a stronger formation of
both bound TDN (44 to 99%) and bound VS (43-55%). Comparing vintage effect, 2016 yielded
higher concentrations of bound TDN and VS than 2015 and 2017.

It is well known, that exposure to sunlight elicits formation of norisoprenoids, and in particular
bound TDN and VS.1417.1822 | inking levels of light exposure to concentrations of bound TDN
and VS, we observed in 2016 a positive correlation between cumulative light exposure and
bound TDN (R2 = 0.84) or VS (R2 = 0.85), respectively. In 2017 however, this correlation was
neither significant for TDN or VS. Two effects could be decisive: On the one hand, early leaf
removal at bloom or 30 d post bloom led to more accumulated light exposure than defoliation
60 d post bloom at véraison. New development of foliation and subsequent shading of clusters
were only observed for the early defoliation at bloom, but not for the 30 d post bloom trial. On
the other hand, light exposure was only measured on the east facing side of the clusters which

is affected by the one-sided leaf removal. Thus, increased sun exposure of both sided
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defoliation at véraison could be quantified by the light sensors. However, complete removal of
the leaves in the bunch zone still led to a measurable increase in light exposure. In general,
the use of point measurements via ceptometers is a common, but no exclusive method to
determine light exposure,®*®? and poses challenges regarding replication accuracy or

calculation bias.%%*

The observed variation of bound TDN and VS among vintages as well as timing and intensity
of defoliation might be partially explained by seasonal weather deviation, as displayed in
Figure 2. In 2015, following the third defoliation treatment temperature rose well above the
average value, favoring carotenoid synthesis, which may have contributed to the observed
differences in concentrations of bound TDN and VS. In contrast, in 2017 a humid period
followed the third defoliation treatment and temperature deviated around average
temperatures, which may have diminished the differences among varying degrees of leaf
removal in 2017. Still, total leaf removal in the bunch zone raised TDN levels by 49% and VS
concentrations by 43%.

In 2016, strong rainfalls occurred two weeks prior bloom and the first defoliation as well as a
few days before the third leaf removal. In contrast to 2015 and 2017, the weather between all
defoliation treatments remained cloudy and cool. Sunshine hours accumulated in June only to
164 h and way below the 25-year average (1991-2016) of 232 h.%® Subsequent less intense
sun exposure may have contributed to smaller TDN and VS differences among wines made
from different defoliation treatments. It was unexpected that bound and free TDN and VS levels
of 200 and 170 pg/L, respectively, were higher in the wet, cooler and less sunny vintage 2016
compared to 2015 and 2017 (GDD 1389 in 2016 vs. 1447 and 1591 in 2015 and 2017,
respectively). As pointed out in the introduction, carotenoid formation and breakdown to
Ciz-norisoprenoids such as TDN and VS are favored by sun-exposure of the grape berries. It
could be speculated, that the more vigorous growth conditions in the first half of the vegetation
period may have generated more photosynthesis products into the grapes, which may have
fostered precursor formation of TDN and VS. Another argumentation could be linked to the
weather conditions after the third defoliation treatment at véraison, when temperatures rose
well above the ten-year average in 2016, while in 2015 the surplus was smaller and in 2017
no difference to the average occurred at all (Figure 2).

Kwasniewski et al. conducted an one-vintage experiment in 2008 on the effect of defoliation
time point on levels of Cis-norisoprenoids and carotenoids by comparing juice and wine
samples obtained from vines defoliated 2 d, 33 d and 68 d past berry set (PBS) and a control
with no leaf removal at all.?® Concentrations of bound TDN in wines varied from 52 pg/L
(control), 61 pg/L (2d PBS), 81 ug/L (68 d PBS) up to 138 pg/L (33 d PBS) whilst VS and

carotenoid concentrations were solely elevated for the 33 d PBS experiment (56 pg/L)
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compared to the control (37 pg/L). Thus, the largest bound TDN occurred when leaves were
removed a month after bloom. Opposing results were reported by Schiittler et al.,*® where the
lowest levels of bound TDN in grape juice of a non-defoliated variant (63 pg/L), while the
largest TDN concentration of 154 ug/L was observed in the early and intense two sided leaf-
removal at bloom, followed by medium levels of 112 and 119 ug/L in the one-sided early and
both-sided late treatment, respectively. In accordance with both other studies, the lowest
concentration was found in the untreated control.

Results obtained in this study corroborate findings of Kwasniewski et al., yielding lower levels
of bound TDN for late leaf removal compared to the control, while defoliation 30 d after bloom
resulted in highest bound TDN concentrations. However, the plus of 37 to 58% in bound TDN
due to defoliation 30 d after bloom versus early leaf removal at bloom during the three vintages
in is study was distinctly lower compared to the 126% gain reported by Kwasnhiewski et al.
These variation may be caused higher mean July temperatures of 21.5°C by in the vicinity of
Seneca Lake (NY) compared to 18.7°C in Neustadt/WeinstraRe.*® Similar differences of the
more continental climate of Upper State of New York are recorded for June and August.
Additionally, the vineyard in the 2008 experiment is located on a slope,*® enhancing sunlight
exposure compared to the plain vineyard in this study. Both factors, sun exposure and higher
temperature, trigger carotenoid synthesis and subsequently formation of Cis-norisoprenoids
such as TDN and VS.%1820 At the same time, this study demonstrates the striking effect of
vintage on overall levels of bound TDN and VS. Furthermore, impact of varying defoliation time
points depends on the weather conditions, which differ from vintage to vintage. While in years
such as 2016, defoliation at bloom or véraison may not significantly affect TDN and VS
concentrations, in other years such as 2015 and 2017, the timing of leaf removal timing is very
important. Thus, the mismatch among the present study and the results obtained by other work
groups might also be governed by the seasonal weather conditions.

The beneficial outcome for winegrowers is the fact, that a late moderate leaf removal, which is
often applied to increase ventilation of the bunch zone to avoid growth of spoilage molds after
precipitation during the late summer, does either not affect or even lower the potential for TDN
formation. On the other side, the period between bloom and véraison seems to be critical for
the biosynthesis for TDN precursors, so defoliation treatments in this time should be avoided

unless higher concentration of TDN are desired.

Impact of defoliation treatments on levels of free volatiles

Concentrations of free volatiles in wine aged for nine months at 18 °C are displayed in Table 4.
Timing and intensity of defoliation, as well as vintage, had a striking influence on most of the
volatiles. In 2016, wines surpassed both other vintages in terms of free TDN (+56% towards
2015 and 106% towards 2017), n-hexanol (67% and 90%) and 2-phenylethanol
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(26% and 62%). In contrast 2015 wines had 78% higher levels of linalool than 2016 wines and
36% more than 2017 wines. VS concentrations were highest in 2017 (+27% towards 2015 and
28% towards 2016), while 3-methylbutanol concentrations in 2017 were approximately half the
concentrations yielded in 2015 and 2016. f-Damascenone and 4-vinylguaiacol were only little
changed by vintage effects, whilst impact was decisive particularly for alcoholic compounds
and acetate esters.

Timing of leaf removal was particularly affecting levels of TDN, B-damascenone, linalool and
aliphatic acetate esters. Calculating average values over all vintages, defoliation at bloom
(B 0|75) lowered final wine concentrations of TDN by (18%), B-damascenone by 36%, hexyl
acetate by 37% and n-hexanol by 31%, while other volatiles remained almost unchanged. On
the other hand, leaf removal 30 d past bloom (pB 0|75) increased concentrations of TDN and
B-damascenone (both 20%), hexyl acetate (70%), linalool (22%) and 4-vinylguaiacol (24%)
compared to the early defoliation. Postponing the defoliation to véraison diminished levels of
B-damascenone, hexyl acetate, 3-methylbutyl acetate, linalool and 4-vinylguaiacol by 48%,
41%, 31%, 48% and 29%, respectively. Thus, wines obtained from one-sided leaf removal at
véraison yielded lowest concentrations for 7 out of 16 volatiles, whereas omission of any
defoliation led to maximum levels for eight of the investigated volatiles.

Amplifying defoliation from one-side removal of 75% of leaves in the bunch zone (V 0|75) over
both-sided removal to the same degree (V 75|75) and even to total defoliation of the bunch
zone (V 100|100) modified wine volatiles in many ways: TDN, VS, B-damascenone,
4-vinylguaiacol, linalool and n-hexanol increased between 65 up to 154% while ethyl and
acetate esters, 3-methylbutanol and 2-phenylethanol were only barely affected. Further impact
was induced by seasonal variation: In 2017 for example, the change from moderate to total

leaf removal had twice the effect than in both other vintages.

Throughout all treatments and vintages significant correlations occurred between bound TDN
and free TDN as well as 4-vinylguaiacol (r = 0.54; p = 0.02 for both). Thus, treatments
increasing the potential for the petrol note enhanced as well the spicy-smoky odor of
4-vinylguaiacol. This is corroborated by the positive correlation of free TDN and 4-vinylguaiacol
(r=0,46; p=0,053). Concentrations of linalool were positively related to those of f-
damascenone (r = 0.66, p = 0.003), which is noteworthy, because, at least for red wines, 13-
damascenone is discussed as a general flavor enhancer.®” The significant correlation between
concentrations of linalool and free TDN (r = 0.84, p = 0.04) was only present in 2017, which is

interesting in respect to putative sensory masking, as discussed in the following section.
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The PCA biplot in Figure 3 separates along the first principal component (PC) vintage 2016 on
the left and both other vintages on the right side. The orthogonal second PC however
discriminates defoliation treatments. Notably, wines from 2016 varied the least due to
defoliation, while in 2017 the largest variation occurred. Main drivers to distinguish between
vintages were TDN, n-hexanol and acetate esters along PC1l. PC2 was governed by VS,

B-damascenone, linalool and 4-vinylguaiacol, which were mostly modified by defoliation

treatments.
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Figure 1: Biplot of principal component analysis (PCA) for free volatile compounds of wines made from
different defoliation treatments in vintages 2015 (+), 2016 (A ) and 2017 (m). Data represent mean values
with n = 2.

Vintage was the major factor modifying composition and quantity of volatiles, which has been
reported by several authors,%®°° and might exceed the effect of different vineyards or enological
measures.’° Seasons differed regarding water supply, temperature, humidity and solar
radiation, affecting growth and metabolism of the vines and subsequently changing grape juice

composition, including yeast nutrition, and finally volatiles.5*

On the other hand, unlike intensity of leaf removal, variation of defoliation time point was
detrimental to hexyl acetate and 3-methybutyl acetate concentration, though these compounds
are formed during fermentation.®® Hexyl acetate originates from n-hexanol, thus it was
surprising that no significant correlation between these compounds could be established. On
the other hand, Dennis et al. reported more compounds to contribute to the hexyl acetate
formation potential, namely hexanal, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexen-1-ol, and (Z)-3-hexen-1-ol.5?

Thus, independent trends for n-hexanol and hexyl acetate seem to be possible, and potentially
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the other mentioned Cs-aldehydes and -alcohols may be affected by defoliation time point, but
were not investigated in the present study. Likewise, no correlation was observed between
3-methylbutyl acetate and its precursor 3-methybutanol, but in this case, the reason for
differing decrease among the defoliation treatments remains unclear.

4-Vinylguaiacol originates predominantly from ferulic acid, a hydroxycinnamic acid*® being
synthetized in the berries before véraison as tartrate ester. In the grape juice its degradation
is catalyzed by hydroxycinnamoyl! esterase releasing ferulic acid,**%® which is subsequently
decarboxylated to 4-vinylguaiacol by a wide array of microorganisms. As 4-vinylguaiacol
increase with the degree of defoliation, it could be speculated, that encoding genes for ferulic
acid production are triggered by exposure to sunlight.®* This affects formation of tartrate esters
before véraison and the degradation of tartrate esters and subsequently ferulic acid resulting
in enhanced levels of 4-vinylguaiacol.

Carotenoids, monoterpenes, other isoprenoids® and their degradation products like TDN, VS,
B-damascenone originate from mevalonate, and at least for carotenoids it is known that
concentrations in plants reach maximum concentration between berry-set and véraison, being
subsequently degraded during berry maturation.'®2> Thus, this period seems to be critical for
elevated sun-exposure for vines to activate this pathway synthetizing carotenoids and
monoterpenes as protection agents against UV-radiation and pathogens.**%® In addition,
increasing degree of leaf removal clearly yields higher levels of these compounds in the
resulting wines.

These findings are in accordance to the results obtained by most other work groups, at least
regarding ester and alcohol concentrations. Defoliation did not significantly modify ester
concentrations Sauvignon blanc,% Nero d’'Troia,®” while linalool increased upon leaf removal
at bloom®” or at véraison.®®® Defoliation also raised flavonols and skin phenols such as
guercetin-glycosides of Riesling.”®"* B-Damascenone in Riesling wines remained unchanged
by defoliation,® while Verzera et al. reported increasing B-damascenone levels in wines made
from defoliated vines.®” Thus, optimizing the time point and intensity of sun exposure to berries

could enable winegrowers to modify berry composition and wine aroma of the resulting wines.

Impact of defoliation treatments on sensory properties

Results of sensory analyses of wines obtained from defoliation experiments were used for the
PCA in Figure 4, limited to those odor attributes, which significantly varied due to defoliation
treatment and vintage. Furthermore, most orally perceived attributes were omitted since
volatiles in general and TDN in particular contribute predominantly to odor perception and
barely to gustatory cues. Bitterness however were kept in order to take the sensory effect of

phenolic content into account, which may increase with defoliation and sun exposure.
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Principal component 1, explaining 41% of the variance, were dominated by fruity, floral, honey
and smoky attributes, while PC2 (31%) displays the antagonist between the retronasally
perceived fruitiness versus bitterness, the petrol note and a hard mouthfeel. PC 1 separates
the warmer vintage 2015 (growing degree days (GDD) = 1591) from the cooler vintage 2016
(GDD = 1467), while the 2017 wines (GDD = 1643) were in-between.>® Although the sensory
variation due to the defoliation treatments were larger in 2017 than in the other vintages, the
2017 wines tended to be more fruity on the palate and showed less petrol off-flavor, bitterness

and hard mouthfeel.
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Figure 2: Biplot of principal component analysis (PCA) for sensory analysis of wines made from different
Riesling clones in vintages 2015 (¢), 2016 (A ) and 2017 (m). Data represent mean values with n = 2.

To display the impressive sensory impact of the defoliation treatments, Figure 5 shows sensory
intensities of all significant attributes. Furthermore, it is a holistic view on the interactions of
many aroma compounds which can act synergistically but also suppressive. While free TDN
varies between 2.4 and 8 pg/L, the petrol intensity varies only from 2.1 and 3.5. This is due to
the psychophysical function according to Stevens’ law, but also due to the masking effect of
other aroma compound such as linalool: the defoliation treatment V 0|75 had the lowest TDN
concentration of 2.4 pug/L but also the lowest linalool content of 25 pg/L, which both barely
exceeded their respective odor thresholds of 2.3 and 25 pg/L. Still, a medium intensity of petrol
was perceived with 2.7. In contrast, both-sided leaf removal at the same time (V 75|75) resulted
in the highest TDN level of 8 pug/L but due to a linalool concentration of 87 pg/L the perceived
petrol intensity was the lowest with 2.1. Of course, other aroma compounds mask as well the
petrol note and there are several volatiles in Figure 3, which show negative correlations to the

TDN concentration such as most esters and linalool.
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From a sensory perspective the wines from grapes undergoing moderate and not too early
defoliation treatments 30 days after bloom (pB 0|75) or 60 days after bloom (V 0|75 and
V 75]|75) yielded the most fruity and floral wines with a lower petrol perception. In contrast the
undefoliated control, but also late and severely defoliated vines (V 100|100) yielded the least
attractive wines.

It is one objective to lower TDN formation by viticultural means such as a moderate and not
too late defoliation. On the other hand, if defoliation favors aroma compounds such as linalool,
putative mask the petrol note, more severe defoliation could be beneficial, although it enhances
TDN levels. This may explain the fact, that in each year another defoliation treatment was most
successful to diminish perception of the petrol note. In fact, in 2015 the one-sided moderate
defoliation at véraison yielded the lowest petrol note, in 2016 earl defoliation at bloom and in
2017 the two-sided moderate leaf removal at véraison. Vice versa, the most intense petrol note

—cojo —BO0J75
pB 075 V0|75

—vr7s7s —vooii00  defoliation 30 days (pB 0]75) past
bloom in 2015 and 2017, and for

/"“"” both sided defoliation at véraison (V.
100|100) in 2016. At the same time,
in 2017, gentle defoliation at
véraison (V 0|75) yielded highest

was obtained by wines from

bitter***

hard
mouthfeel***

oy peach***

perception of floral, peach, honey,

\\ fruitiness and lowest levels of
green apple***

X bitterness. Throughout all three
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years, defoliation intensity

smoky** honey***

correlated negatively and

Figure 3: Spider web for sensory analysis of wines obtained sjgnificantly with citrus odor and
from defoliation experiments in 2017, reduced to significant - )
attributes. Significance is indicated by * (p<0.05), ** (p<0.01) Positively correlated with petrol

and *** (p<0.001) with n (judges) = 22. note.

Further significant positive correlation occurred between petrol perception and TDN
concentrations (r = 0.661; p = 0.003), citrus and linalool concentration (r = 0.526; p = 0.025)
and between fruitiness and levels of ethyl butanoate (r = 0.533; p = 0.023) as well as ethyl
hexanoate (r = 0.518; p = 0.028). Retronasally perceived fruitiness however was negatively
correlated with concentrations of 3-methybutanol (r = -0.593; p = 0.01) and the sensory
intensity of the petrol note (r = -0.604; p = 0.008).

In summary, sensory differences among the defoliation treatments were much lower than for

concentrations of aroma compounds, which is partially the result of the psychophysical function
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where odor intensity relates to the stimulus concentration raised to the power of 0.1 to 0.9
only.” Thus, for an exponent of 0.4, concentration of an aroma compound needs to increase
by a factor of five in order to double the perceived odor intensity. Still, perception of the petrol

note was highly significantly governed by free TDN in the wines.

Several studies were conducted on the impact of leaf removal on wine composition and
sensory properties, although the results are multifactorial. Arnold et al. as well as Tardaguila
et al. conducted experiments of varying time points of defoliation in Sauvignon blanc and
Grenache, respectively.®’,”® While Arnold et al. elucidated a decrease of vegetal aromas due
to leaf removal, which is related to the degradation of 3-isobutyl-2-methoxypyrazine,
Tardaguila reported a decrease of floral and fruity properties due to early (fruit-set after bloom)
as well as late (véraison) leaf removal treatments. In contrast, Vilanova et al. observed
increasing levels the fruity esters 3-methybutyl acetate and 2-phenlyethyl acetate due to
defoliation of Tempranillo vines at fruit-set,”* while Diago et al. yielded decreasing levels of
fruity and floral attributes applying similar defoliation treatments in Tempranillo.”® After
véraison, increased sunlight exposure seems to boost the breakdown of carotenoids to
norisoprenoids’® and the synthesis of free and bound monoterpenes.””"

Finally, in Riesling, no sensory impact of leaf removal at véraison could be found,®® though
volatile composition was substantially affected by defoliation.

Contradictory statements in the literature are often a result of incomparable treatments,
climatic conditions or grape varieties. Keeping most factors, except for vintage dependent
climate, constant, this study could reveal significant impact of defoliation on sensory intensities
and volatiles.

Some of the investigated volatiles were distinctly increased or diminished, however human
perception follows a psychophysical function in a logarithmic scale,”® mitigating analytical
differences among the wines when assessed in sensory experiments. Additionally, chemical
analysis always examine the concentration of single compounds, neglecting their sensory
interference such as suppressing or enhancing effects of odor-active compounds, especially
in complex mixtures.*®’°8° Moreover, sensory differences may increase over bottle-aging, as
fruity aroma compounds such as esters hydrolyze or monoterpenes oxidize, while free TDN

increases due to liberation from odorless precursors.

In summary, prolonged maturation time of the grapes as well as minimal pruning results in
higher levels of investigated free and bound Cis-norisoprenoids. Minimal pruning of the vines
may counterbalance this potentially unwanted effect by a simultaneous increase of fruity aroma
compounds in the resulting wines, which was not the case for wines derived from late

harvested grapes. Appropriate canopy management using defoliation to govern sun-exposure
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to grape berries could serve winegrowers as a tool for the reduction of an undesired petrol off-
flavor in Riesling wines. However, impact of varying defoliation time points depends on the
weather conditions, which differ from vintage to vintage. While in years such as 2016,
defoliation at bloom or véraison may not significantly have influenced TDN concentrations, in
other years such as 2015 and 2017, the timing of leaf removal timing emerged to be decisive.
At least, beneficial effect of moderate leaf removal at véraison on petrol note levels could be
confirmed by sensory analysis, while defoliation between bloom and véraison yields is
detrimental on wine quality. So far, elucidating the impact on defoliation on wine composition
and quality might help winegrowers to manage viticultural approaches for the production of

high-quality Riesling wines facing climate change.
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6.5 Manuskript zum Thema Einfluss oenologischer Methoden

Der Einfluss oenologischer Praktiken auf die Bildung von freiem und gebundenem TDN und
anderen Aromastoffen von Vitis vinifera sp. Riesling

Im Anschluss an die zahlreichen Handlungsmdglichkeiten, die im Weinberg zur Beeinflussung
der TDN-Bildung durchgefuhrt wurden, werden in diesem Abschnitt die MaRnahmen
behandelt, die ab der Ernte der Trauben umgesetzt werden konnen. Dabei liegen die
Schwerpunkte einerseits auf der Beeinflussung der Mostzusammensetzung beim Keltern und
vor der Fermentation mit dem Ziel, geringere Gehalte an gebundenem TDN durch eine
veranderte Mostzusammensetzung und die Manipulation des Hefemetabolismus zu erreichen.
Da auch die naturliche Mostzusammensetzung durch die klimatischen Gegebenheiten stark
schwanken kann, wurden auch diese Versuchsreihen in mehreren aufeinander folgenden
Jahrgangen durchgefiihrt. Andererseits werden auch Mdglichkeiten untersucht, die die
Freisetzung des freien TDN und die Gehalte der anderen Aromastoffe der Rieslingweine
betreffen.

Die Erhohung des Pressdrucks beim Keltern der Trauben auf bis zu 1,5 bar verursachte einen
Anstieg an gebundenem TDN um 67% in den aus den einzelnen Pressfraktionen hergestellten
Weinen; gleichzeitig stieg auch die Konzentration anderer Aromastoffe durch die verstarkte
Extraktion der Beerenschalen, ebenso wie der pH-Wert des Mostes. Dagegen wurde durch
den hoheren Sauregehalt der Pressfraktionen, die bei 0 und 0,4 bar gewonnen wurden, die
Freisetzung von TDN und Vitispiran aus den gebundenen Vorlaufern stark beschleunigt,
ebenso wie der Abbau der Esterverbindungen wéahrend der Lagerung. Die Anreicherung des
Mostes mit hefeverwertbarem Stickstoff hatte vor allem in nahrstoffarmen Most eine deutliche
Senkung der Gehalte an gebundenem TDN und Vitispiran nach der Fermentation zur Folge.
Bei einer weiteren Versuchsreihe zeigte sich, dass die eingesetzten Hefestamme
unterschiedliche Anforderungen an den Né&hrstoffbedarf mit Auswirkung auf die Bildung von
gebundenem TDN und Vitispiran besitzen. Wahrend der Hefemetabolismus durch hohe
Sauregehalte kaum beeinflusst wurde, fiihrten hohe Gartemperaturen zu einer Zunahme der
TDN-Konzentration und zu Weinen, die bei der sensorischen Analyse vermehrt mit Attributen
wie ,Honig“ oder ,Petrol” in Verbindung gebracht wurden.

Wahrend der Lagerung hatte vor allem die Lagertemperatur Einfluss auf die Freisetzungs-
geschwindigkeit von TDN und Vitispiran, allerdings wurden auch Unterschiede durch den
Einsatz verschiedener Flaschenverschliisse und der Lagerungsposition beobachtet.
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Abstract
The Cis-norisoprenoid 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN) is known to elicit the

perception of “petrol off-flavor” in wine, most prominent in the variety Riesling. Like the
biosynthetically related isomeric vitispiranes (VS), it is released from glycosidically bound
carotenoid breakdown products during bottle aging. This study focused on oenological
parameters influencing the levels of bound precursors and their release, as well as volatile
composition of the resulting Riesling wines. Low pressure during grape juice production and
enhanced yeast assimilable nitrogen in grape juice ready for fermentation yielded significant
lower levels of bound TDN and VS. Yeasts were non-sensitive to environmental stress caused
by high acidity, however setting the fermentation temperature to 24 °C yielded more honey-
like and petrol-affine wines than cooler processing conditions. Nine commercial yeast strains
were evaluated with a favorable outcome within a single vintage, though being outweighed by
vintage effects leaving no specific yeast to excel throughout the whole experiment. Low pH
during bottle storage had a detrimental effect on ester composition, while the formation of free
TDN and VS was fostered, just as by high temperatures, choice of bottle closure type and

storage position.

Keywords

TDN, Riesling wine, press fractions, yeast metabolism, storage, temperature
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Introduction

One of the most controversial flavor compounds in Riesling wines is 1,1,6-trimethyl-1,2-
dihydronaphthalene (TDN), which exhibits a kerosene- and petrol-like off-flavor.! TDN and the
biosynthetically related vitispirane isomers (2,10,10-trimethyl-6-methylen-1-oxaspiro[4.5]dec-
7-ene, VS) are predominantly found in Riesling wines, with VS exhibiting a campheraceous,
eucalyptus odor.? They are known degradation products of grape derived carotenoids.®®
Reported TDN concentrations in European Riesling wines range from 0.5 up to 22 pg/L and
up to 12 pg/L for VS.”8 In warmer climates Black and coworkers reported a concentration range
for TDN of 2 to 255 pg/L in Australian Riesling wines®, whereas Marais and coworkers report
a range of 3 to 55 pg/L for Riesling wines from South Africa.> Within the last 35 years, the
maturation of German Riesling grapes has shifted forward by four weeks, mainly due to the
effects of climate change. Grapes are thus exposed to warmer temperatures and more intense
sunlight exposure,'®!! increasing the potential for TDN and VS formation in Riesling grapes
even when grown in cool climates. Referring to the detection threshold for consumers of
14.7 pg/L for TDN,*? this may address even fresh produced wines in the foreseeable future;
therefore, strategies to reduce formation of TDN precursors and release of volatile TDN are
getting gradually relevant for winegrowers and winemakers, whilst suffering of wine quality has
to be avoided.

The amount of precursors in grape juice might be diminished by application of viticultural
measures like defoliation or bunch shading leading to a lower sun exposure of the berries.%316
Furthermore, differences in rootstocks, clonal selection and pruning system are also
influencing the TDN concentration in wines!”!® as well as berry size and water availability.12°
However, viticultural practices like clonal and rootstock selection are long-term decisions, and
seasonal alternation of weather conditions complicate short-term measures like defoliation
since vintage variation may compensate the beneficial impact or rendering it unnecessary.
Additionally, enhancing the water status of vines might be very expensive depending on region
and structure of the vineyards. Consequently, measures for governing TDN development after
grape harvest need to be investigated, either to diminish the concentration of TDN precursors
before or during fermentation, or to govern release and accumulation during storage of the
wine.

The first decisive point capable of governing concentrations of glycoconjugated norisoprenoids
is represented with the grape juice production. Since glycoconjugated aroma compounds are
not only present in the juice but also in the pulp and skin of the berries,?:2222 different pressing
regimes during must production may lead to higher extraction rate of several compounds from
pulp and skin. This effect may be enhanced by enabling endured skin contact for several hours
or days before induced fermentation.?*?> However, extensive skin contact may also introduce

the levels of unwanted phenolic compounds in the must causing bitter notes in the resulting
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wines.?® The practice of use of different press fractions is well known for being mandatory in
the production of champagne avoiding bitter substances in the cuvee.?” Though there are many
studies on the effects of skin contact on polyphenols, there is a lack of knowledge on the
importance of press fractions for the aroma composition of wines. Hence, this work addresses
the production of wines from different pressing fractions of Riesling must and the impact on
norisoprenoid precursors and free volatiles.

It is well known that yeasts play a key role in the formation of several aroma compounds,
whether by biosynthesis, e.g. ethyl esters, sulfur compounds, branched or higher alcohols?82°
or by release of glycoconjugated compounds like monoterpenes or norisoprenoids.*® The
formation of most of these compounds might be influenced by a fostered, diminished or
modulated yeast metabolism to avoid certain compounds like ethyl acetate or trigger the
formation of others, like fruity esters.3* It is also postulated that in certain cases a enzymatic
modification of the aglycons of glycoconjugated aroma compounds preceding the release may
occur.®33 This enzymatic conversion may be conducted by yeasts and might thus be
modulated by a change in parts of the yeasts metabolism. For some norisoprenoids having
similar precursors, this might be used to shift the resulting free compounds in a more favored
direction.

Model reactions with yeasts showed that TDN progenitors may be converted into precursors
of isomeric vitispiranes which are more tolerated in wine due to their higher odor detection
threshold.?* Keeping in mind that there is an enormous range of different yeast strains with
varying metabolism rates and preferences, the choice of the yeast strain is of crucial interest
not only for a fast fermentation but also for fostered production of favored aroma compounds
and diminishing unwanted ones.'%1"282% To our knowledge, these reactions are not fully
understood and further research on this field is reasonable. This work deals with some
influence factors of the yeast metabolism, i.e. nutrition status, pH, temperature during
fermentation and sugar/alcohol stress caused by raising the musts sugar concentration, and
their effect on TDN, isomeric vitispiranes and other volatiles.

Eventually, handling the finished wines governs the release and the resulting concentrations
of free TDN. The Kkinetics of the release of the glycoconjugated compounds are
thermodynamically driven, consisting of acid catalyzed rearrangement and cleavage
reactions.®¢ This hypothesis leads to storage conditions being preferably cool and with a low
acidity. Studies conducted in the past confirmed these considerations: While a low storage
temperature reveals a slow release of TDN, raising the storage temperature multiplies the
liberation rate.3"23% While similar results are reported for a low pH, enhancing the formation
of free TDN,3"38 disparate results can be found for the impact of present oxygen. While it was
previously assumed that oxidation fosters TDN formation,*° others report that the influence of

oxygen as promotor of TDN release is neglectable under common storage conditions,*! but
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rather trace back to the use of different closure types. On one hand, different closures have
different permeation rates for oxygen,*?*® on the other hand the closure material itself can
cause scalping of various flavor compounds and thus have an impact on the concentrations in
the wine.** This effect may be enhanced by different bottle orientation, storing the bottles in
horizontal position instead of an upright orientation intensifying the contact with the closure
material.#146

After harvesting grape berries, influence on grape-derived non-volatile precursors of
Ciz-norisoprenoids is limited, so we wanted to elucidate the impact of some oenological
practices. Beginning with variation in pressing regimes, subsequent response of yeasts to
changed nutritional and environmental conditions, i.e. sugar and alcohol concentration,
fermentation temperature and acidity, and the impact of selected yeast strain were
investigated. Though effective measures towards the levels of bound norisoprenoids do not
necessarily imply overall improvement of wine quality, the concentrations of some other wine
volatiles were determined, with a special focus on impact by filtration and storage parameters
such as temperature, closure type and bottle orientation.

118



6 Kumulativer Teil der Dissertation

Materials and methods
Chemicals

Ethanol (299.8 %), sodium chloride (299%), potassium hydroxide (p.a.), and L(+)-tartaric acid
(p.a.) were purchased from Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Germany), sodium
hydrogen carbonate (p.a.) was purchased from AppliChem GmbH (Darmstadt, Germany) A
model wine with 12 vol-% ethanol was prepared with 10 g/L tartaric acid, and pH adjusted to
3.0 with a 2N potassium hydroxide solution for calibration of gas chromatographic analysis.
Preparation of saturated aqueous sodium chloride solution (brine) was done in tap water boiled
for 5min. TDN, TDN-d6 and VS were synthesized as described earlier.*” Other target
compounds as well as deuterated standards were purchased from Sigma-Aldrich Corp. (St.
Louis, USA). Pectinase (Lafazym CL) was purchased from Laffort (Bordeaux, France), KHSO4
solution (Sulfureuse P150) and gelatin were obtained from Erbsloh AG (Geisenheim,
Germany). Nutrition aids (LittoThiamol P, GoFerm, FermAid) were purchased from Erbsloh AG
(Littothiamol P), Lallemand Inc. (GoFerm, Montreal, Canada) and Eaton Electric GmbH
(FermAid, Bonn, Germany). Saccharomyces cerevisiae strains were obtained from Lallemand
Inc. (EC1118, uvaferm SLO, uvaferm CEG, uvaferm exence), Erbsléh AG (Oenoferm Riesling,
Oenoferm X-treme, Oenoferm Freddo), Laffort (Zymaflore delta) and ZEFUG GmbH (Anaferm

Riesling), Bingen, Germany).

General winemaking

The experimental musts of vintages 2016 and 2017 were provided by the Staatsweingut mit
Johannitergut (Neustadt an der WeinstralRe, Germany) and treated with SO, (50 mg/L; KHSO4
solution). If not stated otherwise, the grape juice was racked in two 25 L carboys, and acidity
and sugar content were adjusted to 9 g/L total acidity and 19 °Brix. Fermentation was initiated
by inoculation of the grape juice with re-hydrated 0.30 g/L Saccharomyces cerevisiae starter
cultures (Zymaflore delta), supplemented with 0.25 g/L nutrition aid. Two weeks after
fermentation was completed, wines were racked off the lees, sulphited with 60 mg/L SO,, and
moved to cold storage at 7 °C. After four weeks the wines were cross-flow filtrated using a filter
cartridge (Sartopure S; Sartorius AG, Gottingen, Germany), filled in screw cap bottles and
stored under ambient basement conditions (18 + 1 °C). Samples for analysis of bound TDN
and VS were taken right after fermentation, while sensory properties and free volatiles were
determined after storage for nine months.Fermentation of experimental trials was monitored
via specific gravity using a densimeter (DMA™ 35, Anton Paar GmbH, Graz, Austria).
Additional wine parameters such as ethanol, glucose, fructose, pH, total acidity, ammonium
and yeast assimilable nitrogen were measured in grape juice and wine via Fourier transformed

infrared spectroscopy (FTIR) (WineScan™ FT120 Basic, Foss, Hilleroed, Denmark).
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Impact of pressing regime

200 kg berries were crushed with a hydraulic press (Scharfenberger GmbH & Co. KG, Bad
Durkheim, Germany), and during the pressing protocol four different fractions were produced:
Free-run obtained without applied pressure (0 bar) and the fractions yielded by steps with
pressure of 0.4, 1.0 and 1.5 bar. The must of every fraction was collected, 50 mg/L SO and
2 g/L gelatine were added to the obtained grape juice. Grape solids were removed via flotation
using compressed air after 2 h of sedimentation. Further processing was conducted as
described in the previous section, though without adjustment of acidity or sugar content.

Yeast-related modifications

To investigate the effect of yeast nutrition, grape juice yielded in 2016 was racked in carboys
and the five following variants were generated: an untreated control without nutrition aid (CON),
addition of 400 mg/L Diammoniumphosphate and 350 pg/L vitamin B; (DV) (addition of 1 ml/L
LittoThiamol P), addition of 0.25 g/L yeast autolysate (GoFerm; YA), addition of 1 mL/L
LittoThiamol P and 0.25 g/L GoFerm (DVA) and addition of the above mentioned amounts of
LittoThiamol P, GoFerm and 0.25 g/L yeast hulls (Fermaid; DVAH). In 2017, the experiment
was replicated except replacing the single LittoThiamol P variant through a variant with addition
of 0.25 g/L FermAid (YH) and adding a variant with 1 mL/L LittoThiamol P and 0.25 g/L
FermAid (DVH). Four different environmental temperatures were chosen (12 °C, 16 °C, 20 °C,
24 °C) to investigate the impact of fermentation temperature in 2016 and 2017. In two further
experiments, the pH of grape juice from 2016 and 2017 was modified using tartaric acid or
KHCOs to obtain pH values of 2.8, 3.0, 3.2 and 3.4. Half of the amount of young wine obtained
from the pH related experiments was filtrated as described in general winemaking, for the other
half filtration was omitted to determine potential impact of filtration. Five different commercial
yeast strains were used for grape juice fermentation in 2015: Lalvin® EC1118 (Y1), uvaferm
SLO (Y2), uvaferm CEG (Y3), uvaferm exence™ (Y4) and Oenoferm Riesling (Y5). The
experiment was extended to nine yeasts in 2016 and 2017 with the yeast strains Oenoferm X-
treme (Y6), Oenoferm Freddo (Y7), Zymaflore delta (Y8) and Anaferm Riesling (Y9).

Storage parameters

To investigate the impact of closure type, protective atmosphere, storage orientation and
temperature, a total of 72 bottles were filled with a fresh wine of 2017 vintage, and half of them
were covered with N to reduce potential oxidation. Subsequently, every variant was sealed
either with a technical corc or a BVS screw cap (both Reis FlaschengrofZhandel GmbH,

Neustadt, Germany) and stored either upright or in horizontal position at a temperature of 5 °C,
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16 °C or 25 °C, respectively. The experiment was conducted in triplicate and was stopped after

a storage time of five months.

Sensory evaluation

Sensory analysis was conducted with a trained panel (14 female and 13 male participants;
19-64 years, average 41 years) all of whom had previously participated in other descriptive
analyses of wine. The study was conducted in an odor-free, well-lit room with an ambient
temperature of 21 °C that was equipped according to ISO13301.%% The list of sensory attributes
in Table 1 was obtained by panel discussion after tasting of experimental wines. For each
training and tasting session, standard solutions were freshly prepared in a dry Riesling
(Staatsweingut mit Johannitergut, Neustadt/Weinstral3e, Germany) of the same vintage as the
experimental wines.

Table 1: Sensory Attributes for Descriptive Analysis

attribute verbal description standard recipe

color color intensity no standards provided, training with exemplary wines
smell

lemon smell of fresh lemons 40 mL/L freshly pressed lemon juice

petrol kerosene-like smell 300 pL/L stock solution of 100 mg/L TDN in ethanol
peach smell of peach 50 mL/L peach juice (Granini Inc.)

green apple smell of fresh, green apple 50 g/L freshly cut apple peel

honey smell of honey 10 g/L honey

taste

sweet sweet taste 3 g/L fructose

sour sour taste 4 g/L tartaric acid

body bitter taste no standards provided, training with exemplary wines
mouthfeel thickness/viscosity no standards provided, training with exemplary wines
bitter bitter taste 1 g/L caffeine

During two training sessions, judges were familiarized with the standard solutions in varying
concentrations. For descriptive analysis, four wines were presented in randomized order at
12 °C in clear tulip shaped glasses (Sensus, DIN 10960, Zwiesel Kristallglas, Zwiesel,
Germany). Replicates of the experimental treatments were served in different sessions.
Panelists rated attribute intensities on a 10 cm line-scale, which was anchored by “not
detectable” on the left and “very strong” on the right end. Odor descriptors were assessed in a
comparative set-up, rating the intensity of one attribute in all wines before assessing the next
attribute. Orally perceived attributes were evaluated monadically, assessing all descriptors in
one wine before continuing to the next one after cleansing the palate with tap water at room

temperature.

Quantitation of bound TDN, bound VS and volatiles via HS-SPME-GC-MS

For the analysis of bound TDN and bound VS, 3 mL wine was hydrolyzed for 30 h at 90 °C,
cooled to ambient temperatures and 1:50 diluted with model wine, according to the method
described earlier.#” Analysis of released TDN, VS, as well as investigation of free volatiles was

conducted as published previously,'® using by a stable isotope dilution assay (SIDA).
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Results and discussion

Press fractions

Total acidity, pH, bound TDN, VS and free volatiles of wines (with abbreviations) derived from
four different press fractions are listed in Table 2. Concentrations of bound Cis-norisoprenoids
TDN and VS increase applying more intense pressure during grape juice extraction. Applying
1.5 bar increased levels of bound TDN by 46% in 2016 and 127% in 2017, while VS was raised
by 95% in 2016 and 161% in 2017, compared to juice yielded at O bar. Total acidity dropped
by 14% in 2016 and 25% in 2017 with increasing pressure, with a simultaneous increase in
levels of B-dama (+80% in average of both vintages), VinG (+222%), LIinOH (+213%), HexAc
(+134%) and 3-MeBuUAc (+142%) for 1.5 bar compared to O bar. Concentrations of 2-PhEtOH,
3-MeBuOH, EtAc were diminished in 1.5 bar fraction by 18% (EtAc) up to 46% (2-PhEtOH) in
average. EtHex, EtOct, 2-PhEtAc and 2-MeBuAc rose by 52% up to 181% in 2016, while
remained unchanged in 2017, or even halved the concentration (2-PhEtAc), while for HexOH,
the opposite was true (-10% in 2016, +247% in 2017).

Wines yielded in 2017 contained in average 17% lower levels of total acidity and 8% less
bound TDN, but VS concentrations amounted 19% higher. In average, wines obtained in 2017
contained 13% higher concentration of aroma compounds than 2016 wines. Pressing regime
had also a strong impact on free TDN and free VS, but concentrations ranged at a very low
level due to the recent finished fermentation.

Significant correlations could be established between bound TDN and bound VS, VinG,
3-MeBuOH and 3-MeBuAc, with r (Pearson) ranging from 0.74 for bound TDN/3-MeBuAc up
to r = 0.82 for bound TDN/B-dama with p = 0.04 or below. LinOH concentrations were
significantly correlating with levels of bound VS (R2 = 0.74), VinG (R? = 0.89), 2-PhEtOH (R? =
0.67), HexAc (R2 = 0.90) and 3-MeBuAc (R2 = 0.82).
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increased slightly within nine months storage (Figure 2), while B-dama, VinG and EtBu
concentrations decreased between 45 to 87%, however, no difference could be observed
among the variants. On the other hand, LinOH and acetate esters responded to low pH of the
wines: Concentrations nearly remained at their initial levels for 1.5 bar, while for 0 bar, between
35% (3-MeBuAc) and 92% (2-PhEtAc) of the initial content faded away, presumably to acid
catalyzed cleavage (esters) and oxidation (LinOH).

10/
60% u( bar

m0.4 bar

40% 1.0 bar

1.5 bar I
I

20% ii 1
- 4 T

. T :
3 n T I
-20% 1 L I I
1 I :
-40% I i I
-60% I 1 1

-80%
T

-100%
-Dama VinG LinOH  2-PhEtOH 3-MeBuOH HexOH EtAc EtBu EtHex EtOct HexAc  2-PhEtAc 3-MeBuAc 2-MeBuAc

Figure 5: Impact of bottle aging of 9 months on volatile compounds in wines from different press
fractions. Data represent mean values of vintages 2016 and 2017 with n = 2.

Enhancing pressure during grape juice production lowers pH of the resulting must due to the
fostered extraction of potassium, in agreement with previous studies,?’4%%% assuming the first
press fraction owning the highest acid content. Intensified mechanical extraction of the berry
skins increases also aroma compounds and precursors located in the berry skins. Gunata et
al. revealed LinOH being predominantly located in berry skins,?? and Cabaroglu et al. observed
increasing concentrations of VinG in wine with intense skin contact,? fortifying the results
obtained in this study. The same applies for elevated levels of Cis-norisoprenoids, B-dama,
bound TDN and bound VS, since they represent carotenoid breakdown product accumulated
partially as glycoconjugates in the berry skins.%5152

As bottle aging proceeds, aroma compounds are subjected to oxidative and hydrolytic
reactions affecting their concentrations during storage. VinG exhibits a time-dependent
decrease converting presumably to 4-(ethoxyethyl)guaiacol,® and similar kinetics apply for -
dama, regardless to pH of the wine, but triggered by the presence of SO,.>* The decrease rate
of LInOH and acetate esters is governed by acid content of the wine, since reactions of LinOH
to furan linalooloxides and a-terpineol as well as acetate ester cleavage are suggested to be
acid-catalyzed.>>°¢5" Formation of TDN and VS is reported to be accelerated by low pH and
high temperatures,*¢4° enhancing rearrangement and cleavage from their glycosidically bound

precursors.® Thus, elevated levels were expected in low pH press fractions despite their lower
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content of bound precursors. However, with ongoing aging concentrations of other press
fractions will approximate these ranges.

The presented results illuminated the impact of mechanical stress for the extraction of varietal
flavors during pressing of grapes. In order to produce high quality wines, preferring fractions
yielded at low pressure seems to be beneficial. However, the crucial influence of acid content
of wines rendering low pH wines to depletion of fruity aroma compounds with a simultaneous

increase of undesired substances should be taken into consideration for wine making.

Yeast modulation
Nutritional status

Enhancing nutritional status of grape juice by supplementation with nutrients diminished
formation of bound TDN and VS (Figure 3). Bound TDN concentrations decreased by 34% in
2016 and 26% in 2017, while VS concentrations were lowered by 19% (2016) and

23% (2017), comparing the maximum
2018 ' B supplemented wine with the untreated

110%
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control. For both vintages, a negative
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=3
(=3
R

60% further decrease of precursors could be

50% observed at the two maximum
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supplemented wines. This could not be
Figure 6: Correlation between yeast assimilable
nitrogen (NOPA + NH4), bound TDN (m) and bound VS
(e) in wines obtained in vintages 2016 (top) and 2017  Jower nutritional status of the untreated
(bottom). Data represent mean values of n = 2.

observed in 2016, presumably due to

grape juice.

The grape juice concentrations of NOPA, ammonium (NH4) and added amounts of vitamin B,
are displayed in Table 3. Changing the nutritional status did not only affect bound precursor
compounds, but also free volatiles. Comparing the maximum supplemented variant with the
untreated wine, levels of VinG, 2-PhEtOH and 3-MeBuOH were diminished by 72%, 24% and
32% in average of both vintages.
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On the other hand, ethyl esters were increased by 47% (EtOct) up to 61% (EtBu) and acetate
esters between 107% (2-MeBuAc) and 130% (HexAc), while free VS, B-dama and HexOH did
were not significantly altered by maximum supplementation.

Vintages exhibited diverging effects for free TDN and EtAc, increasing TDN concentration by
use of nutritional aids by 51% and diminishing EtAc by 51% in 2016, but with only negligible
change for both compounds in 2017.

Variational trends between the vintages could also be observed for EtBu, EtHex, EtOct, HexAc
and 3-MeBuAc. For these compounds, supplementation resulted in a distinctly higher change
in 2016. This supports the observations for bound compounds TDN and VS: Grape juice with
an initially higher nutritional status was less affected by supplementation. Thus, an optimum
for the yeast nutrition was exceeded in 2017 with no further change in yeast metabolism —
unlike the 2016 grape juice representing an undersupplied must regarding yeast metabolism
needs.

Observations regarding alcohols, ethyl and acetate esters — except EtAc and HexOH — are in
agreement with previous studies for Chardonnay wines,%®%® suggesting elevated
concentrations of these compounds after high nitrogen treatments due to increased yeast
fermentation rate. However, other work groups did not observe a significant impact of nitrogen
availability for ethyl ester formation.®%%! As Vilanova et al. conclude the yeast strain used for
fermentation has a crucial impact regarding nitrogen consumption. Using a highly nitrogen
consuming yeast strain renders the nitrogen availability a key factor for ester production,
otherwise precursor concentrations are more likely to affect ester concentration in the final
wine. . Similar results regarding importance of yeast strain selection to development of single
volatile were recently made by Tahim:®2 While 3-MeBuAc concentration was tripled after
fermentation with yeast strain “EC1118”, applying “Cbte des Blancs” as yeast for alcoholic
fermentation raised its level only by 40%. Same observations were made for HexOH, EtHex
and other compounds.

VinG is suggested to be also synthetized from ferulic acid present in the must by cinnamate
decarboxylase in a non-oxidative environment.®3%* and its activity is presumably be negatively
affected by sugar concentration®. Hence an accelerated fermentation due to higher nitrogen
supplementation, resulting in higher bio mass,® leads to a faster degradation of sugar. This
might explain the lower content of VinG in wines obtained from nitrogen supplemented musts.
Additionally, levels of VinG decrease with bottle aging®®’ by the conversion into
4-(ethoxyethyl)-guaiacol,®® and is thus affected by high acidity levels of the wine, fostering
degradation of VinG. Yeast growth was boosted by nitrogen supplementation and it is known,
that yeasts emitting H* during fermentation,®® higher supplemented wines exhibited a slightly
lower pH compared to the less supplemented wines. This might also trigger liberation of TDN
and VS, elevating their concentrations in well supplemented musts despite lower levels of
precursors, resulting in a correlation of r (Pearson) = 0.74 with p = 0.02.
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In conclusion, nitrogen supplementation of must yields lower levels of unwanted
Ciz-norisoprenoids and higher alcohols with a simultaneous increase in desired ethyl and
acetate esters, though both effects are predominantly occurring for under-nutrient grape juice.

Although the benefits of nitrogen supply for high quality production of wines are known facts
for a long time, the impact on bound TDN and VS has not been studied in the past to our
knowledge.

Acidity

Increasing the acidity of the grape juice lowers concentrations of both TDN and VS precursors
slightly for both vintages (Table 4).

While the variant with an initial pH of 3.4 exhibits the highest precursor concentrations, the
resulting concentrations after finished fermentation are lowest for both variants with a pH of
2.8 and 3.0, respectively. Fermentation at pH 3.4 resulted in higher levels of bound VS (+47%)
and bound TDN (+8%, not significant) compared to wine fermented at pH 2.8, but did not affect
concentrations of 3-MeBuOH and HexOH. Concentrations of free TDN, free VS, and EtAc were
diminished by 92%, 94% and 48%, respectively. Most volatile compounds showed differing
behavior between the two vintages. While B-dama, LinOH, EtBu, HexAc and 3-MeBuAc were
diminished by 50%, 34%, 23%, 20% and 16% in 2016, their concentrations increased in 2017
by 57%, 4%, 35%, 35% and 34%. Similar trends were observed for 2-PhEtOH, EtHex, EtOct,
2-MeBuAc and 2-PhEtAc, remaining almost unchanged due to changes in acidity in 2016, but
increasing in 2017 by 92%, 90%, 114%, 89% and 111%, respectively. The opposite was true
for VinG with a reduction by 24% in 2017, while concentration increased in 2016 by 113%,
comparing the variant with a pH of 3.4 with 2.8.

Correlations could be established between bound TDN and bound VS (R? = 0.50) and
2-PhEtAc (R? = 0.98), and between free TDN and free VS, B-dama (both Rz = 0.98), LinOH
(R2=0.97) and total acidity (R2 = 0.85).

Comparison of volatiles in wines after nine months and recently fermented wines yielded
changes for several compounds. Concentration of free TDN tripled for the wine fermented and
stored at low pH of 2.8 (11.6 pg/L) compared to pH 3.4 (3.8 ug/L), while VS concentrations
was similar among the variants.

Changes for 2-PhEtOH, HexOH and EtOct were negligible, the other volatiles were diminished
by 20% (EtAc, pH 3.4) up to 94% (2-PhEtAc, pH 2.8). Different acidity levels influenced
especially reduction rate of B-dama, LinOH and acetate esters with being highest for wine with
lowest pH, depleting acetate ester content by 73% (2-MeBuAc) up to 94% (2-PhEtAc) and
LinOH by 83%, while LinOH remained unchanged in wine at pH 3.4.
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Acidity levels could be significantly correlated with the differences of free TDN (r (Pearson) =
0.88**), B-dama (-0.87**), LinOH (-0.83*), HexAc (-0.75%), 2-PhEtAc (-0.80*) with * expressing
p < 0.05 and ** expressing p < 0.01. Free TDN was significantly negative correlated with B-
dama, LinOH, EtAc, HexAc, 2-PhEtAc, 3-MeBuAc and 2-MeBuAc with R2 ranging from 0.60
up to 0.78.

The observations yielded from the experiments of varying acidity levels for alcoholic
fermentation supported the outcome of the press fractions experiments, regarding the behavior
of wine volatiles subjected to different acidity levels. Thus, lower pH triggers release of TDN
and VS, at the same time abating in particular the concentration of acetate esters. Fermenting
wine at a very low pH of 2.8 bears the risk of stuck fermentations due to the natural growth
and fermentation limit of Saccharomyces yeast,®® potentially resulting in residual sugar. This
happened to experimental wines in this study in 2017, with a residual sugar of 12.8 g/L for
variant pH 2.8 and 5.9 g/L for variant pH 3.0. Though a pH of 2.8 represents the lower limit of
growth, protons are released during fermentation by yeast cells,®® lowering the pH causing
inhibition of fermentation activity. Additionally, increasing alcohol stress with ongoing
fermentation, in combination with high acidity levels, might also have affected yeast
metabolism.®® On the other hand, low pH prevents undesired spoilage with other bacterial
microorganism since below a pH of 3.0, bacterial growth is merely possible.¢:°

Fermentation temperature

In two subsequent vintages, fermentation temperature had a significant impact on bound and
free aroma compounds (Table 5).

Raising fermentation temperature from 12 °C to 24 °C increased levels of bound TDN and
bound VS to a similar extent in 2016 (47% for TDN, 26% for VS) and 2017 (49% for TDN, 22%
for VS). For free Cis-norisoprenoids, highest fermentation temperature exhibited 30% more
TDN, 52% more VS and 184% more (3-damascenone in 2016, while in 2017 the effect was
even higher (94%, 76% and 481%, respectively). While VS was increased by a warmer
fermentation only by 15% in 2016, in 2017 the concentration was doubled in the wine
fermented at 24 °C. 2-PhEtOH and 2-PhEtAc exhibited a similar trend with elevated
concentration at higher fermentation temperatures to a stronger extent in 2017. While in 2016,
no change in levels of 3-MeBuOH could be determined, the concentration was doubled in the
wine fermented at the highest temperature. Varying the fermentation temperature had no
significant effect on HexOH, EtAc and EtOct.

On the other hand, lower fermentation temperature triggered concentrations of linalool and the
other ethyl and acetate esters, however for 3-MeBuAc and 2-MeBuAc this effect could only be
observed in 2016. Increment of concentration ranged from 26% for linalool up to 81% for hexyl

acetate as average for both vintages.
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In general, total concentration of bound and free aroma compounds were 17% higher in
average in wines obtained in 2017. Especially B-damascenone, EtAc, HexAc, 3-MeBuAc and
2-MeBuAc were elevated in 2017, while free TDN, VinG, EtBu, EtHex and EtOct were
significantly lower in 2017 wines.

Bound TDN showed positive correlations with bound VS (R2 = 0.77), free TDN (R2 = 0.86),
B-damascenone (R2 = 0.83), 4-vinyl guaiacol (R2 = 0.98), linalool (R2 = 0.84) and 2-phenylethyl
acetate (Rz = 0.98), while a negative correlation was observed with hexyl acetate (R2 = 0.73).
The principal component analysis (PCA) in Figure 4 is limited to the significant attributes of
wines obtained from both vintages. We omitted significant taste attributes, since volatiles in
general and TDN in particular contribute predominantly to odor perception and only little to
gustatory cues. Color assessment was incorporated because of the possible contribution of
carotenoids. Overall, different fermentation temperatures caused similar sensory variation

within the two vintages.
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Figure 7: Scores and loadings plot of principal component analysis (PCA) for sensory analysis of wines
fermented at different temperatures in vintages 2016 (m) and 2017 (). Data represent mean values with
n=2.

Principal component 1, explaining 49% of the variance, separates according to fermentation
temperature, rendering cool fermented wines to possess higher ratings for fruitiness, green
apple and citrus sensations. On the other hand, warm fermented wines are more colorful and
incorporate petrol and honey scents. Incorporating volatiles above odor threshold in the PCA
rendered ethyl butanoate and ethyl hexanoate being congruent with green apple sensation (R?
= 0.75 and 0.68, respectively), while B-dama interrelated with color (R? = 0.93) and honey (R?
=0.74), and TDN with petrol scent (R2 = 0.68). On the other side, fruitiness could be negatively
correlated with 3-dama (R? = 0.73) and 2-PhEtOH (R? = 0.81).

Principal component 2 with a variance explanation rate of 35% represents the two vintages,

with higher expressions of citrus and peach and a lower level of green apple in wines obtained
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in 2017. LinOH could not be linked significantly to peach scent, but citrus sensation was
negatively correlated with TDN concentration (R2 = 0.94).

In conclusion, lower fermentation temperature yields higher sensations of fruitiness and fresh
scents like apple and peach, and simultaneously higher concentrations of terpenoid and ester
compounds and lower levels of Ciz-norisoprenoids. These observations are in agreement with
previous studies investigating various white grape varieties’*’4, Additionally, elevated
fermentation temperature could trigger loss of volatile aroma compounds caused by stripping
by CO: during fermentation’®, leading to lower final concentrations in the resulting wines.
While the impact of temperature was crucial to the formation of aroma compounds, vintage
effect were distinctly lower than expected.’®’8, Though, to our best knowledge, this is the first
study to investigate the effect of fermentation temperature in more than one vintage.

The benefits of low temperature fermentation oppose the struggle of the yeasts at the very
beginning and towards end of fermentation resulting in prolonged fermentation time and
possibly residual sugar due to stuck fermentation.’®¢ However, application of yeast strains

suitable for low temperatures could solve this problem.?¢:8°

Yeast strain

Application of different yeast strains for alcoholic fermentation yielded significant levels of
bound TDN and VS for all three vintages (Table 6). Though, results were alternating among
the vintages for the individual strains. Fermentation with yeast 3 yielded the lowest
concentrations of bound TDN, highest in 2016, and second highest in 2017. On the other side,
TDN concentration in wines fermented with yeast 4 were among the highest in 2015 and 20186,
though exhibiting lowest concentration in 2017. Overall results in 2015 and 2016 were quite
similar among the strains differing for about 20% in total TDN levels while the lowest bound
TDN concentration in 2017 was 56% compared to the highest one. Expanding the experimental
strains in 2016 and 2017 seemed to be beneficial since application of yeast 8 yielded moderate
bound TDN and VS concentrations in 2016, and lowest in 2017.

Similarly, analysis of volatile compounds yielded diverging trends between vintages 2016 and
2017. Further description and discussion of data is restricted to aroma compounds exhibiting
concentrations above sensory thresholds. In average, wines fermented with yeast 1 and
yeast 8 provided lowest concentrations of free TDN, while application of yeast 4 yielded
highest TDN concentrations. Yeast 5 exhibited highest levels of EtHex and EtOct, while being
lowest in B-dama. Yeast8 was characterized by generally low levels of fruity aroma
compounds, especially in B-dama, 3-MeBuOH, EtBu and 3-MeBuAc, while yeast 5 exhibited
same low B-dama concentration, though representing highest concentrations of EtBu and
EtOct.
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Significant correlations could be established between several volatile compounds. Free TDN
correlated significantly with all other volatiles except 2-PhEtAc, either positive with VS
(r=0.72), VinG (0.83), 2-PhEtOH (0.70), or negative with B-dama (-0.67), LinOH (-0.72),
3-MeBuOH (-0.77) and ethyl and acetate esters (r = -0.56 up to -0.80) with p < 0.01 except for
EtBu (p = 0.017). All ethyl esters were significantly (p<0.05) correlated with -dama (r = 0.60
—0.80), LinOH (r =0.56 — 0.72), 3-MeBuOH (r = 0.62 — 0.84), 3-MeBuAc (r = 0.60 — 0.85) and
2-MeBuUAc (r = 0.62 — 0.82), and negatively with VinG (r = -0.71 - -0.83).

In a PCA of all significant aroma compounds in the yielded wines, the horizontal PC explained
62% of the variation, representing variation between vintages, and was defined by elevated
TDN and VinG concentrations in 2016, and higher concentrations of esters and -dama in
2017 (Figure 5). Discrimination among yeast strains yielded 13% of the remaining variation,
predominantly governed by differing levels of VS, LinOH and acetate esters. Though most of
the yeasts resembled among each other, yeast 2 revealed higher levels of f-dama, VinG, EtAc
and 2-MeBuAc, and lower concentrations of other ethyl esters, resulting in a separation from
the other yeasts. The same was true for yeasts 3 and 4 in 2017, mainly driven be higher levels
of acetate esters, 2-PhEtOH and 3-MeBuOH.
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Figure 8: Scores and loadings plot of principal component analysis (PCA) for free volatiles of wines
fermented with nine yeast strains in 2016 (m) and 2017 (e). Data represent mean values with n = 2.

Numerous aroma precursors are generated in grape berries during growing season rendering
vintage effects to be the main driver for differences of volatile levels. Like other Cs alcohols,
HexOH is formed by enzymatic oxidation of fatty acids in grape berries induced by damage of
plant tissue.®! Thus, seasonal differences in vine metabolism have a direct impact on HexOH,
as was revealed earlier and confirmed in this study.®? Differing weather conditions, for example
water stress and sun-light exposure of the grapes, among vintages affect plant metabolism

promoting formation of carotenoids, hydroxycinnamic acids and terpenes. 111483 Since these
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are progenitors for bound TDN, bound VS, 3-dama, VinG and LinOH, varying concentrations
among vintages determined in this study were to be expected. Most important, nitrogen supply
has a decisive impact on formation of aroma compounds in wine, as yeast growth, viability and
metabolism is affected by the nutritional status of the must.32818485 This affects formation of
ethyl esters from acetyl-CoA and fatty acids by acyltransferases as well as acetate ester
synthesis from acetyl-CoA and higher alcohols by acetyltransferase enzymes.®8” The grape
juices used in this study exhibited levels of NOPA and NH4 of 94 mg/L (2015), 117 mg/L (2016)
and 174 mg/L in 2017. Thus, the differences found among the vintages, especially in ester
concentrations, might be rationalized by an increased yeast metabolism rate due to higher
nitrogen supply of the grape juice.

The warmest and sun-richest of the three vintages was 2017 with a growing degree days
(GDD) number of 1643 compared to 2015 with GDD = 1591 and 2016 with 1467 GDD.8 This
would suggest to yield highest levels of bound TDN and VS in 2017. While this applies for
bound VS, for TDN the opposite is true, with mean values being lowest in 2017, followed by
2016, and 2015 with the highest concentrations of bound TDN. This corresponds find the
findings of the previous section on the impact of nutritional status on the formation of bound
TDN in wines. Additionally, different yeast strains exhibit varying transformation activity on the
same starting material. One of the key progenitors of TDN is assumed to be 3,6-dihydroxy-a-
ionone,**#° being converted by yeast-related enzyme activity either to follow the TDN pathway,
the VS pathway or the pathway leading to actinidol, resulting in bound TDN, bound VS or
bound actinidol being present in the must, and subsequently released by re-arrangement and
acid-hydrolysis into their free forms.35% Apparently different yeast strains exhibit different
behavior in the expression of the still unknown enzymes responsible for these reaction.
However, their activity might be influenced to a certain level by nitrogen supplementation, as
it also the case for decarboxylase enzymes resulting in diminished levels of 2-PhEtOH or de
novo linalool synthesis in yeasts, increasing with elevated nitrogen levels. 82:91.92

Besides the generally enhanced yeast metabolism due to nitrogen supply, varying behavior in
formation of aroma compounds has been intensively studied, regarding ethyl esters,®3, acetate
esters,® alcohols,* terpenes®°® or norisoprenoids.®” While trends for a yeast-related
enhanced or diminished formation of a group of certain aroma compounds, for example ethyl
esters, can be established within an individual vintage, the opposite might be true for the
subsequent vintage with different grape juice composition affecting yeast metabolism. Besides
the possibility of must supplementation by fermentation aid products, application of non-
Saccharomyces strains, hybrid yeasts or genetically modified yeasts is suggested to be
beneficial to wine quality.®®% However, these recent studies on Riesling wine did not
incorporate the impact of applied practices on levels of TDN. Thus, further studies for the

elucidation of yeast-related mechanisms in the formation or prevention of TDN seem to be
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necessary. To conclude the results yielded in this study regarding formation of bound TDN,
yeasts 1-3 seem to be better suited for low nutritional status of the grape juice, while yeast 4

and 8 should be preferred at higher nitrogen levels.

Wine processing
Filtration

Subjecting wines obtained from acidity experimental series of vintage 2017 to filtration yielded
distinct differences among acidity levels and between filtered and non-filtered wines (Figure 6).
PC1 explained 48% of the variation, primarily caused by acidity level, resulting in a gain of
TDN, VS and HexOH and a simultaneous degradation of VinG, LinOH, ethyl and acetate
esters. The second principal component separates filtered from non-filtered wines. While for
TDN, VS, B-dama, ethyl esters and HexAc this effect gets smaller with increasing pH, the ratio
between filtered and non-filtered wines remains unchanged for alcoholic compounds and other
acetate esters. Levels of TDN amount 64% higher at pH 2.8 for non-filtered wine, while at pH
3.4, the non-filtered variant contains only 11% more TDN, compared to wine subjected to
filtration. The same applies for VS (42% and 15%, respectively) and $-dama (25% and 10%).
For esters, impact of low pH increases with increasing chain length. While EtAc concentration
ranges 25% higher in the non-filtered wine at lowest pH and 7% lower at highest pH, EtOct is
increased by 55% at pH 2.8 and decreased by 5% at pH 3.4; the same is true for HexAc (74%
and 43%). These observations are reflected by the displayed similarity of experimental wines
with pH 3.4, either filtered or not, in the principal component analysis, as well as the decreasing

differences between the replications with decreasing acidity.
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Figure 9: Scores and loadings plot of principal component analysis (PCA) for free volatiles of wines with
different pH with (e) or without (=) filtration before bottling after storage of nine months. Data represent
mean values with n = 2.

As being investigated by other work groups, filtration itself is primarily applied to remove
turbidity and undesired microorganisms to prevent spoilage or to improve stability due to the
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removal of colloidal proteins.10%192 At the same time, filtered wine may be negatively affected
by removal of colloids e.g. polyphenols in red wine,’®, or unwanted reduction of aroma
intensity of white wines subjected to ultra-filtration.’®* While ultra-filtration is conducted
represents an intense level, filtration with membranes similar to the ones used in this study
were reported to remain wines almost unchanged in terms of aromatic profile and volatile
concentrations.1%>1% However, filtered wines exhibit lower acidity levels due to the removal of
tartrate,'°! governing degradation and formation reactions as observed in the present study.
Thus, wine filtration may not have an immediate impact on the volatile composition, though
evolving during bottle aging is predicted. Albeit the majority of sedimented yeast is removed
by racking, residues of yeast, proteins, polysaccharides and other colloids may form fine lees
during bottle aging, resulting in yeast autolysis.'®"1% This complex mixture is capable of
sorption of volatile phenols,!% but also releases lipids, i.e. fatty acids into the wine, leading to
increased contents of ethyl esters due to esterification during bottle aging.*%'*', This could
explain the increased content of esters for the non-filtered wines, resulting from a prolonged
contact with fine lees. Additionally, filtration might result in a decrease of glycosidically bound
compounds,*? reducing the potential of formation for components like TDN, VS and LinOH
being released from glycosidic precursors over time.!*® Thus, filtration of wines might have a
detrimental impact on wine stability,'° and reduces concentrations of fruity esters in the
resulting wine, however formation of potentially undesired compounds like TDN is diminished
by de-acidification of the wine and reduction of the precursor compounds. Albeit differences
between filtered and non-filtered wines fade with increasing pH, wines are more threatened by
microbial spoilage at higher pH, rendering a filtration step more expedient than low pH wines.

Storage parameters

Storage of wines for five months at three different temperatures, with cork or screw caps as
closure types, stored in horizontal or vertical position, and with or without N, as protective gas
yielded volatile concentrations in Table 7. Throughout all treatments, storage at 5 °C remained
volatiles almost unchanged, except TDN and VS, with an average increase by 50% for VS and
95% for TDN after a storage duration of 5 months. Concentration of free TDN amounted in
average 1.2 pg/L, being still distinctly below the odor threshold of 2.3 pug/L. However,
increments of TDN concentrations at lowest temperature were predominantly observed for
storage in screw cap bottles. Raising storage temperature to 16 °C and 25 °C yielded a further
increase of TDN, resulting in a 6-fold (16 °C) and 15-fold (25 °C) TDN concentration compared
to the concentration on the initial wine. VS exhibited the same pattern, although at a lower
extent, whilst storage at higher temperature did not affect levels of alcohols and ethyl esters.
For B-dama, VinG, LINnOH and acetate esters, higher storage temperatures resulted in a
decline of aroma compounds, ranging between 23% for VinG at 16 °C and 52% for LIinOH at
25 °C.
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Enabling a nitrogen saturated headspace in the bottle did not affect any of the investigated
volatiles at none of the storage temperatures. Bottle orientation had a significant impact on 7
out of 16 volatiles, resulting in lower concentration of TDN, VS, LinOH, 3-MeBuAc and
2-MeBuUAc in wines horizontally stored at lowest temperature, while EtOct levels were higher
in vertically positioned stored at the same temperature of 5 °C. Interestingly, ratio of aroma
compounds between horizontal and vertical position changed with increasing temperature.
While the concentration ration between horizontal and vertical stored wines for TDN was 0.30
for 5 °C, the ratio changed to 1.44 for 16 °C and to 1.67 for 25 °C. Similar trends were observed
for VS, LinOH, 3-MeBuAc and 2-MeBuAc, while for EtOct the opposite was true, rendering
concentrations being higher in vertical stored wines.

Choice of closure type had a significant impact on 11 out of 16 volatiles, namely
norisoprenoids, alcohols and half of the esters. Except for EtOct, concentrations of aroma
compounds were higher in bottles with screw caps. Using screw caps as closure yielded only
slightly higher concentrations of alcohols and esters, with a ratio of screw cap/corc between
1.01 and 1.05. For Cis-norisoprenoids ratio increased to 1.19 for 3-dama, 1.27 for TDN and
1.28 for VS. Throughout all storage variants, concentrations of TDN were negatively correlated
to VinG (r = -0.52), LinOH (r = -0.75), EtOct (r = -0.38) and all acetate esters (r = -0.72) with p
= 0.001 or below. Highly significant correlations could be established between TDN and VS
(r = 0.95), HexOH (r = 0.40) and the other ethyl esters (r = 0.54 for EtAc, r = 0.38 for EtBu,
r = 0.60 for EtHex).

Results of quantitation of aroma compounds were used for the discrimination analysis in
Figure 7, limited to those volatiles, which significantly varied due to storage parameters.
Principal component 1, explaining 90% of the variance represents the striking impact of storage
temperature on wine compaosition. Both other variables, closure type and bottle orientation sum
up for 6% of the remaining variation, while the differences emerge with increasing temperature.
The investigated storage parameters had either no or only little effect on aliphatic and aromatic
alcohols and two of the ethyl esters. Low impact of bottle aging on alcohols was expected due
to the absence of assumed reaction or harsh conditions, as it was reported by other
groups_53,57,114

Observed changes in ethyl esters and acetate esters, either increasing or decreasing were
predominantly caused by the progression towards an equilibrium between esterification and
hydrolysis of the ester compounds.*® Since the equilibrium is temperature-dependent,!®* and
setting of the equilibrium is accelerated by higher temperatures, the observed reduction of
especially acetate esters can be explained. Additionally, revealed minor differences between
closure types may be caused by absorption effects by the use of technical corc as closure.

Thus, the present study corroborates the findings of other work groups.+344
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Figure 10: Loadings and scores of discrimination analysis for wines stored for five months varying
closure type (C = cork, S = screw cap), bottle orientation (h = horizontal, v = vertical) and temperature
(5 °C, 16 °C, 25 °C). Replications of headspace experiments have been integrated to the respective
groups. Centroids represent mean values with n = 6 and confidence interval with p = 0.9.

Replacing the air consisting headspace by nitrogen during bottling surprisingly did not exhibit
an effect of any of the investigated volatiles, as it was reported for some compounds sensitive
to oxidation, namely LinOH and VinG. 6711¢ This might be caused by the initial concentration
of dissolved oxygen already present in all of the wines at the beginning of the experiment.
Additionally, in the brief storage time, the low amount of consumed oxygen might be delivered
by oxygen ingress, as it was revealed for both closure types.*?

Two of the Cis-norisoprenoids, TDN and VS, derive from multiple, non-volatile precursors
present in young wines.®17 These precursors form a potential to be released during storage,
with the liberation rate being influenced by pH and temperature of the wines, as was repeatedly
reported.36-384043 Thys, the manifold higher concentrations found at 16 °C and 25 °C storage
temperature might easily be explained.

Additionally, using synthetic cork as closure type, as in the present study, was reported to
decrease norisoprenoid concentration due to absorption, so-called flavor “scalping”.** In the
present study, the reduction of TDN, VS and B-dama by technical corc sealed bottles
amounted 21%, 22% and 16% respectively, compared to screw cap bottles. Black et al.
reported a removal of over 50% of the TDN, and Capone discovered an reduction of 70%, both
in wines stored for two years in bottles with technical closures.*34+

With progressing depletion of bound TDN and bound VS by release of their free forms during
long-term storage, concentrations in bottles sealed with screw caps will further increase, while
the concentration in corc sealed bottles will drop in the end, albeit assuming unlimited sorption
potential of the corc. Hypothetically, absorbed molecules could migrate through the closure
material outside the bottle, regenerating the extraction potential of the sorptive phase.

Otherwise, an equilibrium between concentrations in the liquid phase, the gaseous phase and
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the solid phase is supposed to emerge!!® without further decrease of Ciz-norisoprenoids due
to absorption. The corc surface enables absorption of norisoprenoids, as our findings indicate
regarding bottle orientation. Storing bottles in a vertical position prevents direct contact
between the liquid phase and the sorption phase minimizing occurrence of a boundary layer
impeding absorption.!'® On the other side, sorption of aroma compounds at an upright bottle
orientation needs an evaporation of the volatiles into the gaseous phase. Since higher
temperatures facilitate volatilization, one would expect higher differences between
concentrations in wine with screw caps compared to corc sealed bottles at higher storage
temperature. However, the opposite was true in our experiment. Highest ratio between screw
cap and corc occurred at 16 °C and lowest at 25 °C. Here, two opposing effects occur: Raising
temperature enhances volatilization of analytes, enhancing sorption at 16 °C, compared to
storage at 5 °C. On the other hand, increased temperature affects extraction efficiency of the
solid phase,?° thus declining sorption on the corc sealing at highest storage temperature. Our
results regarding bottle orientation corroborate the work of Mas et al., suggesting horizontal
position to be beneficial to wine quality at temperatures of approximately 15 °C, while
Skouroumounis et al. were not able to detect differences between upright and inverted stored
wines.*12! Thus, further investigations on the physico-chemical interaction between wine and
closure material, including long-term storage, seems to be advised.

In conclusion, this study elucidated the impact of several oenological practices on wine
composition and sensory properties. Concentration of bound Cis-norisoprenoids were greatly
affected by the applied pressure during grape juice production, resulting in elevated
concentrations with increasing mechanical stress. Thus, producing wine with low TDN potential
could be established limiting further grape juice processing including fermentation to juice
fraction yielded by low pressure. However, if the acidity is not adjusted to moderate levels,
liberation of undesired aroma compounds and decrease of favorable fruity esters is fostered
by the low pH incorporated in these fractions. Fermentations at low pH seem not be detrimental
to wine quality, although bearing the risk of stuck fermentations, just as for fermentation at low
temperatures. Though fermentation time is distinctly reduced, increasing fermentation
temperature to red wine like temperatures seems not advisable in terms of volatile composition
and sensory properties, yielding higher levels of TDN, petrol note and more tainted wines.
Enhancing the nutritional status of grape juice in vintages yielding low nitrogen grape juice was
proven to be beneficial to both reduction of norisoprenoid precursors and simultaneous
increase of favored fruity esters. The response of different yeast strains to vintage related
conditions turned out to be striking compared to differences among individual yeast strains, in
terms of Cis-norisoprenoid precursor formation and composition of wine volatiles. While wine
filtration was proven to be beneficial to wine composition, the outstanding impact of

temperature on wine composition was observed. Additionally, choice of closure type and
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storage position were revealed to influence volatile composition to a lower extent. In the end,
this work helps winemakers to select appropriate conditions to reduce the occurrence of the

petrol off-flavor in Riesling wines and gives advice for the production of high-quality wines.
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7 Entfernung von TDN

7 Entfernung von TDN

Entsprechend den Ausfuhrungen in Kapitel 4.7.2 ist es moglich, bestimmte Aromastoffe wie
beispielsweise Trichloranisol zielgerichtet aus Wein zu entfernen. Der Grof3teil der
Adsorbentien wurde allerdings bisher bei der Weinherstellung eingesetzt, um unerwiinschte
Stoffgruppen wie Polyphenole oder Trubstoffe mittels PVPP?"1, Aktivkohle?’? oder Kieselgur?*
zu entfernen. Die Behandlung mit Aktivkohle fiihrt dariber hinaus zu einer Entfarbung und
meist auch zu einer Entaromatisierung des Weins?”® und wird daher meist nur im Moststadium
bei WeiBweinen zur Fehlerentfernung eingesetzt?%, kann aber auch flr spezifische
Entfernungen von unerwiinschten Stoffen wie Ochratoxin A verwendet werden.?’® Wie in
Kapitel 6.5 gezeigt wurde, ist eine selektive Entfernung schwierig, ohne andere, unter
Umstanden erwinschte Aromastoffe ebenfalls zu entfernen. Im folgenden Abschnitt werden
geeignete Methoden zur mdglichst selektiven Entfernung von TDN aus Modellwein und Wein
aufgefihrt.

7.1 Materialien

Ethanol (299.8%), Natriumchlorid (299%), Natriumhydroxid (p.a.), L(+)-Weinséure und
Methanol (299.5%) wurden von Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.
PVPP (Divergan®) stammte von BASF AG (Ludwigshafen, Deutschland), Aktivkohle von
KLUG FachgroBhandel fir Kellereibedarf GmbH (Langenlonsheim, Deutschland), Zeolith Y
von Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland). Die SPE-Kartuschen wurden von
BEKOIut GmbH & Co. KG (BEKOIut® Leox, BEKOIut® C18e; Hauptstuhl, Deutschland) bzw.
Merck KGaA (LiChrolut® EN; Frankfurt, Deutschland) erworben. Die Filterkerze (Sartoguard
PES) stammte von Sartorius AG (Gottingen, Deutschland), und die Spritzenvorsatzfilter
(Chromafil® Xtra: CA, PAM, PES, PET, PTFE, RC) von Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Diren, Deutschland).

Linalool, B-Damascenon, 4-Ethylguaiacol, 4-Vinylguaiacol, 2-Phenylethanol, 3-Methylbutanol,
1-Hexanol, Ethylacetat, Ethylbutanoat, Ethylhexanoat, Ethyloctanoat, Hexylacetat,
2-Phenylethylacetat, 3-Methylbutylacetat und 2-Methylbutylacetat sowie die deuterierten
Verbindungen  ds-4-Ethylguaiacol, ds-Linalool,  ds-2-Phenylethanol,  dis-1-Hexanol,
ds-Ethylacetat, ds-Ethylhexanoat und ds-Hexylacetat stammten von Sigma-Aldrich Corp. (St.
Louis, USA). TDN, ds-TDN, ds-B-Damascenon, Vitispiran und ds-Vitispiran wurden von
Dr. Recep Gok (TU Braunschweig, Deutschland) zur Verfigung gestellt. Zur Analyse der
Modell- und Rieslingweine wurde die in Kapitel 6.3 beschriebene Methode angewendet.

Fir die Adsorptionsversuche wurde ein Modellwein hergestellt, der 12% vol. Alkohol und 3 g/L
Weinsaure enthielt, und mittels 1IN NaOH auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt wurde. Die
folgenden Aromastoffe wurden dem Modellwein zugegeben: TDN (5 pg/L), B-Damascenon
(20 pg/L),  4-Ethylguaiacol (1,2 mg/L), 1-Hexanol (1,2 mg/L), Linalool (50 pg/L),
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7 Entfernung von TDN

2-Phenylethanol (6 mg/L), Ethylacetat (5 mg/L), Ethylhexanoat (200 pg/L), Hexylacetat
(200 pg/L). Der Rieslingwein wurde vom  Staatsweingut mit  Johannitergut
(Neustadt/WeinstralRe, Deutschland) zur Verflgung gestellt.

7.2 Ergebnisse und Diskussion
7.2.1 Modellwein als Matrix

Zur Ermittlung der Adsorptionskapazitat verschiedener Materialien gegenuber freiem TDN
wurden diese zunachst in einem Modellsystem getestet, das aus einem Modellwein mit
weinahnlichen Grundparametern beziiglich des Alkoholgehalts und pH-Werts bestand.

Neben der Zielverbindung TDN wurden dem Modellwein weitere Aromaverbindungen in
weindblichen Konzentrationen zugesetzt, um die Auswirkungen auf andere wichtige
Aromastoffe abschatzen zu kdnnen. Die mehrtagige Lagerung des aromatisierten Modellweins
bei Raumtemperatur in Gefal3en aus Polyethylen und Polypropylen flhrte zu einer drastischen
Abnahme von TDN und langerkettigen Estern (vgl. Abbildung 18), wéahrend die anderen
Aromastoffe kaum beeinflusst wurden. Erwdhnenswert ist auRerdem, dass die Lagerung in
einem als Referenz geplanten Glasbehdlter auch zu einer — wenn auch geringfligigen
Abnahme — von TDN um ca. 20% geflhrt hat. Dies lasst sich am ehesten durch den niedrigen
Verteilungskoeffizienten von TDN (siehe Kapitel 6.1) erklaren, der zu einer schnellen
Verflichtigung des freien TDN aus dem Modellwein gefiihrt hat, und weniger mit Abbau- oder
Adsorptionsvorgangen wahrend der Lagerung.
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Abbildung 18: Einfluss des Behéaltermaterials auf die Aromastoffkonzentration in Modellwein nach
dreitagiger Lagerung, n = 2

Die beiden Kunststoffe Polyethylen und Polypropylen eignen sich demzufolge zur Entfernung
des unpolaren Aromastoffs TDN, jedoch ist eine Lagerung des Weins in Kunststoffgefal3en zur
Absorption des frei gesetzten TDN in der kommerziellen Anwendung nicht realisierbar.
Deswegen wurden jeweils zwei Gramm des Materials als runde Platte mit dem Durchmesser
eines Schraubverschlussdeckels in einen Glasbehélter transferiert und diese mehrere Tage
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bei Raumtemperatur gelagert. Wahrend auch hier die meisten Aromaverbindungen kaum
beeinflusst wurden, ist die Konzentration an TDN um 30-50% zurlickgegangen
(vgl. Abbildung 19). Allerdings wurde einerseits auch beim als inert anzusehenden PTFE
(Teflon) eine Abnahme festgestellt, andererseits féllt die Abnahme deutlich geringer aus, als
es bei der Lagerung im vorhergehenden Versuch der Fall war.
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Abb:igldung 19: Adsorption von Aromastoffen an Materialien in Modellwein nach mehrtégiger Lagerung,
n=

Die hochste Abnahme an Aromastoffen ist demzufolge mit der Verwendung von Silikon
verbunden. Silikon in Form einer PDMS-Faser wird auch fir die HS-SPME verwendet, daher
war dieser Befund zu erwarten. Die deutlich geringere Absorption im Vergleich zur Lagerung
in Behaltern aus dem jeweiligen Material lasst sich durch den geringeren Materialeinsatz und
die damit wesentlich geringere Oberflache des Adsorptionsmaterials begrtinden.

Die Applikation gangiger Fallungs- bzw. Filtrationshilfsmittel, hier PVPP, Aktivkohle und
Zeolith Y fuhrt insbesondere bei Anwendung von Aktivkohle zu einer sehr hohen Abnahme an
freien Aromastoffen (vgl. Abbildung 20). Der Einsatz von Aktivkohle reduziert jedoch nicht nur
die TDN-Konzentration, sondern auch die der anderen — positiv besetzen — Aromastoffe im
Modellsystem, sodass der Einsatz von Aktivkohle zu bereits fermentiertem Rieslingwein als
nicht zielfihrend zu betrachten ist. Die Verwendung von PVPP und Zeolith Y fuhrte zwar zu
einer Reduzierung von TDN auf ca. die Halfte des Anfangsgehalts des aromatisierten
Modellweins, allerdings ist hier zu beachten, dass bereits das 15-minitige Rihren und die
darauffolgende Filtration durch einen Papierfilter (Kontrolle) zu einer Reduzierung des TDN-
Gehalts um ca. ein Drittel gefuhrt hat, sodass der Effekt der beiden Adsorbentien den der
Kontrolle nicht weit Ubersteigt.
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Abbildung 20: Adsorption von Aromastoffen in aromatisiertem Modellwein nach 15-mindtiger
Behandlung mit drei verschiedenen Adsorbentien und einer Kontrolle ohne Adsorbenszugabe im
Vergleich zu Modellwein vor der Behandlung, n = 2

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die — hier nicht dargestellte — Extraktion der Aromastoffe mit
Hilfe von Festphasenextraktionskartuschen beobachtet. Hierdurch wurde zwar TDN nahezu
vollstandig aus der Modellésung entfernt, allerdings auch alle anderen Aromaverbindungen
mit Ausnahme von Ethylacetat und 2-Phenylethanol, sodass die Realisierung dieser Methode
ebenfalls als nicht zielfihrend angesehen wird. Im Zuge der Evaluierung weiterer
Adsorptionsmaterialien wurden sieben verschiedene Materialien in  Form von
Spritzenvorsatzfiltern in Mikroansatzen von 10 mL auf ihre Extraktionskapazitat getestet
(vgl. Abbildung 21). Die Verwendung von Materialien auf Cellulosebasis sowie Polyester- und
Teflon-basierten Filtern fiihrte nur zu einer marginalen Abreicherung des freien TDN;
wesentlich héhere Extraktionsraten von 60-80% wurden durch die Applizierung von PVDF
(Polyvinylidendifluorid), Polyamid (PAM) und Polyethersulfon (PES) erzielt.
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Abbildung 21: Abnahme von TDN nach Filtration durch Spritzenvorsatzfilter (Porengrof3e 0,2 pm) aus
verschiedenen Filtermaterialien. PAM = Polyamid, PES = Polyethersulfon, PET
Polyethylenterephthalat, PTFE = Polytetrafluorethylen, PVDF = Polyvinylidendifluorid, RC
Regenerierte Cellulose, CA = Celluloseacetat, n = 2
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7.2.2 Rieslingwein als Matrix

Aufgrund der vielversprechenden Resultate der Filtermaterialien wurden diese auch fir einen
Adsorptionsversuch bei einem aromatisierten Rieslingwein angewendet. Wahrend die
Resultate fur PAM, PES und PVDF anndhernd gleiche Resultate ergaben, divergierten die
Extraktionsraten fir die anderen Filtermaterialien stark von denen, die beim Einsatz im
Modellsystem erzielt wurden; jedoch lagen die Extraktionsraten immer noch deutlich unterhalb
von 60% (vgl. Abbildung 21).
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Abbildung 22: Abnahme von Aromastoffen in Riesling nach Filtration durch PES-Kerzenfilter, n = 3

AnschlieRend wurden mit einer Filterkerze mit PES als Filtermaterial zehn Liter Wein filtriert,
der zuvor zwei Wochen auf 30 °C temperiert wurde, um eine vorzeitige Alterung zu simulieren
und einen nennenswerten Gehalt an TDN freizusetzen. Neben der starken Abreicherung des
freien TDN wurde auch festgestellt, dass mit zunehmender Kettenlange der
Esterverbindungen die Konzentration im Filtrat ebenfalls abnimmt (vgl. Abbildung 22). Daher
bietet die Filtration mit geeigneten Filtermaterialien eine brauchbare Mdglichkeit, vorhandenes
freies TDN aus dem Wein zu entfernen. Allerdings ist es in der Praxis erstrebenswert,
maoglichst wenig Eingriffe in bereits abgefllten Wein vorzunehmen, da jeder Eingriff mit einer
zusatzlichen Belastung des Weins verbunden ist, und der mit Sauerstoff zu Qualitatseinbul3en
fuhrt.3°2’® Daher wird eine Filtration bereits abgefillten Weins nur in Ausnahmefallen
durchgefuhrt, um die Verkehrsfahigkeit des Weins wiederherzustellen, wie es beispielsweise

bei der Beeintrachtigung durch eine stark ausgepragte Korknote der Fall ist.

Deswegen wurde durch die Applikation der in den vorherigen Versuchen erfolgreich
angewandten Filtermaterialien in die Schraubverschliisse der Flaschen und anschliel3ender
forcierter Alterung der Weine versucht, das sich im Wein bildende und in den Kopfraum der
Flasche ubertretende freie TDN zu binden, damit moglichst wenig freies TDN im Wein
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zuriickbleibt. Die forcierte Alterung fuhrte zu einem gewiinschten Anstieg der Konzentration
an freiem TDN von 14,3 pg/L gegentber 1,8 pg/L im nicht erhitzten Wein, sodass geniigend
freies TDN vorhanden war. Allerdings wurde durch keinen der verwendeten Kunststoffe die
Konzentration an TDN oder anderen Aromastoffen nennenswert reduziert (vgl. Abbildung 23);

lediglich die Konzentration an Ethyldecanoat sank um wenige Prozent ab.

120
mPTFE

mPES
PVDF

Gehalt im Vergleich zur Kontrolle [%]
@ ®
a8 =1

B

&
3

20

0
TDN Vitispiran ~ R-Dama LinOH VinG 2-PhEtOH  HexOH 3-MeBuCH  EtAc EtBu EtHex EtOct EtDec HexAc  3-MeBuAc 2-MeBuAc

Abbildung 23: Abnahme von Aromastoffen durch Adsorption von an Schraubverschliisse applizierte
Filtermaterialien, n = 2

Da dieses letzte Ergebnis den bisherigen Erkenntnissen entgegen steht, wurden durch eine
ethanolische Extraktion die von den Materialien an der Innenseite des Flaschen-
Schraubverschlusses adsorbierten Aromastoffe zurlickgewonnen, und der Gehalt an
Aromastoffen im Extrakt untersucht (vgl. Abbildung 24). Nachfolgende Extraktionen der
Materialien enthielten keine nennenswerten Gehalte an Aromastoffen, daher ist davon
auszugehen, dass die ethanolische Extraktion des Filtermaterials eine vollstandige Abbildung

der durch das Filtermaterial absorbierten Aromastoffe widerspiegelt.
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Abbildung 24: Gehalt an Aromastoffen in den Filtermaterialien, die in Schraubverschliisse appliziert
wurden, extrahiert mit Ethanol, im Vergleich mit der originaren Weinkonzentration, n = 2
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7 Entfernung von TDN

Aus der Riuckrechnung auf die urspringlich im Wein enthaltene Konzentration an
Aromastoffen lasst sich feststellen, dass die jeweiligen Filtermaterialien zur Extraktion einiger
Aromaverbindungen grundsatzlich geeignet sind. Jedoch Ubersteigt der Gehalt der fliichtigen
Verbindungen, die in 750 mL Wein enthalten sind, die Extraktionskapazitat der geringen
Menge an Adsorbens (ca. 1g) bei Weitem, sodass keine splrbare Wirkung auf die

Konzentration im Wein beobachtet wurde.

Es bleibt festzuhalten, dass eine wirklich spezifische, vollstandige Entfernung des freien TDN
bei einer gleichzeitigen Konservierung der anderen enthaltenen Aromastoffe kaum zu
realisieren ist. Gleichzeitig scheinen weitere Untersuchungen in diese Richtung
vielversprechend, da eine grof3ere TDN-Entfernung mit einer verbesserten Methode zu der
hier dargestellten denkbar ist. Dieses Ergebnis ist demnach als Grundstein fur weitere
Forschungen anzusehen. Die bisherigen Ergebnisse lassen eine Entfernung von ca. 80% des
freien TDN maoglich erscheinen, was bei der TDN-Konzentration mit einem nicht allzu hohen
Ausgangsgehalt hochstwahrscheinlich in  einer finalen Konzentration unterhalb der
Wahrnehmungsschwelle resultieren sollte. Das setzt allerdings voraus, dass der Wein
entweder filtriert wird, oder die Applikation einer deutlich gréRReren Menge an Adsorbens in der
Flasche technisch umgesetzt wird. Aufgrund der stark hydrophoben Eigenschaften der
Zielverbindung TDN sind die Adsorptionsversuche mit den ebenfalls vergleichsweise
hydrophoben Filterpolymeren PAM, PES und PVDF (vgl. Abbildung 25) deutlich erfolgreicher
als der Einsatz hydrophiler Verbindungen wie Polyestern oder auf Cellulose basierende
Materialien. PTFE besitzt zwar ebenfalls einen hydrophoben Charakter, kann aber aufgrund
seiner elektrischen und chemischen Neutralitdt kaum Bindungen mit anderen Verbindungen
aufbauen, weder mit anderen PTFE-Strangen, noch mit anderen Molekilen, und gilt daher als

inert.2’7
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Abbildung 25: Chemische Strukturen der eingesetzten polymeren Filterschichten. PAM = Polyamid,
PTFE = Polytetrafluorethylen, PVDF = Polyvinylidendifluorid, PES = Polyethersulfon, PET =
Polyethylenterephthalat, RC = Regenerierte Cellulose, CA = Celluloseacetat
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7 Entfernung von TDN

Fur die Bindung sind daher Polymere mit lAngeren unpolaren Abschnitten wie beispielsweise
Polyamid, oder aromatischen Abschnitten wie es bei Polyethylenterephthalat oder
Polyethersulfon der Fall ist, wesentlich besser geeignet Eine weit hdhere Affinitat besteht
daher auch zwischen TDN und unpolaren Polymeren wie Polyethylen oder Polypropylen, wie
durch den Lagerungsversuch des Modellweins gezeigt wurde. Durch die Verwendung dieser
Polymere wurden allerdings auch Aromastoffe abgereichert, deren Verbleib im Wein
ausdricklich erwiinscht ist. Daher muss eine sorgféaltige Abwéagung getroffen werden zwischen
dem Vorteil, TDN aus der Matrix zu entfernen, und dem Risiko, den Wein insgesamt zu
beeintrachtigen und einem Qualitatsverlust auszusetzen. Eine weitere Mdglichkeit besteht in
der Technik des ,molecular imprinting“, bei dem durch die passgenaue Ausbildung einer
Cavitat innerhalb eines Polymers eine zielgerichtete Extraktion einzelner Molekiile mdglich
ist.2’8 Der Einsatz erfolgt dann nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip und wird hauptséchlich in
der Bioanalytik eingesetzt, da die Bindung mit hydrophilen Makromolekilen deutlich
spezifischer gestaltet werden kann. Es sind aber auch Anwendungen fur die Analytik
entwickelt worden, beispielsweise fur die Extraktion des ebenfalls hydrophoben
Cholesterins.?”® Daher scheint der Einsatz ,molecular imprinting“ spezifisch auf TDN
zugeschnittener Materialien im Bereich des Mdoglichen zu liegen, und bietet somit einen

weiteren Ansatzpunkt fir zukinftige Forschungen.
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Die Rieslingrebe gilt aufgrund ihrer Resistenz gegeniber Umwelteinflissen und der
bemerkenswerten Suszeptibilitat gegentiber dem Terroir als die Vorzeigerebe Deutschlands.
Durch starke Sonnenexposition der Reben oder lange Lagerung der Rieslingweine tritt jedoch
im Zuge des Klimawandels vermehrt eine ,Petrol-Fehinote* auf, die durch
1,1,6-Trimethyl-1,2-dihydronaphthalin verursacht wird. Ziel dieser Arbeit war es, die
Konzentration an TDN zu bestimmen, ab der sich Rieslingweine wahrnehmbar verandern oder
sogar abgelehnt werden, sowie gezielt weinbauliche und oenologische Maflnahmen zu
entwickeln, um die Gehalte an gebundenem und freiem TDN zu reduzieren. Dafur wurde
zunachst eine Methode am Forschungsstandort etabliert, um sowohl die Gehalte an
gebundenem TDN und Vitispiran, freiem TDN und weiteren wichtigen Aromastoffen zu
bestimmen.

Um die sensorische Relevanz von TDN beurteilen zu kdnnen, wurden entsprechende
Wahrnehmungsschwellen von geschulten Prifern ermittelt. Dabei wurde sowohl die
grundlegende Matrix durch die Verwendung von Wasser, Modellwein und Rieslingwein variiert,
als auch die Matrixparameter Alkoholgehalt und Carbonisierungsniveau, um die Varianz der
in Deutschland vorkommenden Produkte adaquat abzubilden. Dabei konnte der in den USA
ermittelte Wahrnehmungsschwellenwert von ca. 2 pg/L bestatigt werden;® gleichzeitig wurde
beobachtet, dass sich die Schwellenwerte zwischen den Matrices Wasser, Modellwein und
Rieslingwein weniger unterscheiden, als es aufgrund der Verteilungskoeffizienten zu erwarten
war. TDN geht in einer rein wassrigen Matrix leichter in die Gasphase Uber als es bei
Modellwein der Fall ist, was an der besseren Loslichkeit in Anwesenheit von Ethanol in der
flissigen Phase liegt. In Wein fihrt die erhdhte lonenstarke dazu, dass die Loslichkeit von
TDN abnimmt und der Ubertritt in die Gasphase erleichtert wird. Sensorisch scheint vor allem
die Maskierung von TDN durch Alkohol, CO, und andere Aromastoffe eine Rolle zu spielen,
die zu einer Verringerung der Geruchsschwelle gegeniiber dem berechneten Erwartungswert
fuhrt.

Gleichzeitig wurde die Relevanz der angewandten Methodik bei der Berechnung von
Schwellenwerten dargelegt. Bei der Anwendung rein statistischer Berechnungen werden die
psycho-physiologischen Gegebenheiten durch die menschlichen Prifer weitgehend ignoriert,
was zu einer Verzerrung der ermittelten Schwellenwerte nach unten fihrt. Die Anwendung von
drei anderen mdglichen Methoden, die auf sensorischen Erfahrungen basieren, lieferte jedoch
nahezu die gleichen Ergebnisse fur die ermittelten Schwellenwerte. Bei der Anwendung dieser
Methoden auf die Bestimmung der Wahrnehmungsschwelle von TDN durch Verbraucher
ergab sich ein Wert von 14,7 ug/L, der um ein Mehrfaches lber dem Schwellenwert von
geschulten Priifern liegt. Dies liegt zum einen an der zusétzlichen Erfahrung der geschulten
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Prufer im Umgang mit sensorischen Prifungen, zum anderen kann bei Verbrauchern nicht
kontrolliert werden, ob diese frei von auB3eren Beeintrachtigungen wie einer kirzlichen
Nahrungsaufnahme oder individueller, geringerer sensorischer Empfindlichkeit sind. Zeitgleich
reprasentiert eine Studie unter Verbrauchern ein realitdtsnaheres Bild fur die Beurteilung der
sensorischen Relevanz der Petrolnote, sobald es um Vermarktungsaspekte fur den breiten
Konsumentenmarkt geht.

Allerdings lag der Wert deutlich unterhalb der Werte, die in Neuseeland und den USA
ermittelten wurden,® was sich unter Umstanden durch Gewohnungseffekte der dortigen
Verbraucher gegeniiber TDN erklaren lasst, die hierzulande nicht oder kaum ins Gewicht
fallen. Dies gilt in gleichem Mal3e fir die Konzentration, ab der TDN von Verbrauchern
Uberwiegend als negativ bewertet wurde; sie lag mit 60 ug/L fur einen einjahrigen Rieslingwein
deutlich unterhalb den bisher publizierten Ablehnungsschwellen von 157 pg/L flr
neuseelandische und 82 pg/L fur US-Verbraucher.® Wahrend das Alter der Probanden die
Sensitivitdit gegenliber TDN nicht zu beeinflussen scheint, wurden zwei weitere
Einflussfaktoren auf die Ablehnung von TDN-reichen Weinen durch Verbraucher identifiziert:
Die akzeptierte TDN-Konzentration steigt mit zunehmendem Alter des Weins auf 91 ug/L fir
einen achtjahrigen Riesling; auRerdem wurden die eingesetzten Rieslingweine von weiblichen
Verkostern bereits bei einer rund 40 pg/L niedrigeren TDN-Konzentration abgelehnt als von
mannlichen Probanden. Dies wiederum scheint aber auch mit der hdheren Empfindlichkeit von
weiblichen Verkostern gegeniber TDN zusammen zu hangen; so lag die
Wahrnehmungsschwelle im Mittel bei 14,7 pg/L, wahrend sie von den weiblichen Probanden
bereits bei 9 pg/L detektiert wurde, von den mannlichen dagegen erst bei rund 18 pg/L. Die
Bestimmung der Wahrnehmungsschwelle durch geschulte Prifer wurde auch fur Vitispiran
durchgefihrt, resultierend in einem Wert von 101 pg/L, der — ebenso wie es bei TDN der Fall
war — deutlich unterhalb der urspringlich berichteten Geruchsschwelle von 800 ug/L lag.

Um die ermittelten Geruchsschwellen in die Praxis zu Ubertragen, wurden die Gehalte an
freiem TDN und Vitispiran in 261 Weinen aus drei verschiedenen Weinwettbewerben
gemessen und in Bezug zu den ermittelten Geruchsschwellen gesetzt. Dabei tberschritt
keiner der Weine die Wahrnehmungsschwelle von Vitispiran, sodass von keinem signifikanten
Beitrag des Vitispiran zum Weinaroma auszugehen ist. Dagegen besal? rund die Halfte der
Weine TDN-Konzentrationen tber der Wahrnehmungsschwelle von geschulten Prifern, und
bei 15% der Weine uberstiegen die TDN-Konzentrationen auch die Wahrnehmungsschwelle
von Verbrauchern. Allerdings lag bei keinem der Weine der TDN-Gehalt Uber der
Ablehnungsschwelle. Zu beriicksichtigen ist hierbei, dass die untersuchten Weine pramierte
Teilnehmerweine mehrerer Wettbewerbe waren und in diesem Preis- und Qualitdtssegment
eine vorhandene, massiv ausgepragte Petrolnote aufgrund einer Fehllagerung, die einen
starken Anstieg der TDN-Konzentration zur Folge hatte, auszuschliel3en ist. Zudem lag das
Durchschnittsalter der Weine bei nur 1,9 Jahren, sodass die Freisetzung des TDN-Potentials
der Weine noch nicht so weit fortgeschritten war. Dennoch wurde bereits hier eine deutliche
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Korrelation zwischen dem Alter der Weine und der Uberschreitung der
Wahrnehmungsschwelle festgestellt. So wiesen rund 90% der Weine aus den beiden Mundus
Vini Wettbewerben, die alter als vier Jahre waren, TDN-Konzentrationen Uber der
Wahrnehmungsschwelle von 2 pg/L auf. Daher ist damit zu rechnen, dass mit zunehmendem
Alter der Weine und der in Zukunft weiter zunehmenden Sonneneinstrahlung auch die TDN-
Konzentrationen eines Gros der Weine nicht nur die Wahrnehmungsschwellen von
Verbrauchern Uberschreiten wird, sondern unter Umstanden auch die Ablehnungsschwelle
erreichen wird.

Mit Hilfe der MHS-SPME wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Parameter identifiziert,
die maf3geblich fir die Effizienz der instrumentellen Analytik sind, insbesondere im Bereich
der Probenvorbereitung. Die Auswahl des Materials fiir die Sorptionsphase stellt hier einen
elementaren Schritt dar. Schlie3lich konnte durch die mehrfache Extraktion derselben Probe
und der Berechnung der Extraktionsrate belegt werden, dass zur Analytik der vergleichsweise
unpolaren Cis-Norisoprenoide durch die Verwendung von Carboxen- und PDMS-Fasern
deutlich héhere Extraktionsraten erreicht werden als bei einer Faser auf Polyacrylat-Basis.
Gleichzeitig ist darauf zu achten, dass auch eine adaquate Desorptionsrate beim Transfer der
Analyten auf das Trennsystem erreicht werden kann. Eine starke Erhdhung der
Injektortemperatur von 220 auf 290 °C war fiir die vollstdndige Desorption der Analyten von
der Carboxen-Faser nétig, um einerseits eine moglichst groRe Menge an Analyten in die
Gaschromatographie zu Uberfiihren, und andererseits mogliche Carry-Over-Effekte auf
nachfolgende Proben zu vermeiden. Allerdings verursacht eine dauerhaft hohere
Injektortemperatur eine hohere thermische Belastung und damit einen schnelleren Verschleil3
der Komponenten wie dem Septum oder dem Anfang der Trennséaule. Deshalb wurde fir die
weitere HS-SPME-Analytik die PDMS-Faser als Extraktionsfaser gewahlt. Einen weiteren
kritischen Punkt bei der Probenvorbereitung stellt die Methode der Probendurchmischung in
der Aquilibrierungsphase dar. Der Vergleich zwischen einem konventionellen Magnetriihrer
sowie den SMM-, Agitator- und Heatex-Modulen der Autosampler zeigte eine deutlich
geringere Extraktionsleistung bei der Verwendung der Geréte, die nur die flissige Phase durch
Ruhren bewegen. Eine zusatzliche Bewegung der Probengefal3e, wie es beim Agitator und
Heatex der Fall ist, fuhrte zu einer schnelleren Einstellung des Gleichgewichts, fur das vor
allem der Transfer der Analyten von der fliissigen Phase in die Gasphase ausschlaggebend
ist. Auch wenn die mechanische Bewegung zu einer verkirzten Lebensdauer der
Extraktionsfaser fiihren kann, bedeutet eine schnellere Verteilung entweder eine hdhere
Extraktionsrate fur den Fall, dass das Gleichgewicht noch nicht erreicht wurde, oder eine
verkurzte Dauer der Aquilibrierungsphase und damit eine kiirzere Probenvorbereitungszeit.
Aufbauend auf den Ergebnissen wurde die Methode zur Analytik von TDN, Vitispiran und
anderen flichtigen Inhaltsstoffen angepasst und implementiert, und wurde fiir die Analyse der
hergestellten Weine in der weiteren Arbeit genutzt wurde.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden mehrere lang- und kurzfristige weinbauliche
Mafllnahmen in zwei- bis dreijdhrigen Versuchsreihen hinsichtlich ihrer Eignung zur
Reduzierung von freiem und gebundenem TDN evaluiert. Daflr wurde die von Gok et al.
publizierte Schnellmethode zur Erfassung von gebundenem TDN und Vitispiran am
Forschungsinstitut etabliert und angewendet.?®° AufRerdem wurden die Weine auch auf ihre
Gehalte an anderen wichtigen Aromastoffen untersucht, ebenso wie einige Weine einer
sensorischen Prifung unterzogen wurden, um potentielle Qualitatsverluste zu identifizieren,
die mit der zielgerichteten instrumentellen Analytik nicht zu erfassen sind.

Die Wahl der Unterlage hat dabei sowohl einen Einfluss auf die Wichsigkeit, den Ertrag als
auch auf die Menge an gebundenem TDN. Wahrend fir die Unterlage ,Richter 110 in zwei
aufeinander folgenden Jahrgangen die hochsten und fir die Unterlage ,SO4“ jeweils die
niedrigsten Gehalte an gebundenem TDN gemessen wurden, wiesen die anderen Parameter
Schwankungen zwischen den Jahrgangen auf, die starker waren als die Schwankungen
innerhalb eines Jahrgangs. So lagen die Gehalte an gebundenem TDN und Vitispiran in den
Rieslingweinen des relativ kithlen und feuchten Jahrgangs 2016 — mit einem niedrigen Wert
an hefeverfiigbarem Stickstoff — deutlich tGber den Gehalten der Weine des darauffolgenden
Jahrgangs 2017. Insgesamt besaf3en die 2017er Weine hohere Gehalte an Aromastoffen, als
es 2016 der Fall war, allerdings neigten die Weine aus dem Jahr 2016 aufgrund des
niedrigeren pH-Werts zu einer verstarkten hydrolytischen Freisetzung von TDN.

Des Weiteren wurde der Einfluss des Rieslingklons auf die hergestellten Weine betrachtet.
Dies erfolgte in drei aufeinanderfolgenden Jahrgangen und leistete damit einen wichtigen
Beitrag beziglich des Ausmalies saisonaler Schwankungen. Wie in der Versuchsreihe mit
variierenden Unterlagen hatte der Jahrgang selbst den starksten Einfluss auf die untersuchten
Merkmale, aber die Unterschiede zwischen den Klonselektionen wiederholten sich signifikant.
Bei der tiefergehenden Beleuchtung der Griinde fiir die Unterschiede zwischen den Klonen ist
festzuhalten, dass die Traubenstruktur einen gravierenden Einfluss auf die Bildung von
gebundenem TDN hatte — je lockerbeeriger die Traube, desto mehr gebundenes TDN war
vorhanden. Dies lasst sich vor allem durch die Sonnenexposition der einzelnen Traube
erklaren, die umso hoher ist, je freier die Beere in der Traube positioniert ist. Je dichter
dagegen die Traube gepackt ist, desto weniger Carotinoide werden in der Beerenhaut durch
die UV-Strahlung abgebaut, resultierend in einem niedrigeren Gehalt an gebundenem TDN.

Fir Beeren unterschiedlicher Gro3e waren ahnliche Ergebnisse zu erwarten, da mit einem
geringeren Beerendurchmesser der Anteil der Schale und damit der Anteil der
Carotinoidabbauprodukte am gesamten Beerengewicht steigt. Deswegen wurden die Beeren
der einzelnen Klone nach ihrer GroRRe sortiert, und die aus den einzelnen Beerenfraktionen
hergestellten Weine untersucht. Entgegen dieser Annahme konnte hinsichtlich der
BeerengrofRe kein reproduzierbarer Trend in den Jahrgdngen 2015-2017 festgestellt werden,
weder bezuglich freiem oder gebundenem TDN noch in Bezug auf andere Aromastoffe.
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Auch hier ist zu konstatieren, dass saisonale Schwankungen den Léwenanteil der Varianz
verursachen, und daher Ergebnisse aus Studien, die weinbauliche Aspekte nur in einem
einzelnen Jahrgang beleuchten, nicht beliebig auf andere Jahrgange Ubertragen werden
konnen, vor allem beziglich einer besseren Eignung eines einzelnen spezifischen Parameters
wie einer bestimmten Unterlage, einem spezifischen Klon oder einer bestimmten
Beerengrofe.

Ebenfalls untersucht wurde die weinbauliche Praxis der Minimalschnitterziehung, bei der ein
Anstieg an freiem TDN von durchschnittlich 39% ermittelt wurde. Dabei stieg allerdings auch
der Gehalt anderer Aromastoffe, insbesondere von (3-Damascenon, Linalool, 4-Vinylguaiacol
und einiger Esterverbindungen signifikant an, die unter Umstanden das Auftreten der
Petrolnote durch Maskierungseffekte unterbinden koénnen. Ein ahnlicher Anstieg der
Cisz-Norisoprenoide wurde bei einer verlangerten Reifezeit — bedingt durch eine spatere Ernte
— festgestellt, allerdings ohne gleichzeitige Akkumulierung von positiv besetzten Aromastoffen
oder deren Vorlaufern.

Eine weitere Eingriffsmdglichkeit in den Stoffwechsel der Weinrebe stellen
Entblatterungsmalnahmen dar. Dadurch, dass eine héhere Exposition der Reben und Beeren
gegenlber Temperatur und Sonnenexposition die Bildung von Carotinoiden anregt, flhrt eine
intensive Entblatterung zu einem deutlichen Anstieg der Cis-Norisoprenoide als
Abbauprodukte der Carotinoide. Verglichen mit der einseitigen Entfernung von 75% der Blatter
in der Traubenzone zum Zeitpunkt der Véraison flihrte eine zeitgleiche, vollstandige
Laubentfernung zu einer Erh6éhung von gebundenem TDN und Vitispiran um 43-98%,
abhangig vor allem von den saisonalen Witterungsbedingungen. Ebenfalls entscheidend fir
die spateren Gehalte an gebundenem TDN und Vitispiran in Most und Wein war der Zeitpunkt
der Entblatterung. So scheint eine Entblatterung zur Blite die Carotinoidsynthese zu
reduzieren, sodass in Folge auch weniger gebundene Cis-Norisoprenoide in den Beeren
enthalten sind; die Laubentfernung einen Monat spater dagegen filhrte zu einer Steigerung
der Gehalte an gebundenen Cis-Norisoprenoiden, als es zur Blite, oder einen Monat spater
zur Véraison der Fall war. Der vollstandige Verzicht auf eine Entblatterung ist neben phyto-
sanitdren Griinden auch hinsichtlich der Gehalte an gebundenem TDN nicht sinnvoll: Die
Gehalte an gebundenem TDN waren in den Weinen, die aus der nicht entblatterten
Kontrollvariante hergestellt wurden, in jedem der drei untersuchten Jahrgénge hoher als es bei
den Weinen der Fall war, die von Reben geerntet wurden, die zur Blite entblattert wurden. Die
Gehalte an freiem TDN und Vitispiran folgten einem &hnlichen Verlauf, wenngleich die
Unterschiede weniger ausgepragt waren als bei den gebundenen Varianten. Die Analyse der
anderen freien Aromastoffe und die Ergebnisse der Verkostung der hergestellten Weine
betonen ebenfalls die Vorteile der EntblatterungsmaRnahmen zur Bliite oder zur Véraison.
Hier wurden im Durchschnitt die h6heren Gehalte an Estern gemessen und parallel dazu eine
hohere Fruchtigkeit festgestellt, wahrend unerwiinschte sensorische Merkmale wie ein hartes
Mundgefiihl oder Bitterkeit verstérkt bei den Weinen aus der Kontrollvariante und der Variante
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auftraten, die einen Monat nach der Blite entblattert wurden. Die gangige Praxis der spaten
Entblatterung zur Faulnisvermeidung aufgrund einer besseren Durchliftung der Traubenzone
im Herbst, kann durch diese Arbeit bestétigt werden, da durch die Entblatterung zu diesem
Zeitpunkt auch keine unerwiinschte Erhdhung des TDN-Potenzials auftritt, solange die
Entblatterung in einem moderaten Maf3e durchgefihrt wird.

Bei der Weinherstellung, im Speziellen beim Keltern der Trauben, hatte eine Erh6hung des
Pressdrucks von 0 auf 1,5 bar einen starken Anstieg an gebundenem TDN und Vitispiran um
67% bzw. 128% im Mittel aus zwei aufeinander folgenden Jahrgéangen zur Folge. Gleichzeitig
stieg auch die Konzentration von (-Damascenon, 4-Vinylguaiacol, Linalool und einiger
Esterverbindungen zwischen 80% und 222% an, wahrend sich der Gesamtsauregehalt um
19% verringerte. Durch den héheren Sauregehalt der Fraktionen, die bei 0 bar und 0,4 bar
gewonnen wurden, stieg allerdings die Freisetzungsrate von TDN und Vitispiran, sodass die
Weine, die aus diesen beiden Fraktionen hergestellt wurden, nach einer neunmonatigen
Lagerung die héchsten Konzentrationen an freiem TDN und Vitispiran aufwiesen. Au3erdem
fuhrte der hohe Sauregehalt dazu, dass vor allem die Acetatester einer rapiden
saurekatalysierten Spaltung unterlegen waren, die zu einer Abnahme zwischen 35% und 92%
des urspringlich in frisch fermentiertem Wein vorhandenen Gehalts fiihrten. Ein hoher
Gesamtsauregehalt wahrend der Géarung selbst, der durch Sauerung bzw. Entsduerung des
Mosts erreicht wird und zu Verénderungen im Hefemetabolismus fiihren kann, hatte dagegen
auf die Menge des gebundenen TDN kaum Einfluss. Ein niedriger pH-Wert sorgt einerseits
dafur, dass das Risiko eines bakteriellen Verderbs insbesondere zwischen dem Ende der
Fermentation und der Abfiillung stark sinkt, andererseits kann ein zu niedriger pH-Wert,
gemeinsam mit dem durch die Fermentation gebildeten Alkohol, dazu fihren, dass es zu
Garstérungen kommt, die unter Umstanden ein vorzeitiges Ende der Fermentation bewirken.
Zusatzlich fordert ein hoher Séauregehalt den Abbau und die Oxidation von positiv besetzten
Aromastoffen wie Linalool oder diversen Acetatestern. Wahrend ein moderater Sauregehalt
bei der Herstellung der Weine durchaus positiv betrachtet werden kann, so ist eine zu starke
Séauerung aufgrund der Freisetzung von TDN, dem Abbau anderer Aromastoffe und der
maoglichen Verringerung der Hefeaktivitéat zu vermeiden.

Bei der Anreicherung des Mostes verringerte vor allem die Zugabe von stickstoffbasierten
Nahrsubstraten die Bildung von gebundenem TDN und Vitispiran, bedingt durch die
Vermeidung der Unterversorgung der eingesetzten Hefen. Dabei wurde festgestellt, dass in
einem Jahr, in dem der natirliche Stickstoffgehalt relativ niedrig ist, die Nahrstoffgabe
wesentlich effektiver war als in Jahren, in denen die Beeren bereits einen héheren Gehalt an
nativem hefeverfligbaren Stickstoff aufweisen. Die generelle Anregung des Hefemetabolismus
fuhrte dartber hinaus auch zu einer Zunahme von Ethyl- und Acetatestern um 47% bis 130%;
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gleichzeitig wurde eine Verringerung von 4-Vinylguaiacol und Fuselalkoholen um bis zu 72%
in den Varianten mit einer héheren Stickstoffgabe festgestellt. Auch hier wirkt sich die
Supplementierung weniger stark auf bereits zuvor stickstoffreichen Most aus.

Hohe Gartemperaturen fihrten bei Hefen, die vor allem fur die Garung von Weilwein selektiert
wurden, tendenziell zu einer verringerten Auspragung griner und fruchtiger Aromanoten,
dagegen stieg die Bildung von wiirzigen und auch oxidierten Noten. Darunter scheint auch die
verstarkte Bildung von gebundenen Cis-Norisoprenoiden zu fallen. So fuhrte die Anhebung
der Gartemperatur von 12 auf 24 °C zu einer Steigerung der Konzentration an gebundenem
TDN von knapp 50% in den zwei untersuchten Jahrgangen. Ebenso stiegen die Gehalte an
B-Damascenon, 2-Phenylethanol und 2-Phenylethylacetat mit hoherer Temperatur stark an,
einhergehend mit einer Abnahme von Linalool und einigen Esterverbindungen. Die
sensorische Verkostung der Weine spiegelt diese Beobachtungen in beiden untersuchten
Jahrgéngen wider. Die bei hohen Temperaturen fermentierten Weine waren deutlich dunkler
und wurden verstarkt durch die Attribute ,Honig“ und ,Petrol” beschrieben, wahrend die bei 12
und 16 °C fermentierten Weine eine hohere Fruchtigkeit sowie griine und apfelartige Attribute
aufwiesen. Auf der anderen Seite bedingen niedrige Gartemperaturen auch eine deutliche
Verlangerung der Gardauer sowie die Gefahr, dass die Garung bei zunehmendem
Alkoholgehalt ins Stocken kommt und noch deutliche Mengen an Restzucker im resultierenden
Wein enthalten sind. Dies wurde innerhalb der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit nur
bei der Fermentation bei 12 °C beobachtet.

Ebenfalls untersucht wurde der Einfluss von verschiedenen Hefestammen auf TDN und
Vitispiran. Dabei wurden neun verschiedene Hefestamme eingesetzt, was zu
unterschiedlichen Ergebnissen beziglich der Préferenz des jeweiligen Hefestamms zur
Ausbildung von gebundenem TDN bzw. Vitispiran fuhrte. Innerhalb der einzelnen Jahrgénge
wurde durch die Variation des Hefestamms die Konzentration an gebundenem TDN zwischen
20 und 50% reduziert; ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir gebundenes Vitispiran und freie
Aromastoffe festgestellt. Jedoch gab es eine ausgepragte Fluktuation der einzelnen
Hefestamme zwischen den Jahrgédngen, so sprachen die Hefen auf unterschiedliche
Bedingungen wie der variierenden Zusammensetzung des Mosts in unterschiedlicher Weise
an. Wéahrend bei der Halfte der Hefen kein Trend zu erkennen war, eigneten sich zwei der
Hefen besser fir die Reduzierung des gebundenen TDN in Most mit hohem Stickstoffgehalt;
die Fermentationen durch drei weitere Hefestamme fihrte zu Weinen mit niedrigeren
TDN-Gehalten in Jahrgdngen mit n&hrstoffarmen Most.

Durch die Unterlassung der Filtration der Weine vor der Abfillung waren nach neunmonatiger
Lagerung deutlich hohere Gehalte an Esterverbindungen, 4-Vinylguaiacol, Linalool sowie an
gebundenem und freiem TDN und Vitispiran zu beobachten. Vor allem letzteres kénnte durch
die partielle Entfernung glykosidisch gebundener Vorlaufer verursacht worden sein, die an
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Makromolektle wie Polysaccharide angelagert sind, und mit der Filtration entfernt werden.
Dieser Trend war ausgepragter, je niedriger der pH-Wert der zugrunde liegenden Weine war.
Zudem findet durch die Filtration eine leichte Entsauerung durch die Entfernung ausgefallenen
Tartrats statt, was durch den niedrigeren S&uregehalt vermutlich zu einer verzégerten
Freisetzung von TDN und Vitispiran aus ihren Vorlaufern gefiihrt hat. Damit bietet die Filtration
bei niedrigen pH-Werten den Vorteil, dass der Gehalt an potentiellem TDN reduziert wird; bei
hoheren pH-Werten flhrt eine Filtration zwar nicht zur Reduzierung des TDN-Gehalts, ist aber
zur Vermeidung mikrobiellen Verderbs sinnvoll.

Intensiver untersucht wurde auch die Lagerung der Weine im Hinblick auf die Temperatur, die
Art des Flaschenverschlusses und die Flaschenorientierung. Mit der Lagertemperatur wurde
der groRte Einflussparameter auf die Freisetzung von TDN wie auch Vitispiran identifiziert. Die
Auswirkungen der anderen untersuchten Lagerungsparameter bleiben stark dahinter zurtick,
wobei die Uberschichtung der Weine mit einer Stickstoffschutzatmosphare bei der
Lagerungsdauer von fiinf Monaten keinerlei Einfluss auf die Konzentration an gebildetem TDN
hatte. Damit ist der Einfluss anwesenden Sauerstoffs auf die TDN-Bildung als minimal
anzusehen. Als ebenfalls relevant fur die Konzentration an TDN sowie der Halfte der anderen
untersuchten Aromastoffe haben sich sowohl die Wahl des Flaschenverschlusses wie auch
die Flaschenorientierung, also die horizontale bzw. vertikale Lagerung, ergeben: Die
Verwendung von Kork als Flaschenverschlussmaterial reduzierte den Gehalt an freiem TDN
nach funfmonatiger Lagerung um rund ein Drittel gegeniber dem (blichen BVS-
Schraubverschluss. Die Konzentrationen an Vitispiran sowie 3-Damascenon lagen fir die
Weine in Flaschen mit Schraubverschluss ebenfalls um 28% bzw. 19% héher, wahrend fir die
anderen Aromastoffe nur geringe Veranderungen beobachtet wurden. In liegend gelagertem
Wein wurden unter anderem geringere Gehalte an TDN, Vitispiran und Linalool nachgewiesen,
allerdings nur bei der niedrigsten Lagertemperatur von 5°C. Bei Erh6éhung der
Lagertemperatur auf 16 bzw. 25 °C drehte sich das Verhaltnis um, sodass in bei 25 °C liegend
gelagertem Wein rund 67% mehr TDN enthalten war als in Wein, der stehend gelagert wurde.

Die Anwendung von Adsorptions- und FiltrationsmalBhahmen im Kleinst- sowie
Technikumsmalflistab vermochte die Gehalte an vorliegendem freien TDN in Weinen um bis zu
80% zu reduzieren, wahrend die Abreicherung der meisten anderen Aromastoffe dagegen
deutlich geringer war. Der Einsatz der als vielversprechend identifizierten Polymere in
handelstiblichen Gebindegréfzen von 750 mL flhrte nur zu einer geringen Verminderung des
im Wein enthaltenen freien TDN aufgrund des geringen Volumens der Sorptionsphase. Es ist
denkbar, dass der invasive Eingriff der Filtration in den Wein umgangen werden kann, indem
die Einsatze im Flaschenverschluss weiter optimiert werden und unter Umstanden TDN noch
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spezifischer entfernt werden kann. Hieraus ergibt sich fur die Zukunft noch weiterer
Forschungsbedarf.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit durch die Schwellenwertbestimmungen mit
geschulten Prifern und Verbrauchern die sensorische Relevanz des die Petrol-Fehinote
verursachenden TDN ermittelt. Zudem wurden weinbauliche und oenologische MalRnhahmen
identifiziert und evaluiert, die geeignet sind, sowohl das TDN-Potential wie auch die
Freisetzung und Anwesenheit des sensorisch aktiven freien TDN zu verringern. Besondere
Aufmerksamkeit verdienen dabei die jeweils mehrjahrigen Versuchsreihen, die die saisonalen
Schwankungen vor allem fur die weinbaulichen Parameter, aber auch fur die
Mostzusammensetzung mit einbeziehen, sodass der bisherige Wissenstand zusatzlich um
den Einflussfaktor des Jahrgangs ergénzt wurde. Damit leistet diese Arbeit einen wichtigen
Beitrag fur die Weinwissenschaft und Weinwirtschaft zur Anpassung der Weinherstellung an
den fortschreitenden Klimawandel.
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12.2 Bestimmung der TDN-Wahrnehmungsschwelle von Verbrauchern

Tablett A

Schwellenwertbestimmung:

Bitte kreuzen Sie nach geruchlicher Beurteilung in jeder Zeile die Glasnummer an, die |
Meinung nach die abweichende Probe (Petrolnote) in der jeweiligen Dreiergruppe darstellt

Verkosten Sie bitte von in jeder Reihe von links nach rechts und unten nach oben.

O
O
O

792 843 629
O O O
4. 542 137 411
O O O
3. 748 625 881
O O O
2. 471 194 346

—
mO
a1
@

N
w
o
~J
ul
G)Q

Wenn Sie méchten, kénnen Sie uns mithilfe einiger persénlicher Daten weiterhelfen
(Angaben freiwillig):

Geschlecht: O weiblich O mannlich

Alter: O <25 O 25-35 O 35-45 O 45-55 O 55-65 O >65

Vielen Dank fiir Ihre Mitarbeit!

Abbildung 26: Fragebogen zur Bestimmung der Wahrnehmungsschwelle von Verbrauchern
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Tabelle 5: Ergebnisse der Bestimmung der Wahrnehmungsschwelle von Verbrauchern

. TDN-Konzentration [pug/L] BET Geschlecht | Alter
Teilnehmer [Ho/L]
0,3 1 3 10 30 100 | 3002
1 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m 45-54
2 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m >64
3 0 0 0 0 0 1 1 54,77 m 45-54
4 0 1 0 0 1 1 1 17,32 m <25
5 0 0 0 0 1 1 1 17,32 w 55-64
6 0 1 1 1 0 1 1 54,77 m 25-34
7 0 1 1 0 1 1 1 17,32 m 45-54
8 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 45-54
9 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m 45-54
10 0 1 0 1 0 1 1 54,77 w 35-44
11 0 0 0 1 1 0 1 173,21 m <25
12 0 0 0 0 0 1 1 54,77 m 25-34
13 0 0 0 0 1 1 1 17,32 w 55-64
14 0 0 1 0 1 1 1 17,32 m 55-64
15 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m <25
16 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 35-44
17 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 25-34
18 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m 45-54
19 0 0 0 1 0 1 1 54,77 m <25
20 0 0 0 1 0 1 1 54,77 w 35-44
21 0 0 0 0 0 1 1 54,77 m 45-54
22 0 0 1 1 0 1 1 54,77 w 35-44
23 0 1 0 1 1 1 1 5,48 w >64
24 0 1 1 0 0 1 1 54,77 w 55-64
25 0 1 1 1 1 1 1 0,55 m <25
26 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m 45-54
27 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 45-54
28 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m >64
29 0 1 1 1 1 1 1 0,55 m 45-54
30 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m 55-64
31 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m <25
32 0 0 1 0 1 0 1 173,21 m <25
33 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m 55-64
34 0 0 1 0 1 1 1 17,32 w 35-44
35 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 35-44
36 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m >64
37 0 0 0 1 1 0 1 173,21 m 35-44
38 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m 45-54
39 0 0 1 0 1 1 1 17,32 m 25-34
40 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m >64
41 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m 25-34
42 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m >64
43 0 0 1 1 0 1 1 54,77 m 45-54
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44 0 1 1 1 1 1 1 0,55 m 55-64
45 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m 55-64
46 0 1 0 0 0 0 1 173,21 m 55-64
a7 0 0 0 0 1 1 1 17,32 w <25
48 0 0 1 0 1 1 1 17,32 m 45-54
49 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 45-54
50 0 1 1 1 1 1 1 0,55 w 25-34
51 0 0 0 1 0 1 1 54,77 m 25-34
52 0 1 1 1 1 1 1 0,55 m 45-54
53 0 1 0 1 1 1 1 5,48 w 35-44
54 0 1 0 1 0 1 1 54,77 m <25
55 0 1 1 0 1 1 1 17,32 m <25
56 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 25-34
57 0 0 1 0 0 1 1 54,77 m >64
58 0 0 0 0 0 1 1 54,77 w 35-44
59 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m 35-44
60 0 0 0 1 1 0 1 173,21 m 55-64
61 0 1 0 1 0 1 1 54,77 w 25-34
62 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 35-44
63 0 0 1 0 1 1 1 17,32 m 45-54
64 0 0 1 0 1 1 1 17,32 w 55-64
65 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 45-54
66 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m 45-54
67 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 45-54
68 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m 45-54
69 0 0 0 0 0 1 1 54,77 w 25-34
70 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 35-44
71 0 1 1 0 1 1 1 17,32 m 35-44
72 0 1 1 1 0 1 1 54,77 w 25-34
73 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m 55-64
74 0 0 0 0 1 0 1 173,21 m 45-54
75 0 0 0 0 0 0 1 173,21 m 55-64
76 0 1 1 1 1 1 1 0,55 w 25-34
77 0 1 0 1 0 0 1 173,21 w 45-54
78 0 0 1 0 1 1 1 17,32 m 45-54
79 0 0 1 1 0 0 1 173,21 w 55-64
80 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m 25-34
81 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m 35-44
82 0 1 1 1 1 1 1 0,55 m 45-54
83 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 45-54
84 0 0 0 0 0 1 1 54,77 m 55-64
85 0 0 0 0 0 0 1 173,21 m 25-34
86 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 45-54
87 0 0 0 0 1 1 1 17,32 w 55-64
88 0 0 1 0 1 1 1 17,32 w 45-54
89 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 55-64
90 0 1 0 0 0 1 1 54,77 w 55-64
91 0 0 0 1 0 0 1 173,21 w 45-54
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140 0 0 1 1 1 1 1 1,73 m 45-54
141 0 1 0 0 1 1 1 17,32 m <25
142 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m <25
143 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m <25
144 0 0 0 1 1 1 1 5,48 m 45-54
145 0 0 0 1 0 1 1 54,77 w 45-54
146 0 1 0 1 1 1 1 5,48 w 45-54
147 0 0 0 0 0 1 1 54,77 m 25-34
148 0 1 1 1 1 1 1 0,55 m 45-54
149 0 0 0 0 0 1 1 54,77 w 45-54
150 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m 55-64
151 0 0 0 0 1 1 1 17,32 m 45-54
152 0 0 0 1 1 1 1 5,48 w 55-64
153 0 1 0 1 1 1 1 5,48 m 55-64
154 0 1 1 1 1 1 1 0,55 w 55-64
155 0 0 1 1 1 1 1 1,73 w 45-54
156 0 0 0 0 1 1 1 17,32 w 55-64
Anteilrichtiger | | 435 | 04 | 063 | 074 | 0865 | 1
Antworten
Konzeertration 0,00 | 1,10 | 2,30 | 3,40 | 4,61
DT
graphische pg/L 14,74
Methode
Mittelwert
BET ug/L 12,24
(DT E679)
DTE1432 | pg/L 17,21

a hypothetische Konzentrationen, dienen lediglich der Berechnung
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12.3 Erganzende Daten zu: Comparison of Solid-Phase Microextraction Using
Classical Fibers Versus Mini-Arrows Applying Multiple Headspace Extraction and

Various Agitation Techniques

Tabelle 6: Validierungsdaten der HS-SPME-GC-MS fiir TDN und Vitispiran

TDN

Vitispiran

frei gebunden frei

gebunden

Arbeitsbereich 0,05-20,1 5-201,0 0,2-20

9 20-209,4

BestimmtheitsmaR R?2 0,998 0,947 0,957

0,929

LOD 0,014 5,36 0,046

4,58

LOQ 0,042 4,21 0,134

13,49

Wiederfindung 104,3+6,7

105,1+12;3

Methodenprazision Vi 0,67 4,85 1,87

6,55

TDN

Relate e Abundance

1300 138 1357 13% U HoT Ul M1

Torw

Abbildung 27: Chromatographische Trennung von TDN und TDN-d6
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Abbildung 28: Reinheitskontrolle des eingesetzten isotopologen d6-TDN Standards
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RT: 14.89 - 26.81
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Abbildung 29: Reinheitskontrolle des eingesetzten isotopologen TDN Standards
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Abbildung 30: Chromatogramm eines Versuchsweins im Full-Scan-Modus, vor Hydrolyse
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Abbildung 31: Abbildung 30: Chromatogramm eines Versuchsweins im Full-Scan-Modus, nach
Hydrolyse und Zusatz von d6-TDN
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12.4 Supporting information zu: Impact of Rootstock, Clonal Selection, and Berry Size
of Vitis vinifera sp. Riesling on the Formation of TDN, Vitispiranes, and Other Volatile

Compounds
3 75 Hoom ——oyearaverane] 81 Bioos
20 SIDZDDQEM Jun 05 45 j? +
40 <5
o~ 25 {  bud break Qarvest B E 2
e Apr 22 R E =5
® 20 3 = Zy
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o | ; 8 9 10 1" 12 13 14
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3 Taoie Bloom VBTN | 10 yoar average] " 8
GDD 1467 Jun 17 Aug 24 45
30 {Hi 1948 0 7
@ 25 1 bud break T 3 g 56
2 20 ot 30 E =5
g o g 'q__) 3 RR" Moo
2 2
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10 L 1 y =-1.007x + 16.108
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nApr May Jun Jul Aug Sop Oct Nnvu 8 8 10 " 12 3 14
Cluster density [g/cm]
35 Gorr Bloom VEramon p— Te—
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30 Hi 1994 0 8 NS00
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g2 »e 25 -
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g1’ 20 & o4 Tl
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10 8, B1091 Nm“'{-n‘fj:”m“
s I 5 1 -."._EEQU - T
o Lhad bl bk 0 o 207
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. . Cluster density [g/cm]
Figure S1: Climate data (temperature and
precipitation) of vintages 2015-2017, Figure S2: Correlation between cluster density
including growing degree days (GDD) and (g/cm) and free TDN (ug/L) in wine obtained from
Huglin index (HI) and time points of bud eight different clones and three vintages (top, 2015;
break. véraison and harvest. middle, 2016; bottom, 2017). Data represent mean

values of n = 3 for determination of cluster density
and n = 2 for chemical analysis.
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Table S1: Phenological Data of Clones from Vintages 2015 to 20172

clone vintage grape weight bunch length cluster density
(9) (cm) (g/cm)
N90 1745+ 18.6 14.2+0.6 12.3+0.5
B1090 126.4+7.8 129+1.0 9.8+04
B1091 156.3+5.5 148+1.1 10.6+0.4
B1094 2015 134.4+25 15.0+0.7 8.9+0.3
Red Riesling 191.1+14.7 150+1.1 12.7+0.6
GM312 153.7+5.1 16.3+1.0 9.5+0.2
TR34 176.3+12.6 16.0+1.0 11.0+0.2
DN500 160.5+10.4 16.2+0.9 9.9+04
N90 191.8+11.3 149+0.1 129+0.3
B1090 135.9+184 13.1+1.2 10.4+0.2
B1091 1355+12.3 13.6+0.8 10.0+0.2
B1094 2016 121.8+2.3 12.7+0.1 95+0.1
Red Riesling 190.4 +3.2 15.8+0.3 12.1+0.2
GM312 145.8 £10.3 145+0.4 10.0+0.5
TR34 151.9+3.9 143 +0.3 10.6 +0.2
DN500 162.4 + 4.6 15.6+0.3 104+0.1
N90 179.5+3.3 15.2+0.2 11.8+0.2
B1090 136.3+6.7 13.7+0.5 10.0+0.2
B1091 131.6+6.4 13.8+0.5 9.5+£0.2
B1094 2017 1329+44 141+0.2 9.5+0.1
Red Riesling 186.5+5.8 15.1+£0.7 12.3+0.3
GM312 149.3+4.7 15.0+0.3 10.0+0.2
TR34 165.4 +3.4 15.2+0.3 109+0.1
DN500 143.5+ 9.6 14.8+0.5 9.7+0.2
. - Clone *kk *% *k%k

significance vintage ns ns ns

aData represent mean values including standard deviation with n (2015) = 4x5 and n (2016, 2017) =
3x10. Significance is indicated with ns (not significant), * (p<0.05), ** (p<0.01) and *** (p<0.001).
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Impact of Defoliation on the Formation of TDN, Vitispiranes

12.5 Supporting info zu

and Other Volatiles of Vitis vinifera sp. Riesling
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12 Anhang

12.6 Supporting information zu: Impact of Oenological Practices on Formation of
Free and Bound TDN and Other Volatiles of Vitis vinifera sp. Riesling
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Figure S1: Fermentation course of wines fermented at different temperatures. Error bars represent
standard deviation across two replications in two vintages.
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12 Anhang

Table S2: Free volatiles of Wines Bottle Aged for 9 Months, with or without Filtration prior to Bottling.
Letters Indicate Significant Differences among the Experiments within the Individual
Vintage. Data Represent Mean Values with n = 2. Significance is Indicated with ns (not
significant), * (p<0.05), ** (p<0.01) and *** (p<0.001).

2017 Odor Significance
threshold
pH 2.8 pH 3.0 pH 3.2 pH 3.4 pH Filtration
e I T
VS free lho/L] NFF 1§f7a 1?59761 112:1b 7;6‘: 101* ns ns
&.Dama LoiL] NFF 00790 1iz.16b 2371a 239351 0.05 2 e "
VinG LolL] NFF 253411 a 193;2 b 184 g b 1958 b 402 e -
LinOH (Mg/L] NFF 23569d 43%(.520 66%2;14b 882855a 5% o -
2-PhEtOH  [mg/L] NE Be 1?6‘.13b T e 14% . ns
oo oy & USe Wb mEm o £0n g .
HexOH [mg/L] NFF lllza lf.za 1111a Ooggb g2 - ns
EtAc (ma/L] NE ven 5§é§ob a5 12* . ns
cewpou 5 UESe LD mhem uela ..
EtHex (Mg/L] NE me fgd ‘o o0 1(.39b Py 142 " o
EtOct [mg/L] NFF gg 12 i? 12 0.005 2 ns ns
e pou G BSE O SIe mer Mita e .

F 519.8d 889.9c 1418.2b 1991.8 a

NF 615.3 1048.3 1544.1 2425.3
F 28.0d 42.8c 69.3b 98.1a
2MeBuAc  [ug/L] NE 336 55.0 80.6 108.6

1 Ziegler et al. (2019) 2 Waterhouse, Sacks & Jefferey (2016)

3-MeBuAc  [ug/L] 160 2 ok ok

1600 2 *okk *%
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12.7 Ergadnzende Daten zu: TDN-Entfernung

100

% 90 mBekolut C18e mBekolut Leox #Lichrolut EN
N
< 80
S —
oS X 70
S 60
> (D

% 50
ES
S 3
22 30
C 3 20
<
A §
o 0 =
A4

& & S & & & & S
A o o\'b < N il & +'§ &
((\,be *\Q V) Q\@ Q;z\ @ & 0_‘:\
0 & g < N <
D ) < <
N\ 1Y %3

Abbildung 32: In Modellwein verbliebene Aromastoffe nach Behandlung mit SPE-Kartuschen, n = 2.
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Abbildung 33: In Modellwein enthaltene Aromastoffe nach Behandlung mit Spritzenvorsatzfiltern, n = 2.
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Abbildung 34: Aromastoffe in Rieslingwein nach Behandlung mit Spritzenvorsatzfiltern, n = 2.
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