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Ziel der Arbeit war es zu verifi zieren, ob die Quantitäten in einem aus 20 ausgewählten Phenolen bestehenden Pro-
fi l für die geographische und sortenspezifi sche Charakterisierung von 50 kommerziell erhältlichen Rotweinen, mit 
speziellem Fokus auf die Weinregion Wien, verwendet werden können. Die Arbeit beschäftigte sich mit der Entwick-
lung einer schnellen, reproduzierbaren Methode für die chromatographische Trennung der Phenole, der genauen 
Quantifi zierung der Phenole über Flüssigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie und der Datenauswer-
tung mittels Diskriminantenanalyse und ihrer Interpretation. Als Trennmethode wurde die Umkehrphasen-Hochleis-
tungsfl üssigchromatographie (RP-HPLC) verwendet. Nach der Untersuchung von mehreren Säulenmaterialien, wurde 
ein Säulenmaterial mit einem Partikeldurchmesser von 1,8 μm ausgewählt. Das Material setzte sich gegen die anderen 
durch, da es in Hinsicht auf die wichtigsten Kennzahlen für chromatographische Trennungen (Kapazitätsfaktor, 
Trennstufenhöhe und chromatographische Aufl ösung) die besten Ergebnisse hervorbrachte. Die Detektion erfolgte mit 
einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer, ausgerüstet mit Electro-Spray-Ionisation-Interface (ESI) als Ionisations-
methode. Aufgrund seiner niedrigeren Signal-Rausch-Rate und der höheren linearen und dynamischen Reichweite 
wurden die fi nalen Messungen auf dem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer durchgeführt. Die statistische Unter-
suchung der Messergebnisse ergab, dass die meisten Weine in Übereinstimmung mit ihrer geographischen Herkunft und 
Rebsorte richtig gruppiert werden konnten. Es war sogar möglich, verschiedene Produzenten in der Weinregion Wien 
richtig zu gruppieren.
Schlagwörter: Wein, LC-MS, Phenole, Authentifi zierung

Analysis of (poly-)phenols in commercially available red wines by means of LC-MS. Our aim was to verify if 
quantities in a selected phenolic profi le, consisting of 20 phenols, can be used for geographical allocation and varietal 
specifi c characterisation of 50 commercially available red wines, with special interest in wines from the region of 
Vienna. Th e fi rst task was the development of a fast, reproducible and accurate method for the chromatographic sepa-
ration of (poly)phenols. Th e second task was their quantifi cation by means of liquid chromatography coupled to a mass 
spectrometer (LC-MS) and the third task was data analysis by means of discriminant statistical methods. Th e used 
separation method was reversed phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). After the examination 
of several column materials our choice was a material with a particle size of 1.8 μm. It was superior to other samples 
regarding the most important characteristics for HPLC separation (capacity factor, height of a theoretical plate and 
chromatographic resolution). Th e detection via MS was performed on a time-of-fl ight and a triple quadrupole mass 
spectrometer, both equipped with electro spray ionization (ESI) as ionization method. Th e fi nal measurements were 
performed with the triple quadrupole mass spectrometer, because of its higher signal to noise ratio and larger linear 
and dynamic range. Th e results of the statistical examination confi rmed that most wine samples could be grouped prop-
erly according to their geographical origin and variety. It was even possible to distinguish between diff erent producers 
within the region of Vienna.
Keywords: wine, LC-MS, phenols, authentication
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L’analyse de (poly-)phénols dans les vins en vente dans le commerce à l’aide du LC-MS. Le présent travail avait 
pour but de vérifi er si les quantités de phénols contenues dans un profi l comprenant 20 phénols sélectionnés peuvent 
être utilisées pour la caractérisation géographique et spécifi que aux cépages de 50 vins rouges en vente dans le commerce, 
une attention particulière étant prêtée à la région viticole de Vienne. Le présent travail porte sur le développement d’une 
méthode rapide et reproductible permettant la séparation chromatographique des phénols, leur quantifi cation exacte 
au moyen de la chromatographie en phase liquide associée à la spectrométrie de masse, et l’évaluation des données à 
l’aide de l’analyse discriminante ainsi que leur interprétation. La chromatographie liquide à haute performance en 
phase inverse (RP-HPLC) a été utilisée comme méthode de séparation. Après l’examen de plusieurs matériaux de base 
des colonnes, on a sélectionné un matériau dont le diamètre des particules se situe à 1,8 μm. Le matériau a prévalu sur 
les autres, car il a permis d’obtenir les meilleurs résultats quant aux paramètres les plus importants des séparations chro-
matographiques (facteur de capacité, hauteur des étages de séparation et résolution chromatographique).  La détection 
a été eff ectuée au moyen d’un spectromètre de masse triple quadripôle muni d’une interface d'ionisation par élec-
tronébuliseur (ESI) comme méthode [sic] d’ionisation. Les mesures fi nales ont été eff ectuées à l’aide du spectromètre de 
masse triple quadripôle, étant donné que celui-ci présente un rapport signal/bruit plus faible et une gamme linéaire et 
dynamique plus élevée. L’analyse statistique des résultats de mesure a eu pour résultat que la plupart des vins ont pu 
être groupés correctement en conformité avec leur origine géographique et le cépage.  Il a même été possible de grouper 
correctement les diff érents producteurs dans la région viticole de Vienne.
Mots clés : vin, LC-MS, phénols, authentifi cation

Phenole sind Sekundärmetaboliten, die im Pfl anzen-
reich weit verbreitet sind (Herrmann, 1989). Auf-
grund ihres ubiquitären Vorkommens in Pfl anzen und 
Pfl anzenprodukten sind Phenole omnipräsente Mik-
robestandteile der menschlichen Ernährung. Die 
Gruppe der Phenole beinhaltet etwa 8000 in Pfl anzen 
natürlich vorkommende Stoff e, welche alle die gleiche 
strukturelle Eigenschaft haben, nämlich einen aroma-
tischen Ring, welcher mindestens eine Hydroxy-
gruppe trägt (Buchanan et al., 2000). Phenole kön-
nen über die Anzahl ihrer Phenolringe und die struk-
turellen Elemente, über welche die Ringe miteinander 
verbunden sind, klassifi ziert werden. Die für diese 
Untersuchung relevanten Phenole können in folgende 
Gruppen eingeteilt werden: Phenolcarbonsäuren, Fla-
vonoide, Stilbene und Lignane (Manach et al., 2004). 
Phenolcarbonsäuren können in zwei Subklassen unter-
teilt werden: Derivate der Benzoesäure und Derivate 
der Zimtsäure. Die Flavonoide können unterteilt wer-
den in sechs Subklassen: Flavanole, Flavone, Isofl a-
vone, Flavonone, Anthocyane und Flavonole 
(Manach et al., 2004).
Phenole haben direkten Einfl uss auf die Weinqualität. 
Sie bestimmen Geschmack, Komplexität und Farbe 
des Weins (Herná ndez et al., 2006). Das Phenolpro-
fi l von Weintrauben variiert mit Sorte, Saison und 
einer großen Palette von Umwelteinfl üssen, wie Klima 
(Huber et al., 2005), Beschaff enheit des Bodens, 
Anbautechnik (Otreba et al., 2006) und Bepfl an-
zungsdichte (Jackson und Lombard, 1993). Die 
Phenole im Rotwein kommen aus verschiedensten 

Quellen, wie der Traubenhaut, dem Samen der Trau-
ben, der Reifung in Holzfässern und auch der Zugabe 
von Holz-Chips (Scheiblhofer et al., 2005).
Moderater Konsum von Wein wird auch mit positiven 
Eff ekten auf die menschliche Gesundheit assoziiert. 
Speziell das reduzierte Risiko der Erkrankung an kar-
diovaskulären Gebrechen und einigen Arten von 
Krebs war Gegenstand von vielen epidemiologischen 
Untersuchungen (Klinge et al., 2003). Die Resultate 
dieser Studien zeigen, dass die Substanzklasse mit dem 
höchsten gesundheitlichen Nutzen die Flavonoide 
sind, und hier im speziellen Resveratrol (Eder et al., 
2001; Zöchling et al., 2009). Ihre positive Wirkung 
wird auf ihre antioxidativen Eigenschaften und ihre 
Eigenschaft als Chelatbildner zurückgeführt (Shrik-
hande, 2000; Vinson und Hontz, 1995; Heim et al., 
2002).

Für Weinproduzenten und Vertreiber ist es sehr wich-
tig, dass die qualitäts- und wertrelevanten Merkmale 
ihres Weines richtig identifi ziert und auch überprüft 
werden können. All dies macht die Quantifi zierung 
von Phenolen in Wein äußerst interessant (Vrhovsek 
et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurden über 
RP-HPLC-ESI-Triple-Quadrupol-Massenspektrome-
terie die Quantitäten der Phenole in kommerziell 
erhältlichen Weinen bestimmt. Die gesammelten 
Daten wurden über Diskriminantenanalyse statistisch 
dahingehend untersucht, ob eine Zuordnung nach 
Sorte, geographischer Herkunft und Produzent 
anhand des Phenolspektrums möglich ist.
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Material und Methoden

Auswahl der Analyten

Die Analyten wurden in Anlehnung an vorhergehende 
Experimente ausgewählt, in denen Weine anhand 
ihres phenolischen Spektrums klassifi ziert wurden 
(Jaitz et al., 2010). Es wurden Flavonoide, Phenolcar-
bonsäuren und Stilbene in das zu untersuchende Phe-
nolspektrum integriert, um den Großteil der phenoli-
schen Klassen abzudecken. Es wurden auch einige 
Stoff e mit Strukturisomeren ausgewählt (Tab. 1 und 
2).

Probenvorbereitung

Die frisch geöff neten Weine (Tab. 3) wurden fi ltriert, 
(Iso-DiscTM, N-4-4, Nylon, 4 mm, 0.45 μm, Supelco, 
Bellefonte, PA, USA) und 1:10 mit einem 10 mmol/l 
Ammoniumformiat-Puff er mit einem pH-Wert von 
3,75 und 10 %vol. Methanol zu einem Endvolumen 
von 1 ml verdünnt. Anschließend wurden 20 μl inter-
ner Standard (50 μmol/l Naringenin und 3-(Trifl uo-
rumethyl) Benzoesäure in Methanol) hinzugegeben.
Ein Multi-Komponenten-Standard für die externe 
Kalibrierung des LC-MS/MS-Systems mit einer Aus-
gangskonzentration von 50 μmol/l für jede Substanz 
wurde hergestellt. Der Standard wurde in 10 mmol/l 
Ammoniumformiatpuff er, pH-Wert 3,75, mit 10 
%vol. Methanol zubereitet. Unter Berücksichtigung 
der Konzentrationen der untersuchten Substanzen in 
den verdünnten Weinproben wurde der Arbeitsbe-
reich jeder Substanz angepasst. Die Konzentrations-
schritte im Multi-Komponenten-Kalibrationsmix 
waren 0,1/0,5/1/5/10/25 μmol/l.

LC-MS Analytik

Die Quantifi zierungen der ausgewählten Phenole 
wurden auf einem Agilent 6410 Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer (Palo Alto, CA, USA) im negati-
ven Ionisierungsmodus, ausgerüstet mit einem Elec-
tro-Spray-Ionisierungs-Interface, durchgeführt. Als 
Trocknungsgas und Kollisionsgas wurde Stickstoff  ein-
gesetzt. Des Weiteren bestand der Versuchsaufbau aus 
einem Flüssig-Chromatographie-System (1200SL 
series Agilent), welches mit dem Massenspektrometer 
gekoppelt war. Das Chromatographie-System bestand 
aus einer quaternären Gradientenpumpe, einem Auto-
sampler, einem Flüssigkeits-Entgaser und einem Säu-
lenofen. Die Umkehrphasentrennung wurde mit einer 
Rapid Resolution HPLC-Säule (RR RP 18, 1,8 μm, 
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Fa. Agilent) durchgeführt. Die Mass Hunter Software 
(Version B.01.03) wurde für die Kontrolle des Geräts 
und das Prozessieren der Daten verwendet. 2-(4-Hyd-
roxyphenyl)ethanol und 4-Hydroxy-3-methoxycinna-
maldehyd konnten nicht quantifi ziert werden. Bei 
4-Hydroxy-3-methoxycinnamaldehyd war unter den 

gegebenen Bedingungen die Ionisierungseffi  zienz zu 
niedrig und 2-(4-Hydroxyphenyl)ethanol scheint im 
negativen Ionisierungsmodus nicht ionisierbar zu sein. 
Benzoesäure und Zimtsäure mussten aus dem statisti-
schen Modell ausgeschlossen werden, da die gemesse-
nen Signale unter der Nachweisgrenze lagen.
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Als Laufmittel wurden die in Tabelle 4 angegebenen 
Chemikalien verwendet (Tab. 4.).

Die Flussrate wurde auf 0,4 ml/min gesetzt und die 
Säule wurde auf 40 °C temperiert. Das Injektionsvo-
lumen betrug 3 μl. Die Trennung erfolgte unter Ver-
wendung des in Tabelle 5 dargestellten Gradienten-
programms (Tab. 5).

Statistische Auswertung

Die gesammelten Daten wurden einer Diskriminan-
tenanalyse unterzogen. Die Auswertung erfolgte mit 
SPSS für Windows (Version 15.0). Die Gruppierungs-
variablen waren die geographische Herkunft, die 
Weinsorte und der Hersteller. Die unabhängigen Vari-
ablen waren die mittels LC-MS/MS ermittelten Kon-
zentrationen der einzelnen Phenole. Das arithmeti-
sche Mittel und die Standardabweichung für jede 
Variable in jeder Gruppe wurden bestimmt. Ein Box-
M-Test wurde durchgeführt, um die Gleichheit von 
Streuungen in Gruppen zu überprüfen.

Ergebnisse

Konzentrationen der Phenole in den 
untersuchten Weinen

Die gesammelten Daten wurden in Hinblick auf geo-
graphische Herkunft, Rebsorte und Hersteller (nur 
innerhalb Wiens) untersucht.

Rebsorte

Es wurden Rotweine von vier Sorten ('Blauer Zwei-
gelt', 'Blaufränkisch', 'Cabernet Sauvignon' und 
'Pinot noir') und Cuvees untersucht. Die Proben 
umfassten 29 'Blauer Zweigelt', zehn 'Cabernet Sauvi-
gnon', fünf 'Blaufränkisch', einen 'Pinot Noir' und 
zwei Cuvees als Mischung verschiedener Sorten (Tab. 
3). Aus Tabelle 6 ist ersichtlich, dass 95,9 % der 
ursprünglich gruppierten Fälle korrekt entsprechend 
ihrer Sortenbezeichnung klassifi ziert wurden. Nur 
zwei Proben der Sorte 'Cabernet Sauvignon' wurden 
unrichtigerweise als 'Zweigelt' klassifi ziert (Abb. 1).

Abb. 1: Grafi sche Darstellung der Ergebnisse mit Weinsorte als 
Gruppierungsvariable

Abb. 2: Grafi sche Darstellung der Ergebnisse mit geographischer 
Herkunft als Gruppierungsvariable
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Abb. 3 : Grafi sche Darstellung der Ergebnisse mit Hersteller als 
Gruppierungsvariable
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Hersteller

Es wurden die Weine von sechs Produzenten aus der 
Region Wien untersucht. Neun Weine wurden vom 
Weingut Cobenzl, acht vom Weingut Göbel, fünf 
vom Weingut Christ und je einer vom Weingut Hajs-
zan, Weingut Kroiss und Weingut Schicht hergestellt. 
100 % der ursprünglich gruppierten Fälle wurden 
korrekt klassifi ziert (Tab. 8; Abb. 3).

Diskussion

Die Evaluierung der statistischen Daten lässt den 
Schluss zu, dass das gewählte Phenol-Profi l für die 
Klassifi zierung von geographischer Herkunft und 
Weinsorte bei kommerziell erhältlichen Rotweinen 
verwendet werden kann. Speziell von Interesse ist, dass 
es selbst möglich war, den Hersteller im Raum Wien 
richtig zu klassifi zieren. Die entwickelte Methode 
würde die Möglichkeit zur Kontrolle der qualitäts- 
und wertrelevanten Merkmale des Weines bieten und 
des Weiteren eine Möglichkeit Betrugsfälle aufzude-
cken. Ermöglicht wird dies durch die Anwendung von 
1,8 μM-Partikeln als stationäre Phase bei der chroma-
tographischen Trennung. Sie ermöglicht sehr schnelle 
und effi  ziente Trennungen und sogar die Trennung 
von strukturellen Isomeren. In zukünftigen Experi-
menten soll untersucht werden, ob die entwickelte 
Methode auch für die Analyse anderer Matrizen adap-
tiert werden kann.

Geographische Herkunft

Es wurden sechs geographische Ursprungsorte unter-
sucht. 27 Weine stammten aus Wien, zwölf aus dem 
Burgenland, drei aus Australien, drei aus Chile, drei 
aus Kalifornien und einer aus Niederösterreich. 93,9 
% der ursprünglich gruppierten Fälle wurden korrekt 
klassifi ziert. Nur eine Probe aus Wien und eine aus 
Australien wurden unrichtig klassifi ziert (Tab. 7; Abb. 
2).


