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Die Serienbestimmung von Malvidin-3,5-diglucosid
in Wein mittels Fluoreszenzdetektion und HPLC

WALTER FLAK, MARIA BAaTUSIC, RUDOLF KR1ZAN, RUDOLF SCHABER und ErRicH WALLNER

Bundesamt fiir Weinbau
A-7000 Eisenstadt, Golbeszeile 1
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Es wird eine Methode zur Serienbestimmung von Malvidin-3,5-diglucosid in Weinen auf Basis fluoreszenzspektral-
photometrischer Vorpriifung und nachlanfender, hochdruckfliissigkeitschromatografischer Quantifizierung vorge-
stellt. Die Probenvorbereitung bestebt in einer selektiven Spaltung der glucosidischen Bindungen des Farbirigers
durch Natriumnitrit; die anschlieflende Detektion erfolgt fluoreszenzspektralphotometrisch unter Beachtung des ak-
tuell geltenden Grenzwerts von 15 mg/l. Fiir die Verifizierung von Positivbefunden wurden zwei HPLC-Verfahren
(entweder mit Gradientenelution und UV-VIS-Detektion oder isokratisch mit Fluoreszenzdetektor) entwickelt. Die
Nachweisgrenze der empfindlicheren Fluoreszenzdetektion liegt bei etwa 200 pg Malvidindiglucosid pro Liter
Wein, die UV-VIS-Detektion erlanbt die Einhaltung einer Nachweisgrenze von zumindest 1 mg/l. Der mit der be-
schriebenen Anordnung erzielbare Probendurchsatz erfiillt ausreichend die Erfordernisse der Wein-Serienanalytik.
Schlagworter: Direkttriger, Qualititsweinpriifung, Malvidin-3,5-diglucosid, Fluoreszenzdetektion

Serial determination of malvidin-3,5-diglucosid in wine by means of Fluorescence Spectrometry and HPLC. A me-
thod for a serial determination of malvidin-3,5-diglucosid in wines based on fluorescence spectrometric prescreening
and subsequent HPLC quantification is presented. Sample preparation is done by a selective splitting of the glycosi-
dic compounds of the colour medium by sodium nitrite; the following detection is carried out fluorescence spectrome-
trically in compliance with the current legal limit of 15 mg/l. For verification two HPLC procedures were developed
(either with gradient elution and UV-VIS detection or isocratic with fluorescence detector). The detection limit of
the more sensitive fluorescence detection is about 200 \g malvidindiglucosid per liter of wine, UV-VIS detection al-
lows for compliance with a detection limit of at least 1 mg/l. The capacity of the described procedure sufficiently
meets the requirements of the serial analyses of wine.

Keywords: Direct-producer vines, *Qualitdtswein’ testing, malvidin-3,5-diglucosid, fluorescence detection

La détermination en série de la malvidine-3,5-diglucoside dans le vin a I’aide de la détection par fluorescence et de
PHPLC. Il est présenté une méthode de détermination en série de la malvidine-3,5-diglucoside dans les vins sur la
base d’un examen préalable a la spectrophotomeétrie a fluorescence et d’une quantification subséquente a la chroma-
tographie liguide sous haute pression. La préparation des échantillons consiste dans une coupure sélective des liaisons
glucosidiques dud chromophore a Paide de nitrite de sodium; la détection suivante s’effectue par spectrophotométrie
a fluorescence en tenant compte de la valenr limite actuelle de 15 mg/l. Deux procédés HPLC (I'un par élution par
paliers et par détection UV-VIS, Pautre de maniere isocratique avec un détecteur de fluorescence) ont été développés
pour la vérification des résultats positifs. La limite de détection de la détection par fluorescence plus sensible se situe a
pres de 200 pg de malvidine-diglucoside par litre de vin, la détection par UV-VIS permet observation d’une limite
de détection d’an moins 1 mg/l. Le débit d’échantillons pouvant étre atteint avec le procédé expérimental décrit
fournit une réponse suffisante aux exigences de 'analyse séquentielle des vins.

Mots clés: Hybrides, examen qualitatif des vins, malvidine-3,5-diglucoside, détection par fluorescence

Die Rebsorten, die in Osterreich fiir die Erzeugung von  und Leseart (Pridikatswein) verwendet werden diirfen,
Qualitatswein oder Qualititswein besonderer Reife  sind ausschliefllich Reben der Art Vitis vinifera L. (Eu-

115



Mitteilungen Klosterneuburg 59 (2009): 115-120

ropderrebe). Alle diese Vinifera-Sorten sind in bota-
nisch-ampelographischer Hinsicht durch offene Trieb-
spitzen sowie eine unterbrochene Rankenfolge und
Markrohre gekennzeichnet. Im Gegensatz zu den mei-
sten amerikanischen Vitis-Arten (Vitis riparia, Vitis ru-
pestris, Vitis berlandieri) weisen Europierreben keinen
Foxgeschmack auf und sind in farbmifliger Hinsicht
frei von diglucosidisch gebundenen Anthocyanen. Die-
ser so genannte Direkttrigerfarbstoff (Malvidin-3,5-di-
glucosid) verleiht vielen Amerikanerreben und den dar-
aus erzeugten Siften und Weinen eine markante oran-
gerote Fiarbung. Der Farbstoff ist auch in vielen Neu-
zuchtungen auf Direkttrigerbasis (Kreuzungen und
Hybriden) zumindest noch in Spuren enthalten und
nachzuweisen. Die erst in Folge der Reblauskrise in
Osterreich angepflanzten amerikanischen Vitis-Arten
sind seit der Zwischenkriegszeit (1929: Kennzeich-
nungspflicht fiir Direkttrigerwein; 1936: Auspflanzver-
bot fiur Direkttrigerweine; 1937: Verschnittverbot von
Edelwein mit Direkttrigerwein) nicht mehr fir die
Weinproduktion zugelassen (BGBI., 1929, 1936, 1937a
und b).

Urspringlich waren dadurch nur die Reben von der
Auspflanzung ausgeschlossen, die ohne Pfropfung auf
Unterlagsreben kultiviert werden konnen; heute sind
auch alle Hybride beziehungsweise Rebsorten mit
»Amerikanereinfluss“ von diesem Verbot, zumindest
was ein Inverkehrbringen als Qualititswein anbelangt,
betroffen. Dabei weisen diese Sorten aus weinbaulicher
Sicht durchaus positive Eigenschaften auf, da sie in der
Regel tiberdurchschnittlich gegen Infektionen (z.B. Oi-
dium oder Peronospora) und viele Rebschidlinge wi-
derstandsfihig sind. Damit kann der Einsatz von che-
misch-synthetischen Insektiziden und organischen
Fungiziden weitgehend vermieden werden. Diese na-
tirlichen Resistenzeigenschaften sind Sortenmerkmale,
die aus Kostengriinden generell fiir den Weinbau, aber
insbesondere fur die Biowein-Erzeugung (Biologisch-
organischer Weinbau) von Interesse sind. In diesem
weinbaulichen Bereich findet man hiufig Rebsorten,
wie 'Regent’, "Phoenix’ oder ’Saphira’, die sich sehr
gut in die Bio-Programme integrieren lassen. Neben
den bereits in langjihriger Tradition kultivierten Di-
rekttriger-Sorten, wie etwa den im Stidburgenland re-
gional bedeutsamen so genannten ,,Uhudlerreben® wer-
den also auch aktuell Rebneuziichtungen, die Eigen-
schaften der Amerikanerreben aufweisen, ausgepflanzt
und kultiviert. Die Einbringung derartiger Weine in
Grofimengen, vorwiegend Land-, aber auch Qualitits-
weine aus roten Sorten, ist aus weinrechtlicher Sicht
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unzulissig und kann zu Beanstandungen fithren. Vor al-
lem aus dieser Sicht verlangen die weinwirtschaftlichen
Gremien nach einer effizienten und exakten Untersu-
chungsmoglichkeit fiir private Einreicher wie auch
nach einer flichendeckenden Kontrolle von Qualitits-
und Exportweinen hinsichtlich Verschnitt mit Direktt-
rigerwein.

Als geeigneter weinchemischer Parameter fiir eine Un-
terscheidung zwischen den beiden Rebtypen bietet
sich der spezifische Farbstoff Malvidin-3,5-diglucosid
(Abb. 1) an, der nativ ausschliefflich in Amerikanerre-
ben vorkommt, aber auch in vielen davon abgeleiteten
Hybriden (z. B. ’Cabernet Cortis’, *Cabernet Carol’,
"Monarch’, "Muskat bleu’, "Regent’ und "Rondo’) nach-
zuweisen ist (STARK-URNAU et al., 2004). Malvidin-3,5-
diglucosid ist ein natiirlicher Farbstoff, der zu den An-
thocyanidinen gehort und aufler in roten Trauben auch
in einigen Friichten und Bliiten vorkommt. In den in
Osterreich fiir die Qualititsweinproduktion zugelasse-
nen Rebsorten ist der Farbstoff allerdings nicht nachzu-
weisen; die Farbtriger dieser Reben und Weine be-
stehen ausschliefllich aus monoglucosidisch gebunde-
nen Anthocyanen (Eper et al., 1994).

Farbgebende Verbindungen haben aus analytischer
Sicht den Vorteil, dass sie wegen ihrer spektralen Eigen-
schaften in der Regel mit hoher Empfindlichkeit und
Selektivitit nachgewiesen werden konnen (AMERINE
und OucH, 1980; Linskens und JAckson, 1988). Eine
aufwindige Probenvorbereitung ist in der Regel nicht
erforderlich. Damit sind fast immer auch Serienbestim-
mungen mit entsprechend hohem Probendurchsatz
moglich. Ein derartiges Nachweisverfahren ist daher
grundsitzlich geeignet, die sehr groflen Probenzahlen,
die im osterreichischen Qualitidtsweinpriifsystem und
beim Weinexport jahrlich anfallen, in einer kundeno-
rientierten Zeitspanne zu bewiltigen.

Seit Jahresbeginn 2009 werden von den sterreichischen
Prifstellen (LFZ fiir Wein- und Obstbau Klosterneu-
burg, BAWB Eisenstadt) alle amtlichen Rotweinproben
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Abb. 1: Strukturformel von Malvidin-3,5-diglucosid
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auf Freiheit von Malvidindiglucosid gepriift. Dabei ge-
langt OIV-konform und auf Basis des darauf aufbauen-
den osterreichischen Erlasses (LE.4.3.2/0090-1/2/2008)
eine Bestimmungsgrenze von 15 mg/l zur Anwendung.

Material und Methoden

Die vorgestellte Methodik zur qualitativen und quanti-
tativen Bestimmung von Malvidin-3,5-diglucosid in
Weinen besteht aus einer fluoreszenzspektralphotome-
trischen Vorpriifung (screening) nach selektiver Auf-
spaltung der glucosidischen Bindung mit Natriumnitrit
(NaNO,) (OIV, 2009). Allfillige positive Farbstoff-
nachweise werden nachlaufend mit einem adaptierten
hochdruckfliissigkeitschromatografischen Trennverfah-
ren, entweder mit UV/VIS- oder fluoreszenzspektral-
photometrischer Detektion, verifiziert und quantifi-
ziert.

Als Standard (Reinsubstanz) dient Malvidin-3,5-diglu-
cosidchlorid (AS: 16727-30-3; AppliChem GmbH.,
Darmstadt, Deutschland).

Fluoreszenzspektralphotometrische Vorprii-
fung

Malvidin-3,5-diglucosid weist natiirliche Fluoreszenz-
eigenschaften auf und ist daher mittels Fluoreszenz-
spektroskopie mit hoher Selektivitit und auch den Spu-
renbereich erfassender Empfindlichkeit nachzuweisen.
Fir die serienanalytische Vorpriifung werden 200 pl ei-
ner Weinprobe in Mikro-Titerplatten (Nunc F96 Mi-
crowell plate, Art.Nr. 237108) pipettiert und mit 800
ul H,O (dest.), 50 ul HCI (0,5 N) und 500 ul NaNO,
(2 %) versetzt.

Nach einer Reaktionszeit von fiinf Minuten erfolgt die
Beigabe von 5 ml ethanolischer Ammoniaklosung
(5 %). Nach weiteren zehn Minuten wird die entspre-
chende Losung fir fiinf Minuten mit 3000 U/min ab-
zentrifugiert und 200 pl des resultierenden Uberstands
zur automatisierten Fluoreszenz-Messung bei 394 nm
Anregungswellenlinge und 494 nm Emissionswellen-
linge eingesetzt (Abb. 2). Es wird ein Fluoreszenzspek-
tralphotometer mit Microplate Reader (Cary Eclipse,
Varian Inc., Walnut Creek, CA 94598, USA) verwen-
det.

Die Nachweisgrenze fiir Malvidin-3,5-diglucosid be-
trdgt unter den obigen Versuchsbedingungen ca. 5 mg
pro Liter Weinprobe. Damit kann der im Sinne der gel-
tenden Verordnung noch tolerierbare Hochstgehalt von
15 mg/l gesichert nachgewiesen werden. Die dazu ver-
wendeten Mikro-Titerplatten fassen jeweils insgesamt
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Abb. 2: Ablaufschritte zur automatisierten fluoreszenz-
spektralphotometrischen Vorprifung auf Malvidin-3-
5-diglucosid

96 Weinproben, der gesamte Zeitaufwand fir die Mes-
sung betrigt etwa 110 Sekunden.

Im Falle eines positiven Nachweises von Malvidin-3,5-
diglucosid beim Screening erfolgt die Quantifizierung
des Farbtragers mittels einer der nachstehend beschrie-
benen HPLC-Methoden.

HPLC mit UV/VIS-Detektion

Pumpe: Varian Prostar 230 (Varian Inc.) (LZS concept,
Pottelsdorf, Osterreich)

Autosampler: Varian Prostar 410 (Varian Inc.) (LZS
concept, Pottelsdorf, Osterreich)

Detektor: Varian Prostar 345 (Varian Inc.) (LZS con-
cept, Pottelsdorf, Osterreich)

Saule: 2 x Merck 125-4 LiChrospher 100 RP-18 (5 um)
(VWR International)

Gradiententrennung: A: 5 mM KH,PO,, pH-Wert:
1,85, B: 100 % Methanol
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Tab. 1: Gradientenprogramm der HPLC-Trennung

Time Flow % A % B

1,10 84,0 16,0
18,25 1,10 58,0 42,0
19,25 1,10 32,0 68,0
25,20 1,10 32,0 68,0
26,50 1,10 84,0 16,0

Detektion: VIS 520 nm

Nachweisgrenze: ca. 1 mg/l

Einspritzmenge 20 pl, Flussrate (1 ml/min), Probe 1:3
verdiinnt

Die Nachweisgrenze der routinemaflig eingesetzten,
hochdruckfliissigkeitschromatografischen Bestim-
mungsmethode mit UV/VIS-Detektion bei 520 nm (ge-
briuchliche Methode) betrigt zumindest 1 mg Malvi-
dindiglucosid pro Liter Weinprobe. Eine besondere
Probenvorbereitung ist nicht erforderlich, die komplexe
Weinmatrix verlangt allerdings eine binire Gradiente-
nelution zur optimalen Peaktrennung. Der Zeitaufwand
fur die Auftrennung und quantitative Bestimmung ei-
ner Weinprobe betrigt etwa 40 Minuten. Abbildung 3
zeigt das mit VIS-Detektion erstellte HPLC-Chroma-
togramm von einem Rotwein mit einem Gehalt von 20
mg Malvidindiglucosid je Liter.
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HPLC mit Fluoreszenzdetektion

Zum gesicherten Nachweis von Spurengehalten von
Malvidindiglucosid wurde eine erginzende HPLC-Me-
thodik auf Basis der Fluoreszenzdetektion entwickelt.
Die selektive fluoreszenzspektralphotometrische De-
tektion ermoglicht eine isokratische Trennanordnung
sowie eine Quantifizierung von bis zu 200 pg Malvidin-
diglucosid pro Liter.

Die vorgestellte HPLC-Methode baut auf papier- und
diinnschichtchromatografischen Verfahren auf, die bis-
her Uber die natiirliche Fluoreszenz der Verbindung ei-
nen vergleichsweise empfindlichen, aber rein qualitati-
ven Nachweis von Malvidin-3,5-diglucosid gestatten
(Schneyder, 1979).

Pumpe: Varian Prostar 230 (LZS concept, Pottelsdorf,
Osterreich)

Autosampler: Varian Prostar 410 (LZS concept, Pottels-
dorf, Osterreich)

Detektor: Varian Prostar 363 (LZS concept, Pottelsdorf,
Osterreich)

Saule: Merck 125-4 LiChrospher 100 RP-18 (5 um)
(VWR International)

Flussrate: 1 ml/min

Laufmittel: 10 % H;PO,4 + 17 % Methanol + 73 %
H,O (isokratisch)

Detektion: Fluoreszenz (Ex 325 nm/Em 490 nm)
Nachweisgrenze: ca. 0,2 mg/l
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Abb. 3: HPLC-Gradiententrennung eines Rotweins mit einem Gehalt von 20 mg Malvidin-3,5-diglucosid pro Liter
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Probenvorbereitung. 250 pl Weinprobe werden mit

entionisiertem Wasser 1:4 verdiinnt (Endvolumen: 1
ml) und mit 400 pl 2% iger NaNO,-Losung versetzt,
anschlieflend werden 20 pl in das HPLC-System inji-
ziert. Der Zeitaufwand fir eine Bestimmung betrigt
etwa 11 Minuten, das Verfahren ist durch Einbindung
eines HPLC-Probengebers ohne zusitzlichen Aufwand
automatisierbar.
Aus Abbildung 4 ist die Trennleistung und Empfind-
lichkeit des beschriebenen HPLC-Verfahrens mit fluo-
reszenzspektralphotometrischer Detektion am Beispiel
eines Rotweins mit einem Gehalt von 2 mg/l Malvi-
din-3,5-diglucosid zu ersehen.

1.000] R fri)
05 ¥ 3 H 25 K 35 : W5 B E3

Abb. 4: Isokratische HPLC-Trennung mit Fluores-
zenzdetektion eines Rotweins mit einem Gehalt von 2
mg Malvidin-3,5-diglucosid pro Liter

Ergebnisse und Diskussion

Bisher wurden rund 7000 Weine mit dem oben be-
schriebenen Verfahren untersucht, wobei 120 positive
Nachweise von Malvidin-3,5-diglucosid zu verzeichnen
waren. Die in diversen Weinen festgestellten Konzen-
trationen reichen dabei von im Bereich der Toleranz-
grenze (15 mg/l) bis zu Werten um 500 mg/l und im
Einzelfall auch dariiber. Beispielhaft sind dazu nachste-
hend die Untersuchungsergebnisse zu einigen Sorten-
neuziichtungen (anonymisiert) sowie zu Weinen der
Rebsorte "Regent” ausgewiesen (Tab. 2). Die Groflen-
ordnung der nachgewiesenen Gehalte kann im Ver-
schnittfall auch bei kleineren Eintragsmengen bereits
zu einer Grenzwertiiberschreitung und Beanstandung
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fihren. Wenn als Qualititswein bezeichnete Weine von
diesem Nachweis betroffen sind, dann resultiert daraus
eine Abwertung der Gesamtmenge zu Tafelwein mit al-
len finanziellen und imageschidigenden Konsequenzen.

Tab.2: Gehalte an Malvidin-3,5-diglucosid in Weinen aus
Rebneuziichtungen (A bis F) auf Direkttragerbasis sowie
der interspezifischen Rebsorte 'Regent' (1 bis 3)

Proben Malvidin-3,5-diglucosid (mg/1)

A 362
B 459
C 522
D 207
E
F
1
2
3

Neuziichtung

272
307

265
585
430

Regent

Das im Rahmen einer Vorpriifung als Screening-Me-
thode eingesetzte fluoreszenzspektralphotometrische
Verfahren hat sich bisher in der Laborroutine auch bei
groflem Probenanfall bestens bewihrt. Die entspre-
chend hohe Durchsatzkapazitit von 96 Proben pro
Stunde ergibt sich insbesondere aus der vergleichsweise
kurzen Messzeit von 0,1 Sekunden fiir die Einzelprobe.
Nachteilig sind allenfalls die vergleichsweise hohen An-
schaffungskosten fiir das Fluoreszenzspektralphotome-
ter.

Auch die erginzende quantitative Bestimmung von
Malvidin-3,5-diglucosid mittels HPLC zeigte im bishe-
rigen Dauerbetrieb eine zufriedenstellende Stabilitit
und Trennleistung.
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