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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Obstbrande spielen mit 3,6 % am Pro—Kopf Spirituosenverbrauch auf dem deut-
schen Markt im Vergleich zu anderen Erzeugnissen, wie Kornbrand, Cognac oder
Rum zwar eine bescheidene Rolle, haben aber in bestimmten Regionen, wie z.B.
Schwarzwald oder Franken eine groBe Bedeutung (7). Deshalb gelten besondere
rechtliche Vorschriften, durch welche diese Destillate geschitzt sind. So gilt fir
Kirschwasser, welches unter der Bezeichnung ,Schwarzwélder Kirschwasser® oder
einer dhnlichen Bezeichnung, die auf die regionale Herkunft dieses Produkts hin—
weist, dass es im Schwarzwald aus Kirschen des Schwarzwaldes und seines nahe
gelegenen Vorlandes hergestellt werden muss. Ansonsten gelten Hinweise auf die
Herkunft als irrefiihrend (2). Voraussetzung fir eine Kontrolle von Produktangaben
ist jedoch die Moglichkeit, derartige Angaben zuverlassig nachprifen zu kdnnen.

Die Stabilisotopenanalyse hat sich in den letzten Jahrzehnten als ein effizientes und
routinemaBig anwendbares Werkzeug zum Authentizitatsnachweis fir Lebensmittel
und deren Inhaltsstoffe entwickelt (3). Besonders in der Weinanalytik haben sich die
Isotopensignaturen am Ethanol sowie am Wasser als aussagekraftige Indikatoren
zum Nachweis von Verfédlschungen, z.B. einer unerlaubten Zuckerung erwiesen.
Dartber hinaus liefern sie verlassliche Informationen fir einen Nachweis der regio—
nalen Herkunft (4,5). Ausschlaggebende Messwerte sind hierbei der &'°3C-Wert des
Ethanols sowie der 8°%0-Wert des Wassers, die beide mit Hilfe der so genannten
Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS) ermittelt werden. DarUber hinaus werden
die beiden Wasserstoffisotopenverhéltnisse (D/H), and (D/H), am Ethanol, welche
sich mittels ,Site—specific Natural Isotope Fractionation—Nuclear Magnetic Reso—
nance“ (SNIF-NMR®) bestimmen lassen, zur Bewertung herangezogen (6-8).

Bei der Beurteilung von Spirituosen wurde die Stabilisotopenanalyse bisher einge—
setzt, um die botanische Herkunft von Rohstoffen (Getreide, Obst) zu ermitteln (8-
75). Systematische Untersuchungen beziglich des Einflusses der einzelnen Her—
stellungsschritte auf die Isotopenverhéltnisse in Obstbranden liegen jedoch noch
nicht vor, so dass eine Herkunftsbestimmung dieser Produkte mit Hilfe der Stabil—

isotopenanalytik bisher nicht mdglich war.
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Ziel dieser Arbeit war es, auf der Basis der Analytik stabiler Isotope eine Methode
zur Bestimmung der regionalen Herkunft von Obstbrdnden am Beispiel von Kirsch—
und Zwetschgenwasser aus dem Schwarzwald, Franken sowie Norditalien (Alto
Adige) zu erarbeiten. Die notwendige Datenerfassung sollte durch Untersuchung von
Destillaten, die aus authentischem Material und unter bekannten, praxistblichen
Bedingungen hergestellt wurden, erfolgen. Zuverldssige Informationen fir eine

Zuordnung der regionalen Herkunft wurden von der Bestimmung der Kohlenstoff—

und Wasserstoffisotopenverhéltnisse des Ethanols sowie des 618O—Wertes des
Wassers erwartet. Die Aussagekraft dieser Daten sollte durch Untersuchungen
von authentischen Maischen, Rohdestillaten und Fertigprodukten bekannter Her—
kunft Uberprift werden. Zusatzlich sollte exemplarisch das Isotopenverhalinis des
schweren Elements Strontium, das von der Geochemie und/oder anthropogenen
Immissionen am Herkunftsort abhangt, bezlglich einer Herkunftsinformation des
Probenmaterials untersucht werden.

Durch Korrelation der aus der vorgeschlagenen Multielement— bzw. Multikomponen—
tenanalyse erhaltenen Daten sollte der Mdglichkeit einer Verfalschung durch gezielte
"Einstellung" von Isotopendaten mittels Einzelverbindungen (z.B. durch Verschnitt
mit Wassern mit geeigneten '80/'°0-Verhaltnissen) entgegengewirkt werden.

Zudem war es Ziel, durch die Herstellung eigener Destillate unter gezielter Variation
einzelner Verfahrensschritte Einflisse auf die Isotopensignaturen relevanter Ver-—
bindungen in den resultierenden Destillaten zu Uberprifen. Hierfir wurden in der
Versuchs— und Lehrbrennerei Weihenstephan und am Lehrstuhl flr Allgemeine
Lebensmitteltechnologie Kirschen vergoren und daraus Destillate mittels Labor— und
Pilotanlage hergestellt. Fir die Obstbrandherstellung relevante Parameter wie einge—
setzter Hefestamm, Destillationstechnik, unterschiedlicher Einsatz von Verstarker—
einrichtungen sowie typische Variationen beim Wechsel von Mittel- auf Nachlauf
wurden variiert und die Auswirkungen auf die Isotopenverhéltnisse im Destillat unter—
sucht.

Durch diese umfassende Vorgehensweise sollte die Grundlage flir eine Beurteilung
von Kirsch— und Zwetschgenwassern verschiedener geographischer Herkunft auf

Basis der Verhaltnisse stabiler Isotopen geschaffen werden.
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2 Grundlagen

2.1 Herstellung von Obstbranden

2.1.1 Maischebehandlung und Lagerung

Obstbrande sind Destillate aus vergorenem Kern— oder Steinobst. Um eine m&g-
lichst vollstandige Géarung sicherzustellen, wird im ersten Schritt des Einmaischens
das Obst zunachst vorsichtig zerquetscht und evtl. entsteint. Speziell bei Steinobst-
maischen ist hierbei eine Beschadigung der Steine zu vermeiden, um den Gehalt an
Amygdalin, der Ausgangssubstanz fir die spatere Bildung von Blausaure, in der
Maische moglichst gering zu halten (76).

Da aufgrund des in den Frichten enthaltenen hohen Gehaltes an Zuckern, Mineral—
stoffen und Aminosduren die Maische einen idealen Nahrboden flr viele uner—
wilnschte Mikroorganismen wie z.B. Essig—, Butter— oder Milchsaurebakterien
darstellt, erfolgt anschlieBend eine Ansauerung der Maische durch Zugabe von
Schwefelsaure auf einen pH von ca. 3,0-3,2. AbschlieBend werden die Maischen in
der Regel mit Reinzuchthefen der Hefeart Saccharomyces cerevisiae vergoren, die
eine hdhere Alkoholausbeute als eine Spontanvergarung erwarten lassen.

Nach einer Gérzeit von etwa zwei Wochen werden die vergorenen Maischen bis zum
Zeitpunkt der Destillation meist noch mehrere Wochen bis h&chstens drei Monate
kiuhl gelagert (max. 18 °C) (76) und schlieBlich destilliert, wodurch Ethanol und

flichtige Inhaltsstoffe von den nichtfllichtigen Bestandteilen abgetrennt werden.

2.1.2 Destillationsapparaturen

Ein Brenngerat besteht grundsatzlich aus beheizbarer Blase, Helm, Geistrohr und

Kuhler (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Klassischer Aufbau eines Brenngerites (76)

Bei der klassischen Destillationseinrichtung besteht die Blase, die meist direkt durch
Holzfeuer oder Olbrenner erhitzt wird, aus Kupfer. Das aus Edelstahl bestehende
Geistrohr verbindet Helm bzw. Verstarker mit dem Kduhler, in dem Ethanol und die
flichtigen Inhaltsstoffe kondensieren. Um eine optimale Kihlung zu gewahrleisten,
flieBt das Kihlwasser von unten nach oben und damit entgegengesetzt der Fluss—
richtung des Destillates. Am Kihlerende befindet sich die Vorlage, in der Menge,
Ethanolgehalt, Klarheit und Temperatur des Destillates kontrolliert werden kénnen.

Moderne Brenngerate sind darlber hinaus mit weiteren Bauteilen wie Verstarkerein—
richtungen (Dephlegmator und Glockenbdden) sowie einem Kupferkatalysator zur

Cyanidabscheidung ausgestattet.
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Abbildung 2: Aufbau eines modernen Brenngeréates (76)

Wahrend mit Brenngeraten, wie sie Abbildung 1 zeigt, das Destillat meist ein zweites
mal destilliert werden muss, wird durch den Einbau von so genannten Glockenbd—
den eine weitaus hohere Konzentration an Ethanol und der tbrigen leichter flichti—
gen Substanzen im Destillat in nur einem Destillationsschritt erreicht. Der Vorteil liegt
hierbei vor allem in der erheblichen Energieeinsparung. Physikalische Grundlage ist
hierbei, dass der aufsteigende Dampf durch die Flissigkeit auf den B&den stromen
muss und dabei teilweise kondensiert. Die freiwerdende Kondensationswé&rme dient
der teilweisen erneuten Verdampfung des Kondensats, wodurch es zu einer erneuten

Anreicherung der Leichtsieder kommt.

Abbildung 3: Glockenbdden (links) und Dephlegmator (rechts)
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Der Dephlegmator besteht aus einer Vielzahl kleiner Kupferrohre, die mit einem
regelbaren Wasserstrom zur Kihlung umgeben sind. Ihm liegt das gleiche Prinzip
zugrunde, jedoch werden hier nicht wie bei den Glockenbdden die Leichtsieder
verdampft sondern die Schwersieder durch das Abklhlen des Dampfes an der
Rohroberflache kondensiert. Dies bewirkt eine weitere Anreicherung der Leichtersie—
der in der Dampfphase.

Der Katalysator, der zwischen Dephlegmator und dem Geistrohr der Destillations—
anlage eingebaut ist, dient zur Bindung flichtiger Blaus&dure und ist d&hnlich dem
Dephlegmator aus einer Vielzahl einzelner Rohrchen mit geringem Durchmesser
aufgebaut, um die Kupferoberflache, an der der Dampf vorbei streichen muss, zu

maximieren.

2.1.3 Destillationstechniken

Bei Brenngeraten ohne Verstarkereinrichtungen erfolgt die Herstellung des Obst—

brandes in zwei Einzelschritten:

1. Herstellung von Rauhbrédnden aus vergorener Obstmaische

2. Destillation mehrerer Rauhbrénde als Feinbrand

Bei der Herstellung des Rauhbrandes wird das gesamte Destillat gesammelt. Dieses
weist zu Beginn einen Ethanolgehalt von 40-60 %-vol. auf, der bis zum Ende der
Destillation auf ca. 2-3 %-vol. absinkt. Je nach GroBe der Brennblase werden
anschlieBend 2—-4 Rauhbrande vereint und erneut destilliert. Neben der Verstarkung
des Ethanolgehaltes dient dieser Schritt der Reinigung des Destillates (Rektifikation).
Dabei erfolgt bei diesem so genannten Feinbrand eine Vorlaufabtrennung, die ca.
1 % des destillierten Rauhbrandvolumens entspricht. Hierdurch werden uner—
wilnschte leichtflichtige Verbindungen, wie z.B. Acetaldehyd und Ethylacetat
abgetrennt. Unterschreitet das Destillat einen bestimmten Ethanolgehalt (in der
Praxis meist zwischen 65 und 50 %-vol.), wird von Mittel- auf Nachlauf gewechselt,
der ebenfalls abgetrennt wird. Dieser enth&lt vermehrt Verbindungen mit hohem
Siedepunkt wie z.B. Benzylalkohol, 2—Phenylethanol oder Furfural und macht ca.
25 % des Rauhbrandes aus. Der Ethanolgehalt des Nachlaufs liegt bei 20-
25 %-vol.
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Bei Brenngeraten, die Uber Verstérkereinrichtungen verfligen, erfolgt die Obst—
brandherstellung Uber eine einmalige Destillation. Hier wird ebenfalls ca. 1 % des
Maischevolumens als Vorlauf abgetrennt; der Wechsel von Mittel— auf Nachlauf
erfolgt meist zwischen 65 und 50 %-vol. Die Destillation wird beendet, wenn das
ablaufende Destillat einen Ethanolgehalt von ca. 5-10 %—vol. unterschreitet.

Da der resultierende Mittellauf einen Ethanolgehalt zwischen 65 und 80 %-—vol.
aufweist, wird dieser nach einer gewissen Lagerzeit durch entsprechende Zugabe
von Verschnittwasser auf 40-45 %-vol. herabgesetzt und ist somit trinkfertig. Die
Herstellung von Obstbranden mit Verstarkereinrichtungen wird heute aus Energie—
und Zeitgriinden weitgehend bevorzugt (76).

Weiterfihrende Informationen zur Herstellung von Obstbranden kénnen der Fachli—

teratur entnommen werden (76-79).

2.2 Rechtliche Regelungen

FUr Obstbrande gelten Verordnungen, die den Hdchstgehalt an bestimmten Inhalts—
stoffen regeln. In der EG—Verordnung Nr. 1576/89 vom 29. Mai 1989 sind die
allgemeinen Regeln fir die Begriffsbestimmung, Bezeichnung und Aufmachung von
Spirituosen festgehalten (20). So darf ein Obstbrand ,ausschlieBlich durch alkoholi—
sche Garung und Destillieren einer frischen fleischigen Frucht oder des frischen
Mostes dieser Frucht ‘- mit oder ohne Steine:--" gewonnen werden. Weiterhin ist
festgehalten, dass der Ethanolgehalt des Destillats weniger als 86 %—vol. aufweisen
muss, sowie die Verbindungen Methanol und Blaus&ure (10 mg/100 ml A. fir
Steinobstbrande) bestimmten Ho&chstmengen unterliegen. AuBerdem muss der
Gehalt an fliichtigen Bestandteilen mindestens 200 mg/100 ml A. betragen (20).

Der hier vorgeschriebene Maximalgehalt an Methanol wurde jedoch bereits mehr—
mals geandert und ist abhangig vom Rohstoff. Laut Verordnung (EWG) Nr. 2626/95
der Kommission vom 10. November 1995 wurde der bereits durch mehrere vorher—
gehende Verordnungen auf 1500 mg/100 ml A. geadnderte Methanol-Hdchstgehalt
ab 1. Januar 1998 auf 1350 mg/100 mlA. und ab 1. Januar 2000 auf
1200 mg/100 ml A. gesenkt, wobei dieser Wert fiur Destillate aus Pflaumen,

Zwetschgen, Mirabellen, Apfeln und Birnen (mit Ausnahme fir Destillate aus
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Williamsbirnen) gilt. Fir alle tbrigen Obstbrande, zu denen auch Kirschbrand zahlt,
gilt ein Hochstgehalt von 1000 mg/100 ml A. (27).

Fir das als cancerogen geltende Ethylcarbamat (EC) wurde von der obersten
Landesbehorde festgelegt, dass ,eine Spirituose nach §17 Abs.1 Nr. 1 LMBG als fur
nicht zum Verzehr geeignet zu beurteilen ist, wenn der [...] von dem BGA empfoh-
lene Hochstwert von 400 pg/l maBRgeblich tberschritten wird.“ (22). Als maBgeblich
Uberschritten gilt der EC— Gehalt einer Spirituose bei der doppelten Konzentration,
also bei 800 ug/l (22).

Fur die Verderbnisindikatoren 1—-Propanol, 2-Butanol, 2—-Propenol (Allylalkohol),
Ethyllactat und Ethylacetat gibt es zwar keine rechtlichen Vorschriften. Aus Erfah—
rungen am Lehrstuhl kdnnen jedoch die in Tabelle 1 aufgefthrten ,Orientierungs—
werte“, die fur den mikrobiellen Verderb einer Kirsch— bzw. Zwetschgenmaische

sprechen, genannt werden (23,24).

Tabelle 1: Orientierungswerte flir untere Konzentrationsgrenzen von Verderbnisindi—
katoren fir den Rickschluss auf den Verderb einer Obstmaische

Verbindung 1-Propanol 2-Butanol 2-Propenol Ethyllactat Ethylacetat

Konzentration 800 50 5 100 300
[mg/100 ml A.]

Wahrend die Einhaltung von Bestimmungen, die die zulassigen Hdchst— bzw.
Mindestgehalte bestimmter Inhaltsstoffe regeln, durch Routineanalysen kontrolliert
werden kénnen (22 .25), ist eine Uberprifung der Herkunftsangabe mit herkdmm-—
lichen chemisch—analytischen Methoden nicht moglich. GemaB Alkoholhaltige
Getrankeverordnung (AGeV) mussen Obstbrande mit Bezeichnungen, die auf eine
bestimmte geographische Herkunft schlieBen lassen, in dieser Region aus Frichten
dieser Region hergestellt werden (2). So ist die Angabe ,Schwarzwalder Kirsch—
wasser” nur zuldssig, wenn dieses im Schwarzwald und seinem nahe gelegenen
Vorland aus Kirschen dieser Region hergestellt wurde. Hierzu zahlen rechtlich vom
Regierungsbezirk Freiburg die Landkreise Breisgau—Hochschwarzwald, Emmen-—
dingen, Konstanz, Lb&rrach, Ortenaukreis, Rottweil, Schwarzwald—Baar—Kreis,

Tuttlingen, Waldshut und die kreisfreien Stadte Freiburg und Offenburg, und vom
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Regierungsbezirk Karlsruhe die Landkreise Calw, Enzkreis, Freudenstadt, Karlsruhe,
Rastatt und die kreisfreien Stadte Baden—Baden und Karlsruhe.
Eine viel versprechende Methode zum Nachweis der Herkunft alkoholischer Getranke

stellt die Stabilisotopenanalyse dar (3,26).

2.3 Stabilisotope

Isotope sind Elemente mit gleicher Kernladungs— und somit Ordnungszahl, aber
unterschiedlicher Neutronen— und Massenzahl. Unterschieden werden stabile und
nicht—stabile (radioaktive) Isotope (27). Wahrend fiur Altersbestimmungen in der
Geologie besonders die Verhéltnisse radioaktiver Isotope von Interesse sind, trugen
die Isotopenverhaltnisse der so genannten leichten Bioelemente Wasserstoff,
Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel maBgeblich zum Verstandnis
biochemischer Vorgange bei (3). In den letzten beiden Jahrzehnten gewannen diese
Verhaltnisse zunehmend an Bedeutung in der Authentizitats— und Herkunftskontrolle

von Lebensmitteln (3).

2.3.1 Allgemeines

2.3.1.1 Vorkommen in der Natur

Biomasse besteht hauptsachlich aus den Elementen Kohlenstoff, Sauerstoff,
Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel. Wahrend beim Kohlenstoff, Wasserstoff und
Stickstoff ausschlieBlich zwei stabile Isotope vorkommen, existieren vom Sauerstoff
drei, vom Schwefel sogar vier stabile Isotope, von denen jeweils ein Isotop vorrangig
in der Natur vorliegt. Tabelle 2 zeigt die globalen mittleren relativen Haufigkeiten F

der stabilen Isotope der genannten Elemente.
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Tabelle 2: Bioelemente und die mittleren relativen Haufigkeiten (F) ihrer stabilen Isotope (26)

Element Isotop

Symbol F [Atom-%]

Wasserstoff H 99.9855
’H bzw. D 0.0145

Kohlenstoff '2C 98.892
°C 1.108

Stickstoff "N 99.6337
5N 0.3663

Sauerstoff %0 99.7587
70 0.0375

%0 0.2039

Schwefel 3 95.018
%3 0.750

s 4.215

*°3 0.017

In der Stabilisotopenanalytik werden jeweils die Verhaltnisse des schwereren zum
leichteren Isotop eines Elements betrachtet. Im Fall von Sauerstoff und Schwefel
sind dies aufgrund der hdheren H&aufigkeit der jeweiligen schwereren Isotope die
Verhaltnisse '®0/'®0 bzw. *'S/*?S. Neben den genannten leichten Bioelementen
wurde auch das Isotopenverhaltnis des schweren Elements Strontium &' Sr/%6Sr
bereits als Indikator fir eine regionale Herkunft von Wein herangezogen (28-30).
Durch den geringen relativen Massenunterschied unterliegt dieses Verhé&ltnis keinen
natiirlichen Fraktionierungen (37) und ist somit fast ausschlieBlich abh&ngig von den

geologischen Bedingungen der jeweiligen Anbauregion (32).

2.3.1.2 Nomenklatur

Die in Tabelle 2 angegebenen Haufigkeiten sind nicht als Konstanten zu verstehen,
sondern schwanken in der Natur aufgrund von Isotopeneffekten thermodynamischer
sowie kinetischer Art (26). Da sich diese Schwankungen erst in der vierten Nach—

kommastelle der relativen Haufigkeiten bemerkbar machen, werden Stabilisotopen—

10
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verhaltnisse (R) in der Praxis mit wenigen Ausnahmen gemaB Formel 1 als Abwei—

chungen vom jeweiligen internationalen Standard angegeben (33).

Formel 1: Berechnung von &Werten (33)

8Rerone [%] = (Rpfogest_ R:tzﬂdardJ 77000
anaar

R: Verhaltnis schweres/leichtes Isotop

In Tabelle 3 sind die jeweiligen internationalen Standards, die von der Internatio—
nalen Atomenergiebehdrde (IAEA) in Wien ausgegeben werden, und die zugehdrigen

Isotopenverhéltnisse angegeben.

Tabelle 3: Internationale Isotopenstandards (26)

Element Standard R
Wasserstoff Standard Mean Ocean Water (V-SMOW) 0,00015576
Kohlenstoff Pee Dee Belemnite (V-PDB) 0,011237
Stickstoff Air Nitrogen (AIR) 0,0036765
Sauerstoff Standard Mean Ocean Water (V=-SMOW) 0,00200520
Schwefel Canyon Diablo Troilite (CDT) 0,0450045
Strontium Ostseewasser 0,7093

R: Verhaltnis schweres/leichtes Isotop

2.3.1.3 Nattrliche Isotopenfraktionierungen

Aufgrund der unterschiedlichen Massen isotopologer Molekile kommt es wahrend
physikalischer, chemischer und biochemischer Prozesse zu Isotopenfraktio—
nierungen, die eine An— oder Abreicherung des leichteren Isotopologs in der Aus—
gangssubstanz zur Folge haben (34). Derartige Fraktionierungen k&énnen durch
natlrliche Vorgange wie die CO,—Fixierung in Pflanzen oder durch technische
Verfahrensschritte wie Destillation oder Kondensation hervorgerufen werden (35).
Natlrlich auftretende Isotopenfraktionierungen bilden die Grundlage flr einen
Herkunftsnachweis biologischen Materials und sollen im Folgenden genauer erldutert

werden.

11



Grundlagen

Stabilisotopenverhéltnisse "°C/?C und °H/ H in Zucker und Ethanol

Das Kohlenstoffisotopenverhéltnis hangt zunadchst generell von den Isotopenverhélt—
nissen des Kohlendioxids und des Hydrogencarbonats ab, die der Pflanze als
Hauptkohlenstoffquellen zur Verfligung stehen. Darlber hinaus kommt es durch die
hohere Reaktionsgeschwindigkeit des leichteren '?CO, wahrend der prim&ren CO,—
Fixierung im Verlauf der Photosynthese in der Pflanze zu einer '*C—Abreicherung,
deren Betrag abhangig vom Photosynthesewege der Pflanze ist. So binden Cs—
Pflanzen, zu denen auch Kirsch— und Zwetschgenbdume zahlen, CO, im Calvin—
Cyclus durch die Ribulosebiphosphat—Carboxylasereaktion im Primarprodukt 3-
Phosphoglycerinsaure (36), wahrend Oxalessigséure, das Priméarprodukt der C,—
Pflanzen, durch die Phosphoenolpyruvat—Carboxylasereaktion im Verlauf des Hatch—
Slack—Cyclus gebildet wird (36,37). Wahrend Produkte von Cs—Pflanzen 8'*C—Werte
von —32 bis —24 % aufweisen, ist die '*C—Diskriminierung bei C,—Pflanzen deutlich
geringer. Dies spiegelt sich in 8'*C-Werten von —16 bis =10 % wider. Produkte von
CAM-Pflanzen, zu der beispielsweise die Agave z&hlt, decken mit Werten von —30
bis =12 % hingegen beide Bereiche ab (38). In Abbildung 4 sind &'°C-Werte der

Hauptkohlenstoffreservoirs der Erde gegenilibergestellt.

Carbonate
|
HCO, im Meerwasser
[ ]
Erdgas Athmosph. CO,
| [ ]
Erdol, Kohle
]
C,-Pflanzen C,-Pflanzen
| ]
CAM-Pflanzen
|
I I I I I
-50 -40 -30 -20 -10 0 +10

5'3C [%o vs. V-PDB]

Abbildung 4: 5'*C-Werte der Hauptkohlenstoffreservoirs der Erde (38)

Durch diese Isotopenfraktionierung ist eine Unterscheidung zwischen Rohrzucker,

12
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der zur Gruppe der C,—Pflanzen z&hlt, und Fruchtzucker aus heimischem Obst allein
auf Basis des &'°C—Wertes zweifelsfrei moglich. Da der Einfluss der Fermentation
auf das '3C/'*C-Verhaltnis zu vernachlassigen ist (38), konnen &°3C-Werte am
Ethanol bereits erfolgreich zum Nachweis einer unerlaubten Maischezuckerung mit
Rohrzucker herangezogen werden (75,39). Neben der Art des Photosynthesewegs
hangt die CO,—Fixierung jedoch auch von klimatischen Faktoren ab (40). Dies
ermdOglicht des Weiteren eine Unterscheidung von Produkten wie Wein aus warmen
und trocknen Regionen von denen aus kihleren und feuchteren Anbaugebieten (47).
Analog zur Fraktionierung der Kohlenstoffisotope im Verlauf der Bildung des Frucht—
zuckers durch die Pflanze hangt auch dessen °H/'H-Verhaltnis hauptsachlich vom
Photosyntheseweg ab. So besitzen Produkte von C,;—Pflanzen die hdchsten, Cs—
Pflanzen die niedrigsten Wasserstoffisotopenverhaltnisse. Wahrend der Fermentation
kommt es schlieBlich zur so genannten Site—specific Natural Isotope Fractionation
(SNIF), wodurch das Deuterium des Zuckers in einem bestimmten Verhaltnis auf die
Methyl— und Methylengruppe des Ethanolmolekils Ubertragen wird. So stammen
85 % des Deuteriums der Methylgruppe aus dem vergorenen Zucker, die restlichen
15 % aus dem von der Pflanze aufgenommenen Wasser. An der Methylengruppe
betrdgt dieser Anteil lediglich 25 % (42). Somit ist das Wasserstoffisoto—
penverhéltnis an der Methylgruppe des Ethanols, das so genannte (D/H),—Verhaltnis,
charakteristisch fir die botanische Herkunft des Zuckers, das (D/H),—Verhé&ltnis an
der Methylengruppe spiegelt hingegen die klimatischen Bedingungen am Anbauort
wider, da dieses Wasserstoffisotopenverhaltnis, wie im folgenden erldutert, im
Besonderen auch von Lufttemperatur und Wasserverfigbarkeit wahrend der Wachs—

tumsphase der Frucht abhangt.

Stabilisotopenverhéltnisse D/H und 60/"°0O im Wasser

Im Gegensatz zum &°3C—Wert, bei dem der Stoffwechsel der Pflanze die entschei-
dende Rolle bei der Isotopenfraktionierung spielt, hangen die D/H und '80/'®0 Werte
im Fruchtzucker, der Fruchtpulpe und im Fruchtwasser in starkem MaBe vom
Niederschlag und somit bereits von der Fraktionierung der Isotopologe des Wassers
in der Atmosphare ab. Die Einflisse, die das AusmaB dieser Fraktionierungen

bestimmen, sollen im Folgenden erlautert werden.

13
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Grundlage ist die Modellvorstellung, dass Meerwasser in ozeanischen Gebieten mit
den héchsten Oberflachentemperaturen verdunstet. Dieser Wasserdampf konden—
siert schrittweise auf seinem Weg in hdhere Breiten ohne zusétzliche Vermischungen
und geht somit als Regen nieder. Aufgrund unterschiedlicher Dampfdriicke isotopo-—
loger Moleklle kondensieren vorrangig die schwereren Isotopologe des Wassers
(43), was zunehmend zu einer Abreicherung der Wassermolekiile in der Dampf-
phase an schweren Wasserstoff— und Sauerstoffisotopen fiihrt. Dabei besteht ein
linearer Zusammenhang zwischen den 80— sowie &H-Werten, wie er durch die so
genannte Niederschlagsgerade oder Meteoric Water Line (MWL) (Formel 2) be-

schrieben wird.

Formel 2: Meteoric Water Line (MWL) (44)

&H =880 + d

d: Deuterium—Exzess

Neben diesem so genannten Breiteneffekt (4,45) haben auch geologische Gege-
benheiten des Anbaugebiets wie Entfernung von der Kiste (Kontinentaleffekt) (46)
und Hohe tber dem Meeresspiegel (Hoheneffekt) (47) einen Einfluss auf die Sauer—
stoff— und Wasserstoffisotopenverhaltnisse im Regen und damit auch im Grund-
wasser. Eine weitere EinflussgroBBe, die ebenfalls ausschlaggebend fir die Anwen—
dung dieser Isotopenverhaltnisse flr einen Herkunftsnachweis ist, ist die Tempera-
tur. Eine niedrigere Lufttemperatur bewirkt eine Kondensation grdBerer Wasser—
mengen, wodurch die Isotopenverhéltnisse im Niederschlag geringer werden (44).
Wéhrend es beim Transport des Grundwassers durch die Pflanze in die Frichte nicht
zu Fraktionierungen kommt (48), werden die Sauerstoff— und Wasserstoffisotopen-—
verhaltnisse des Fruchtwassers vor allem durch die Wasserversorgung und die
Temperatur am Anbauort bestimmt. Durch diese beiden Faktoren wird direkt die
Evapotranspiration an der AuBenhaut der Friichte beeinflusst (49,50), ein physikali—
scher Prozess, der zu einer Isotopendiskriminierung innerhalb der Frucht fihrt.

Somit spiegeln die '®0/'®0-Verhaltnisse des Wassers die klimatischen Bedingungen
am Anbaugebiet wider, die auch wahrend einer Fermentation nicht signifikant

verdndert werden (49,57). Dies macht sie zu einem aussagekraftigen Parameter fur
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die geographische Herkunftsbestimmung von Lebensmitteln (3,26). In der Praxis
wird jedoch lediglich der &°0-Wert des Wassers bestimmt, da dessen D/H-Ver—
haltnis durch den beschriebenen linearen Zusammenhang zwischen Wasserstoff-
und Sauerstoffisotopenverhéltnissen keine zusétzliche Information bezlglich Klima

und somit geographischer Herkunft liefert.

Sonstige Stabilisotopenverhélinisse in der Pflanze

Neben den genannten Stabilisotopenverhaltnissen liefern die Verhéltnisse weiterer
[sotope Hinweise auf eine geographische Herkunft von Naturprodukten.

So ist das Verhaltnis '°N/"N der von der Pflanze gebildeten Biomasse abhangig von
der priméaren Stickstoffquelle. Wahrend Stickstoff, der im Boden gebunden oder der
Pflanze durch Naturdtinger zur Verfigung gestellt wird, meist positive & °N-Werte
aufweist, besitzen Naturdinger und Stickstoff, der durch Mikroorganismen im Boden
fixiert wird, meist 8'°N-Werte im Bereich von Null (26). Erfolgreich angewandt wurde
die Stickstoffisotopenanalyse bereits beim Herkunftsnachweis von Orangensaft (52).
Das Schwefelisotopenverhaltnis in pflanzlichen Produkten entspricht im Allgemeinen
dem des Bodenschwefels, da keine Isotopenfraktionierung durch den Pflanzen-
stoffwechsel stattfindet (3). Des Weiteren kann anthropogenes SO,, sowie die
Verwendung Schwefelhaltiger Dingemittel das Schwefelisotopenverhaltnis von
pflanzlicher Biomasse mitbestimmen (26,53). Jedoch verlieren die beiden letzten
Faktoren durch einen Verzicht Schwefelhaltiger Dingemittel und die Begrenzung von
SO,-Emissionen zunehmend an Bedeutung (3).

Eine weitere, flir den Nachweis der regionalen Herkunft von Pflanzenprodukten viel
versprechende Information liefert das Strontiumisotopenverhaltnis 8'Sr/®¢Sr. Wahrend
die Isotopenverhaltnisse der leichten Bioelemente durch unterschiedliche Einflisse
gewissen zeitlichen Schwankungen unterworfen sind, wird der 5%’Sr-Wert im Boden
ausschlieRBlich von den geologischen Begebenheiten am Wachstumsort bestimmt
und bleibt somit Uber lange Zeitrdume fir eine bestimmte Region konstant (30).
Auch wahrend der Aufnahme durch die Pflanze dndert sich dieser Wert nicht signi—
fikant (30,54). Beispiele fur die Anwendung des ®'Sr/®Sr-Verhaltnisses fiir den
Herkunftsnachweis von Lebensmitteln sind Wein (28,55) oder Emmentaler Kase

(56).
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2.3.2 Anwendung der Stabilisotopenanalytik beim Nachweis der

geographischen Herkunft von Wein

Besonders beim Nachweis der regionalen Herkunft von Wein spielt die Stabilisoto—
penanalyse seit beinahe 20 Jahren eine bedeutende Rolle. Da die Produktion von
Wein und Obstbrand mit Ausnahme der Destillation aus vergleichbaren technologi—
schen Verfahrensschritten besteht, werden im Folgenden die wesentlichen Arbeiten
der Stabilisotopenanalyse zum Herkunftsnachweis von Wein aufgefihrt. Bereits
1988 gelang es Martin et al. auf der Basis der Isotopenverhaltnisse '°C/'?C, (D/H),,
und (D/H), des Ethanols und des 3'®0-Wertes des Wassers, 50 franzdsische Weine
den Anbaugebieten Elsass, Anjou und Gironde mit Klassifizierungsraten von 92 bis
100 % zuzuordnen (57). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden in den letzten
zwei Jahrzehnten auf Basis der genannten Stabilisotopenverhaltnisse zahlreiche
Versuche unternommen, Weine aus unterschiedlichen Regionen zu differenzieren.
So gelang Kosir et al. die Unterscheidung slowenischer Weine aus Kistennahen
Anbaugebieten von Weinen aus dem Landesinneren (58). Mit Hilfe der Linearen
Diskriminanzanalyse konnten letztere von Ogrinc et al. sogar den beiden Regionen
Drava und Sava korrekt zugeordnet werden (59). Vergleichbare Untersuchungen
wurden auch fiir Weine aus Deutschland (60), Spanien (67), Italien (62,63), Kroa—
tien und Ungarn (64) durchgefiihrt. Breas et al. verglichen die Weine von mehreren
europdischen Landern (65). Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine zuverlédssige
geographische Trennung nur moglich ist, wenn sich die betreffenden Gebiete
beziglich Temperatur und Niederschlag signifikant unterscheiden. Die Abhangigkeit
der Stabilisotopenverhaltnisse von klimatischen Bedingungen zeigt sich auch in den
Untersuchungen von Gremaud et al., die die Stabilisotopenverhéltnisse (D/H),
(D/H), von Ethanol und '0/'™0 von Wasser von 75 Weinproben aus 10 Kantonen
der Schweiz analysierten. Wahrend eine zuverlassige Trennung der Proben aus der
Nordschweiz (Valais) von denen aus dem Stden des Landes (Tessin) moglich war,
waren die Unterschiede zwischen den Stabilisotopen der Proben aus dem &stlich
gelegenen Teil der Schweiz und der westlich gelegenen Romandie weniger stark
ausgepragt. Der Grund hierflr liegt in der Lage der Alpen, die das Land in Ost—West
Richtung in zwei Gebiete teilen, welche dadurch unterschiedlichen klimatischen

Bedingungen ausgesetzt sind (66).
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Day et al. gelang durch die Kombination der vier anfangs genannten Stabilisotopen—
verhéltnisse mit den Konzentrationen der Elemente Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Rb, Sr und Zn eine korrekte Zuordnung von 165 Weinen der Anbaugebiete Beaujo—
lais, Burgund, Elsass und Loire Valley, die sich von ihrer geographischen Lage und
den klimatischen Bedingungen nur geringfligig unterscheiden. Die Fehlklassifika—
tionsrate betrug dabei lediglich 1,2 % (67). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Martin
et al. bei der Untersuchung von Weinen aus Bordeaux. Auch hier fihrte neben der
Messung der '*C/"?C—, (D/H),-, und (D/H),~Isotopenverhéltnisse des Ethanols und
des &'°0-Wertes des Wassers die zusatzliche Bestimmung der Konzentrationen der
Elemente Al, Ba, Ca, K, Li, Mg, Na, Rb, Sr und Zn zu einer verbesserten regionalen
Trennung der Weine (68).

Neben der Kombination von Stabilisotopen mit anderen chemisch—analytischen
Kennzahlen verspricht auch die zusatzliche Betrachtung des Strontiumisotopenver—
haltnisses °’Sr/®°Sr eine Steigerung der regionalen Differenzierung. Da der &%'Sr—
Wert fast ausschlieBlich von geologischen Gegebenheiten abhéngt, kdnnen mit
dessen Hilfe auch Proben unterschieden werden, die sich beziglich klimatischer
Bedingungen am Wachstumsort nur geringfligig unterscheiden (30). Die Anwend—
barkeit der Strontiumisotopenanalyse flir den Nachweis der geographischen Herkunft
von Weinen wurde bereits 1993 erstmals gezeigt (30,69). Erste Erfolg versprechen—
de Ergebnisse beim Einsatz von Strontiumisotopenverhaltnissen flr den Herkunfts—

nachweis zeigen Arbeiten von Almeida et al. (28) sowie Barbaste et al. (55).

2.3.3 Isotopenfraktionierungen wahrend der Destillation

Wahrend natlrliche Fraktionierungen die Basis fir die Anwendbarkeit der Stabiliso—
topenanalyse flr den Nachweis der geographischen Herkunft eines Lebensmittels
bzw. Lebensmittelinhaltsstoffes bilden, kdnnen lIsotopenfraktionierungen wéahrend
des Herstellungsprozesses zu einer Veranderung der urspringlichen Isotopensignatur
des Ausgangsproduktes fiuhren. Im Bereich der Obstbrandherstellung ist eine
derartige Fraktionierung besonders wahrend der Destillation zu erwarten, da isoto—
pologe Molekiile stets unterschiedliche Dampfdriicke aufweisen (35).

Da die Destillation den essentiellen technologischen Verfahrensschritt im Verlauf der
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Obstbrandproduktion darstellt und diese gleichzeitig von der Weinherstellung ab-—
grenzt, werden im Folgenden die physikalischen Grundlagen dieser Art der Isoto—
penfraktionierung naher erlautert.

[sotopenfraktionierungen, die durch den so genannten Vapor Pressure Isotope Effect
(VPIE) beim PhasenlUbergang flissig—gasférmig hervorgerufen werden, konnten
bereits vor Uber 60 Jahren messtechnisch erfasst werden und wurden in den letzten
Jahrzehnten durch zahlreiche Arbeiten umfassend beschrieben (70). Quantifiziert
wird diese Isotopenfraktionierung zwischen schwerem (N) und leichtem (N°) Isoto—
polog durch den so genannten Isotopic Fractionation Factor a, der gemé&B Formel 3

definiert ist.

Formel 3: Berechnung des Isotopic Fractionation Factors a(77)

o= (N/N') Gasphase
(N / N') Flussigkeit

N: schweres Isotopolog; N': leichtes Isotopolog

In Abh&ngigkeit des thermodynamischen Zustandes eines Systems kann a Werte
kleiner oder gréBer als 1 annehmen. Im ersten Fall kommt es zu einer Anreicherung
des leichteren Isotopologs in der Gasphase, ein Phadnomen, dass als ,normal
isotope effect” bezeichnet wird (72) und grundsatzlich im Verlauf von irreversiblen,
so genannten kinetischen Reaktionen zu beobachten ist (73).

Jedoch auch der gegenteilige Effekt, die Anreicherung des schwereren Isotopologs
in der Gasphase, kann bei Reaktionen, die im thermodynamischen Gleichgewicht
ablaufen, beobachtet werden. Dieses Phdnomen wird in Anlehnung an den erstge-

nannten Effekt als ,inverse isotope effect” bezeichnet (72).

Isotopenfraktionierungen im Verlauf kinetischer Phasendiibergédnge

Isotopenfraktionierungen im Verlauf irreversibler, kinetischer Reaktionen haben ihren
Ursprung in den unterschiedlichen Massen isotopologer Molekile. GemaB dem
Energieerhaltungssatz besitzen zwei isotopologe Molekile bei einer bestimmten
Temperatur stets dieselbe kinetische Energie. Diese ist wiederum proportional zum

Produkt aus Masse und dem Quadrat der Geschwindigkeit dieses Molekils. Besitzt,
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wie im Fall zweier Isotopologen, ein Molekdil bei sonst gleichen chemischen Eigen—
schaften lediglich eine hohere Masse, so muss dessen Bewegung langsamer sein
als die des leichteren Moleklls. Da beide Molekille chemisch identisch sind, hangt
die Wahrscheinlichkeit, dass eines dieser Molekile an einer Reaktion beteiligt ist, nur
von dessen Geschwindigkeit ab. Somit reagiert das leichtere Isotopolog stets
schneller als das schwerere, wodurch es zu einer Anreicherung des leichteren
Isotopologs im Reaktionsprodukt kommt. Dies ist z.B. bei der Verdampfung einer
Ethanol-Wasser Mischung unter stadndiger Entfernung des Ethanols aus der Gas—
phase zu beobachten, da sich hier kein Gleichgewichtszustand ausbilden kann (74).
Bezogen auf den Phasentbergang flissig—gasformig bedeutet dies eine Anrei—
cherung des leichteren Isotopologs in der Gasphase wéahrend eines Verdampfungs—
vorgangs oder entsprechend dessen Anreicherung in der flissigen Phase im Falle

einer Kondensation (73).

Isotopenftraktionierungen im Verlauf thermodynamischer Phasendbergénge

Eine Reaktion im thermodynamischen Gleichgewicht [4dsst sich praktisch als eine
Uberlagerung zweier irreversibler Einzelreaktionen beschreiben. Um eine qualitative
Aussage Uber die resultierende Fraktionierung wahrend dieser Gleichgewichtsreak—
tion machen zu kénnen, missen die Bindungsenergien der beteiligten Isotopologen
im Ausgangs— und Endprodukt im Zustand des thermodynamischen Gleichgewich—
tes verglichen werden.

Im Folgenden soll beispielhaft die Verdampfung einer FlUssigkeit, die aus zwei
isotopologen Molekllen besteht, betrachtet werden.

Die Bindungsenergie zweier Atome lasst sich mit Hilfe so genannter Potentialkurven

darstellen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Potentialkurve zweier Molekile
(E: Bindungsenergie; r: Abstand zweier Molekiile voneinander)

Die Potentialkurve zeigt die Energie E zwischen zwei Atomen in Abh&ngigkeit ihres
Abstands r voneinander. Gemé&aB der Born—-Oppenheimer Naherung kann die Bewe—
gung der Kerne von der Bewegung der Elektronen getrennt betrachtet werden (72).
Der Verlauf der Potentialkurve hangt wiederum nur von der Elektronenkonfiguration
ab, so dass dieser unabhangig von der isotopologischen Zusammensetzung des
Kerns ist. Folglich besitzen Isotope eines Elements dieselbe Potentialkurve (72).
Vergleicht man jedoch die jeweiligen Bindungsenergien zweier Isotope A und A" mit
einem weiteren Atom B, so lasst sich ein geringer Unterschied nachweisen (72).
Dieser Unterschied lasst sich durch die Bindungsenergie am absoluten Temperatur—
nullpunkt erklaren. Wahrend die Translations— und Rotationsenergie eines Atoms bei
einer Temperatur von 0 K auf Null absinkt, besitzt es aufgrund der Heisenberg'schen
Unschéarferelation stets noch eine gewisse Vibrationsenergie, die so genannte Zero
Point Energy (70). Da die Anziehungskraft zwischen zwei Atomen jedoch nur von
deren jeweiligen elektrischen Ladungen abhangt, nimmt diese denselben Betrag flr
die beiden Bindungen A-B und A"-B an (75). Dies hat zur Folge, dass das leichtere
Isotop A" im Vergleich zum schwereren Isotop A eine héhere Schwingungsfrequenz v
aufweisen muss, um bei geringerer Masse die gleiche Kraft auf B auslben zu
kdnnen. Die Bindungsenergie wiederum ist proportional zu dieser Schwingungsfre—
quenz (75). Somit besitzt das leichtere Molekil A"™—B ein hdheres Energielevel E” im
Vergleich zum Energielevel E des schwereren Molekiils A-B (Abbildung 5).
Ausgehend von diesem Energieunterschied lasst sich die Isotopenfraktionierung im
thermodynamischen Gleichgewicht fir den Phasenlbergang flissig—gasférmig

erlautern. Vereinfacht wird von der Annahme ausgegangen, dass sich Translation
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und Rotation zweier Molekile in einer Flissigkeit durch die gegenseitige Beeinflus—
sung der Molekiile energetisch wie Schwingungen verhalten (72). Die Anderung der
Bindungsenergien zwischen zwei Molekllen wahrend einer Verdampfung unter
Gleichgewichtsbedingungen kann somit ebenfalls durch Potentialkurven dargestellt

werden (Abbildung 6) (72).

Abbildung 6: Anderung der Bindungsenergie beim Phaseniibergang flissig— (untere Kurven—
verlaufe) gasférmig (obere Kurvenverlaufe); die linke Seite des Diagramms zeigt die Anderung
der Bindungsenergie (E) beziglich der externen Bewegungen Rotation und Translation eines
Molekdls, die rechte Seite die Energiednderung hinsichtlich interner Vibrationen jeweils als
Funktion des Abstandes (r) zweier Molekiile voneinander

Die linke Seite von Abbildung 6 zeigt die Anderung der Bindungsenergie bezogen
auf die Translations— und Rotationsenergie eines Molekils zwischen Gasphase
(oberer Teil der Abbildung) und der flissigen Phase (unterer Teil der Abbildung).
Wéhrend beide Molekiile in der Gasphase nicht in Interaktion stehen (E=0), unter—
scheiden sich die Bindungsenergien gemaB oben beschriebener Herleitung in der
Flussigkeit in Abh&ngigkeit der isotopologischen Zusammensetzung der Bindungs—

partner. So nimmt die Bindungsenergie zwischen zwei leichten isotopologen Mole—
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killen C'=C” einen hdheren Betrag an als die zwischen einem leichten und einem
schweren Isotopolog C'—C. Somit ist auch die Differenz der Bindungsenergien beim
Phasenlbergang flissig—gasformig fur die Bindung C'—-C” (,E’) geringer als fur die
Bindung C'—C (,E). Dies bedeutet, jedoch nur auf die Translations— und Rotations—
energie bezogen, dass die Bindung zwischen zwei leichten Isotopologen leichter
gebrochen werden kann, gleichbedeutend mit einem h&heren Dampfdruck und
somit einer Anreicherung des leichteren Isotopologs in der Gasphase. Translation
und Rotation eines Molekils bewirken somit immer einen normal isotope effect (72).
Im Gegensatz dazu besitzen Moleklile stets auch in der Gasphase eine gewisse
Vibrationsenergie, dargestellt auf der rechten Seite von Abbildung 6. IR— und Rama-—
nuntersuchungen haben gezeigt, dass es beim Ubergang flissig—gasformig zu einer
Erhdhung der Schwingungsfrequenz der internen Vibrationen (blue—shift) kommt
(72). Des weiteren ist die Energiedifferenz proportional zum Quadrat der so genann—
ten Kraftkonstante & einer Bindung (72). Da diese Kraftkonstante proportional zur
Schwingungsfrequenz und der Masse der Bindungspartner ist, ist der Energieunter—
schied eines leichten Isotopologs zwischen Gasphase und Flissigkeit gréBer als der
eines schweren Isotopologs. Somit ist fir den Phasenlbergang flissig—gasférmig
fur ein leichteres Isotopolog ein hdherer Energiebetrag (A.E") ndtig, gleichbedeutend
mit einem inverse isotope effect, der Anreicherung des schwereren Isotopologs in
der Gasphase. Beobachtet wurde dieses Phanomen z.B. bei der Destillation einer
Ethanol-Wasser Mischung mittels Drehbandkolonne fir die Kohlenstoff- sowie
Wasserstoffisotopenverhaltnisse an der Methyl—- bzw. Methylengruppe (74, 76).

Die resultierende Fraktionierung der Gesamtreaktion ergibt sich folglich aus der
Uberlagerung des normal isotope effects, hervorgerufen durch die externen Bewe—
gungen Rotation und Translation und dem inverse isotope effect, der durch die

interne Vibration entsteht.

2.3.4  Grundlagen der Messung von Stabilisotopenverhaltnissen

In der Routineanalytik werden Stabilisotopenverhaltnisse mittels Massenspektro—
metrie (MS) sowie Kernresonanzspektroskopie (NMR) erfasst. Die Grundlagen beider

Verfahren werden im Folgenden erlautert.
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2.3.4.1 Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS)

Unterschiede in der Atommasse eines Isotops konnten bereits vor tUber 50 Jahren
mit Hilfe der so genannten Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS), deren grund-—
satzliches Prinzip zur Messung von Stabilisotopenverhaltnissen sich bis heute nicht
geandert hat, detektiert werden (77).

Da sich mit Hilfe der Massenspektrometrie nur gasfdrmige Proben analysieren
lassen, wurden parallel zur Entwicklung der IRMS Methoden etabliert, wodurch sich
organische Materialen in messbare Gase (H,, CO,, N,, SO,) Uberfihren lassen
(33, 78-81).

Die am haufigsten verbreitete Methode ist die Verbrennung der gesamten Probe
(fest oder flussig) unter Sauerstoffzufuhr, wobei als Verbrennungsprodukte CO,, N,
NOx, SO, und H,O entstehen (3). Nach der Reduktion des entstandenen NOy zu N,
gelangen die Gase direkt in das Massenspektrometer. Diese Probenaufbereitung im
so genannten Elementaranalysator wird bei der Messung der Isotopenverhaltnisse
von Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel angewandt. Fur die Messung des &'°0-
Wertes organischer Substanzen missen diese jedoch ohne externe Sauerstoffzufuhr
verbrannt werden, da sonst die Messwerte verfélscht wirden. Dies geschieht durch
die so genannte Pyrolyse, der Verbrennung bei Temperaturen von ca. 1300 °C unter
Kohlenstoffliberschuss. Hierbei entsteht Kohlenmonoxid (CO) und H,, das wiederum
mittels MS analysiert werden kann(3).

Wahrend durch die beschriebene Probenvorbereitung lediglich die Isotopenverhalt—
nisse der gesamten Probe bestimmt werden ké&nnen, wurde die Stabilisotopenana—
lyse einzelner Verbindungen durch die Kopplung der IRMS—Apparatur mit einem
Gaschromatographen (GC) méglich (82-84).

Darliber hinaus liefert auch der &'°0-Wert von Wasser in einer Probe nitzliche
Informationen beim Einsatz der Stabilisotopenanalytik im Bereich von Lebensmitteln.
Da dieser mit den herkdmmlichen Methoden nicht direkt messbar ist, muss die
Sauerstoffisotopensignatur vor der massenspektrometrischen Messung auf ein
messbares Medium Ubertragen werden. Hierfir wird die Probe mehrere Stunden mit
CO, Uberschichtet, wodurch das Kohlendioxid durch eine Austauschreaktion, der so
genannten Aquilibrierung, das '80/'®0-Verhaltnis des Wassers annimmt, welches

anschlieBend massenspektrometrisch bestimmt werden kann (7).
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Da die relativen Haufigkeiten der einzelnen Isotope erst in der vierten Nachkomma-
stelle variieren, werden in der Stabilisotopenanalytik nicht absolute Massen, sondern
immer Abweichungen der gemessenen Masse eines Gases von einem Standardgas
gemessen. Dieses wird mittels eines dualen Einlasssystems im Wechsel mit dem
eigentlichen Messgas in das Stabilisotopenmassenspektrometer eingeleitet und
analysiert. Somit wird gewéahrleistet, dass anlagenbedingte Schwankungen egalisiert
werden und eine hohe Messgenauigkeit sichergestellt werden kann (77). AuBerdem
besitzen zur Messung von Isotopenverhéltnissen eingesetzte Massenspektrometer im
Gegensatz zu herkdmmlichen Geraten, die Anwendung in der Strukturaufkl&rung
finden, mindestens zwei, teilweise bis zu acht Faraday—-Auffanger, wodurch eine
parallele Detektion der Massen isotopologer Gase gewéhrleistet wird. Im Falle der
Messung von CO, zur Bestimmung des &'°C-Wertes sind dies die Massen 44
(1201602), 45 (1301602, 120160170) und 46 (120160180)_

Manifestiert sind die genauen Bestimmungen fUr die Stabilisotopenanalytik zur
Messung der &' °C—Werte von Ethanol und '80/'®0-Verhaltnissen von Wasser mittels

IRMS in Verordnungen der Europédischen Kommission (85, 86).

2.3.4.2  Thermo lonization Mass Spectrometry (TIMS)

Im Gegensatz zur IRMS—Messung ist fiir die Bestimmung des Strontiumisotopenver—
haltnisses mittels Thermoionisationsmassenspektrometer eine aufwendige Proben-—
vorbereitung in einem Reinlabor ndtig. Nach der Trocknung der Probe muss diese
zunéchst verascht werden. AnschlieBend muss die Asche Uber mehrere chemische
und mechanische Schritte aufgeschlossen und gereinigt werden. Der so erhaltene
getrocknete Rickstand wird schlieBlich nach Aufnahme durch ein L&sungsmittel auf
einen Metallfaden (Filament) aufgebracht und bei Temperaturen von tber 1200 °C
teilweise verdampft und ionisiert und anschlieBend bezlglich des Verhé&ltnisses

87Sr/%8Sr mit Hilfe eines Stabilisotopenmassenspektrometers analysiert.

2.3.4.3 Site—specific Natural Isotope Fractionation—Nuclear Magnetic Resonance
(SNIF-NMR®)

Die Kernresonanzspektroskopie wird in der Stabilisotopenanalytik flr die stellungs—

spezifische Bestimmung des Wasserstoffisotopenverhaltnisses an der Methyl— bzw.
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der Methylengruppe ((D/H), bzw. (D/H),) des Ethanolmolekils angewandt (8). Die
Atomkerne zahlreicher Atome besitzen einen bestimmten Eigendrehimpuls (Spin),
der ein magnetisches Moment [ induziert. Dadurch besitzt dieser Atomkern die
Eigenschaft eines Stabmagneten und richtet sich folglich in einem &uBeren Magnet—
feld aus. Diese Ausrichtung lasst sich durch eine pulsartige Einstrahlung einer fir
das Atom typischen Energiemenge (Energiequant), die proportional zur Anzahl der
absorbierenden Atomkerne einer Probe ist, umkehren. Aus der Gesamtenergie, die
die Probe nach der Einstrahlung wieder emittiert, |&sst sich schlieBlich im Fall der
H-NMR die Gesamtanzah! der Deuteriumisotope der Methyl- bzw. Methylengruppe
der Ethanolmolekule ermitteln (87).

Voraussetzung fur die Berechnung der D/H-Verhé&ltnisse ist eine exakte Bestimmung
des Ethanolgehalts (t.,) der fir die NMR—Messung eingewogenen Probe. Dieser wird
nach Formel 4 (88) tber die Massenkonzentrationen des sich in der Probe befindli—
chen Wassers (c,,) und der flichtigen Verbindungen (c,) berechnet, deren chemi—
sche Verschiebung (87) von der des Ethanols abweicht. Zu diesen Verbindungen
zahlen beispielsweise Acetaldehyd, Methanol, 2-Methyl-1-propanol und die Iso—
amylalkohole 2—Methyl-1-butanol und 3—-Methyl-1-butanol. Da die NMR-Signale
von Verbindungen, die die gleiche chemische Verschiebung aufweisen wie Ethanol,
nicht von dessen Signalen getrennt werden kdnnen, werden diese in Formel 4 nicht
berlicksichtigt. Beispiele flr derartige, in Spirituosen vorkommende Verbindungen

sind Diethoxyethan oder Ethylacetat (70).

Formel 4: Berechnung des Ethanolgehalts (88)

tm[%—-mas.] =100 - c,[%—mas.] — c,[%—mas.]

tn- Ethanolgehalt; c,: Wassergehalt; c,: Gehalt an fltichtigen Verbindungen

Die beschriebene Korrektur wurde in dieser Arbeit fur Methanolkonzentrationen ab
0,25 %—vol. und Konzentrationen der hdheren Alkohole von Uber 500 mg/100 ml A.
durchgefiuihrt (89). Die quantitative Bestimmung der genannten Verbindungen
erfolgte im Rahmen der allgemeinen chemisch—analytischen Routineuntersuchungen

der Proben mittels Gaschromatographie.
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2.4 Statistische Grundlagen

2.41 Wiederholstandardabweichung und Wiederholgrenze

Die Wiederholstandardabweichung ist definiert als MaB fir die Streuung der Messer—
gebnisse, die unter Wiederholbedingungen ermittelt wurden, d.h. vom selben
Benutzer unter identischen Messbedingungen an einer Probe. Fir die praktische
Anwendung in der Routineanalytik ist es jedoch zweckmaBig, eine kritische Differenz
zweier Messergebnisse unter Wiederholbedingungen anzugeben.

Allgemein berechnet sich die Standardabweichung einer resultierenden GroBe aus n

unabhangigen Messungen mit der Einzelstandardabweichung o zu o D/ﬁ Somit hat

die Wiederholstandardabweichung, die aus der zweifachen Messung einer Messgro—

Be resultiert, den Wert GD\/E. Die maximale Differenz, die zwischen diesen beiden
Messwerten zu erwarten ist, die so genannte Wiederholgrenze r, ist f-mal so grof3,
wobei f der kritische Spannweitenfaktor ist. Dieser Faktor ist abh&ngig von der
zugrunde gelegten Verteilung der MessgréBen, die im Falle der hier angewandten
Analytik als normalverteilt angenommen werden kann, und dem der Wiederholgren—
ze zugeordneten Wahrscheinlichkeitsniveau. FUr ein entsprechendes Niveau von
95 % ergibt sich fur f ein Wert von 1,96. Somit erhalt man fir die Berechnung der
Wiederholgrenze, innerhalb der zwei Messergebnisse unter Wiederholbedingungen

liegen mussen, Formel 5 (90).

Formel 5: Berechnung der Wiederholgrenze r (90)
r=196 o W2

o: Standardabweichung

Die Einzelstandardabweichung o in Formel 5 wird in der Praxis durch eine 10-fach—

Analyse einer Standardprobe unter Wiederholbedingungen ermittelt (89).
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2.4.2 Lineare Diskriminanzanalyse

2.4.21 Erstellen der Diskriminanzfunktionen

Abbildung 7 zeigt beispielhaft ein Streudiagramm zweier MessgroBen von Vertretern

zweier Gruppen (A und ®) mit den jeweiligen H&aufigkeitsverteilungen der beiden

MessgroRen.
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Abbildung 7: Haufigkeitsverteilungen von Messwerten

Aus Abbildung 7 wird ersichtlich, dass keine der beiden MessgréBen allein zur
Trennung der Proben bezlglich ihrer Gruppenzugehorigkeit geeignet ist.

Eine bessere Trennkraft verspricht jedoch die Projektion aller Messpunkte auf eine
neue Achse Z mit der Vorgabe einer mdglichst geringen Uberschneidung der Hau-

figkeitsverteilungen der resultierenden Diskriminanzwerte, wie es Abbildung 8 zeigt

(917).
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MessgroRRe 2

Messgrofle 1

Abbildung 8: Haufigkeitsverteilung der Diskriminanzwerte

Mathematisch lasst sich diese Projektion durch eine lineare Kombination beider
MessgréBen jeder Probe mittels der so genannten Diskriminanzfunktion gemal

Formel 6 durchfiihren (92).

Formel 6: Allgemeine Darstellung einer Diskriminanzfunktion auf Basis zweier MessgroBen

D =kq + ky (MessgroBe1+k, [(MessgroBe 2

ki: Diskriminanzkoeffizient

Die Diskriminanzkoeffizienten k; mutssen so gewahlt werden, das die Streuung
zwischen den beiden Gruppen (Ss) einen maximalen und jene innerhalb der Gruppen
(S) einen minimalen Betrag annehmen (93). Eine GroRe, die die Giite der Trennung
bezlglich der Gruppenzugehodrigkeit der einzelnen Proben beschreibt, ist das so
genannte Diskriminanzkriterium I, der Quotient aus S, und Sa. Diese beiden Quo-
tienten lassen sich wiederum aus den Abstanden der einzelnen Diskriminanzwerte
einer Gruppe vom mittleren Diskriminanzwert dieser Gruppe (Centroid) und den

beiden Centroiden voneinander ermitteln (93). Der maximale Betrag, den I' anneh—
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men kann, wird Eigenwert genannt und ist ein MaB3 fir die Trennkraft der berechne—
ten Diskriminanzfunktion. Je hoher dieser Eigenwert ist, desto geringer ist die
Streuung innerhalb einer Gruppe im Vergleich zur Streuung zwischen den Gruppen.
Somit ist ein hoher Eigenwert gleichbedeutend mit einer hohen Trennkraft der
zugehorigen Diskriminanzfunktion und einer entsprechend hohen Trennung der
Proben bezlglich ihrer Gruppenzugehorigkeit (93). Eine weitere Verbesserung der
Trennkraft ist durch die Aufnahme weiterer MessgroRen in die Diskriminanzfunktion
zu erzielen, wodurch Formel 6 durch weitere MessgréBen und deren zugehorige
Koeffizienten ergédnzt wird. Besteht die Gesamtheit der Proben aus Vertretern, die
sich in mehr als zwei Gruppen (G) aufteilen lassen, so ergeben sich G-1 Diskrimi—
nanzfunktionen, wobei die Koeffizienten einer jeden Funktion so gewéhlt werden,
dass sie einen maximalen Anteil derjenigen Streuung erklédren, die nach Berechnung
der vorangegangenen Diskriminanzfunktion verbleibt (97). Da der Eigenwert und
somit die Trennkraft einer jeden weiteren Funktion in der Regel sehr schnell ab-
nimmt, genlgt in den meisten Anwendungsfallen die grafische Darstellung der
ersten beiden Diskriminanzfunktionen, wodurch eine anschauliche Trennung méglich

wird (97). Beispielhaft zeigt dies Abbildung 9.

AAﬁAA
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Abbildung 9: Graphische Darstellung zweier Diskriminanzfunktionen

Die Hauptaufgabe der Diskriminanzanalyse ist jedoch neben der Trennung von
Proben bezlglich einer Gruppenzugehorigkeit die Zuordnung von Proben unbekann—
ter Gruppenzugehorigkeit zu einer dieser Gruppen. Grundlage fUr eine derartige

Zuordnung ist die Ermittlung von Diskriminanzfunktionen auf Basis von Messwerten
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authentischer Proben, deren Gruppenzugehorigkeit bekannt ist. Ein anschlieBender
Vergleich der Diskriminanzwerte, die sich fir eine unbekannte Probe aus den ent—
sprechenden Messwerten in Verbindung mit den jeweiligen Diskriminanzkoeffizienten
nach Formel 6 ergeben, ermoglicht eine Zuordnung dieser Probe zu einer der
Gruppen. Diese basiert auf dem so genannten Mahalanobisabstand, ein MaB fir die
Distanz zwischen der unbekannten Probe und dem Centroid der jeweiligen Gruppen,
welches zusatzlich die Korrelation der Variablen untereinander berlcksichtigt. Eine
Zuordnung der unbekannten Probe erfolgt schlieBlich zu der Gruppe, deren Centroid

den geringsten Abstand zur Probe aufweist (93,94).

2.4.2.2 Beurteilung der Trennkraft der Diskriminanzfunktionen

Wahrend durch den Betrag des Eigenwerts lediglich ein qualitativer Unterschied
zwischen zwei Diskriminanzfunktion ermittelt werden kann, stellt die Angabe einer so
genannten Klassifikationsfehlerrate ein quantitatives GltemaB zur Beurteilung des
gesamten berechneten Diskriminanzmodells dar (93). Die einfachste Berechnung
einer solchen Fehlerrate stellt die rickwirkende Gruppenzuordnung aller urspringli—
chen Lernobjekte auf Basis der ermittelten Diskriminanzfunktionen dar. Da jedoch in
diesem Fall alle Testobjekte als Grundlage fir die Berechnung des Diskriminanzmo-—
dells dienten, liefert diese als Resubstitution bezeichnete Methode haufig Ergeb—
nisse, die eine zu hohe Einschatzung der tatsadchlichen Trennkraft bewirken k&énnen
(93).

Eine verlasslichere Beurteilung der Trennkraft berechneter Diskriminanzfunktionen
ermdglicht die Leave—one—out Methode, die auch als Kreuzvalidierung bezeichnet
wird (93,94). Die Berechnung einer Fehlklassifikationsrate erfolgt im Rahmen dieser
Methode aus der Vielzahl neuer Diskriminanzfunktionen auf Basis des Lerndaten-—
satzes, wobei jeweils eine der Lernproben unberiicksichtigt bleibt. Diese Probe kann
anschlieBend als Blindprobe durch das Diskriminanzmodell einer Gruppe zugeordnet
werden. Da die wahre Gruppenzugehorigkeit bekannt ist, kann daraus eine aussa-—
gekraftige Fehlklassifikationsrate ermittelt werden. Zwar treten leichte Variationen in
den Koeffizienten der einzelnen Diskriminanzfunktionen durch die variierenden
Lernobjekte auf. Diese sind bei ausreichender Probenanzahl jedoch nicht signifikant,

so dass alle Diskriminanzfunktionen vergleichbar sind (93).
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Authentische Proben

3.1.1.1 Herkunft der authentischen Proben

Insgesamt standen 33 Proben (je 1 kg) unvergorener Kirschen und 22 vergorene
Kirschmaischen (je 10 kg) aus dem Jahrgang 2003, sowie 41 unvergorene Kirsch—
proben und 15 vergorenen Kirschmaischen der Ernte 2004 zur Verflgung. Des
Weiteren wurden 29 authentische Kirschdestillate (Jahrgang 2003) sowie 31 Kirsch—
und 13 Zwetschgenwésser des Jahrgangs 2004 analysiert.

Abbildung 10 zeigt die Standorte der Kirsch— und Zwetschgenbdume der drei
Hauptanbaugebiete der Jahrgdnge 2003 und 2004. Die durch die Alkoholhaltige
Getranke—Verordnung festgelegten Grenzen fir die Regionen Franken und Schwarz-

wald (2) sind hervorgehoben.
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Jahrgang 2003 Jahrgang 2004
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Abbildung 10: Herkunft der Kirsch— und Zwetschgenproben

Neben Proben aus dem Schwarzwald, Franken und Norditalien wurden auch Muster
(Rohfriichte und/oder Destillate) aus den Gebieten norddstlich des Bodensees, aus
dem norddstlichen Teil Baden-Wurttembergs, jeweils ein Muster aus der Pfalz und
der Turkei sowie unvergorene Kirschen aus Serbien und Mazedonien analysiert. Art
und Anzahl der jeweiligen Muster sind Tabelle 5 bis Tabelle 8 (siehe 4.1) zu ent-

nehmen.

3.1.1.2  Klimatische Charakterisierung der Regionen Schwarzwald, Franken und
Trentino

Wéhrend die Unterscheidung verschiedener Rohstoffe vor allem auf den Isotopen—

fraktionierungen im Verlauf unterschiedlicher Stoffwechselwege beruht, bildet die

Abhangigkeit der Stabilisotopenverhéltnisse von geologischen und vor allem klimati—
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schen Bedingungen am Wachstumsort die Basis flir den Nachweis der geographi—
schen Herkunft eines Lebensmittels (siehe 2.3.1.3).

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick Uber H&chsttemperatur und Nieder—
schlagsmengen der Regionen Schwarzwald, Franken und Trentino, aus denen der
GroBteil der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben stammte. Diese Daten
bilden anschlieBend die Grundlage der Diskussion gemessener Stabilisotopenver—
haltnisse bezlglich ihrer Verwendung flr einen Herkunftsnachweis.

Aufgetragen sind jeweils die Temperatur— und Niederschlagsverteilungen im mehr—
jahrigen Mittel (aufgezeichnet Uber 10 Jahre), sowie die der untersuchten Jahrgange
2003 und 2004. Exemplarisch wurden hierfir die Daten von Freiburg flr die Region
Schwarzwald ausgewahlt. Die Region Franken wird durch die Werte von Wirzburg,

das Trentino durch die Klimadaten von Bozen charakterisiert.
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Abbildung 11: Klimadiagramme von a) Freiburg b) Wiirzburg und c) Bozen (95, 96)
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Aus dem Vergleich der Klimadiagramme der drei Regionen ergeben sich zwei fir die
Interpretation gemessener Isotopenverhaltnisse entscheidende regionale und jahr—
gangsabhangige Unterschiede in den Temperaturverlaufen. Zum einen zeigt sich,
dass die Region Trentino im mehrj&hrigen Mittel in den fir die Kirschenreife relevan—
ten Monaten Mai bis Juni um durchschnittlich 4 °C hohere Tageshodchsttemperaturen
aufweist als die Gebiete nordlich der Alpen. Zum anderen spiegelt sich in den
Temperaturverlaufen der einzelnen Regionen die europaweite Ausnahmestellung des
Sommers 2003 wider. So lagen die Tageshdchsttemperaturen in den genannten
Monaten dieses Jahres in den Regionen Schwarzwald und Franken um bis zu 5°C, in
Bozen sogar um bis zu 7°C Uber denen der langjahrigen Mittel. Im Gegensatz dazu
kam es in den Monaten Mai und Juni des Jahres 2004 nur zu geringen Temperatur—
abweichungen von den jeweiligen 10-jahrigen Mittelwerten, wodurch die Ergebnisse
der Proben aus dem Jahrgang 2004 als typisch fir die entsprechenden Regionen
angesehen werden kénnen.

Weniger systematisch ausgepragt sind die jahrgangs— und regionalbedingten
Unterschiede der Niederschlagsmengen. Zwar sind auch hier die Auswirkungen der
anhaltenden Hochdrucklage Uber Mitteleuropa besonders an den Werten der Regio—
nen Schwarzwald und Norditalien der Monate April und Mai des Sommers 2003 zu
erkennen. Der Standort Wiirzburg (Franken) weist im Monat Mai jedoch eine hdhere
Niederschlagsmenge auf als im langjdhrigen Mittel, wobei der folgende Monat
wieder durch ein sehr trockenes Klima gekennzeichnet ist. Auch die entsprechenden
Messwerte der genannten Monate des Jahres 2004 zeigen groBtenteils geringere
Niederschlagsmengen als im mehrjahrigen Mittel, so dass bezlglich dieses Kriteri—
ums nicht von einem Durchschnittsjahrgang ausgegangen werden kann.

Wahrend die Temperaturverlaufe einzelner Messstationen jedoch als durchaus
charakteristisch flr eine groBere Region angesehen werden kdnnen, spiegelt die
Niederschlagsverteilung meist ausschlieBlich die entsprechenden Bedingungen der
jeweiligen Messstation wider, wodurch eine Ubertragung dieser Werte auf eine
gesamte Region nicht zweckmaRig erscheint. Da Isotopenverhéltnisse in einer
Frucht jedoch durch die tatsachliche Niederschlagsmenge am Anbauort beeinflusst
werden, lassen sich somit auch aus der Bildung von durchschnittlichen Nieder—

schlagsmengen aus mehreren Wetterstationen einer Region keine zuverlassigen
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Rickschlisse ziehen. Bei auffalligen Anomalien der Isotopenverhéltnisse einer
Probe muss deshalb die Niederschlagsmenge des genauen Wachstumsstandorts
verfUgbar sein, um Abweichungen interpretieren zu kdnnen. Darlber hinaus hat
neben der Niederschlagsmenge das Wasserspeichervolumen von grundwasserfernen
Bdden einen Einfluss auf die der Pflanze tatsachlich zur Verfligung stehende Was—
sermenge. Systematische Untersuchungen der Beeinflussung von Stabilisotopenver—
haltnissen durch die resultierende Wasserversorgung Uber Boden oder Grundwasser

liegen jedoch noch nicht vor.

3.1.1.3 Geologische Charakterisierung der Regionen Schwarzwald, Franken und

Trentino

Wéhrend die untersuchten Kohlenstoff—, Wasserstoff— und Sauerstoffisotopenver—
héltnisse besonders von der Art des Pflanzenstoffwechsels und den klimatischen
Bedingungen am Standort der Pflanze beeinflusst werden, hangen die Strontiumiso—
topenverhaltnisse sowie die **S/**S—Werte der analysierten Maischeproben haupt—
séchlich von der Zusammensetzung des Bodens am jeweiligen Standort ab (3,30).
Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen Uberblick tber Aufbau und Alter der

Gesteinsschichten der Anbaugebiete Schwarzwald, Franken und Norditalien.

Schwarzwald

Der Schwarzwald setzt sich zusammen aus variszischem Grundgebirge, das von
mesozoischen Sedimenten Uberlagert wird. Das Grundgebirge ist in der Gegend um
Freiburg aufgeschlossen, die von (frih—)variszischen (Devon—-Perm) Paragneisen
und Graniten, sowie vereinzelt auftretenden Quarzporphyren aus dem oberen Perm
gepragt ist. Diese Kristallinvorkommen werden Uberlagert von terrestrischen und
marinen Sedimenten aus der Trias, die stellenweise von kleinen devonischen und
permischen Sedimentvorkommen durchsetzt sind. Der Schwarzwald wird nach
Westen durch den Abbruch zum Oberrheingraben scharf abgegrenzt, nach Osten ist

der Ubergang in die Schwébische Alb flieBend (97).
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Franken

Die Geologie von Unter—, Mittel- und Oberfranken wird dominiert vom frankischen
Schichtstufenland. Die Landschaft wird geprdgt von mesozoischen Sedimentgestei—
nen wobei es sich hauptsachlich um Ablagerungen aus der Trias und dem Jura und
am sUdostlichen Rand der frAnkischen Alb aus der Kreide handelt. Die Abfolge
beginnt im Nordwesten Frankens mit den &ltesten Schichten aus dem Buntsandstein
(untere Trias) und wird nach Sudosten bis zur Donau stetig jinger. Die jingsten
Schichten stammen aus dem oberen Jura (Malm). Es handelt sich um kontinentale
und marine Ablagerungen des Germanischen Beckens, d.h. die Gesteinszu—
sammensetzung zeigt einen Wechsel von toniger, sandiger und karbonatischer

Fazies (98).

Norditalien

Von Meran bis zum SlUdende des Gardasees sind mesozoische Sedimente, d.h.
vorwiegend Kalke und Dolomite von der Trias bis zur Jura aufgeschlossen. Ostlich
davon sind zwischen Bozen und Meran groBflachig sauere Magmatite (Granite,
,Bozener Quarzporphyr®) aus der variszischen Orogenese vorzufinden. Sudlich von
Trient werden diese ebenfalls von karbonatischen Sedimenten des Mesozoikums
Uberlagert. Das Etschtal selber ist auf einer Breite von wenigen Kilometern westlich
und 06stlich des Flusses mit fluviatilen Ablagerungen verfillt. Nach Jungmordnenab—
lagerungen (Weichsel/Wirm—Eiszeit) am Siudufer des Gardasees prédgen die mono—
tonen pleistozadnen und holozdnen Flussablagerungen der Poebene das Land-

schaftsbild (99).

3.1.2  Selbst hergestellte Destillate

In der Versuchs— und Lehrbrennerei Weihenstephan wurden insgesamt ca. 2850 kg
Kirschen aus Achern/Mésbach (Schwarzwald) der Jahrgédnge 2003 (1300 kg) und
2004 (1550 kg) vergoren und anschlieBend destilliert. Die selbst hergestellten
Destillate umfassen je 22 Vor—, Mittel- und Nachlaufe, 3 Rauhbrande sowie 291
Teilfraktionen (& 500 ml) aus 6 fraktionierten Destillationsverlaufen. Von ausgewahl—
ten authentischen vergorenen Kirschmaischeproben wurden am Lehrstuhl fir Allge—

meine Lebensmitteltechnologie mittels Labordestillationsanlage 18 Destillate (Vor—,

37



Material und Methoden

Mittel- und Nachlauf) hergestellt. Zuséatzlich wurden 38 Destillatfraktionen (& 100 ml)

durch die Destillation von Ethanol-Wasser Mischungen gewonnen.

3.2 Herstellungsbedingungen eigener Destillate

Zur Beurteilung technologischer Verfahrensschritte auf die Isotopensignaturen eines
Steinobstdestillates wurden in der Versuchs— und Lehrbrennerei Weihenstephan ca.
2850 kg Kirschen mit teilweise unterschiedlichen Hefestdmmen vergoren und unter

Variation der Destillationsbedingungen destilliert.

3.2.1 Einmaischbedingungen

Insgesamt wurden 22 Chargen (jeweils 130 kg) Kirschmaische mit Hilfe von Schwe—
felsdure auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt und in Plastikfassern nach Zusatz von
6 verschiedenen Hefestammen (15 g/100 kg Maische) vergoren. Die Einmaisch—

und Lagerbedingungen sind Tabelle 4 zu entnehmen.
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Tabelle 4: Einmaisch— und Lagerbedingungen der Kirschmaischen

Charge Einmaisch— Hefestamm Gartemp. Géarende Lagertemp. Destillations— Destillationsart ¥
datum [°C] [°C] datum

1 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 09.09.03 Aufteilung in VL,ML,NL

2 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 09.09.03 Rauhbrand

3 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 10.09.03 Rauhbrand

4 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 10.09.03 Rauhbrand

5 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 12.09.03 fraktioniert

6 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 15.09.03 fraktioniert

7 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 15.09.03 Aufteilung in VL,ML,NL

8 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 16.09.03 fraktioniert

9 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 11.09.03 Aufteilung in VL,ML,NL
10 01.07.03 Uvaferm CM 18 10.07.03 7 11.09.03 fraktioniert
11 13.07.04 Uvaferm CM 18 24.07.04 7 06.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
12 13.07.04 Uvaferm CM 18 24.07.04 7 06.10.04 fraktioniert
13 13.07.04 Uvaferm CEG 18 24.07.04 7 07.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
14 13.07.04 Uvaferm CEG 18 24.07.04 7 07.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
15 13.07.04 Uvaferm CGC 62 18 24.07.04 7 11.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
16 13.07.04 Uvaferm CGC 62 18 24.07.04 7 11.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
17 13.07.04 Spiriferm 18 24.07.04 7 12.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
18 13.07.04 Spiriferm 18 24.07.04 7 12.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
19 13.07.04 Spiriferm Classic 18 24.07.04 7 13.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
20 13.07.04 Spiriferm Classic 18 24.07.04 7 13.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
21 13.07.04 SIHA Brennereihefe Nr. 6 18 24.07.04 7 14.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL
22 13.07.04 SIHA Brennereihefe Nr. 6 18 24.07.04 7 14.10.04 Aufteilung in VL,ML,NL

2 siehe 3.2.2.1; VL: Vorlauf; ML: Mittellauf; NL: Nachlauf
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3.2.2 Destillationsbedingungen

Um den Einfluss des Destillationsschritts auf die Stabilisotopenverhaltnisse im
Destillat zu untersuchen, wurden die vergorenen Kirschmaischen mittels Pilotanlage
und ausgewé&hlte authentische Kirschmaischen sowie Ethanol-Wasser Mischungen

mit Hilfe der Laboranlage unter definierten Bedingungen destilliert.

3.2.2.1 Pilotanlage

Die Destillationen der vergorenen Kirschmaischen wurden in der Versuchs— und
Lehrbrennerei Weihenstephan mit Hilfe eines praxistblichen Abfindungsbrenngerats
der Firma Arnold Holstein durchgefiihrt. Dies ist ahnlich Abbildung 2 (siehe 2.1.2)
mit drei Glockenbdden, einem Feinbrenndephlegmator sowie einem Ruhrwerk fir
die Destillation besonders dickflissiger Maischen ausgestattet.

Die Destillationen, bei denen das Destillat, wie in der Praxis Ublich, in Vor—, Mittel—

und Nachlauf getrennt wurde, fanden unter folgenden Gerateeinstellungen statt:

o Destillationsverfahren: Feinbrand aus Maische (130 kg pro Destillation)
0 Anzahl der aktivierten Boden: zwei

o Vorlaufabtrennung: 1,3 1 (1 % des Maischevolumens)

o Ethanolgehalt beim Umschalten auf Nachlauf: 60 %-vol.

o Ende der Destillation bei einem Ethanolgehalt von: 10 %—vol.

o Verwendung von Vor— und Nachlaufen: keine

o Dephlegmator: '/, gefullt

Wéhrend der Destillation von finf Chargen der vergorenen Kirschmaische wurde das
Destillat in 500 ml-Fraktionen aufgeteilt, um Konzentrationsdnderungen der analy—
sierten Inhaltsstoffe sowie Anderungen der relevanten Stabilisotopenverhéltnisse im
Verlauf der Destillation verfolgen und charakterisieren zu kénnen.

Des Weiteren sollte der Einfluss der Destillationstechnik Uberprift werden. Hierzu
wurden aus drei Chargen vergorener Kirschmaische Rauhbrdnde ohne Einsatz von
Dephlegmator und Glockenbdden und ohne Abtrennung von Vorlauf— und Nachlauf
(Destillationsende: 5 %—vol.) hergestellt. Diese wurden anschlieBend vereint und
erneut ohne Einsatz von Verstarkereinrichtungen destilliert (Feinbrand aus

Rauhbrand). Hierbei wurde wie bei der einmaligen Destillation tblich 1 % der Aus—
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gangsmenge als Vorlauf abgetrennt. Der Wechsel von Mittel— auf Nachlauf erfolgte

bei 60 %—vol. in der Vorlage.

3.2.2.2 Laboranlage

Die Laboranlage verfigt analog zur Pilotanlage Uber drei Glockenbdden, einen
Feinbrenndephlegmator sowie ein elektrisch angetriebenes Rihrwerk. Die Destilla—

tionen der Kirschmaischen fanden unter folgenden Bedingungen statt:

o Destillationsverfahren: Feinbrand aus Maische (5 | pro Destillation)
0 Anzahl der aktivierten Boden: zwei

o Vorlaufabtrennung: 50 ml (1 % des Maischevolumens)

o Ethanolgehalt beim Umschalten auf Nachlauf: 60 %-vol.

o Ende der Destillation bei einem Ethanolgehalt von: 10 %—vol.

o Verwendung von Vor— und Nachlaufen: keine

o Dephlegmator: /5 gefullt

Bei der Destillation der Ethanol-Wasser Mischungen wurde der Einsatz von Glocken—
bdden und Dephlegmator variiert sowie das Destillat in 100 ml Fraktionen aufge-

fangen.

3.3 Geréate

Pilotdestillationsanlage (130 | Nutzvolumen, Arnold Holstein GmbH, Markdorf),
Labordestillationsanlage (6,0 1 Nutzvolumen, Arnold Holstein GmbH, Markdorf),
Gaschromatograph mit FID und splitless Injektor (HP 5890) mit gepackter CB-
Saule, Gaschromatographen Agilent Technologies mit FID und split/splitless Injektor
(6890 N) mit FFAP/SE- Kapillarsdulen, Einspritzautomaten Agilent 6890, Mas—
senspektirometer (HP  5973), multidimensionalem Gaschromatographiesystem
(Gerstel MCS), Elementaranalysator Vario EL Il (Elementar Analysensysteme GmbH,
Hanau), IRMS Massenspektrometer AP 2003 (GVI Instruments Ltd. Manchester,
UK), IRMS Massenspektrometer Finnigan delta S (Finnigan Corporation, San Jose,
USA), Varian Gaschromatograph (GC) (Varian Inc. Corporate, Palo Alto, USA) mit
Poraplot U Kappilarsdule, IRMS Massenspektrometer Finnigan Delta XL mit high

temperature pyrolysis unit (Thermo Instruments GmbH, Dortmund),
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Massenspektrometer Finnigan MAT 261 TIMS, ?H-Kernspinresonanzspektrometer
Bruker AMX 400 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten) mit selektivem Deuterium-—
Probenkopf, Protonenentkopplungskanals sowie einem 19-F-Locksystem, Bullio—
Destillationskolonne, Biegeschwinger (Anton Paar Density Meter DMA 4500), Hand—
biegeschwinger (Anton Paar Density Meter DMA 35N), geeichte Analysenwaage
(Ablesegenauigkeit 0,001 g), Cyan EC— Test (Merck KGaA, Darmstadt, Messbereich
0,0-0,7 mg/l), Spectralphotometer Uvikon 941 (Kontron Instruments), UV— Kosme—
tikbrauner (Philips, Typ HP 3153/A), temperierbares Wasserbad (Einstellgenauigkeit
+ 0,1 °C), Pasteurpipetten, Faltenfilter (Schleicher und Schull 595 '/,, O 240 mm),
Merck Spezialindikator (pH 2,0-9,0).

3.4 Analyse fluchtiger Verbindungen sowie von Ethylcarbamat

Um die authentischen sowie selbst hergestellten vergorenen Maischen und Destillate
vor der eigentlichen Isotopenanalyse qualitativ beurteilen zu kénnen, wurden neben
der Bestimmung des Ethanolgehalts auch die Konzentrationen typischer flichtiger
Verbindungen mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie analysiert.
Wahrend die Destillate nach entsprechender Einstellung des Ethanolgehalts und der
Zugabe des jeweiligen internen Standards direkt analysiert werden kénnen, muss die
vergorene Maische zu Beginn destilliert werden, um flichtige und nichtfllichtige

Verbindungen voneinander zu trennen.

3.4.1 Glaskolbendestillation der vergorenen Maischen

Destillationen der vergorenen Maischen wurden gemé&B den in der Fachliteratur
beschriebenen Bedingungen mit Hilfe einer Glaskolbendestillationsapparatur durch—
gefuhrt (76-78). Diese besteht aus einer Pilzheizhaube, einem 500 m| Rundkolben
mit Glasschliff, einer Glasbrlicke, einem LiebigkUhler und einem Auffangbehélter

(25— bzw. 50 ml Messkolben).

7. Destillation zur Bestimmung des Ethanolgehaltes
50 ml Maische werden mit 50 ml dest. Wasser verdinnt und in einen 50 ml-
Messkolben Uberdestilliert. Der Ethanolgehalt wird mittels Biegeschwinger am

Destillat bestimmt.
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2. Destillation fir die anschlieBende GC— Analyse
100 ml Maische werden in einen Rundkolben eingewogen. AnschlieBend wird
entsprechend des zuvor bestimmten Ethanolgehalts der Maische Ethanol zu-
gegeben, so dass die Maische einen Ethanolgehalt von 10 %—vol. aufweist.
Nach Zugabe der entsprechenden Menge Inneren Standards und einiger
Tropfen Antischaummittel wird der Kolbeninhalt auf 25 ml Uberdestilliert, so
dass das Destillat einen Ethanolgehalt von 40 %-vol. besitzt und direkt
gaschromatographisch analysiert werden kann.

3. Destillation der Eichlésung
Da bei der Glaskolbendestillation der vergorenen Maische nicht alle Verbin—
dungen vollstadndig in das Destillat Gbergehen, muss eine Eichldsung analog
zur Destillation der vergorenen Maische mittels Glaskolbendestillation destil—
liert werden. Das Destillat dient schlieBlich als Kalibrierlésung, wodurch ein

Verlust bestimmter Inhaltsstoffe durch die Destillation egalisiert wird.

3.4.2 Ethanolbestimmung mittels Biegeschwinger

Im Destillat wird mittels Biegeschwinger die Dichte bestimmt und daraus der Etha—
nolgehalt errechnet. Extraktfreie Proben (Originaldestillate und Destillate der Pilotan—
lage) konnen ohne weitere Vorbereitung direkt mit dem Biegeschwinger analysiert
werden.

Die vergorene Maische wird zur Bestimmung des Ethanolgehaltes zundchst mittels
Glaskolbendestillation destilliert und der Ethanolgehalt des Destillats wie oben

beschrieben bestimmt.

3.4.3 Gaschromatographische Analyse fllichtiger Verbindungen

Die Bestimmung der Konzentrationen typischer flichtiger Verbindungen in vergore—
nen Kirsch— und Zwetschgenmaischen und daraus hergestellter Destillate erfolgte

nach entsprechender Probenvorbereitung mittels Gaschromatographie.
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3.4.3.1 Probenvorbereitung

Da die Retentionszeiten der einzelnen Substanzen abh&ngig vom Ethanolgehalt der
Probe sind, missen die Proben fir die gaschromatographische Analyse auf den
Ethanolgehalt der Eichldsung eingestellt werden. Diese weist einen Ethanolgehalt
von 40,0 %—vol. auf, entsprechend dem typischen Wert eines Obstdestillates.

Wird Ethanol mit Wasser vermischt, tritt eine Volumenminderung ein. Diese wird als
Kontraktion bezeichnet und muss beim Herabsetzen des Ethanolgehaltes berlick—
sichtigt werden. Um die ndtige Wassermenge zu ermitteln, stehen Kontraktionstafeln
zur Verfligung (700). Diese beziehen sich auf eine Temperatur von 20 °C und geben
an, wie viel Liter Wasser zu 100 Liter Branntwein beliebiger Starke zuzusetzen ist,
um einen gewilnschten Ethanolgehalt zu erhalten.

Der Ethanolgehalt des Nachlaufs liegt in der Regel unter 40 %-vol. Dementspre—
chend wird dem Destillat reines Ethanol zugegeben, um den Gehalt auf 40 %-vol.
zu erhdhen. Das Mischungsverhéltnis von Nachlauf und Ethanol kann Uber das so
genannte Mischungskreuz bestimmt werden, wobei die Kontraktion vernachlassigt
wird (25).

30 ml der auf einen Ethanolgehalt von 40 %—vol. eingestellten und auf 20 °C tem—
perierten Probe werden in einen 50ml| Messkolben vorgelegt, 1,0 ml interner Stan—
dard (Pelargonséduremethylester) dazu pipettiert und mit der Probe auf 50 ml aufge—
fullt (22). 1 ul des Kolbeninhalts werden in den Gaschromatographen injiziert.

Zur Herstellung der Eichldsung werden 20 ml Ethanol-Wasser Mischung (40,0 %—
vol.; 15 min auf 20 °C temperiert) in einen 50 ml Messkolben vorgelegt, 1 ml
Stammldsung, die alle zu untersuchenden Inhaltsstoffe mit bekannten Konzentratio—
nen, wie sie auch in den untersuchten Proben zu erwarten sind, beinhalten, sowie
1 ml Interner Standard (Pelargons&uremethylester) zugesetzt und mit einer Ethanol-
Wasser Mischung (40 %-vol.) auf 50 ml aufgefillt (22).

Damit enthalt die Eichldsung alle in den Proben zu untersuchenden Inhaltsstoffe,
ausgenommen Acetaldehyd, Acrolein und 1,1-Diethoxyethan. Wegen der Instabilitat
dieser Verbindungen ist eine zuséatzliche Eichldsung nétig. Die Eichlésungen werden
unter den gleichen Bedingungen wie das zu untersuchende Destillat zur Injektion in

den GC vorbereitet.
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3.4.3.2 GC-Bedingungen

Die Bestimmung der flichtigen Inhaltsstoffe erfolgte mit drei Gaschromatographen

auf drei unterschiedlichen Trennsaulen:

Saule 1:

Abmessungen:

Tragergas:
Brenngas:
Luft:
Temperaturen:

Ofenprogramm:

Injektionsmenge:

Analysendauer:

Saule 2:
Abmessungen:
Filmdicke:
Tragergas:
Hilfsgas:
Brenngas:

Luft:
Temperaturen:

Ofenprogramm:

Injektionsmenge:

Analysendauer:

Séaule 3:
Abmessungen:

Filmdicke:

Gepackte Glassaule 5 %—mas. Carbowax 20M auf Carbopack B
80/120 mesh

Lange 2,5 m, Innendurchmesser 2,0 mm, AuBendurchmesser
"4 Zoll

Stickstoff, nachgereinigt, ca. 25 ml/min

Wasserstoff, nachgereinigt, 35 ml/min

250 ml/min

Injektor 180 °C, Detektor 220 °C

2 min 80 °C isotherm, dann 10 °C/min bis 190 °C,

Haltezeit: 7 min.

1 ul

ca. 20 min

Fused Silica Crosslinked 5 % Phenyl Methy! Silicone (SE)
Lange 50 m, Innendurchmesser 0,32 mm,

0,52 um

Wasserstoff, nachgereinigt, 2,9 ml/min bei 92 kPa
Stickstoff, nachgereinigt, 25 ml/min

Wasserstoff, nachgereinigt, 30 ml/min

400 ml/min

Injektor 230 °C, Detektor 250 °C

4 min 50 °C isotherm, dann 12,5 °C/min bis 240 °C,
Haltezeit: 10 min.

1 yl, mit einem Split von 1:5

ca. 30 min

Fused Silica Crosslinked FFAP (HP 19095F-123)
Lange 50 m, Innendurchmesser 0,32 mm,

0,50 um
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Tragergas: Wasserstoff, nachgereinigt, 2,3 ml/min bei 77 kPa
Hilfsgas: Stickstoff, nachgereinigt, 25 ml/min

Brenngas: Wasserstoff, nachgereinigt, 30 ml/min

Luft: 400 ml/min

Temperaturen: Injektor 230 °C, Detektor 250 °C

Ofenprogramm: 2 min 60 °C isotherm, dann 7,5 °C/min bis 230 °C,
Haltezeit: 10 min.
Injektionsmenge: 1 ul, mit einem Split von 1:12,5

Analysendauer: ca. 35 min

Die quantitative Auswertung erfolgt durch die Software GC ChemStation (22). Durch
den Vergleich der Peakhdhen oder —flachen von Probe und Eichldsung werden die in

der Probe enthaltenen Konzentrationen der jeweiligen Stoffe berechnet.

3.4.4 Massenspektrometrische Bestimmung der Ethylcarbamat—

konzentration

3.4.41 Probenvorbereitung

Die Destillate werden, analog zur Probenvorbereitung fir die gaschromatographi—
sche Analyse, auf einen Ethanolgehalt von 40 %—vol. herabgesetzt bzw. verstarkt.
Als Interner Standard fUr die Analyse im Massenspektrometer dient Propylcarbamat,
welches der Probe in einer Konzentration von 10 mg/l zugegeben wird.

Die Eichldsung besteht aus einer Ethanol-Wasser Mischung (40,0 %—vol.) und einer
bekannten Menge Ethylcarbamat (1000 ug/l) (22). Der Eichldésung wird analog der

zu untersuchenden Probe die entsprechende Menge Interner Standard zugegeben.

3.4.4.2 MS—Bedingungen

Vors&ule MCS: Fused Silica Crosslinked FFAP (HP 19095F-123)
Abmessungen: Lange 25 m, Innendurchmesser 0,32 mm,
Filmdicke: 0,52 um

Monitor: FID (MCS)

Injektionsmenge: 1 ul

Tragergas: Helium, ca. 2,0 ml/min
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Hilfsgas: Stickstoff, nachgereinigt, 20 ml/min
Brenngas: Wasserstoff, nachgereinigt, 20 ml/min
Luft: Lebensmittelreine Luft, 250 ml/min

Kaltaufgabesystem:

12 °C/min von 100 °C bis 220 °C, Rickklhlen nach 300 s

Temperaturen: Detektor 250 °C,
Transferleitung von MCS zu GC-MS 280 °C
Ofenprogramm: Starttemperatur: 70 °C, dann 10,0 °C/min bis 220 °C

Hauptsdule GC-MS:

Fused Silica Crosslinked INNOWAX (HP 19091N-236)

Abmessungen: Lange 50 m, Innendurchmesser 0,25 mm,
Filmdicke: 0,50 um

Tragergas: Helium, ca. 2,0 ml/min

Temperaturen: Transferleitung zum MS 230 °C

Ofenprogramm: 5 min 70 °C isotherm, dann 10,0 °C/min bis 270 °C

Die Ethylcarbamatkonzentration kann mit einer relativen Standardabweichung von

+ 0,8 % bestimmt werden.

3.5 Messung der Stabilisotopenverhalinisse

3.5.1

3.5.1.1

Elemental Analysis Isotope Ratio Mass Spectrometry

Probenvorbereitung

Fur die Messung des 8'*C-Wertes von Ethanol wird die zu untersuchenden Destillat—
probe mit einer Mikroliterspritze in gasdichte Zinnkapseln geftllt (3 pl reiner Ethanol
bzw. eine entsprechend gr6Bere Menge an wasserhaltigem Destillat in Kapseln mit
25 oder 70 yl Fassungsvermdgen) und unter Verwendung einer speziellen Kapsel—-
presse (Elementar-Analysensysteme GmbH, Hanau) dicht verschlossen.

Zur Bestimmung der "*C/"C—, "N/"*N- und **S/*2S—Verhaltnisse der Pulpe wird die
Maische durch Zentrifugation und anschlieBendes Auswaschen des Rickstandes mit
Wasser und Aceton von |6slichen Bestandteilen getrennt. 12 mg der Probe werden

schlieBlich in Zinnkapseln eingewogen und diese verschlossen.
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3.51.2 Durchfihrung der Messung

Die Zinnkapseln kénnen dem Elementaranalysator Vario EL Il (Elementar Analysen—
systeme GmbH, Hanau) Uber das Probenaufgabesystem direkt zugefiihrt werden.
Zur Messung der Stabilisotopenverhaltnisse wird die Probe bei einer Temperatur von
1150 °C  verbrannt und die Verbrennungsgase dem Isotopenverhaltnis—
massenspektrometer AP 2003 (GVI Instruments Ltd. Manchester, UK) zugefiihrt.
Das ?H/'H-Verhaltnis der Pulpe wird mittels Delta XL plus IRMS gemessen, der mit
einer Hochtemperatur—Pyrolyseeinheit (Thermo Instruments GmbH, Dortmund)
gekoppelt ist. Als Referenzsubstanz diente ein Standard Casein (Sigma—Aldrich, St.
Louis, USA), das in einem Europ&ischen Forschungsprojekt (SMT4-CT2236-1998)
gegentber den offiziellen Referenzmaterialien (PE F-1, NIST-22, V-CDT und
Silbersulfid) kalibriert wurde.

Alle Isotopenverhéltnisse werden gemaB Formel 7 als Abweichungen von den

entsprechenden Internationalen Isotopenstandards (siehe Tabelle 3) angegeben

Formel 7:Berechnung des &' °C-Wertes

R -R
6RF’r obe [%0] = [ il OEES dStzn dard J 0000
tan dar

R: Verhaltnis schweres/leichtes Isotop

3.5.2 Gas Chromatography combustion Isotope Ratio Mass Spectrometry
(GC—c-IRMS)

Vor der Einfuhrung der Elementaranalyse—IRMS wurden die & °C—Werte des Ethanols

flissiger Proben mittels GC—-c—IRMS bestimmt, bestehend aus einem Finnigan delta

S Isotopenverhaltnismassenspekirometer, welches Uber einen open—split mittels

combustion interface mit einem Varian Gaschromatographen gekoppelt ist.

3.5.2.1 Probenvorbereitung

100 ml Destillat werden in einem 500 ml Rundkolben mittels einer mit Raschigringen

gefillten Kolonne (30 cm) langsam destilliert, bis am Ausgang der Kolonne eine
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Temperatur von 98 °C erreicht ist. Das so erhaltene Destillat wird anschlieBend in
Methanol verdinnt (1:100). Destillate mit einem Ethanolgehalt von mehr als 40 %—
vol. kdnnen ohne vorherige Destillation direkt verdiinnt werden. Die verdinnte Probe

wird anschlieBend dem GC zugeflhrt.

3.5.2.2 GC-Bedingungen

GC-Saule: Poraplot U fused silica Kapillars&dule

Abmessungen: Lange 25 m, Innendurchmesser 0,32 mm, Filmdicke 0,10 ym

Tragergas: Helium, 3 ml/min

Temperaturen: Injektor 250 °C, combustion interface 940 °C, Reduktionsofen
600 °C

Ofenprogramm: 60 bis 190 °C, 10 °C/min

Injektionsmenge: 0,5 yl

3.5.2.3 Isotopenmessung mittels Massenspektrometer

Mittels Isotopenmassenspektrometer werden im Anschluss an die gaschroma-—
tographische Trennung der Probe die Massen 44 (2C'0,), 45 (3C'®0,) and 46
("2C'®0'®0) des durch die Verbrennung des Ethanols entstandenen Kohlendioxids
simultan erfasst. Zur Kontrolle der Systemstabilitdt wurde eine regelmaBige Analyse
eines Ethanolstandards vom Joint Research Centre of the EU in Ispra, Italien analy—
siert. Das Stabilisotopenverhaltnis '°C/'*C wird als Abweichung in % vom internatio—
nalen Standard Vienna Pee Dee Belemnite (V-PDB) gemaB der Berechnung nach

Formel 1 angegeben.

3.5.3 '80/'%0-Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS)

Die 5'®0—Werte von Wasser wurden mit Hilfe eines Finnigan delta S Isotopenverhalt—
nismassenspektrometers gemaB EU-Vorschrift 822/97 (86) bestimmt. Analysiert
wird hierbei ebenfalls CO,, welches nach einer gewissen Reaktionszeit durch Isoto—
penaustausch im thermodynamischen Gleichgewicht das gleiche Sauerstoffisoto—

penverhaltnis wie das zu analysierende Wasser aufweist.
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3.5.3.1  Probenvorbereitung fir die '®0/'*0-Messung

2-5 ml der Probe werden in ein Fldschchen geflllt und dieses anschlieBend evaku—
iert. Nach Fullen des Flaschchens mit CO, wird dieses fur 4-12 h in ein Wasserbad
gegeben (Wassertemperatur: 25 °C). Nach vollstandiger Aquilibrierung (Austausch-—
reaktion: 2C'%0, + H,'%0 < 2C'®0'®0 + H,'°0) wird das CO, tUber eine Tieftempera—
turfalle (-80 °C) in das Massenspektrometer geleitet, wodurch Wasser— und Etha-
noldampf entfernt werden. Als Vergleichssubstanz dient Wasser, dessen Sauerstoff—

isotopenverhaltnis gegen den internationalen Standard V-SMOW kalibriert wurde.

3.5.3.2 Isotopenmessung mittels Massenspektrometer

Nach Bestimmung der Massen 44 und 46 des CO, werden die '®0/'®0O-Verhaltnisse
als relative Abweichungen vom internationalen Standard V-SMOW (5'®0) angege-—

ben.

3.5.4 Thermo lonization Mass Spectrometry (TIMS)

3.5.4.1 Probenvorbereitung

Alle  Schritte des Probenaufschlusses fur die anschlieBende Strontium-—
Isotopenanalyse muissen in einem Reinraumlabor bzw. in einer "clean—box" erfol-
gen, um jede Kontamination mit Fremdstrontium zu vermeiden. Alle verwendeten
Chemikalien (z.B. Salpetersaure) missen von hochstmaglicher Reinheit sein (Ultra—
pur) und mussen vor der Verwendung im Labor redestilliert werden.

Fir den Aufschluss werden 100-500 mg der Probe in Abhangigkeit ihres Strontium—
gehalts in einen Quarztiegel eingewogen. Wahrend flissige Proben mittels Rotlicht—
bestrahlung getrocknet werden muissen, kd&nnen Maischeproben direkt verascht
werden. Hierfir wird die Probe in einem Simon—-Muller Ofen langsam auf 850 °C
erhitzt. Nach einer Haltezeit von ungefdhr 5 h wird der anorganische Rickstand
abgekihlt und anschlieBend in HNOs; (konz.) geldst. Nachdem das Ldsungsmittel
verdampft ist, wird der Rickstand erneut in 3 ml HNOs; (3 N) geldst und alle nicht—
6slichen Bestandteile mittels Zentrifuge abgetrennt. Fir die Abtrennung der Stron—
tiumfraktion wird eine selbst erstellte Trennsdule aus Teflonschrumpfschlauch,

gefullt mit Sr-Spec (Eichrom® SR-B25-S), einem Sr—spezifischen Kronenether,
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verwendet. Nach der Probenaufgabe auf die Trennsdule wird diese zweimal mit
0,1 ml und dreimal mit 0,3 ml 3 N HNO; gespllt, um Elemente wie Ba oder Rb, die
die Ergebnisse der anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse verfalschen,
auszuwaschen. Die Strontiumfraktion, die nach einer weiteren Zugabe von 0,4 ml
HNO; (0,05 N) eluiert, wird in einem kleinen Teflongldschen aufgefangen und

eingedampft.

3.5.4.2 Durchfihrung der Messung

Fir Sr-Isotopen—Messungen werden Wolfram—Einbandquellen verwendet. Um die
lonisation von Sr wahrend der Messung zu verbessern, wird 1 ul Ta—Fluorid
(“Birk’sche Ldésung”) auf die Filamente aufgebracht, bevor die Probe in 2 ul 2N HCI
geldst und auf die Filamente geladen wird.

Die Isotopenverhéltnismessung wird mit Hilfe eines MAT 261 Thermo—lonen—
Massen—Spektrometers der Firma Thermo Finnigan durchgefihrt. Um die Richtigkeit
(accuracy) der Ergebnisse zu gewéhrleisten, wird bei jedem Messdurchgang zur
Kontrolle ein internationaler Sr—Standard (SrCO3, NIST SRM 987) unter den gleichen
Bedingungen wie die Probe (30 Einzelmessungen pro Isotopenverhéltnis) gemessen.
Fraktionierungseffekte wéhrend der Messung werden durch eine Korrektur beziiglich
des invarianten Verhaltnisses Sr/®°Sr eliminiert. Der 8'Sr-Wert kann mit der hier
beschriebenen Methode mit einem 95 %—Konfidenzintervall von 0,003 % bestimmt

werden.

3.5.5 SNIF-NMR® (Site—specific Natural Isotope Fractionation—Nuclear

Magnetic Resonance)

3.56.5.1 Probenvorbereitung

Um das (D/H)— bzw. (D/H),—Verhaltnis einer Probe mittels NMR bestimmen zu
kdnnen, muss diese einen Ethanolgehalt von mindestens 95 %-vol. aufweisen.
Nach der Bestimmung des Ethanolgehalts (Messgenauigkeit: 0,05 %-vol.) nach
Karl-Fischer werden hierfir 40-60 ml der im Temperaturbereich 78,0-78,2 °C
siedenden Destillatprobe (Ausgangsvolumen: 500 ml) vor der eigentlichen Messung

mittels Bullio-Kolonne (konstantes Rucklaufverhaltnis: 0,9) in einen 125 ml

51



Material und Methoden

Schlifferlenmeyerkolben Uberdestilliert. Ubersteigt die Siedetemperatur das angege—
bene Maximum, so wird die Destillatentnahme fir 5 Minuten unterbrochen. Nach
einer Destillationszeit von ungefahr 5 Stunden werden auf diese Weise 98,0-98,5 %
des Gesamtethanols der Probe gewonnen, wodurch die auftretende Isotopenfraktio—
nierung vernachlassigt werden kann.

7 ml des aufgefangenen Destillats werden in den NMR—Probenkopf (Durchmesser:
15 mm) gegeben. Nach der Zugabe von 3 ml des internen Standards N,N-
Tetramethylharnstoff (Referenzprobe, Generaldirektion Wissenschaft, Forschung und
Entwicklung der Kommission der EG, Brissel; D/H-Verhaltnis: 135,04 ppm) wird die
Probe mit einer ausreichenden Menge Hexafluorbenzol (CgFs) zur Stabilisierung der

Feldfrequenz versetzt.

3.5.5.2 Durchfihrung der Messung

Die Aufnahme der NMR-Spektren der Proben findet nach Einstellung der Homoge—
nitdt und Empfindlichkeit gemaB den Anweisungen des Herstellers unter folgenden

Bedingungen statt:

Durchmesser des Probenkopfes: 10 mm

Mittleres S/N-Verhaltnis: > 150
Spektrenanzahl je Probe: 8

Anzahl der Scans: Stabilisierung: 32

Messwerterfassung: 200
Frequenzfenster: 19,615 ppm
Aufnahmezeit (Acquisition time, ACS): 6,8 s

Sektralbreite (Sween with, SW): 1200 Hz

SpektralgroBe (Sween size, SI): 16 K

Pulswinkel: 90°

Quadratur—Detektion: Einstellen des Offset 01 (Einstrahlfrequenz

zur Anregung der Deuteriumspinsysteme)
zwischen die Referenzsignale OD und CHD

fur Ethanol;
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Bestimmung des Offset 02 (Einstrahlfre—
quenz des Entkopplers) anhand eines Pro—

tonenspektrums der aktuellen Probe

Die Probenvorbereitung sowie die Durchfihrung der NMR—Messung erfolgte gemaf

EU-Vorschrift 2676/90 (88).

3.6 Berechnung der Wiederholgrenze

Die Wiederholgrenzen der einzelnen Methoden zur Bestimmung von Isotopenverhalt—
nissen wurden gemal Formel 5 aus den entsprechenden Standardabweichungen
berechnet, die durch 10-fache Messung der jeweiligen Isotopenverhaltnisse be-

stimmt wurden.

53



Ergebnisse und Diskussion

4  Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung einer Methode zur Bestimmung der regionalen
Herkunft von Obstbrédnden auf Basis der Analytik stabiler Isotope am Beispiel von
Schwarzwalder Kirsch— und Zwetschgenwasser. Grundlage dieser Methode stellen

die Stabilisotopenverhaltnisse (D/H),, (D/H), und '*C/'?C von Ethanol sowie der

6180—Wert des Wassers dar. Erganzt werden sollten diese Daten durch die Messung
des 8% Sr-Wertes ausgewahlter Proben, der typisch fir die geologischen Beding—
ungen in der Anbauregion ist.

Fir die Entwicklung dieser Methode war die Prifung authentischer Rohstoffe und
daraus hergestellter Destillate Voraussetzung. Hierflir wurden Muster (Rohfriichte,
vergorene Maische, Destillate und Verschnittwésser) aus mehreren Regionen des
Schwarzwalds beschafft, die vom Bundesverband der Deutschen Klein— und Obst-
brenner festgelegt wurden. Als Vergleichsproben dienten Muster aus norditalieni—
schen Obstanbaugebieten (Trentino), die vom Istituto Agrario San Michele all’Adige
zur Verfligung gestellt wurden, sowie Muster aus Franken, einer Region, in der
ebenfalls Kirsch— und Zwetschgendestillate hoher Qualitdt hergestellt werden.
Letztere wurden vom Bayerischen Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsi—
cherheit (LGL) Wurzburg sowie dem Frankischen Klein— und Obstbrennerverband
e.V. bereitgestellt.

Um aus den flr diese Muster ermittelten Stabilisotopenverhaltnissen ein Modell zur
regionalen Einordnung unbekannter Handelsproben erstellen zu kdnnen, musste die
Abh&ngigkeit dieser Verhaltnisse von brennereitechnologischen Verfahrensschritten
Uberprift werden. Hierzu wurden am Lehrstuhl fir Allgemeine Lebensmitteltechnolo—
gie und an der Versuchs— und Lehrbrennerei Weihenstephan eigene Destillate unter
definierten Bedingungen hergestellt. Variiert wurden neben dem verwendeten Hefe—
stamm die Destillationsbedingungen hinsichtlich der Destillationstechnik und des
unterschiedlichen Einsatzes von Glockenbdden und Dephlegmator. Des Weiteren
wurden authentische vergorene Kirschmaischen mittels Laboranlage unter konstan—
ten Bedingungen destilliert und beziglich der relevanten Stabilisotopenverhaltnisse
analysiert. Diese Ergebnisse wurden anschlieBend mit den entsprechenden lIsoto—

penverhaltnissen der Originaldestillate verglichen, die von den teilnehmenden
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Brennern unter Bedingungen hergestellt wurden, die praxisibliche Variationen im

Verlauf des Herstellungsprozesses abdecken.

4.1 Beschaffung authentischen Materials und Aufstellen eines Proben—

plans

Grundlage der Arbeit bildete eine statistisch auswertbare Zahl authentischer Proben
aus den Gebieten Schwarzwald, Franken und Trentino. Die Proben umfassten neben
den Rohfrichten auch die vergorenen Maischen, die fertigen Destillate und die
jeweiligen Verschnittwasser zum Herabsetzen der Destillate auf Trinkstarke. Zur
Erstellung eines detaillierten Probenplans erhielten alle beteiligten Brenner Fragebd—
gen, um Daten Uber Herkunft und Art des Rohstoffs, sowie Einmaisch— und
Destillationsverfahren zu erheben. Einen diesbezlglichen Uberblick der analysierten
Proben geben Tabelle 5 bis Tabelle 12. Neben Proben aus dem Schwarzwald,
Franken und Norditalien wurden auch Muster (Rohfriichte und/oder Destillate) aus
den Gebieten norddstlich des Bodensees, aus dem norddstlichen Teil Baden-—
Wirttembergs, der Schweiz, jeweils ein Muster aus der Pfalz und der Tilrkei sowie

unvergorene Kirschen aus Serbien und Mazedonien analysiert.
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Tabelle 5: Herkunfts— und Einmaischedaten der Kirschproben (Jahrgang 2003)

Nr. Region Standort Sorte Ernte Extrakt Einmaisch— Hefe Dosierung Verfllssigungs— Dosierung angeséuert Dosierung Lagertemp.
[g/1] datum [9/100 kgl enzym [m1/100 kgl mit [m1/100 kgl[°C]
1SW Sommenhardt Wildkirsche 28.06.03 208 30.06.03 SIHA Nr.6 25 - Schwefels 80 18
2 SW Sommenhardt unbek 28.06.03 244 01.07.03 - - - Schwefels 80 18
3SW Birkinaen Lanastieler 28.06.03 217 30.06.03 SIHA-Destarome 9 Pectinex Ultra 5 SIHA-Combis. 90 20
4 SW Kadelbura Dolleseppler 03.07.03 293 05.07.03 SIHA-Destarome 13 Pectinex Ultra SP-L 5 SIHA-Combis 100 17
5SW Nimbura Dollesenpler 26.06.03 235 26.06.03 Soiriferm Arom 10 - - Schwefels. 70 27
6 SW Nimbura Beniaminler 26.06.03 294 26.06.03 Spoiriferm Arom 10 = - Schwefels 70 27
7 SW Odsbach Dollesenpler 07.07.03 295 07.07.03 Aromanplus 15 Pectinex Ultra 5 Schwefels. 100 28
_ 8SW  Odsbach ~ lokalsorte  09.07.03 250  09.07.03 Aromaplus 15  PectinexUltra 7  Schwefels. 120 28
9 SW Sasbach Beniaminler 07.07.03 226 07.07.03 Spiriferm Arom 18 Pectinex Ultra SP-L 8 Schwefels 80 16
10 SW Oberharmersbach Doll’s Lanastiel 01.07.03 229 01.07.03 A efi s _
11SW  Oberharmersbach Beniaminler  01.07.03 262  01.07.03 o/ 60 Garfix 60 Schwefels. 100 20-28
12 SW Oberkirch Beniaminler 28.06.03 252 28.06.03 - - - - Schwefels. 100 25
13 SW Erlach Erlacher 18.06.03 256 18.06.03 Brennereih. Forte 16 Pectinex forte L 15 Schwefels 85 23
14 SW Seebach Beniaminler 07.07.03 259 07.07.03 unbek 20 Distizvm FM 20 Schwefels 90 20
15 SW Waldulm Beniaminler 02.07.03 252 02.07.03 Soiriferm 11 Distizvm FM-TOP 4 Schwefels. 170 16
16 SW Sasbachwalden Doll’s L anastieler 09.07.03 290 09.07.03 Spiriferm Classic 20 = - Schwefels 100 20-27
17 SW Sasbach Beniaminler 07.07.03 268 07.07.03 Destarom 8 Panzvm MK 10 Schwefels. 80 20-27
18 SW Sasbachwalden Dolleseppler 04.07.03 206 04.07.03 Spiriferm Classic 20 = - Schwefels 100 20-25
19 SW Waldulm Schwarze 23.06.03 306 23.06.03 Aroma plus 3 - SIHA-Combis. 100 23
ﬂLMMJMﬂMﬂM&MQLMM#M%QL
21 SW Oberachern Schwarze 22.06.03 220 22.06.03 Spiriferm Classic 15 Schwefels 100 24
22 SW Oberkirch Beniaminler 30.06.03 249 01.07.03 Soiriferm Classic 10 Dlstlzvm FM 20 Schwefels. 100 19
23 Fr Thiinaersheim Van 16.06.03 197 17.06.03 Uvaferm CM 15 - - Schwefels 100 20
24 Fr Thiinaersheim Hedelfinaer 23.06.03 218 25.06.03 Uvaferm CM 15 - - Schwefels. 100 20
25 Fr Nassach unbekannt 17.06.03 195 18.06.03 Uvaferm CM 15 - - Schwefels 100 20
26 Fr Neuses am Bera  Hedelfinaer 23.06.03 160 24.06.03 Uvaferm CM 15 - - Schwefels 100 20
27 Fr Obererhrenbach Geissenheimer  25.06.03 189 26.06.03 Uvaferm CM 15 - - Schwefels. 100 20
28 It Viaolo—Vattaro Schattenmorelle 18.07.03 192 18.07.03 + _ _ _ _ —
29 It Viaolo-Vattaro __ Stevenbera 180703 219 180703 ACtF1O+FIS 20 24-30
30 It Peraine Valsuaana Durone 15.07.03 182 15.07.03 SIHA Nr.6 20 - Schwefels 100 20-25
31 It No6rdl. Verona unbekannt 19.06.03 199 19.06.03 Uvaferm 8 Extrared L 2 Schwefels. 90 22-26
- 32Se  _unbekannt  unbekannt  unbek. _unbek. . nurRohfrichtevorhanden
33 Se unbekannt unbekannt unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden
34 Ti unbekannt unbekannt 17.07.04 180 15.07.03 - - - - - - 24
35 Ch Wintersingen Reaina 14,0703 238 14,07.03 SIHA Nr.6 31 Ultrazvm 62.5 Milchs./Pho.s 300 20

Sw: Schwarzwald; Fr: Franken; It: Norditalien; Se: Serbien; TU: Turkei; Ch: Schweiz
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Tabelle 6: Herkunfts— und Einmaischedaten der Kirschproben (Jahrgang 2004; Teil 1)

Nr. Region Standort Sorte Ernte Extrakt Einmaisch— Hefe Dosierung Verfllssigungs— Dosierung  angeséuert mit Dosierung Lagertemp.
[g/l]  datum [0/100 kg] enzym [m1/100 kg] [mI/100 kg[ C]
36 SW Sommenhardt unbek 20.07.04 190 21.07.04 = - = - - 20-25
37 SW Sommenhardt unbek 26.07.04 173 26.07.04 - - - - - - 20-25
38 SW Birkinaen Doll’s Lanastiel 22.07.04 191 23.07.04 SIHA-Destarome 20 Pectinex Ultra SP—L 5 SIHA-Combis. 100 23
39 SW Nimbura am Beniaminler 21.07.04 225 nur Rohfrlichte vorhanden
40 SW Nimbura am Dollensenpler 21.07.04 210 nur Rohfriichte vorhanden
41 SW Odsbach Dollensenpler 12.07.04 246 12.07.04 Spiriferm Arom 15 Distizvm FM-TOP 6 Schwefels 100 20
42 SW Odsbach unbekannt 15.07.04 236 15.07.04 Soiriferm Arom 20 Distizvm FM-TOP 6 Schwefels. 100 22
43 SW Sasbach Paulis 21.07.04 200 nur Rohfrlichte vorhanden
44 SW Oberharmersbach Beniaminler 10.07.04 234 10.07.04 Garfix 50 Garfix Schwefels 90 25-28
45 SW Renchen—-Ulm Stolzen 08.07.04 277 08.07.04 Soiriferm Classic 15 - Schwefels. 100 18-20
46 SW Waldulm Beniaminler 16.07.04 301 16.07.04 Soiriferm Classic 10 - - Schwefels 90 20-25
47 SW Waldulm Schw. Schittler 03.07.04 304 03.07.04 V13 4 - - Schwefels. 100 23
48 SW Obersasbach Beniaminler 05.07.04 303 05.07.04 Aroma Plus 10 Pectinex Ultra 3 Schwefels 100 25
49 SW Obersasbhach unbek unbek. 232 08.09.04 Uvaferm CM 13 - - Schwefels - 7
50 SW Obersasbach Beniaminler 05.07.04 303 05.07.04 Aroma Plus 10 Pectinex Ultra 3 Schwefels. 100 25
51 Fr laensdorf Sommet 04.07.04 169 05.06.04 Uvaferm CM 13 - - Schwefels unbek 16
52 Fr Thiinaersheim Hedelfinaer 06.07.04 182 07.07.04 Uvaferm CM 21 - - Schwefels. unbek 7
53 Fr Thinaersheim Lupius 06.07.04 174 07.07.04 Uvaferm CM 21 - Schwefels unbek 7
54 Fr Oberehrenbach Geissenheimer 06.07.04 148 22.07.04 Uvaferm CM 20 Schwefels. unbek 7

wmm&mae—wwmmm—m—sghm&w#

56 Fr Am Hausbera Sam 13.07.04 166 14.07.04 Uvaferm CM 21 - Schwefels unbek 7
57 Fr Gulnsfeld unbek 02.07.04 173 02.07.04 Uvaferm 10 - - Schwefels. 130 unbek
58 Fr Schonderlina unbek unbek unbek. unbek unbek unbek. unbek unbek unbek unbek unbek
59 Fr Unterleinach unbek unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek unbek
60 It Mezzocorona unbek unbek unbek. unbek unbek unbek. unbek unbek unbek unbek unbek
61 It Lana unbek 24.06.04 153 24.08.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels unbek 7
62 It Lana unbek 24.06.04 150 25.08.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels. unbek 7
63 It Lana unbek 24.06.04 150 24.08.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels unbek 7
64 It Lana unbek 24.06.04 150 24.08.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels. unbek 7
65 It Trento unbek Juni 167 26.08.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels unbek 7
66 It Verona unbek Juni 176 21.12.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels. unbek 7
671t  Verona  _unbek.  Juni 172 21.12.04 - - 7

68 Bo Lochenried unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

69 Bo Allinaen unbek unbek. nur Rohfriichte vorhanden

70 Bo Allinaen unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

71 Bo KreBbronn unbek unbek. nur Rohfriichte vorhanden

72 Bo Allinaen unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

73 Bo Lochenried unbek unbek nur Rohfriichte vorhanden

74 Bo Lochenried unbek unbek. nur Rohfriichte vorhanden

75 Pf Meckenheim unbek 08.07.04 152 12.07.04 Uvaferm CM 12.5 - - Schwefels 100 16
76 NW Gammelshausen  Moser Juni 2004 unbek. Juni 2004 - - - - - - unbek.
77 NW Goppinaen Unbek unbek unbek. unbek unbek unbek. unbek unbek unbek unbek unbek
78 NW Goppinaen unbek. Juli unbek. Juli 2004 unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek.

iami 20.07.2004 _ - - = __unbek.

80 NW Bad Boll Ritterkirsche 20.,07.04 unbek, 03.10.2004 SIHA 20 - - Schwefels 90 23

Sw: Schwarzwald; Fr: Franken; It: Norditalien; Bo: Bodensee; Pf: Pfalz; NW: Nord Baden—-W(rttemberg

UoISSNYSI(] pun ossiugaebig



8G

Tabelle 7: Herkunfts— und Einmaischedaten der Kirschproben (Jahrgang 2004; Teil 2)

Nr. Region Standort Sorte Ernte Extrakt Einmaisch— Hefe Dosierung Verfllssigungs— Dosierung  angeséuert mit Dosierung Lagertemp.
[g/l]  datum [0/100 kg] enzym [m1/100 kg] [mI/100 kg [°C]

81 Ch Wintersinaen Reaina 06.08.04 227 06.08.04 Danstill 50Ultrazvm 3 Milchs./Pho.s unbek 20
82 Se Belusic unbek unbek nur Rohfriichte vorhanden

83 Se Sabac unbek. unbek. nur Rohfriichte vorhanden

84 Se Blace unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

85 Se Arilie unbek. unbek. nur Rohfriichte vorhanden

86 Se Arilie unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

87 Se Belarad unbek. unbek. nur Rohfriichte vorhanden

88 Se Belarad unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

89 Se Macav unbek unbek nur Rohfrlichte vorhanden

90 Ma Skopie unbek. unbek. nur Rohfriichte vorhanden

Ch: Schweiz; Se: Serbien; Ma: Mazedonien

Tabelle 8: Herkunfts— und Einmaischedaten der Zwetschgenproben (2004)
Nr. Region Standort Sorte Ernte Extrakt Einmaisch— Hefe Dosierung Verfllissigungs— Dosierung  angeséuert mit Dosierung Lagertemp.
[o/l]  datum [0/100 kg] enzym [m1/100 kg] [mI/100 kg [°C]
91 SW Obersasbach Presenta 24.09.04 262 24.09.04 Aroma Plus 20 Pectinex Ultra SP-L 5 Schwefels 50 12-17
92 SW Durbach unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek.
93 SW Genaenbach unbek unbek unbek. unbek unbek unbek. unbek unbek unbek unbek unbek
94 SW Ebrinaen unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek unbek

_95SW  Ohlsbach ~~ unbek. ~ unbek.  unbek. unbek. ~ unbek. ~~ unbek. unbek. ~~ unbek. unbek. ~ unbek.  unbek. _

96 SW Simmozheim unbek 17.10.04 206 17.10.04  VIN 13 10 Ultra "Fruit" unbek.  Schwefels unbek unbek
97 Fr Nordheim/Rhén unbekannt 10.04 unbek. Okt. unbek. unbek. unbek. unbek Schwefels. unbek unbek
98 Fr Butthard Frank. Hauszw. 10.10.04 unbek. 10.10.04 - - - - - - unbek
99 Fr HaRfurt—=Prappach Frank. Hauszw. 10.04 252 Okt. SIHA 20 Pectinex Forte L 30 Schwefels. unbek unbek
100 Fr Erlabrunn unbek 10.04 206 Okt Spiriferm 15 Distizvm unbek Schwefels unbek unbek
101 Fr Volkach/Fahr unbek 10.04 unbek. Okt unbek unbek. unbek unbek Schwefels unbek unbek
102 Fr Pettstadt unbek. 10.04 259  Okt. Soiriferm Arom 20 Pectinex 15 Schwefels. unbek unbek
103 Fr Alzenau—Albstadt Frank. Feldzw. 09.04 unbek. Ende Sept. Aroma Plus 15 - - - - unbek
104 Fr Bad Kissinaen unbek. 10.04 unbek. Okt. unbek. unbek. unbek. unbek Schwefels. unbek unbek

Sw: Schwarzwald; Fr: Franken
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Tabelle 9: Destillationsbedingungen der Kirschdestillate (Jahrgang 2003)

Nr. Gerdte— Anzahl Dephlegmator Blausaure- Wechsel ML— abgetrieben Art der Anzahl Rauhbr. Vorlauf- Nachlauf-
hersteller Béden abscheidung NL [%-vol.] bis [%-vol.] Destillation pro Feinbrand  Wiederverw. Wiederverw.
1 _U. Kothe 3 fest inst. fest inst. 40 8 Feinbr. aus Maische - - -
2 U. Kothe 3 fest inst fest inst 40 8 Feinbr. aus Maische - - -
3 Holstein 2 - - 50 10 Feinbr. aus Maische - - -
4 Holstein 2 - - 50 8 Feinbr. aus Maische - - -
5 Glrtner 3 fest inst. - 65 5 Feinbr. aus Maische - - -
6 Glrtner 3 fest inst - 65 5 Feinbr. aus Maische - - -
7 Miller 2 fest inst - 60 15 Feinbr. aus Maische - - -
8 Muller - fest inst. - 52 15 Feinbr. aus Maische - - -
9 Mduller unbek - - 58 5 Feinbr. aus Maische - - -
%Holstein 3 - fest inst. 60 20 Feinbr. aus Maische - - extra Feinbr.
12 Muller - fest inst - 52 5 Feinbr. aus Maische - - ia
13 unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. Feinbr. aus Maische - - -
14 Mller - fest inst Dampfw 55 5 Feinbr. aus Maische - - -
15 Miller - fest inst. - 60 10 Feinbr. aus Maische - - -
16 Mdller - - - 55 6 Feinbr. aus Maische - - -
17 unbek. - unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek.
18 Miiller - - - 55 6 Feinbr. aus Rauhbr 6 - -
19 Holstein 2 fest inst - 72 10 Feinbr. aus Maische - - -
20 Holstein 2 - fest inst. 70 20 unbek. unbek. - -
21 Chr. Carl 3 - fest inst 60 20 unbek unbek - -
22 Muller - fest inst. - 50 5 Feinbr. aus Maische - - extra Feinbr.
23 Holstein 3 fest inst fest inst 60 10 Feinbr. aus Maische - - -
24 Holstein 3 fest inst fest inst 60 10 Feinbr. aus Maische - - -
25 Holstein 3 fest inst. fest inst. 60 10 Feinbr. aus Maische - - -
26 Holstein 3 fest inst fest inst 60 10 Feinbr. aus Maische - - -
27 Holstein 3 fest inst. fest inst. 60 10 Feinbr. aus Maische - - -
—gg—CadaIpe 4 unbek. - unbek. unbek. Feinbr. aus Maische - - -
.30 unbek.  unbek. ~ unbek.  unbek. ~ unbek. ~ unbek. —unbek. ~ unbek.  unbek.  unbek.
31 _unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek
32 nur Rohfriichte vorhanden
33 nur Rohfriichte vorhanden
34 unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek.
35 Holstein 2 fest inst fest inst 70 10 Feinbr, aus Majsche - - -

UoISSNYSI(] pun ossiugaebig



09

Tabelle 10: Destillationsbedingungen der Kirschdestillate (Jahrgang 2004; Teil 1)

Nr. Gerdte-  Anzahl Dephlegmator Blausdure- Wechsel ML- abgetrieben Art der Anzahl Rauhbr. Vorlauf- Nachlauf-
hersteller Bdden abscheidung NL [%-vol.] bis [%—vol.] Destillation pro Feinbrand  Wiederverw. Wiederverw.

36 Kothe 3 fest inst fest inst 52 10 Feinbr. aus Maische - - -

37 Kothe 3 fest inst fest inst 52 10 Feinbr. aus Maische - - -

38 Holstein 2 - - 53 10 Feinbr. aus Maische - - -

39 nur Rohfriichte vorhanden

40 nur Rohfriichte vorhanden

41 Mduller 2 - - 60 10 Feinbr. aus Maische - - extra Feinbr

42 Muller - fest inst. - 60 15 Feinbr. aus Maische - - extra Feinbr.

43 nur Rohfriichte vorhanden

44 Holstein 2 - fest inst 60 20 Feinbr. aus Maische - - extra Feinbr

45 Bauchle - fest inst. - 52 5 Feinbr. aus Maische - - -

46 Muller - fest inst CuCl» 60 10 Feinbr. aus Rauhbr 8 - -

47 Holstein 2 fest inst. - 75 10 Feinbr. aus Maische - extra Feinbr. extra Feinbr.

48 unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek

49 Mduller - - - 55 4 Feinbr. aus Maische - - -

50 unbek. unbek unbek. unbek. unbek unbek. unbek. unbek unbek. unbek.

51 Holstein 2 fest inst ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

52 Holstein 3 fest inst. fest inst. 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

53 Holstein 3 fest inst fest inst 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

54 Holstein 3 fest inst. fest inst. 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

55 Holstein 3~ festinst. ~~ festinst. 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

56 Holstein 3 fest inst fest inst 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

57 Kothe 3 fest inst. fest inst. 68 10 Feinbr. aus Maische - - -

58 unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek

59 Adrian unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. Feinbr. aus Maische - unbek. unbek

60 unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek

61 Holstein 2 fest inst ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

62 Holstein 2 fest inst. ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

63 Holstein 2 fest inst ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

64 Holstein 2 fest inst. ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

65 Holstein 2 fest inst ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

66 Holstein 2 fest inst. ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

67 Holstein 2 fest inst ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

68 nur Rohfriichte vorhanden

69 nur Rohfriichte vorhanden

70 nur Rohfriichte vorhanden

71 nur Rohfriichte vorhanden

72 nur Rohfriichte vorhanden

73 nur Rohfriichte vorhanden

74 nur Rohfriichte vorhanden

75 Holstein 2 fest inst ia 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

76 C. Carl 3 fest inst. - 50 20 Feinbr. aus Maische - - -

77 unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek

78 unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. unbek. Feinbr. aus Maische - - -

79 Kothe 2 fest inst - 45 10 Feinbr. aus Maische - - -

80 Kothe 3 - unbek 60 10 Feinbr, aus Majsche - - -
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Tabelle 11: Destillationsbedingungen der Kirschdestillate (Jahrgang 2004; Teil 2)

Nr. Gerate— Anzahl Dephlegmator Blaus&ure- Wechsel ML— abgetrieben Art der Anzahl Rauhbr. Vorlauf- Nachlauf-
hersteller Bé&den abscheidung NL [%-vol.] bis [%-vol.] Destillation pro Feinbrand  Wiederverw. Wiederverw.

81  Holstein 2 fest inst fest inst 70 10 Feinbr. aus Maische - - -
82 nur Rohfriichte vorhanden

83 nur Rohfriichte vorhanden

84 nur Rohfrlichte vorhanden

85 nur Rohfriichte vorhanden

86 nur Rohfrlichte vorhanden

87 nur Rohfriichte vorhanden

88 nur Rohfrlichte vorhanden

89 nur Rohfrlichte vorhanden

90 nur Rohfriichte vorhanden

Tabelle 12: Destillationsbedingungen der Zwetschgendestillate (Jahrgang 2004)

Nr. Gerate— Anzahl Dephlegmator Blausdure- Wechsel ML— abgetrieben Art der Anzahl Rauhbr. Vorlauf- Nachlauf-

hersteller Bdden abscheidung NL [%-vol.]  bis [%-vol.] Destillation pro Feinbrand  Wiederverw. Wiederverw.

91 Mduller - - - 55 5 Feinbr. aus Maische - - -

92 Muller - - - 60 10 Feinbr. aus Maische - - -

93 Holstein 3 fest inst. fest inst. 65 5 Feinbr. aus Maische - - -

94 Muller 2 - - 60 15 Feinbr. aus Maische - - -

95 Muller - - - 55 10 Feinbr. aus Maische - - -

96 Kothe 3 fest inst - 65 20 Feinbr. aus Maische - - -

97 unbek unbe-— unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek

98 Kothe 3 fest inst. fest inst. 70 10 Feinbr. aus Maische - - -

99 Hans - - unbek unbek 20 Feinbr. aus Rauhbr unbek unbek -
100 Adrian 3 fest inst. - 40 10 Feinbr. aus Maische - - -
101 _unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek
102 Adrian 2 fest inst. - 65-70 10 Feinbr. aus Maische - - -

i = = = unbekannt 20  Feinbr. aus Rauhbr. ~ unbek. ~ unbek. ~ ja
104 unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek unbek

L9
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Ergebnisse und Diskussion

4.2 Chemisch—analytische Untersuchungen der Proben

Sowohl die von den Brennern zur Verfiigung gestellten unvergorenen Maischen und
die daraus hergestellten Obstbrande als auch die in der Versuchs— und Lehrbrenne—
rei Weihenstephan hergestellten Destillate wurden analysiert. W&hrend flr unvergo-
rene Friichte besonders der Extraktgehalt (siehe Tabelle 5 bis Tabelle 8) eine
wichtige KenngréBe flur die Einschatzung der Alkoholausbeute darstellt, bildet die
qualitative und quantitative Bestimmung typischer flichtiger Verbindungen der

jeweiligen Destillate eine wichtige Grundlage flr deren qualitative Beurteilung.

4.2 1 Typische Kenndaten der Destillatproben

Neben der Bestimmung des Ethanolgehalts mittels Biegeschwinger umfasst die
gaschromatographische Analyse der Destillate die quantitative Bestimmung des fir
die Verkehrsfahigkeit bedeutsamen Inhaltsstoffs Methanol, der hdheren Alkohole,
Carbonylverbindungen und Ester. Diese Daten sind flr die chemisch—analytische
Charakterisierung und die qualitative Beurteilung des ausgewahlten Probenmaterials
von Bedeutung. Des Weiteren liefern diese Untersuchungen die Basisdaten, die zur
Korrektur der Messergebnisse der nachfolgenden Isotopenmessungen mittels
Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR) am Wasserstoff des Ethanols erforderlich
sind.

Um bei der gaschromatographischen Analyse eine genaue I|dentifizierung der
Inhaltsstoffe der Destillate zu sichern, wurden neben einer gepackten Glassaule
(Carbo—pack B) zwei Kapillarsdulen unterschiedlicher Polaritat (FFAP und SE)
eingesetzt. Die Carbo—pack B—Glassaule dient zur ldentifizierung von Inhaltsstoffen,
die in hohen Konzentrationen in der Probe zu erwarten sind. Dies sind Methanol, die
hoheren Alkohole 1-Propanol, 2—Methyl-1—-propanol, 2-Methyl-1-butanol und 3-
Methyl-1-butanol sowie die Ester Ethyllactat und Ethylacetat. Insgesamt konnten 14
Verbindungen nachgewiesen werden, davon 10 Alkohole, eine Carbonylverbindung
und 2 Ester.

Wéhrend auf der gepackten Glassdule nur Komponenten mit relativ hohen Konzen—
trationen reproduzierbar nachgewiesen werden kdnnen, ist die quantitative Bestim—

mung flichtiger Inhaltsstoffe auf den beiden Kapillarsdulen mit einer Nachweisgren—
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Ergebnisse und Diskussion

ze von kleiner 1 mg/l moglich. Jedoch liefern diese nur bis zu einer maximalen
Konzentration von etwa 400 mg/| reproduzierbare Ergebnisse (707), da hohere
Konzentrationen Peakflachen ergeben, die auBerhalb des Linearitdtsbereichs der
Kalibrierung liegen.

Auf der FFAP—-Kapillarsdule konnten 66 Komponenten (19 Alkohole, 30 Ester, 9
Carbonylverbindungen und 8 Terpene) nachgewiesen werden, wahrend auf der SE—
Kapillarsédule insgesamt 62 Komponenten (16 Alkohole, 30 Ester, 8 Carbonylverbin—
dungen und 8 Terpene) erfasst werden konnten. Tabelle 13 gibt einen Uberblick

Uber die auf den eingesetzten Saulen erfassten fliichtigen Verbindungen.
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Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 13: Auf den eingesetzten GC— Saulen erfasste Verbindungen
(X: nachweisbar, (X): in Abhangigkeit der Konzentration nachweisbar, —: nicht nachweisbar)

Verbindung CB SE FFAP Verbindung CB SE FFAP
Methanol X Octanal - X -
1-Propanol X X X Nonanal - X -
2—Propanol (X) X - Benzaldehyd - X X
Allylalkohol (X) X X Furfural - X X
1-Butanol (X) X X Acetoin - - X
2—-Butanol (X) X X 1,1,3-Triethoxypropan - X X
2—-Methyl-1—propanol X X X 1,1-Diethoxyethan - X -
2—-Methyl-1-butanol X X -
3—-Methyl-1-butanol X X - Methylacetat - X -
Isoamylalkohole X Methylcaprylat - (X) X
1-Pentanol - X X Methylcaprinat - X X
3—-Methyl-1—pentanol - - X Methyllaurat - X X
1-Hexanol (X) X - Methylmyristat - X X
trans—3—-Hexen—1-ol - - X Methylpalmitat - X X
cis—3—Hexen—1-ol - - X Ethylformiat - X -
trans—2—Hexen—1-ol - - X Ethylacetat X X -
2—-Heptanol - (X) X Ethylpropionat - X (X)
1-Heptanol - (X) X Ethyllactat X X -
1—Octanol - - X Ethylbutyrat - X -
1-Nonanol - (X) (X)  Ethyl-2-methylbutyrat - - X
1-Decanol - X X Ethyl-3—methylbutyrat - - X
Dodecanol - - X Ethylcapronat - X X
Benzylalkohol - X X Ethylheptanoat - X X
2—-Phenylethanol - X X Ethylcaprylat - X X
Furfurylalkohol - - X Ethylnonanoat - X X
Ethylcaprinat - X X
Linalool - X X Ethyllaurat - X X
cis—Linalooloxid - X X Ethylmyristat - X X
trans—Linalooloxid - X X Ethylpalmitat - X X
a—-Terpineol - X X Ethylphenylacetat - X (X)
Citronellol - X X Ethylbenzoat - (X) X
Geraniol - X (X)  Diethylsuccinat - (X) X
y—Decalacton - X X Propylacetat - X X
Eugenol - X - Isobutylacetat - X X
Butylacetat - - X
Acetaldehyd X - (X) Isoamylacetat - X X
Acrolein - - X Isoamyllactat - - X
Propanal - - X Isoamylcaprylat - (X) (X)
Isobutanal - - X Isoamylcaprinat - (X) X
Isovaleraldehyd - X - Hexylacetat - X X
Hexanal - - X Benzylacetat - (X) X
Heptanal - X - 2-Phenylethylacetat - X (X)

64



Ergebnisse und Diskussion

Von den in Tabelle 13 aufgefihrten Verbindungen wurden in den Kirschbranden
insgesamt 50 Verbindungen analysiert: 13 Alkohole, 7 Terpene, 7 Carbonylverbin—
dungen und 23 Ester.

Die Bestimmung der Konzentration an Ethylcarbamat (EC) erfolgte mittels GC—-MS.
Aufgrund der toxischen Wirkung des lichtabhangig gebildeten Ethylcarbamats auf
den menschlichen Organismus ist der Lichteinfluss auf das Destillat wahrend der
Lagerung von grdoBter Bedeutung (702). Die Originaldestillate werden deshalb fir
funf bis sieben Tage mit UV-Licht bestrahlt und erneut bezlglich ihrer Ethylcarba-
matkonzentration mittels MS analysiert. Hierdurch wird eine unsachgemalBe Lage—
rung simuliert und eine moglichst vollstdndige Umwandlung der Blauséure in EC
bewirkt. Aus den Ethylcarbamatkonzentrationen vor (EC v.B.) und nach der Be-
strahlung (EC n.B.) kénnen Ruckschliisse gezogen werden, inwiefern der zulassige
Hochstwert im Destillat bereits Uberschritten wurde bzw. welcher Obstbrand durch
unsachgemaBe Lagerung gefahrdet ist.

Einen Uberblick tber die in den Destillaten analysierten Verbindungen geben Tabelle
14 sowie Tabelle 15. Messergebnisse in roter Fettschrift deuten auf ein Uberschrei—
ten der zulassigen Ethylcarbamatkonzentration hin. Fett und kursiv formatierte Werte
in blau Uberschreiten die entsprechenden Grenzwerte von Verbindungen, die auf

einen bakteriellen Verderb der Maische schlieBen lassen (siehe 2.2).
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Tabelle 14: Konzentrationen fliichtiger Verbindungen sowie von Ethylcarbamat in den Destillaten (Teil 1)

Nr. Methanol Hoéhere Alkohole Carbonylverb. Ester 1- Propanol  2-Propenol 2—-Butanol Ethyllactat Ethylacetat EC (v.B.)? EC (n.B.)”
[mg/100mIA.] [mg/100mIA.] [mg/100ml A.][mg/100ml A.]1[mg/100ml A.][mg/100m! A.][mg/100mI A.1[mg/100mI A.][mg/100mI A.] [[ug/] [Tug/l]
1 541 368 25 174 214 17.4 1.8 109 51 59 154
2 453 1037 13 207 834 1.0 10.4 91 85 96 356
3 776 365 17 255 156 3.0 0.6 90 142 417 10357
4 389 259 18 85 85 0.0 0.1 18 53 388 3399
5 385 409 24 183 209 2.2 7.2 43 121 143 6524
6 400 326 17 132 113 0.1 0.2 34 82 104 326
7 406 378 14 210 181 0.0 0.3 82 113 52 577
8 370 283 41 262 144 0.1 0.4 58 188 222 2286
9 432 165 11 84 84 0.1 0.3 6 71 563 5413
% 367 329 24 65 84 0,0 0,1 11 40 198 387
12 440 990 12 404 826 2.0 11.5 140 235 315 1663
13 339 474 8 321 217 0.6 2.5 40 260 2046 2943
14 497 309 33 195 110 0.1 0.3 73 97 207 3787
15 405 320 11 145 94 0.3 0.5 64 60 203 7210
16 355 240 22 164 103 0.1 0.2 37 113 288 3700
17 367 220 13 152 80 0.0 0.1 92 46 108 1866
18 485 249 20 274 85 0.5 0.3 111 145 301 3094
19 300 313 21 153 91 0.0 0.4 26 108 367 6121
20 482 326 15 337 227 1.2 4.6 21 302 173 200
21 466 469 22 345 317 1.7 7.0 53 270 1079 3563
22 620 421 32 217 290 1.3 3.2 75 120 144 1663
23 514 433 61 47 95 0.0 0.0 <1 29 23 45
24 481 420 29 52 98 0.0 0.1 <1 36 54 67
25 492 564 15 33 50 0.0 0.2 <1 20 36 58
26 432 432 13 184 124 0.0 0.0 43 43 99 110
27 385 398 61 46 105 0.0 0.0 2 30 32 78
isz 562 562 53 91 224 0,1 0,1 4 72 220 231
30 493 240 90 140 75 0.1 0.3 80 48 18 29
31 454 375 42 115 141 0.8 1.1 59 40 51 74
34 420 324 50 24 104 0.0 0.2 4 14 89 150
35 517 598 28 100 117 0.0 0.2 10 64 15 12
36 521 1266 14 289 846 87.6 225.0 97 177 53 67
37 495 296 14 143 120 1.7 4.1 70 59 84 98
38 455 297 96 137 125 0.1 0.3 53 68 2100 2100
41 338 492 86 149 217 0.5 3.5 48 86 69 134
42 321 320 109 103 111 0.0 0.2 58 32 123 342
44 407 411 90 58 75 0.0 0.1 20 20 173 1670
45 437 353 144 249 191 0.2 3.0 57 168 1118 15000
46 370 358 16 119 98 0.1 0.4 45 59 275 277
47 351 326 33 124 88 0.0 0.2 8 91 1225 7656
48 388 287 32 92 85 0.3 1.3 37 39 1460 12822
49 326 288 22 84 146 0.0 0.0 32 42 452 4708

@ Ethylcarbamatkonzentration (vor UV-Bestrahlung)
b) Ethylcarbamatkonzentration (nach UV—-Bestrahlung)
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Tabelle 15: Konzentrationen fliichtiger Verbindungen sowie von Ethylcarbamat in den Destillaten (Teil 2)

Nr.  Methanol Hohere Alkohole Carbonylverb. Ester 1- Propanol  2-Propenol 2-Butanol Ethyllactat Ethylacetat EC (v.B.)® EC (n.B.)°
[mg/100mIA.] [mg/100mIA.] [mg/100ml A.][mg/100ml A.][mg/100mI A.]1[mg/100mI A.][mg/100m! A.][mg/100mI A.][mg/100mI A.] [[ug/I] [[ug/l]
50 440 357 38 177 182 5.3 0.5 18 19 1348 1545
51 464 334 9 46 87 0.0 0.1 <1 30 26 112
52 541 632 216 143 156 0.0 0.3 8 109 52 67
53 515 581 29 94 125 0.0 0.2 <1 69 47 86
54 587 456 66 252 139 0.0 0.3 13 222 23 44
55 506 501 54 122 114 0.0 0.2 2 101 32 36
56 537 542 91 153 133 0.0 0.2 6 125 14 86
57 536 1280 9 142 106 7.4 9.5 43 85 63 77
58 474 577 30 155 79 0.0 0.9 17 125 1871 1849
59 567 295 15 107 128 2.8 4.6 43 50 11 30
60 515 485 57 41 252 0.1 0.7 15 15 412 417
61 585 318 19 37 93 0.0 0.3 4 21 13 23
62 559 321 10 38 100 0.0 1.3 1 24 32 66
63 627 324 10 35 103 0.0 1.1 <1 16 21 54
64 658 326 13 36 117 0.0 0.7 1 22 13 35
65 492 342 28 135 119 2.4 0.6 60 52 16 68
66 475 368 14 95 128 1.4 1.5 55 22 54 99
67 450 319 12 104 120 0.5 0.2 39 39 89 123
75 825 494 36 72 141 0.0 0.0 <1 50 12 45
76 544 283 20 399 153 3.6 4.4 200 180 92 124
77 462 336 60 399 66 421 3.9 128 227 341 544
78 478 149 28 298 36 0.0 0.4 98 183 77 92
79 665 205 11 328 67 53 1.2 178 132 1681 1979
80 302 270 16 114 51 0.1 0.4 40 63 42 2314
81 474 232 71 894 97 0.1 0.4 1 861 32 66

Zwetschaendestillate

91 934 422 46 208 57 0.1 0.1 107 72 313 5139
92 869 295 26 160 68 0.1 0.1 46 94 457 896
93 736 355 25 447 161 0.1 1.4 119 303 36 98
94 851 569 23 221 172 2.9 10.8 36 163 124 230
95 799 475 203 58 280 0.1 0.0 15 23 441 596
96 827 538 3 170 373 0.0 0.2 95 66 344 1560
97 1020 404 31 262 142 0.3 7.4 56 176 1464 1987
98 805 361 14 124 117 0.0 0.4 63 41 2334 6662
99 912 361 24 86 66 0.1 0.1 12 53 625 682
100 822 430 28 149 100 0.3 1.4 36 90 1444 7108
101 1047 502 19 331 203 0.6 22.3 92 209 210 235
102 812 363 37 65 95 0.1 0.1 7 41 15 16
103 976 254 17 137 94 0.2 0.1 25 97 420 534
104 721 599 38 123 50 0.0 0.0 2 87 555 575

2 Ethylcarbamatkonzentration (vor UV-Bestrahlung)
o) Ethylcarbamatkonzentration (nach UV—-Bestrahlung)
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Ergebnisse und Diskussion

Keine der Proben Uberschreitet die zuldssige Hochstkonzentration bezliglich Metha—
nol von 1000 mg/100 ml A. fir Kirsch— bzw. 1200 mg/100 ml A. fur Zwetschgen-—
destillate (27). Bezuglich der Verderbnisindikatoren 1—-Propanol, 2—-Propenol, 2-
Butanol, Ethyllactat sowie Ethylacetat weist lediglich eine Probe (Nr. 36) Konzentra—
tionen auf, die auf eine bakterielle Infektion der Maische schlieBen lassen. Die
Proben 1, 2, 12 und 77 zeigen zwar noch keine vergleichbar hohen Werte, kdnnen
jedoch auf Basis der erhohten Werte einzelner Verderbnisindikatoren als verderbnis—
gefahrdet angesehen werden. Die teilweise erhdhten Konzentrationen der Verbin—
dungen Ethyllactat und Ethylacetat einzelner Proben lassen sich durch eine spéate
Umschaltung von Mittel— auf Nachlauf erklaren und sind als Einzelverbindungen kein
Indiz fur einen bakteriellen Verderb der Maische (703).

Im Gegensatz dazu weisen bereits 16 % der Destillate vor und Uber 40 % nach
Bestrahlung mit UV—-Licht Ethylcarbamatkonzentrationen auf, die Uber dem zulassi—
gen Hdchstwert von 800 ug/l (22) liegen. Dieser hohe Anteil verdeutlicht das immer
noch geringe Bewusstsein der Klein— und Obstbrenner beziglich der Wichtigkeit der

Umsetzung Blausduremindernder Empfehlungen (704—106).

4.3 Einfluss brennereitechnologischer Verfahren auf die Isotopensig—

naturen in Destillaten

Voraussetzung fir die Anwendbarkeit der Stabilisotopenanalytik zum Nachweis der
geographischen Herkunft eines Lebensmittels ist die Variation ausgewé&hlter Isoto—
penverhaltnisse, bedingt durch klimatische und geologische Bedingungen am
Ursprungsort. Fraktionierungsvorgadnge wahrend der Produktion kd&nnen diese
Isotopenverhaltnisse verdndern, so dass eine korrekte geographische Zuordnung
nicht mehr moglich ist. Um eine zuverlédssige Interpretation gemessener Stabilisoto—
penverhéltnisse am Fertigprodukt ,Kirsch“= bzw. ,Zwetschgenwasser® zu gewahr—
leisten, wurden relevante Schritte der Obstbrandherstellung bezliglich einer Isoto—

penfraktionierung untersucht.
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431 Einfluss des Hefestamms auf die Isotopenverhaltnisse von Ethanol

und Wasser

Der erste Prozessschritt im Verlauf der Obstbrandproduktion, der mit der Biotrans—
formation des Ausgangsmaterials verbunden ist, ist die Vergadrung des Frucht—
zuckers zu Ethanol. Da biochemische Prozesse in der Regel mit Fraktionierungsvor—
gangen der beteiligten Stabilisotopen verbunden sind, wurde ein Einfluss des
Hefestamms auf die Kohlenstoff— bzw. Wasserstoffisotopenverhaltnisse am Ethanol
sowie auf den &'%0-Wert des Fruchtwassers Uberpruft.

Hierfir wurden ca. 1600 kg Kirschen der Sorte ,Benjaminler” aus der Region
Schwarzwald (Jahrgang 2004) bezogen. Um Variationen der Isotopenmuster auf—
grund unterschiedlicher Rohfriichte ausschlieBen zu kd&nnen, wurde das gesamte
Material einer Ernte entnommen. Die Kirschen wurden mit Hilfe von Schwefelsaure
auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt, in 12 Chargen zu je 130 kg aufgeteilt und
anschlieBend mit 6 unterschiedlichen Hefestdmmen der Art Saccharomyces cerevi—
siae versetzt (Tabelle 4). Die Hefemenge betrug jeweils 15 g/100 kg Maische;
Verflissigungsenzym wurde nicht zugesetzt.

Um sicherzustellen, dass die Bandbreite der in der Praxis verwendeten Hefestamme
und deren Einfluss auf die Isotopenmuster der gewonnenen Destillate durch die
Untersuchungen abgedeckt sind, wurden Hefen mit unterschiedlicher Verflissi—
gungswirkung ausgewahlt. Wahrend der Hefestamm Uvaferm CM eine mittlere
Verflissigungswirkung aufweist, ist der Stamm Uvaferm CEG stark verflissigend.
Die Stamme Uvaferm CGC 62, SIHA Aktivhefe 6 (Brennereihefe), Spiriferm und
Spiriferm Classic besitzen anndhernd keine Maischeverflissigende Wirkung.

Alle Chargen wurden unter konstanten Géarbedingungen in einer Klimakammer
vergoren, um Beeinflussungen durch Temperaturschwankungen auszuschlieBen. Die
Raumtemperatur wurde nach der Hauptgarphase von ca. einer Woche von 18 °C auf
7 °C verringert und Uber eine Lagerzeit von zwei Monaten konstant gehalten.
AnschlieBend wurden die 8 °0-Werte direkt an der vergorenen Maische gemessen.
Die (D/H), bzw. (D/H),~Verhaltnisse sowie der &°3C-Wert des Ethanols wurden im
jeweiligen Mittellauf der Destillate bestimmt, die unter Standardbedingungen (siehe

3.2.2.1) in der Versuchs— und Lehrbrennerei Weihenstephan hergestellt wurden.
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In Tabelle 16 sind die Mittelwerte der Wasserstoff— und Kohlenstoffisotopenverhélt—
nisse des Ethanols sowie der 8'®0-Werte des Wassers der jeweiligen Chargen eines

Hefestamms gegenibergestellt.

Tabelle 16: Einfluss des Hefestamms auf Stabilisotopenverhéltnisse a)

Charge Hefestamm 3'°C (D/H),  (D/H), 3'%0
[% vs. V-PDB] [ppm] [ppm] [% vs. V-SMOW]
1/2 Uvaferm CM -27,35 99,36 127,45 3,35
3/4  Uvaferm CEG -27,36 99,19 127,74 3,28
5/6 Uvaferm CGC 62 -27,34 99,06 127,29 3,30
7/8 Spiriferm -27,33 99,21 127,71 3,30
9/10  Spiriferm Classic —27,42 99,00 127,63 3,17
11/12  SIHA Aktivhefe 6 =27,27 99,31 127,80 3,30
Maximale Differenz 0,15 0,36 0,51 0,18
Wiederholgrenze 0,17 0,55 0,64 0,42

4 Die angegebenen Isotopenverhaltnisse sind Mittelwerte aus den Messwerten der jeweili—

gen Chargen

Die Ergebnisse stehen in Einklang mit vorangegangenen Untersuchungen, die
zeigen, dass der Fermentationsprozess grundsatzlich keine signifikante Verdnderung
der Kohlenstoffisotopenverhélinisse bei der Umwandlung des vergérbaren Zuckers
zu Ethanol sowie des &°0-Wertes des Wassers bewirkt (75,707). Vergleicht man
die maximalen Differenzen der entsprechenden Isotopenverhaltnisse &'°C und &'20,
die zwischen den einzelnen Chargen eines Hefestamms auftreten, mit den jeweiligen
Wiederholgrenzen, so ist kein signifikanter Einfluss des Hefestamms zu beobachten.
Im Gegensatz dazu bewirkt die Fermentation eine deutliche Deuteriumabreicherung
der Methyl= bzw. Methylengruppe des Ethanols im Vergleich zu den Ausgangssub-
stanzen Zucker und Wasser (42). Untersuchungen von Faul und Wittkowski (708)
sowie Vallet et al. (709) zeigten, dass das (D/H)—Verhiltnis unabhangig vom
Hefestamm ist, was auch durch die Ergebnisse in Tabelle 16 bestatigt wird. Im
Gegensatz dazu scheint das (D/H),—Verhaltnis von Ethanol durch die Verwendung

unterschiedlicher Hefestdmme beeinflussbar. So konnten bei der Vergarung von
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Weintrauben durch unterschiedliche Stamme der Hefeart Saccharomyces cerevisiae
signifikante Differenzen im Wasserstoffisotopenverhaltnis der Methylengruppe
nachgewiesen werden (708). Andere Untersuchungen konnten hingegen entweder
keine Abhangigkeit vom Hefestamm (42) oder nur eine Beeinflussung durch die
Verwendung unterschiedlicher Hefearten (Saccharomyces cerevisiae bzw. Saccha-—
romyces uvarum) (110) feststellen. Neben dem Hefestamm wird das (D/H),—
Verhaltnis des weiteren vom Fortschritt der Fermentation beeinflusst, wodurch
Garstockungen zu niedrigeren Werten fihren kdnnen (709). Bei der Weinherstellung
kommen eine vielfach h6here Anzahl unterschiedlicher Hefearten und —Stdmme zum
Einsatz, wahrend bei der Obstbrandproduktion fast ausschlieBlich Stamme der
Hefeart Saccharomyces cerevisiae verwendet werden. Ausnahmen bilden wenige
Obstbrenner, die auf eine Zugabe von Reinzuchthefen verzichten und die Maische
spontan vergaren lassen (siehe Tabelle 5 bis Tabelle 8).

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Hefestdmmen, die auch in der Praxis weit
verbreitet sind, konnte kein signifikanter Unterschied in den resultierenden (D/H),;—
Verhaltnissen festgestellt werden, wodurch eine Abh&ngigkeit der Wasserstoff— und
Kohlenstoffisotopenverhaltnisse des Ethanols und des '80/'®0-Verhaltnisses des

Wassers vom eingesetzten Hefestamm vernachladssigt werden kann.

4.3.2 Beeinflussung der Stabilisotopenverhaltnisse am Ethanol durch den

Destillationsschritt

Den entscheidenden technologischen Unterschied zwischen der Produktion von
Wein und der Obstbrandherstellung stellt der Destillationsschritt dar. Wé&hrend
kinetische (irreversible) Verdampfungsprozesse stets mit einem normalen Isotopen—
effekt und somit mit einer Anreicherung der leichteren Isotopologen in der Dampf-
phase verbunden sind, kann es im thermodynamischen Gleichgewicht auch zum
gegenteiligen Effekt, dem so genannten inversen Isotopeneffekt kommen. Dieser
hat eine Anreicherung der leichteren Isotopologen in der flissigen Phase zur Folge.
Dieses Phanomen konnte bei der Destillation von Ethanol und Ethanol-Wasser
Mischungen mittels Drehbandkolonne bezilglich der Fraktionierung der Kohlenstoff—
sowie der Wasserstoffisotopologen der Methyl— bzw. Methylengruppen des Ethanols

beobachtet werden (74, 76).
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Im Gegensatz zu Destillationen unter festgelegten Laborbedingungen, bei denen
gezielt ein gewisser thermodynamischer Zustand erzwungen werden kann, kommt
es bei der Destillation von Obstmaischen mittels Abfindungsbrenngerat zu einer
standigen Uberlagerung von kinetischen Vorgdngen und Aggregatszustandsande—
rungen, die im thermodynamischen Gleichgewicht stattfinden.

Da eine Anderung der Isotopenverhéltnisse im Verlauf der Destillation den Her—
kunftsnachweis eines Obstbrandes beeinflussen kdnnte, wurde die Fraktionierung
der relevanten Stabilisotopenverhaltnisse mittels Pilot— und Laboranlagendestillatio—

nen Uberprift.

4.3.21 Fraktionierung der Kohlenstoffisotopologe des Ethanols wahrend der

Destillation

Um die Fraktionierung der Kohlenstoffisotopologe des Ethanols wahrend der Destil—
lation zu Uberprifen, wurden jeweils 130 kg Kirschmaische (Chargen 6, 8 und 10,
Tabelle 4) mittels Abfindungsbrenngeréat unter Standardbedingungen (siehe 3.2.2.1)
destilliert und das Destillat in 500 m| Fraktionen aufgeteilt. Die Anderung der &'°C—
Werte im Verlauf der Destillation zeigt Abbildung 12.
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Abbildung 12: Fraktionierung der Kohlenstoffisotopologe des Ethanols wahrend der Destillati—
on vergorener Kirschmaischen mittels Pilotanlage

Deutlich ist die Abnahme des 8'°C-Wertes im Verlauf der Destillation zu erkennen.

Wahrend die erste Fraktion mit einem &'°C—Wert von —26,80 % das positivste
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18C/"2C-Verhaltnis aufweist, sinkt dieser bis zum Ende der Destillation um mehr als
1,5 % auf —28,42 %. Vergleicht man den Ausgangswert der Maische (-27,61 %)
mit dem der ersten Fraktion, so ist ein deutlicher inverser Isotopeneffekt zu beo-
bachten.

Um einen Einfluss der zahlreichen Inhaltsstoff einer Obstmaische und deren Konsis—
tenz auf die Isotopenfraktionierung ausschlieBen zu kdnnen, wurden mit Hilfe einer
Labordestillationsanlage Ethanol-Wasser Mischungen mit einem Ethanolgehalt von
10 %—vol. destilliert. Dieser Gehalt entspricht den Werten, die in den vergorenen
Kirschmaischen der Versuchs— und Lehrbrennerei Weihenstephan gemessen wur—
den. Destilliert wurden jeweils 6 | der Ausgangsmischung unter Zuschaltung von 2
Boden und der Dephlegmatoreinstellung /5. Das erhaltene Destillat wurde wahrend
der Destillation in Fraktionen zu jeweils 100 ml| aufgeteilt. Abbildung 13 zeigt die

Anderung der &' °C-Werte im Verlauf der Destillation der Ethanol-Wasser Mischung
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Abbildung 13: Fraktionierung der Kohlenstoffisotopologe des Ethanols wahrend der Destillati—
on einer Ethanol-Wasser Mischung mittels Laboranlage. Die Balken entsprechen den 95 %
Konfidenzintervallen, berechnet aus den Einzelmesswerten der Fraktionen dreier Destillationen
unter identischen Bedingungen

Durch den Vergleich von Abbildung 12 mit Abbildung 13 wird ersichtlich, dass die
Fraktionierung der Kohlenstoffisotopologe des Ethanols unabhangig von den In—
haltsstoffen der vergorenen Maische zu beobachten ist. Die Unterschiede in den
Absolutwerten der jeweiligen Messwerte ergeben sich aus den unterschiedlichen

Isotopengehalten des Ethanols in den Ausgangsmaterialien Maische bzw. Ethanol-
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Wasser Mischung. Die beobachteten Kohlenstoffisotopenfraktionierungen stimmen
mit den Ergebnissen Uberein, die bei der Destillation von Ethanol-Wasser Mischun—
gen mittels Drehbandkolonne im thermodynamischen Gleichgewicht ermittelt wurden
(74,76).

432.2 Anderung der D/H-Verhaltnisse am Ethanol im Verlauf der Destillation

Neben der Fraktionierung der Kohlenstoffisotopologe des Ethanols bewirkt eine
Destillation durch die physikalischen Vorgdnge wahrend des Phaseniibergangs auch
eine Anderung der Wasserstoffisotopenverhéltnisse an der Methyl- bzw. Methy—
lengruppe von Ethanol. Die Abh&ngigkeit der (D/H)— bzw. (D/H),—Verhaltnisse vom
Kirschmaischen mit Hilfe der Pilotanlage zeigt

Fortschritt der Destillation der

Abbildung 14.
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Abbildung 14: Fraktionierung der Wasserstoffisotopologe des Ethanols im Verlauf der Destilla—
tion einer Kirschmaische mittels Pilotanlage

Die Ergebnisse der SNIF-NMR®-Analyse der Fraktionen aus der Destillation der
Kirschmaischen zeigen im Gegensatz zum Verlauf der 8'*C-Werte einen Anstieg der
Wasserstoffisotopenverhaltnisse des Ethanols im Verlauf der Destillation. So konnte
fur das (D/H),—Verhéltnis eine durchschnittliche Erhdhung von 127,0 ppm auf
132,9 ppm ermittelt werden. Der mittlere Anstieg des Wasserstoffisotopenverhalt—
nisses an der Methylgruppe von 100,4 ppm auf 102,4 ppm ist geringer. Unter

Berticksichtigung der entsprechenden D/H-Verhéaltnisse der vergorenen Maische
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((D/H);: 100,98 ppm;. (D/H),: 129,9 ppm) ist fur die Fraktionierung der Wasser—
stoffisotopologe des Ethanols im Verlauf der Destillation ein deutlicher normaler
Isotopeneffekt zu beobachten.

Zur Bestatigung der D/H-Verldufe wurden analog zur Ermittlung der Kohlenstoffiso—
topenfraktionierung die D/H-Verhéaltnisse im Destillat der Ethanol-Wasser Mischun—

gen, die mittels Laboranlage erzeugt wurden, bestimmt.
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Abbildung 15: Fraktionierung der Wasserstoffisotopologe des Ethanols im Verlauf der Destilla—
tion einer Ethanol-Wasser Mischung mittels Laboranlage. Die Balken entsprechen den 95 %
Konfidenzintervallen, berechnet aus den Einzelmesswerten der Fraktionen dreier Destillationen
unter identischen Bedingungen

Wahrend der normale Isotopeneffekt flr die Fraktionierung der Wasserstoffisotope
an der Methylengruppe durch die Destillation der Ethanol-Wasser Mischung bestatigt
werden konnte, ist der Anstieg der (D/H)—-Verhaltnisse nicht signifikant. Jedoch
wurden nur die ersten acht der insgesamt 13 Fraktionen analysiert, da die Ethanol-
menge in den restlichen Fraktionen fiir eine H-NMR-Messung nicht ausreichend
war.

Die Anderungen der D/H-Verhaltnisse weichen von den fir die Destillation in Dreh—
bandkolonnen beschriebenen Ergebnissen ab; die wahrend der Destillation mittels
Pilot— und Laboranlagen ermittelten Daten sind typisch fir einen irreversiblen,

kinetischen physikalischen Prozess (74).
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43.2.3 Einfluss der Destillationstechnik auf die Isotopenverhaltnisse am Ethanol

Unter thermodynamischen Gleichgewichtsbedingungen wurde flr die Destillation von
Ethanol-Wasser Mischungen mittels Drehbandkolonne eine Abhangigkeit des
Fraktionierungsfaktors a von der Anzahl der theoretischen Bdden festgestellt (74).

Da fUr die Obstbrandproduktion die Zuschaltung von bis zu drei Verstarkerbdden und
die Verwendung eines Dephlegmators erlaubt sind, wurde der Einfluss dieser beiden
Verstarkereinrichtungen auf die beschriebene Fraktionierung der Kohlenstoff— und
Wasserstoffisotopologe des Ethanols im Verlauf der Destillation Uberprtft. Hierfr
wurden Ethanol-Wasser Mischungen ohne Einsatz von Verstarkereinrichtungen, unter
alleiniger Verwendung des Dephlegmators und unter Zuschaltung von drei Glocken—
b&dden ohne Dephlegmatorverwendung mittels Laboranlage destilliert. Die Anderun—
gen der Kohlenstoff—- und Wasserstoffisotopenverhaltnisse am Ethanol sind in

Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Einfluss von Dephlegmator und Glockenbdden auf die Fraktionierung der
Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopologe des Ethanols im Verlauf der Destillation mittels
Laboranlage

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass unter allen drei Bedingungen Isotopenfraktio—
nierungen zu beobachten sind, die analog den zuvor wahrend der Destillationen
mittels Pilot— und Laboranlage gezeigten Fraktionierungen verlaufen. Zudem besteht
kein signifikanter Unterschied in den jeweiligen Isotopenverhaltnissen der entspre—
chenden Fraktionen, die unter Variation von Bodenanzahl und Dephlegmatorein—
stellung gewonnen wurden. Die linearen Regressionsgeraden der jeweiligen Messrei—
hen zeigen eine etwas geringere Steigung der jeweiligen Verlaufe bei der Destillation

ohne Verstarkereinrichtungen. Dies lasst sich durch die teilweisen Phasenlbergéange
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beim Passieren des Ethanol-Wasser Dampfes der Glockenbdden und des De-—
phlegmators erklaren. Auch hier treten Fraktionierungseffekte auf, wodurch die
resultierende Gesamtfraktionierung wéhrend der Destillation verstarkt wird. Jedoch
ist dieser Einfluss sehr gering. Dies lasst vermuten, dass der hauptsachlich fir die
Fraktionierung verantwortliche Phasenlbergang beim Verdampfen der Ethanol-
Wasser Mischung direkt in der Blase stattfindet. Zwar kommt es theoretisch auch zu
einer Kondensation und einer erneuten Verdampfung auf den Glockenbdden. Dies
geschieht jedoch hauptsachlich zu Beginn der Destillation, da die Wirkung der
Bdden im Verlauf der Destillation sehr schnell nachldsst und es somit im weiteren
Destillationsverlauf zu keiner nennenswerten Isotopenfraktionierung kommt. Auch
sinkt die Kondensationsleistung des Dephlegmators sehr schnell, da das Wasser in
dessen Innenraum rasch vom aufsteigenden Dampf erhitzt wird.

Somit wirkt sich auch die Destillationstechnik nicht signifikant bei der Interpretation
von Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopenverhaltnissen am Ethanol bezlglich einer
regionalen Herkunftsbestimmung aus. Zur Bestatigung wurden an der Versuchs—
und Lehrbrennerei Weihenstephan die Rauhbradnde der Chargen 2—4 ein zweites Mal
destilliert. Die Destillation fand wie bei der Herstellung von Feinbrdnden aus
Rauhbranden Ublich ohne Verstarkereinrichtungen statt (siehe 3.2.2.1).Tabelle 17
zeigt die Gegeniberstellung der Kohlenstoff— und Wasserstoffverhaltnisse am
Ethanol des resultierenden Mittellaufs und der Mittelldufe aus den einfachen Destil—

lationen mit Verstarkereinrichtungen der Chargen 1, 7 und 9.

Tabelle 17: Abhangigkeit der Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopenverhaltnisse des Ethanols
von der Destillationstechnik

Charge Destillationstechnik 8'°C (D/H), (D/H)
[% vs. V-PDB] [ppm] [ppm]

1 Feinbrand aus Maische -27,34 100,50 128,59

7 Feinbrand aus Maische -27,46 100,70 128,29

9 Feinbrand aus Maische -27,55 100,59 128,28
2-14 Feinbrand aus Rauhbrand -27,28 100,01 127,87
Maximale Differenz zw. FB und RB? 0,27 0,69 0,72
Wiederholgrenze 0,17 0,55 0,64

4 FB: Feinbrand aus Maische; RB: Feinbrand aus Rauhbrand
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Die maximalen Differenzen zwischen den Isotopenverhaltnissen der Destillate, die
durch einmalige Destillation aus der Maische (FB) gewonnen wurden und dem
Feinbrand aus den drei Rauhbranden (RB) liegen tber den jeweiligen Wiederhol—
grenzen. Diese Unterschiede lassen sich mit der Herstellung des Rauhbrandes
erklaren: Wahrend hier zwar kein Vorlauf abgetrennt wird, bleibt wegen des Ab-
bruchs der Destillation bei ca. 5 %—vol. in der Vorlage ein geringer Anteil des
Ethanols der vergorenen Maische in der Schlempe zurtick. Durch die beschriebenen
Fraktionierungen weisen die resultierenden Rauhbrande geringfligig positivere 8'°C
und entsprechend niedrigere D/H-Verhaltnisse als die urspriingliche Maische auf.
Diese Unterschiede zeigen sich schlieBlich auch in den |sotopenverhaltnissen des
Feinbrands, der durch die Destillation dieser Rauhbrande entsteht. Da diese Beein—
flussung der Isotopenverhélinisse der resultierenden Mittellaufe jedoch &uBerst
gering ist, stellt die Destillationstechnik keine Beschrankung der Anwendbarkeit der

Methode zum Herkunftsnachweis dar.

43.2.4 Abhangigkeit der Isotopenverhaltnisse am Ethanol von den Grenzen der

Mittellauffraktion

Wie gezeigt werden konnte, unterliegen alle fir den Herkunftsnachweis relevanten
Isotopenverhéltnisse am Ethanol wahrend der Destillation einer mehr oder weniger
starken Fraktionierung. Aufgrund dieser Fraktionierung variieren auch die jeweiligen
[sotopenverhaltnisse in Vor—, Mittel- und Nachlauf.

Wahrend die Vorlaufmenge im Allgemeinen mit 1 % der zu destillierenden Maische—
menge angenommen werden kann, schwankt der Ethanolgehalt in der Vorlage, bei
der von Mittel— auf Nachlauf umgeschaltet wird, in der Praxis Ublicherweise zwischen

folgenden Grenzen:

a) Umstellung auf NL bei einem Ethanolgehalt von 65 %—vol. in der Vorlage,

b) Umstellung auf NL bei einem Ethanolgehalt von 50 %-vol. in der Vorlage

Deshalb wurden aus den Isotopenverhaltnissen der einzelnen Destillatfraktionen der
Chargen 6, 8 und 10 die resultierenden Kohlenstoff— bzw. Wasserstoffisotopenver—
haltnisse des Mittellaufs (My.) in Abh&ngigkeit vom Ethanolgehalt beim Wechsel

zwischen Mittel- und Nachlauf gemaB Formel 8 berechnet.
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Formel 8: Berechnung der Isotopenverhélinisse der Mittellauffraktion

b 13
M = D/Hbzw.d°C
i§a ( m DB\) ! A = Alkoholgehalt der Fraktion in %-vol.
Mme = b i = Fraktion
.Y a = erste Fraktion des ML
i=a b = letzte Fraktion des ML

Wahrend die erste Fraktion (a) des Mittellaufs, bedingt durch die festgesetzte
Vorlaufmenge, als konstant betrachtet werden kann, wird die letzte Fraktion (b)
variiert. Dies entspricht dem Wechsel von Mittel- auf Nachlauf bei unterschiedlichen
Ethanolgehalten in der Vorlage. Hierdurch erhalt man die jeweiligen Isotopenverhélt—
nisse, die ein Mittellauf in Abhangigkeit des Ethanolgehaltes beim Wechsel ML—NL
aufweisen wirde. Da nur ausgewahlte Fraktionen der drei fraktionierten Destillatio—
nen der Kirschmaische hinsichtlich ihrer Kohlenstoff— bzw. Wasserstoffisotopenver—
haltnisse am Ethanol analysiert wurden, wurden die fehlenden Messwerte, die flr die
Bestimmung von My notwendig sind, durch Berechnung von Regressionsgeraden
ermittelt. Die jeweiligen BestimmtheitsmaRBe (r?) lagen zwischen 0,95 und 0,99.

Tabelle 18 zeigt die mittels Regressionsgeraden und Formel 8 berechneten Kohlen—
stoff- und Wasserstoffisotopenverhéltnisse des Ethanols in Abh&ngigkeit des

Wechsels von Mittel- auf Nachlauf gemaB der beiden Félle (a) und (b).
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Tabelle 18: Abhangigkeit der Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopenverhaltnisse am Ethanol
vom Wechsel zwischen Mittel- und Nachlauf

Alkoholgehalt 3'%C (D/H), (D/H)y
Charge beim Wechsel Mittellauf Mittellauf ~ Mittellauf
ML-NL® [%-vol.] [% vs.V-PDB]  [ppm] [ppm]
6 65 -27,28 100,61 128,18
50 -27,34 100,73 128,52
Differenz 0,06 0,12 0,34
8 65 -27,35 100,00 127,74
50 =27,41 100,16 128,12
Differenz 0,06 0,16 0,38
10 65 -27,24 100,93 129,03
50 -27,32 101,03 129,30
Differenz 0,08 0,10 0,27
Wiederholgrenze 0,17 0,55 0,64

@ ML: Mittellauf; NL: Nachlauf

Die maximale Differenz der 8 3C— Werte zwischen den jeweiligen Mittellaufen einer
Charge liegt mit einem Betrag von 0,08 % unter der Wiederholgrenze von zwei
aufeinander folgenden Messungen. Die Wiederholgrenze ist in der Commission
Regulation (EC) No 440/2003 fir die Messung von Kohlenstoffisotopenverhéltnissen
am Ethanol mit 0,24 % angegeben (85). Unter den hier angewandten Messbe—
dingungen nahm dieser Wert einen Betrag von 0,17 % an.

Vergleicht man analog die entsprechenden Differenzen der (D/H)— bzw. (D/H),—
Verhaltnisse, die aus dem Wechsel zwischen Mittel- und Nachlauf bei unterschiedli—
chen Alkoholgehalten resultieren, so zeigt sich auch hier, dass die Maximalbetrdge
von 0,16 ppm bzw. 0,38 ppm unter den jeweiligen Wiederholgrenzen von 0,55 ppm
bzw. 0,64 ppm liegen.

Daraus wird ersichtlich, dass trotz der messbaren Isotopenfraktionierungen im
Verlauf der Destillation die Anwendbarkeit der Methode fur den Nachweis der geo—
graphischen Herkunft von Obstbranden durch einen Wechsel zwischen Mittel- und

Nachlauf innerhalb praxisiblicher Grenzen nicht beeinflusst wird.
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4.3.3 Vergleich der Kohlenstoff- und Wasserstoffisotopenverhaltnisse von

Original— und Pilotanlagendestillaten

Um den Einfluss der Summe aller wahrend der Obstbrandherstellung auftretenden
Fraktionierungen bewerten zu kdnnen, wurden authentische vergorene Kirschmai—
schen unter konstanten Bedingungen (siehe 3.2.2.2) mittels Labordestillationsanla—
ge destilliert. Die Destillate wurden anschlieBen beziglich der Kohlenstoff— und
Wasserstoffisotopenverhéltnisse des Ethanols analysiert und die Ergebnisse mit den
entsprechenden Daten der Originaldestillate vergleichen. Diese Destillate wurden aus
denselben Maischen von unterschiedlichen Kleinbrennern unter Bedingungen herge—
stellt, die einen GroBteil der in der Praxis Ublichen Variationen abdecken. So kamen
neben unterschiedlichen Hefestdmmen auch Brenngerate verschiedener Hersteller
zum Einsatz, mit denen die vergorenen Maischen mittels einfacher oder zweifacher
Destillation mit oder ohne Verstarkereinrichtungen destilliert wurden, wobei der
Wechsel zwischen Mittel- und Nachlauf je nach Probe innerhalb bestimmter Grenzen
schwankte.

Abbildung 17 zeigt die Korrelationen der Kohlenstoff— bzw. Wasserstoffisotopenver—
haltnisse des Ethanols der Originalproben und der aus den entsprechenden vergore—

nen Maischen mittels Laboranlagen gewonnenen Destillate.
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Abbildung 17: Vergleich der Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopenverhaltnisse des Ethanols
von Original— und Laboranlagendestillaten

Die ermittelten Stabilisotopenverhaltnisse der Laboranlagendestillate korrelieren mit
BestimmtheitsmaBen (r?) zwischen 0,96 und 0,99 in hohem MaBe mit den entspre—
chenden Werten der Originaldestillate. Zudem weisen die berechneten Ausgleichs—
geraden, bezogen auf die Absolutwerte der Isotopenverhéltnisse, relativ geringe
Achsenabschnitte sowie Steigungen von ndherungsweise eins auf.

Dies zeigt, dass auch die Summe der einzelnen Produktionsabschnitte im Verlauf
der Obstbrandherstellung keine signifikante Beeinflussung der gemessenen Stabil—
isotopenverhaltnisse bewirkt, obgleich geringe Isotopenfraktionierungen wahrend der
einzelnen Verfahrensschritte zu beobachten sind.

Zum einen wird hierdurch die grundsatzliche Anwendbarkeit der untersuchten Stabil—
isotopenverhaltnisse beim Nachweis der Herkunft von Obstbrdnden bestatigt.

Zusatzlich ergeben sich daraus aber auch Vorteile fUr die praktische Anwendung der
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Methode. Wéahrend im Rahmen dieser Arbeit authentische Kirsch— und Zwetschgen-—
destillate der beteiligten Brenner fir die Datengewinnung herangezogen werden
mussten, ist es flr die Erstellung einer zukinftigen Datenbank ausreichend, Roh-
frichte aus den jeweiligen geographischen Regionen zu beziehen. Die Mdglichkeit,
diese analog zur Isotopenanalyse im Weinsektor unter konstanten Bedingungen im
LabormaBstab ohne signifikante Beeinflussung der relevanten Isotopenverhéltnisse
vergaren und anschlieBend destillieren zu kdnnen, macht die Datenerhebung unab—
h&ngig von der Unterstltzung zuverlassiger Obstbrandhersteller. Somit kdnnen
Proben beliebiger geographischer Herkunft in eine spatere Datenbank aufgenom-
men werden, unabhangig von der tatsdchlich vorherrschenden Brennereidichte.
Darliber hinaus erlaubt dies die zuverlassige Untersuchung von Handelsproben
unbekannter geographischer Herkunft, deren Herstellungsbedingungen nicht voll-

standig dokumentiert sind, wie dies bei auslandischen Destillaten denkbar ware.

4.3.4 Abhangigkeit des 5'80-Wertes des Wassers eines Obstbrandes durch

Destillation und Verschneiden auf Trinkstarke

Das Sauerstoffisotopenverhéaltnis eines trinkfertigen Obstbrandes setzt sich aus dem
5'°0-Wert des Mittellaufs und dem des Verschnittwassers zusammen. Daher wurde
neben dem Einfluss des Destillationsschrittes auf das '®0/'®0-Verhaltnis des
Wassers auch die Beeinflussung dieses Wertes durch das anschlieBende Verschnei-

den des Mittellaufs auf Trinkstarke untersucht.

4.3.4.1 Beeinflussung des 8'®0-Wertes des Wassers durch den Destillationspro—

Zess

Um den Einfluss des Destillationsschrittes auf die Sauerstoffisotopenverhaltnisse
des Wassers zu Uberprifen, wurden funf Fraktionen aus der fraktionierten Destilla—

tion von Charge 6 bezlglich ihrer 5'80-Werte analysiert.
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Abbildung 18: Anderung des 5'80-Werts von Wasser im Verlauf der Destillation von Charge 6

Die in Abbildung 18 dargestellten Ergebnisse bestédtigen den normalen Isotopen—
effekt, verbunden mit der Anreicherung des leichteren Isotopologs im Destillat, wie
er in der Literatur fur die Fraktionierung der '®0O—Isotope des Wassers sowohl fir die
Destillation im thermodynamischen Gleichgewicht als auch unter irreversiblen
Bedingungen beschrieben ist (43, 73). Aufgrund dieser Isotopenfraktionierung wurde
analog zu den Betrachtungen der Isotopenverhéltnisse des Ethanols der Einfluss des
Wechsels zwischen Mittel- und Nachlauf auf den entsprechenden &'°0-Wert des
Mittellaufs untersucht. Hierflir wurden Fraktionen der Destillate der Chargen 6 und 8
entsprechend eines Wechsels bei praxistblichen Grenzwerten von 65 %-vol. bzw.
50 %—vol. vereint. AnschlieBend wurden die '®0/'°0-Verhaltnisse des Wasseranteils
der resultierenden Mittellaufe analysiert und auf Basis der Wiederholgrenze der
angewandten Messmethode miteinander verglichen. Die gemessenen Sauerstoffiso—

topenverhaltnisse zeigt Tabelle 19.
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Tabelle 19: Abhangigkeit des 8'°0-Werts des Wassers vom
Wechsel zwischen Mittel- und Nachlauf

Wechsel zw. ML 3'80-Wert Wasser
und NL bei Charge 6 Charge 8
65 %-vol. -7,00 -5,86
50 %-vol. -6,88 -6,23
Differenz 0,12 0,37
Wiederholgrenze 0,42

Wie die Ergebnisse zeigen, bewirkt der Wechsel zwischen Mittel- und Nachlauf bei
unterschiedlichen Ethanolgehalten nur eine geringe Differenz der Sauerstoffisoto—
penverhaltnisse des Wassers eines Destillats. Die gemessenen Unterschiede liegen
unterhalb der Wiederholgrenze und beeinflussen somit die Anwendbarkeit der
Methode fir den geographischen Herkunftsnachweises eines Obstbrandes nicht.

AuBerdem setzt sich der Wasseranteil eines trinkfertigen Produkis aus dem des
Mittellaufs sowie dem Verschnittwasser zusammen. Durch das Verschneiden werden
auch die messbaren Differenzen der 3'°0-Werte im Fertigprodukt geringer und

k&dnnen somit vernachléssigt werden.

4.3.4.2 Beeinflussung der Aussagekraft des &°%0-Wertes des Wassers eines

Obstbrandes durch das Verschneiden des Mittellaufs auf Trinkstarke

Im Gegensatz zu den Kohlenstoff—- und Wasserstoffisotopenverhéltnissen des
Ethanols, die wahrend des Verschneidens des Mittellaufs auf Trinkstarke konstant
bleiben, setzt sich der 8'°%0-Wert des Wassers eines Obstbrandes aus dem Sauer—
stoffisotopenverhéltnis des Wassers im Mittellauf sowie dem des Verschnittwassers
zusammen.

Das Verhéaltnis von Mittellauf zu Verschnittwasser hangt dabei zum einen vom
Ethanolgehalt des Mittellaufs, zum anderen von der gewlnschten Trinkstarke des
Fertigdestillats ab, die Ublicherweise zwischen 40,0 und 45,0 %-vol. liegt.

Um die Summe der Einflisse beider Faktoren bewerten zu kdnnen, wurden die
5'%0-Werte des Fertigdestillats mit denen der zugehorigen Mittellaufe verglichen. Die

5'80-Werte der Mittellaufe wurden hierfiir aus den gemessenen Sauerstoffisotopen—
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verhaltnissen der Fertigdestillate sowie der entsprechenden Verschnittwédsser be—
rechnet. Abbildung 19 zeigt die Korrelation der &°0-Werte von Mittellauf und
Fertigprodukt fir 25 authentische Proben.
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Abbildung 19: Korrelation der &'®0-Werte von Mittellauf und Fertigprodukt

Das hohe BestimmtheitsmaB (r?) von 0,96 verdeutlicht, dass trotz der genannten
Einflusse beim Verschneiden des Mittellaufs auf Trinkstarke die &'°0-Werte von
Mittellauf und Fertigprodukt sehr gut miteinander korrelieren. Die Begrindung hierfir
liegt in den jeweiligen Schwankungsbreiten der Sauerstoffisotopenverhéltnisse von
Verschnittwasser und Mittellauf. So liegen die entsprechenden Werte der untersuch—
ten Verschnittwésser, die sowohl aus Norditalien als auch aus Franken und dem
Schwarzwald stammen, zwischen —10,3 % und —8,15 %, wahrend die 8'°0-Werte
der Mittellaufe Betrdge von —-15,3 % bis 1,32 % annehmen. Zwar werden die
Sauerstoffisotopenverhaltnisse des Fertigprodukts durch die Menge des zugesetzten
Verschnittwassers beeinflusst, die hauptsachliche Information stammt jedoch aus
den Isotopenverhéltnissen der Mittellaufe. Diese sind im Gegensatz zu den Werten
der Verschnittwasser zuséatzlich von Fraktionierungen wahrend des Wachstums der
Frucht abhangig, die durch klimatische Bedingungen am Anbauort bestimmt werden
und zeigen somit weitaus groBere Schwankungen. Die geringe Beeinflussung der

5'%0-Werte des Fertigdestillats von denen der Verschnittwasser zeigt sich auch in

87



Ergebnisse und Diskussion

der schlechten linearen Korrelation mit einem Bestimmtheitsmal von lediglich 0,36

(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Korrelation der 5'80-Werte von Verschnittwasser und Fertigprodukt

Somit ist es ausreichend, die Sauerstoffisotopenverhaltnisse der trinkfertigen Obst-
brande zu bestimmen. Da im Falle der Charakterisierung von Destillaten unbekann—
ter geographischer Herkunft keine Angaben Uber die 3'®0-Werte des verwendeten
Verschnittwassers vorliegen, liefert diese Tatsache einen entscheidenden Vorteil fir
die praktische Anwendung der Methode. Zudem erschwert dies die Moglichkeit,
Sauerstoffisotopenverhaltnisse des Wassers eines Obstbrandes durch gezieltes
Verschneiden des Mittellaufs mit Wasser einer anderen Region als die des Obstan-—

baugebietes zu verfalschen.

4.4 Stabilisotopenverhéltnisse unvergorener Kirschmaischen

4.41 Vergleich einzelner Stabilisotopenverhéltnisse

Zur Herkunftsbestimmung der Rohfriichte wurden die von den Brennern zur Verfi-
gung gestellten unvergorenen Kirschmaischen bezlglich 8'®0 des Fruchtwassers,
8'3C des Fruchtzuckers sowie 8°C, &°H, &S und &'"°N der Pulpe analysiert. Zusatz—
lich wurden in ausgewahlten Mustern die Isotopenverhaltnisse 7Sr/®°Sr der Pulpe

bestimmt.
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Kohlenstoffisotopenverhélinisse von Zucker bzw. Fruchtpulpe

Abbildung 21 zeigt die Gegenlberstellung der Kohlenstoffisotopenverhaltnisse von

Zucker bzw. Fruchtpulpe der analysierten Kirschproben der Jahrgange 2003 und
2004.
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Abbildung 21: &'*C-Werte von Zucker und Pulpe unvergorener Kirschproben

Sowohl 2003 als auch 2004 liegen die 8'°C—Werte des Zuckers der Proben aus dem
Schwarzwald, aus Franken sowie aus Norditalien in derselben GréBenordnung. Auf
Basis dieses Isotopenverhéltnisses ist somit keine Unterscheidung bezlglich der
regionalen Herkunft moglich. Auch die gemessenen '°C/'2C—Verhaltnisse der Muster
aus den dbrigen Regionen unterscheiden sich nicht signifikant von diesen Werten.

Beim Vergleich der &'°C—Werte der Pulpe beider Jahrgange zeigen sich ebenfalls
starke Uberschneidungen der Proben aus den ersten drei Regionen. Lediglich die
Kirschen aus Norditalien weisen 2003 etwas positivere Kohlenstoffisotopenverhélt—
nisse auf. Dies ist auf die hohe Temperaturdifferenz von bis zu 6 °C (95) zwischen
Norditalien und den beiden deutschen Standorten wahrend des Sommers 2003
zuriickzufihren. Durch Untersuchungen der Isotopenverhéltnisse von Weintrauben

konnte eine geringe Tendenz zu positiveren &'°C-Werten, hervorgerufen durch
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warmes und trockenes Klima nachgewiesen werden (47). Grund hierfir ist der
resultierende Trockenstress der Pflanze, wodurch die stomatare Leitfahigkeit der
Pflanze verringert wird. Dies wiederum fihrt zu einer Verringerung der COo—
Nachlieferung und somit zu einer Verringerung der Isotopendiskriminierung wahrend
der Photosynthese (40). Bemerkbar macht sich dieses Phdnomen auch in den
13C/"2C~-Verhaltnissen der Pulpe der tbrigen Regionen des Jahrgangs 2003. So
weisen die sUdosteuropédischen Muster aus Serbien und der Tirkei ahnlich hohe
d'°C-Werte auf wie die Proben aus Norditalien. Grundsatzlich liefert das Kohlen—
stoffisotopenverhéltnis jedoch nur wenig Informationen bezlglich der regionalen
Herkunft, da es im Vergleich zu anderen Stabilisotopenverhaltnissen, wie z.B. dem
5'%0-Wert von Wasser, nur eine geringe Abhangigkeit von klimatischen Faktoren
aufweist (47). Dies zeigt sich im Vergleich der Isotopenverhaltnisse der Proben aus
2004. Die in diesem Jahr in Norditalien lediglich um etwa 3 °C hdheren durch—
schnittlichen Maximaltemperaturen (95) im Vergleich zu den Regionen Schwarzwald
und Franken resultieren in Messwerten, die sich nicht eindeutig von denen der
deutschen Proben unterscheiden lassen. Auch die 8'*C-Werte der tibrigen Regionen
fallen in dieselbe Spannweite und lassen keine Zuordnung der Kirschen zu den

einzelnen Standorten zu.

Sauerstoff- und Wasserstoffisotopenverhéltnisse der Fruchtoulpe

Aussagekraftigere Informationen Uber klimatische Bedingungen am Anbauort und
somit eine bessere Unterscheidung der Proben bezlglich ihrer regionalen Herkunft
sind von den Sauerstoffisotopenverhaltnissen des Wassers und den &H-Werten der

Pulpe zu erwarten (siehe 2.3.1.3).
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Abbildung 22: §'0- sowie 8H Werte der Pulpe unvergorener Kirschen

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich, weisen die Proben aus Norditalien beider Jahr—
gange trotz des warmeren Klimas vergleichbare &'80-Werte wie die Muster aus
Franken und dem Schwarzwald auf. Dies widerspricht den Erfahrungen, wonach
warmeres und trockneres Klima eine Anreicherung der '®0O-Isotope in der Pflanze
bewirkt (50). Die Tatsache, dass sich die Proben der drei Regionen trotz des Klima-
unterschieds dennoch nicht voneinander unterscheiden lasen, ist mdglicherweise
darauf zurlckzufihren, dass die Sauerstoffisotopenverhaltnisse des Wassers in der
Frucht nicht nur von den klimatischen Bedingungen wahrend des Wachstums,
sondern auch von den entsprechenden &'80-Werten des von der Pflanze aufge—
nommenen Wassers beeinflusst werden. Diese werden wiederum bestimmt vom
Breitengrad des Anbaugebietes (Breiteneffekt), der Entfernung zum Meer (Kontinen—
taleffekt) und der Hohe der Region, in der das Regenwasser niedergeht und mit
dem Grundwasser das Wasserreservoir fur die Pflanze bildet (45). Besonders der
letztgenannte Hoheneffekt, bedingt durch die das Trentino umgebenden Alpen,
macht sich in den d—Werten der Proben aus dieser Region bemerkbar. Durch die im

Vergleich niedrigeren Isotopenverhéltnisse des der Pflanze zur Verfligung stehenden
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Wassers (777) wird die Erhohung der &'°0-Werte, die aus dem warmeren und
trockneren Klima resultieren, egalisiert. Auch die Proben der Ubrigen Regionen
liefern keine signifikant von den Messwerten der Muster aus dem Schwarzwald,
Franken sowie Norditalien abweichenden Sauerstoffisotopenverhéltnisse. Lediglich
die beiden Einzelproben aus der Pfalz und Mazedonien zeigen leicht positivere 30—
Werte. Diese kdnnen jedoch nicht als reprasentativ fir die beiden Standorte ange-—
sehen werden, da hierflr eine hdhere Probenanzahl ndtig ware.

Auch die Wasserstoffisotopenverhaltnisse der Pulpe lassen weder 2003 noch 2004
eine zuverlassige Unterscheidung der Schwarzwalder, Frankischen und Norditalieni—
schen Proben zu. Analog zu den &°0-Werten waren auch hier, bedingt durch das
warmere Klima, positivere Isotopenverhéltnisse fir die Proben aus Norditalien zu
erwarten (50). Zu erklaren wéare die Egalisierung dieser klimabedingten Erhdhung der
&H-Werte ebenfalls durch die Abreicherung der “H-lIsotope des der Pflanze zur
Verfligung stehenden Wassers durch den Hoheneffekt der Alpen. Wahrend trotz des
niedrigen Wasserstoffisotopenverhaltnisses des Grundwassers die Norditalienischen
Proben durch den extrem heiBen Sommer 2003 sehr hohe °H/'H-Verhaltnisse
aufweisen, zeigen diese im Jahr 2004 im Vergleich zu den Mustern aus dem
Schwarzwald und aus Franken die niedrigsten &H-Werte, bedingt durch den ge—
ringeren regionalen Temperaturunterschied dieses Jahrgangs. Auch die Messwerte
der Proben aus den Ubrigen Regionen fallen mit Ausnahme der Einzelprobe aus der
Pfalz in die GréBenordnung der Schwarzwalder Muster und sind somit nicht von

diesen zu differenzieren.

Stickstoff— und Schwefelisotopenverhdltnisse der Fruchtoulpe

Wéhrend die Verhaltnisse der Sauerstoff— und Wasserstoffisotopen vor allem von
klimatischen Bedingungen abhangen, werden die Schwefel- und Stickstoffisotopen—

verhaltnisse von der Geologie und dem Einsatz von Dingemitteln bestimmt.
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Abbildung 23: 8'°N- sowie 5**S Werte der Pulpe unvergorener Kirschen

Vergleicht man die Stickstoffisotopenverhaltnisse der Proben der einzelnen Prove-—
nienzen, so lasst sich weder 2003 noch 2004 ein signifikanter Unterschied feststel-
len (Abbildung 23). Auch jahrgangsbedingte Anderungen der Werte der Proben einer
Region sind nicht zu verzeichnen.

Ebenfalls geringe regionale Unterschiede zeigen die Schwefelisotopenverhaltnisse
der Kirschproben. Lediglich die Werte der Serbischen Proben des Jahrgangs 2003
weisen negativere Betrdge auf als die Muster der Ubrigen Standorte. Dieser Trend
lieR sich jedoch 2004 nicht bestatigen. Dies widerspricht der Tatsache, dass die
Schwefelisotopenverhaltnisse von den 3**S—-Werten des Gesteins sowie anthropoge—
nen Einflissen abhangen, welche als unabh&ngig von klimatischen Bedingungen

gelten (3).

Jedoch missen die bisherigen Betrachtungen durch den Hinweis erganzt werden,
dass nicht alle Messwerte der einzelnen Regionen bedingungslos zwischen beiden
Jahrgéngen verglichen werden kdnnen, da fir einige Proben des Jahrgangs 2003

keine Vergleichsmuster derselben Standorte aus 2004 zur Verfigung standen.
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Strontiumisotopenverhéltnisse der Fruchtpuloe

Niltzliche Informationen fir den regionalen Herkunftsnachweis liefert darliber hinaus
das Strontiumisotopenverhaltnis ®'Sr/®®Sr, da es ausschlieBlich von den geologi—
schen Begebenheiten am Wachstumsort bestimmt wird und somit keine Jahrgangs—
abhangigkeit zeigt (30). Erste Ergebnisse der Analyse von Proben aus dem

Schwarzwald und Norditalien zeigt Abbildung 24.
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Abbildung 24: Strontiumisotopenverhéaltnisse der Pulpe ausgewé&hlter Kirschproben des
Jahrgangs 2003

Betrachtet man den gesamten Bereich der entsprechenden Messwerte einer Region,
so fallen die Proben aus Franken und Norditalien in die GréBenordnung der Daten
des Schwarzwaldes. Dies lasst die 8'Sr—Werte als unbrauchbaren Indikator fir eine
geographische Unterscheidung von Kirschproben erscheinen.

Da die Strontiumisotopenverhéltnisse jedoch durch die geologischen Bedingungen
am jeweiligen Standort bestimmt werden, k&dnnen auch hier innerhalb einer Region
starkere lokale Schwankungen auftreten. Die Probe aus dem Nordschwarzwald weist
z.B. ein positiveres 8'Sr/%Sr—Verhaltnis auf als die beiden Muster aus dem Stden
der Region. Dies deutet an, dass die Strontiumisotopenverhéltnisse besser fiir eine
engmaschige lokale Unterteilung einer Region geeignet sind als Isotope, die klima—

bedingten Schwankungen unterworfen sind, da diese flr groBflachige Gebiete
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vergleichbar verlaufen. Jedoch sind die Daten aufgrund der geringen Probenanzahl
noch nicht fUr eine Zuordnung unbekannter Proben geeignet und miussten daher

weiter ergénzt werden.

4.4.2 Lineare Kombination einzelner Stabilisotopenverhéltnisse der Frucht—

pulpe mittels Diskriminanzanalyse

Bedingt durch die Uberschneidung der Spannweiten der einzelnen &Werte zwischen
den Proben der jeweiligen Provenienzen ist eine Herkunftszuordnung auf Basis
einzelner Stabilisotopenverhaltnisse nicht méglich. Deshalb wurden mehrere Isoto—
penverhéltnisse mittels linearer Diskriminanzanalyse (SPSS 12.0 fur Windows;
Version 12.0.1) zu neuen Variablen, so genannten Diskriminanzwerten, kombiniert.

Abbildung 25 und Abbildung 26 zeigen das Ergebnis der Diskriminanzanalyse der
Kirschproben aus dem Schwarzwald, Franken und Norditalien der Jahrgange 2003
und 2004 auf Basis der Stabilisotopenverhaltnisse '*C/'?C Zucker sowie '°C/'*C,
SN/"N und 2*S/*S der Pulpe. Des Weiteren sind die Gruppenmittelpunkte auf Basis

des berechneten Diskriminanzmodells abgebildet.

3-{ + Gruppencentroid Linearkombinationen der
Isotopenverhéltnisse
2 - ¥C/"™C  Fruchtzucker
N - 3C/'C  Pulpe
g 1 - N/"™N Pulpe
N - %3/%3  Pulpe
©
=
E
%
a ™
2 ® Schwarzwald (n=20)
m Franken (n=5)
3 A Norditalien (n=3)
[ [ [ [ [
4 2 0 2 4

Diskriminanzwert 1

Abbildung 25: Regionale Differenzierung der unvergorenen Maischeproben des Jahrgangs
2003 mittels Diskriminanzanalyse
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Abbildung 26: Regionale Differenzierung der unvergorenen Maischeproben des Jahrgangs
2004 mittels Diskriminanzanalyse

Trotz der geringen Unterschiede der Isotopenverhéaltnisse zwischen den Proben der
drei Regionen Schwarzwald, Franken und Norditalien gelang mit Hilfe der Diskrimi—
nanzanalyse eine relativ zuverlassige Unterscheidung der Kirschen des Jahrgangs
2003 aus dem Trentino von denen aus Franken bzw. dem Schwarzwald. Eine
befriedigende Trennung der Muster aus den beiden zuletzt genannten, geographisch
nahe beieinander liegenden Gebieten konnte jedoch nicht erreicht werden. Wahrend
die mittels Resubstitution ermittelte Klassifizierungsrate flr die norditalienischen
Proben bei 100 % lag, wurden lediglich jeweils 80 % der frankischen Muster sowie
der Muster aus dem Schwarzwald der richtigen Region zugeordnet. Die Auswertung
des Modells mittels Kreuzvalidierung lieferte dieselben Ergebnisse.

Auch die Proben des Jahrgangs 2004 resultierten in einem relativ breiten Uberlap—
pungsbereich der Diskriminanzwerte der Muster aus Franken und dem Schwarzwald.
Wahrend die norditalienischen Proben noch relativ zuverldssig von denen des
Schwarzwaldes differenziert werden konnten, liegen zwei der frankischen Proben
relativ nahe am Gruppencentroid der Muster aus Norditalien. Diese Uberlappungen
spiegeln sich auch in den Klassifizierungsraten der einzelnen Proben wider. So
konnten durch Resubstitution zwar 100 % der norditalienischen Muster richtig

zugeordnet werden. Dieser Wert betrug fiir die Schwarzwalder Kirschen jedoch
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lediglich 85 %, von den frankischen Mustern konnten sogar nur noch drei von finf
Proben der korrekten Anbauregion zugeordnet werden. Die Klassifizierungsraten,
welche durch Kreuzvalidierung erhalten wurden, betrugen 77 % flr die Proben des
Schwarzwaldes, 60 % fir norditalienischen und lediglich 20 % fir die frankischen
Muster. Diese Werte zeigen, dass auf Basis der genannten Isotopenverhéltnisse
keine ausreichende Trennung erfolgen konnte.

Eine weitaus zuverlassigere Trennung der Proben beziglich der drei Regionen
Schwarzwald, Franken und Norditalien erlauben die &'°*~Werte des Fruchtzuckers
sowie die Kohlenstoff—, Stickstoff— und Schwefelisotopenverhaltnisse in Verbindung

mit den &H-Werten der Fruchtpulpe des Jahrgangs 2004 (Abbildung 27).
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Isotopenverhéltnisse
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Abbildung 27: Regionale Differenzierung der unvergorenen Maischeproben des Jahrgangs
2004 mittels Diskriminanzanalyse unter Berlicksichtigung der Wasserstoffisotopenverhaltnisse
der Fruchtpulpe

Mit Hilfe der Diskriminanzfunktionen, die auf Basis dieser Messwerte berechnet
wurden, konnten mittels Resubstitution und Kreuzvalidierung 100 % der authenti—
schen Proben rickwirkend den Standorten Schwarzwald, Franken und Norditalien
zugeordnet werden.

Besonders bei der Interpretation einzelner Proben muss jedoch die Tatsache be—

ricksichtigt werden, dass zur Bestimmung der Isotopenverhéltnisse jeweils nur eine
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sehr geringe Probenmenge ndtig ist. Somit sind die Ergebnisse nicht immer repra—
sentativ fir die gesamte Ernte eines Standorts. Eventuell resultierende Fehlklassifi—
kationen kdnnen in der Praxis jedoch durch die Messung mehrerer Einzelproben
eines Standorts vermieden werden. So zeigte sich, dass die Ergebnisse der Destilla—
te homogener sind, da hier durch die Vergarung gréRBerer Maischemengen Schwan—

kungen der Isotopenverhéltnisse einzelner Kirschen ausgeglichen werden.

4.5 Stabilisotopenverhéltnisse der Destillate

451 Vergleich einzelner Stabilisotopenverhéltnisse

Als Basis fUr eine Unterscheidung authentischer Destillate beziglich ihrer geographi—
schen Herkunft wurden die Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopenverhéltnisse des
Ethanols sowie der &'%0-Wert des Wasseranteils bestimmt. In Abbildung 28 bis
Abbildung 30 sind die Ergebnisse der Isotopenanalyse der Kirschwasser der beiden

Jahrgédnge 2003 und 2004 gegenlbergestellt.

Kohlenstoffisotopenverhdltnisse des Ethanols
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Abbildung 28: &'*C-Werte von Ethanol der Destillate der Jahrgange 2003 und 2004
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Die Kohlenstoffisotopenverhéltnisse des Ethanols der untersuchten Destillate
(Abbildung 28) zeigen vergleichbar zu den 8'*C-Werten von Fruchtzucker und Pulpe
nur eine geringe Abhangigkeit von klimatischen Bedingungen und somit des Stand—
orts. Lediglich die Destillate aus Norditalien des Jahrgangs 2003 weisen im Ver-—
gleich zu den Proben aus Franken und dem Schwarzwald leicht erhdhte Werte auf,
hervorgerufen durch die Ausnahmestellung des Klimas 2003, was sich besonders in
Norditalien durch hohe Temperatur— und Niederschlagsunterschiede im Vergleich zu
den langjahrigen Mittelwerten bemerkbar machte. Die Werte der Proben des Jahr—

gangs 2004 liegen ebenfalls alle in derselben GréBenordnung.

Wasserstoffisotopenverhéltnisse des Ethanols

Zuverladssigere Informationen bezlglich der regionalen Herkunft eines Obstbrandes
liefern die Wasserstoffverhaltnisse des Ethanols. Besonders das (D/H),—Verhaltnis
liefert Hinweise auf die klimatischen Bedingungen am Wachstumsort und ist somit
fur eine Differenzierung von Produkten aus unterschiedlichen Regionen geeignet

(67). Abbildung 29 zeigt die D/H-Verhaltnisse der Methyl- bzw. Methylengruppe des

Ethanols.
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Abbildung 29: D/H-Verhaltnisse von Ethanol der Destillate der Jahrgédnge 2003 und 2004
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Die italienischen Kirschwasser des Jahrgangs 2004 lassen sich von den Mustern der
Ubrigen Regionen auf Basis der Wasserstoffisotopenverhéltnisse sowohl der Methyl-
als auch der Methylengruppe des Ethanols unterscheiden. Auch hier zeigt sich
analog zu den Wasserstoffisotopenverhaltnissen der Pulpe das Zusammenspiel von
klimatischen Bedingungen und dem Isotopenverhaltnis des von der Pflanze aufge-
nommenen Wassers. Zwar bewirken heiBe und trockene Bedingungen einen Anstieg
der D/H-Verhaltnisse. Jedoch weist das Grundwasser, das den norditalienischen
Pflanzen zur Verfigung steht, durch den beschriebenen Hoheneffekt der Alpen stark
abgereicherte Deuteriumgehalte auf. Dies resultiert schlieBlich in den niedrigen D/H-
Verhéltnisse der Proben aus Norditalien des Jahrgangs 2004 im Vergleich zu den
Destillaten der Ubrigen Regionen. Diese Unterschiede wurden hingegen durch die
extreme Hitze und die geringen Niederschlagsmengen des Jahres 2003 egalisiert,
da besonders Norditalien von den auBergewdhnlichen Klimaunterschieden im
Vergleich zum langjahrigen Mittel betroffen war. Somit ist eine Differenzierung der
Norditalienischen Muster von den Destillaten der deutschen Regionen nicht mdglich.
Die gemessenen Werte der Proben aus Nord Baden—-Wdurttemberg beider Jahrgédnge
liegen jeweils in der GroRBenordnung der entsprechenden Isotopenverhéltnisse der

Schwarzwalder Destillate.

Sauerstoffisotopenverhdltnisse des Wassers

Neben den genannten Isotopenverhaltnissen des Ethanols wurden die Sauerstoffiso—
topenverhaltnisse des Wasseranteils der Destillate analysiert. Ergebnisse aus der
Stabilisotopenanalytik fur den Herkunftsnachweis von Wein haben gezeigt, dass
besonders der 8'%0-Wert des Wassers charakteristisch fr die klimatischen Gege—

benheiten und somit abhangig vom Standort einer Pflanze ist (68,62-64).
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Abbildung 30: 5'%0-Werte von Wasser der Destillate der Jahrgéange 2003 und 2004

Wie aus Abbildung 30 ersichtlich, weisen die norditalienischen Proben beider Jahr—
gange die niedrigsten '80/'®0-Verhaltnisse aller untersuchten Destillate auf. Diese
Werte erlauben somit bereits eine recht gute Differenzierung dieser Proben von den
Destillaten der deutschen Standorte. Zurlickzufiihren sind diese Werte wiederum auf
die '®0-Abreicherung des Regenwassers durch den Hoheneffekt des Standorts
(177). Dies wirkt sich zum einen auf die Sauerstoffisotopenverhéltnisse des der
Pflanze zur Verfligung stehenden Grundwassers aus. Zum anderen besitzt dadurch
auch das Verschnittwasser, das in der Regel vom selben Standort stammt, geringe—
re 8'®0-Werte als vergleichbares Wasser der tibrigen Regionen. Jahrgangsbedingte
Schwankungen fallen durch das Herabsetzen des Mittellaufs auf Trinkstéarke gering
aus, da das hierfir verwendete Verschnittwasser meist aus Quellen stammt, in
denen sich der Niederschlag Uber mehreren Jahre sammelt und vermischt und somit

eine geringe Klimaabhangigkeit zeigt.

Strontiumisotopenverhéltnisse der Fertigdestillate

Zusétzlich wurden von vier Mustern aus den Regionen Schwarzwald und Franken
sowohl unvergorene Kirschen als auch Verschnittwasser und auf Trinkstarke ver—
dunnte Destillate beztiglich ihrer 8'Sr—Werte analysiert. Hierdurch sollte untersucht

werden, inwieweit sich das Strontiumisotopenverhaltnis aus dem der unvergorenen
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Frucht sowie des Verschnittwassers zusammensetzt. Abbildung 31 zeigt die in den

Proben 3, 52, 54 und 55 gemessenen Werte.
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Abbildung 31: Strontiumisotopenverhaltnisse von unvergorenen Kirschen,
Verschnittwasser und Fertigdestillat ausgewahlter Muster

Die Ergebnisse zeigen, dass der 8Sr—Wert des Fertigdestillats nicht nur von dem
des Verschnittwassers abh&ngt sondern in geringerem MaBe auch vom entspre—
chenden Isotopenverhaltnis der Kirsche beeinflusst wird. Um die Aussagekraft
dieses Verhaltnisses bezlglich einer regionalen Herkunftsinformation eines Obst-
brandes bewerten zu kdnnen, sind jedoch weitere systematische Untersuchungen
notig. So kdnnen zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Aussagen Uber das Destilla—
tionsverhalten von Strontium getroffen werden. Signifikante Fraktionierungen sind
zwar aufgrund des geringen relativen Masseunterschieds beider Isotope nicht zu
erwarten, mussten aber fir eine zuverlassige Bewertung durch die Analyse fraktio—
nierter Destillate ebenfalls untersucht werden. Auch misste eine Beeinflussung des
d%’Sr-Wertes durch ein Entharten des Verschnittwassers, wie es teilweise in der
Praxis Ublich ist, geprift werden. Grundsatzlich hat sich jedoch gezeigt, dass die
Messung des Strontiumisotopenverhaltnisse 8'Sr/®Sr in Kirschwasser mittels Thermo
lonization Mass Spectrometry (TIMS) moglich ist.

Falls nachgewiesen werden kann, dass die Informationen beziiglich der regionalen
Herkunft von Kirsche und Verschnittwasser durch technologische Verfahrensschritte

nicht signifikant verandert werden, ware der 8°'Sr—Wert somit eine weitere Kenngro—
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Be zur Differenzierung authentischer Produkte von Destillaten mit falschen Her—

kunftsangaben.

452 Lineare Kombination einzelner Stabilisotopenverhéltnisse der Destilla—

te mittels Diskriminanzanalyse

Analog zur geographischen Trennung der Rohfriichte wurden die Diskriminanzfunk—
tionen auf Basis der Isotopenverhaltnisse '*C/'?C, (D/H), und (D/H), des Ethanols
sowie der &'%0-Werte des Wassers der authentischen Destillate der Jahrgange 2003
und 2004 berechnet. Abbildung 32 und Abbildung 33 zeigen jeweils die entspre—
chende Auftragung der Diskriminanzwerte der Kirschbrdnde aus den drei Anbauge—
bieten Schwarzwald, Franken und Norditalien. In Abbildung 33 ist zusé&tzlich die
Lage der analysierten Proben aus dem no&rdlichen Teil Baden—Wiirttembergs auf

Basis der berechneten Diskriminanzfunktionen ersichtlich.
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Abbildung 32: Regionale Differenzierung der Destillate des Jahrgangs 2003 mittels
Diskriminanzanalyse
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Abbildung 33: Regionale Differenzierung der Destillate des Jahrgangs 2004 mittels
Diskriminanzanalyse

Trotz der ahnlichen Verteilung der Isotopenverhaltnisse der Destillate aus den
jeweiligen Regionen des Jahrgangs 2003 ist mittels Diskriminanzanalyse eine
vollstandige Abtrennung der Proben aus Norditalien von denen aus Franken und
dem Schwarzwald moglich. Die Uberschneidung der Cluster der Frankischen und
Schwarzwalder Proben spiegelt sich auch in den Klassifizierungsraten dieser Destil—
late wider. Wahrend bei der Resubstitution noch 100 % der frAnkischen Proben
richtig klassifiziert werden konnten, sank dieser Wert bei der Kreuzvalidierung auf
50 %. Die Muster aus dem Schwarzwald liefern hier jeweils eine korrekte Klassifizie—
rungsrate von 88 bzw. 77 %. Jedoch wurde keines der deutschen Destillate Nordita—
lien zugeordnet.

Im Gegensatz dazu konnten die Proben des Jahrgangs 2004 durch RUcksubstitution
vollstdndig den entsprechenden Regionen Schwarzwald, Franken und Norditalien
zugeordnet werden. Bei der anschlieBenden Kreuzvalidierung wurde lediglich ein
Schwarzwalder Kirschwasser dem Standort Franken zugeordnet.

Es zeigte sich, dass selbst die geringen klimatischen Unterschiede zwischen den
Regionen Schwarzwald und Franken, wie sie 2004 reprasentativ fir die entspre—
chenden langjahrigen Mittelwerte der Kenndaten Temperatur und Niederschlag zu

beobachten waren, ausreichend flr die Trennung der Destillate sind.
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Wie aus der geographischen Lage des Standortes Nord Baden—-Wirttemberg zu
erwarten, liegen auch die Diskriminanzwerte dieser Muster im Bereich zwischen
denen aus Franken sowie dem Schwarzwald. Drei Destillate werden rechnerisch
Franken, die Ubrigen beiden Muster dem Schwarzwald zugeordnet. Dies zeigt, dass
das Potential der Stabilisotopenanalyse beziglich der Trennkraft von Destillaten
unterschiedlicher geographischer Herkunft klimabedingt deutlich von der Entfernung
der Standorte voneinander abhangt und sich die Klassifizierungsergebnisse bei zu
engmaschiger Unterteilung eines Gebietes in verschiedene Regionen verschlechtern.
In einem abschlieBenden Schritt wurden alle gemessenen Stabilisotopenverhaltnisse
der Destillate aus Franken, Norditalien und dem Schwarzwald der beiden Jahrgange
2003 und 2004 in einem Diskriminanzmodell zusammengefasst. Dies sollte die
Anwendbarkeit der Methode Uberpriifen, da in der Praxis im Gegensatz zur Weinpro—
duktion oftmals Destillate mehrerer Kampagnen vermischt und anschlieBend ohne
Angabe der verschnittenen Jahrgdnge in den Handel gelangen. Da jedoch die
Isotopenverhéltnisse der Proben aus Norditalien des Jahrgangs 2003 stark von den
zu erwartenden Werten abwichen, wurden flr die Berechnung des Diskriminanzmo—
dells, wie es Abbildung 34 zeigt, sechs Gruppen definiert. Diese spiegeln jeweils die
Proben einer Region der beiden analysierten Jahrgange getrennt voneinander wider.
Zusétzlich wurden vier Kirschwésser mit der Bezeichnung ,,Schwarzwalder Kirsch—
wasser” bekannter Brennereien aus dem Handel bezogen, und mittels des berech—

neten Diskriminanzmodells bewertet.
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Abbildung 34: Regionale Einordnung von Handelsproben auf Basis eines berechneten
Diskriminanzmodells

Aus den Klassifizierungsergebnissen der Diskriminanzanalyse lassen sich zwei fir
die Anwendbarkeit der Methode entscheidende Ergebnisse ableiten. Zum einen zeigt
sich, dass die Proben aus Norditalien in zwei weit voneinander entfernten Clustern
resultieren, da die Isotopenverhéltnisse der Proben des Jahrgangs 2003 wie bereits
diskutiert stark von denen des Folgejahres abwichen. Dies bestétigt die signifikante
Beeinflussung der Trennergebnisse durch die klimatischen Extrembedingungen des
Jahres 2003, die speziell die Region sUdlich der Alpen betrafen. Auch ist eine
geringe Uberlappung der Muster aus den Regionen Schwarzwald und Franken zu
erkennen, wie dies bereits aus dem Diskriminanzmodell der entsprechenden Destil—-
late des Jahrgangs 2003 zu erwarten war.

Zum anderen macht Abbildung 34 jedoch deutlich, dass sich weder die Cluster der
Destillate aus Franken noch die der Proben aus dem Schwarzwald nach Jahrgadngen
trennen lassen. Obwohl durch die Einteilung in sechs Gruppen eine Trennung in
sechs Cluster angestrebt war, Uberlappen sich die Proben beider Jahrgdnge, ohne
dass gewisse Schwerpunkte zu erkennen sind. Dies zeigt, dass die geringere
jahrgangsbedingte Temperaturschwankung, wie sie nodrdlich der Alpen im Vergleich
zu Norditalien in den analysierten Jahren 2003 und 2004 zu beobachten war, keinen

signifikanten Einfluss auf die Trennung hatte. Somit kdnnen Isotopenwerte, die Uber
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mehrere Jahre aufgezeichnet werden, durchaus kombiniert werden, um daraus eine
Basis zur regionalen Einordnung unbekannter Proben zu gewinnen. Dies bestatigt
auch die korrekte Einordnung der vier analysierten Handelsproben auf Basis des
berechneten Diskriminanzmodells, die alle der Region Schwarzwald zugeordnet

werden konnten.

4.6 Vergleich der Stabilisotopenverhaltnisse von Kirsch— und Zwetsch—

genwassern

AbschlieBend wurden die Kohlenstoff— und Wasserstoffisotopenverhéltnisse des
Ethanols sowie die 8'®0-Werte des Wassers von Zwetschgen— und Kirschwassern
verglichen, um eine Ubertragbarkeit der beschriebenen Ergebnisse auf Zwetschgen—
destillate zu Uberprifen. Da Norditalien keine typische Region flir die Herstellung von
Zwetschgenwassern darstellt, standen Muster dieses Standorts nicht fir die Analy—
sen zur Verfigung. Im Folgenden werden daher exemplarisch die gemessenen
Isotopenverhéltnisse authentischer Proben aus dem Schwarzwald und aus Franken
des Jahrgangs 2004 mit den entsprechenden Daten der untersuchten Kirschwéasser
verglichen. Abbildung 35 zeigt die Spannbreiten der gemessenen 3'°C-Werte des

Ethanols.
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Abbildung 35: Vergleich der 3'3C-Werte von Kirsch- und Zwetschgenwéssern der Regionen
Franken und Schwarzwald
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Den ermittelten Stabilisotopenwerten ist zu entnehmen, dass kein signifikanter Trend
der 8'3C—Werten bezlglich der Rohstoffsorte zu verzeichnen ist. Diese Ergebnisse
decken sich mit der Tatsache, dass die Kohlenstoffisotopenverhaltnisse hauptsach-
lich vom Stoffwechselweg der Pflanze abhangen, welcher fir beide Cs—Pflanzen
identisch verlauft. Wahrend die Zwetschgendestillate aus dem Schwarzwald leicht
erhdhte Werte im Vergleich zu den Kirschwassern aufweisen, ist beim Vergleich der
entsprechenden Destillate aus Franken der gegenteilige Effekt zu beobachten. Die
Unterschiede kénnen jedoch nicht als signifikant bezeichnet werden.

GroBere Differenzen sind beim Vergleich der Wasserstoffisotopenverhéltnisse des
Ethanols von Kirsch— und Zwetschgenwassern zu beobachten. Die gemessenen

NMR-Daten sind in Abbildung 36 gegenlbergestellt.
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Abbildung 36: Vergleich der D/H-Verhéltnisse von Kirsch— und Zwetschgenwéssern der
Regionen Franken und Schwarzwald

Besonders auffallig sind die deutlich héheren (D/H)—Verhéltnisse der Zwetschgen—
wasser. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer friilheren Studie, bei der ver—
schieden Obstbrande beziglich ihrer Wasserstoffisotopenverhaltnisse an der Methyl-
gruppe verglichen wurden (9). Hierbei konnte gezeigt werden, dass Zwetschgen—
brande um durchschnittlich 2 ppm héhere (D/H)-Verhéltnisse aufweisen als Kirsch—
wasser desselben Jahrgangs. Zurlckzufihren sind diese Ergebnisse auf die unter—
schiedlichen Transpirationsleistungen und die Reifezeitpunkte der jeweiligen Friichte
(9). So werden Kirschen in der Regel im Juni, Zwetschgen hingegen zwischen

September und Oktober geerntet. Durch die gewdhnlich vorherrschende Warme und
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Trockenheit in den Monaten Juli bis September kann es zu einer hdheren Deuteri—
umanreicherung in den Stoffwechselprodukten der Pflanze kommen. Dies spiegelt
sich folglich in den hoheren ?H/'H-Verhaltnissen des aus dem Fruchtzucker gebilde—
ten Ethanols wider. Dieses Phanomen miisste sich auch in den (D/H),—Verhaltnisse
bemerkbar machen, konnte aber bei den hier untersuchten Destillaten nicht nach-
gewiesen werden. Jedoch zeigt sich, dass die untersuchten Stabilisotopenverhalt—
nisse der Zwetschgenwésser &hnlich kleine Spannbreiten aufweisen wie die der
Kirschdestillate. Dies spiegelt sich auch in den 3'®0-Werten des Wassers wider

(Abbildung 37).
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Abbildung 37: Vergleich der 5'80-Werte von Kirsch— und Zwetschgenwassern der Regionen
Franken und Schwarzwald

Durch die erwdhnte spétere Reifephase der Zwetschgen und den damit verbundenen
Unterschieden in den klimatischen Bedingungen sind hdhere Sauerstoffisotopenver—
haltnisse des Fruchtwassers zu erwarten als fir Kirschen. Beim Vergleich der 80—
Werte des Wassers der jeweiligen Kirsch— und Zwetschgenwasser lasst sich jedoch
kein Unterschied feststellen. Dies erklart sich durch das Herabsetzen der Mittellaufe
auf Trinkstarke. Da das hierflr verwendete Verschnittwasser nahezu keine klimati—
sche Abhangigkeit aufweist, werden die Unterschiede in den Sauerstoffisotopenver—
haltnissen der Mittellaufe gedampft.

Auf Basis dieser Betrachtungen kann deshalb davon ausgegangen werden, dass
sich Zwetschgenwasser unterschiedlicher geographischer Herkunft mittels Analyse

der Stabilisotopenverhéltnisse von Ethanol und Wasser vergleichbar den in dieser

109



Ergebnisse und Diskussion

Arbeit untersuchten Kirschdestillaten differenzieren lassen. Unterschiede in der
Beeinflussung dieser Isotopenverhaltnisse durch die technologischen Verfahrens—
schritte wahrend der Herstellung im Vergleich zur Kirschbrandproduktion sind nicht
zu erwarten, da die beschriebenen lIsotopenfraktionierungen auf physikalischen

Phanomenen beruhen, die nicht durch die Art des Rohstoffes beeinflusst werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, auf der Basis der Analytik stabiler Isotope eine Methode
zur Bestimmung der regionalen Herkunft von Obstbrdnden am Beispiel von Kirsch—
und Zwetschgenwasser aus dem Schwarzwald, Franken sowie Norditalien (Alto
Adige) zu erarbeiten. Als Grundlage fur eine derartige Bestimmung wurden der &'3C—
Wert des Ethanols sowie der &°0-Wert des Wassers mit Hilfe von Isotope Ratio
Mass Spectrometry (IRMS) ermittelt. Dartiber hinaus wurden die beiden Wasser—
stoffisotopenverhaltnisse (D/H), und (D/H), am Ethanol, welche sich mittels Site—
specific Natural Isotope Fractionation—-Nuclear Magnetic Resonance (SNIF-NMR®)
bestimmen lassen, zur Bewertung herangezogen.

Durch die Herstellung eigener Destillate unter gezielter Variation einzelner Verfah—
rensschritte wurden zunéchst Einflisse des Herstellungsprozesses auf Isotopensig—
naturen relevanter Verbindungen in den Obstbrdnden untersucht. Variiert wurden
hierbei neben dem verwendeten Hefestamm die Destillationsbedingungen und die
angewandten Destillationstechniken (unterschiedlicher Einsatz von Glockenbdden
und Dephlegmator). Authentische vergorene Kirschmaischen wurden mittels Labor—
anlage unter konstanten Bedingungen destilliert und bezlglich der relevanten Stabil—
isotopenverhaltnisse analysiert. Diese Ergebnisse wurden anschlieBend mit den
entsprechenden Isotopenverhéltnissen der Originaldestillate verglichen, die Brennern
unter Bedingungen hergestellt worden waren, die praxistbliche Variationen im
Verlauf des Herstellungsprozesses abdecken.

Es zeigte sich, dass der Destillationsschritt von Fraktionierungen der Kohlenstoff—
und Wasserstoffisotopologe begleitet wird. Die beobachteten Verschiebungen von
Isotopenverhéltnissen lagen jedoch unterhalb der Wiederholgrenzen der jeweiligen
Analysenmethoden und beeintrachtigen daher die Anwendbarkeit der Isotopenanaly—

tik zur Herkunftsbestimmung nicht.

Sowohl fir unvergorene Kirschen als auch fir daraus hergestellte Destillate war eine
Zuordnung der Herkunft auf der Basis einzelner Isotopenverhéltnisse nicht moglich.
Durch Kombination der Einzeldaten mittels Diskriminanzanalyse gelang es jedoch, in
beiden untersuchten Jahrgangen (2003, 2004) die Muster aus Norditalien eindeutig

von denen aus dem Schwarzwald und aus Franken abzutrennen. Aufgrund der
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klimabedingten Angleichung von Isotopenverhéltnissen im Jahre 2003 kam es zu
geringfligigen Uberschneidungen der Diskriminanzwerte fiir Rohfriichte und Destilla—
te aus Franken und dem Schwarzwald. Eine vollstdndige Trennung lieB sich 2004
erzielen, einem Jahrgang, dessen klimatische Kenndaten (Temperatur, Nieder—
schlag) dem langjahrigen Mittel entsprachen. Auch nach Kombination der ge—
messenen |sotopenverhaltnisse beider Jahrgdnge war eine Differenzierung der
norditalienischen Destillate von denen aus Deutschland moglich.

Der Vergleich der Isotopenverhaltnisse von Kirschbranden und Zwetschgendestillaten
aus Franken und dem Schwarzwald zeigte gute Ubereinstimmungen. Es kann daher
davon ausgegangen werden kann, dass die flur Kirschwasser aufgezeigte Vorge—
hensweise auch flr eine regionale Zuordnung von Zwetschgenwassern herangezo-—

gen werden kann.

Fir die routineméaBige Anwendung der Methode sind jedoch auch in Zukunft regel—
méaBRige Probenahmen und anschlieBende Analysen der Stabilisotopenverhéltnisse
nodtig, um aus diesen Ergebnissen eine verlassliche Datenbank erstellen zu kdnnen,
wie dies bereits in der Wein— und Fruchtsaftanalytik praktiziert wird. Hierdurch
kdnnen Jahrgangsbedingte Schwankungen zuverlassiger bewertet und in zukinftigen

Modellen beriicksichtigt werden.
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