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Vinanalyse med NMR-
spektroskopl 0g kemometr|

In vino veritas: Kan sandhederne afdaekkes ad spektroskopisk/kemometrisk vej?

Af Flemming H. Larsen og Sgren B. Engelsen, Kvalitet & Teknologi, Institut for Fedevarevidenskab, Levnedsmiddelcentret (LMC), KVL

Bordvin bestér hovedsageligt af vand, ethanol, organiske syrer,
kulhydrater samt en raskke aromastoffer, polyphenoler, og far-
vestoffer. | de seneste & har interessen for vinens sammensag-
ning vaxet stigende, da bade forbrugere og indk@bere gnsker
en starre sikkerhed for vinens kvalitet og aggthed.

| sar aeble- og madkesyre er veesentlige for vinens surhed.
Derfor benytter en stor del af vinproducenterne en mal ol aktisk
fermentering til at styre forholdet mellem disse syrer og der-
med vinens smag. Fermenteringen kares normalt helt til ende,
sa al ablesyre omdannestil madkesyre. @nsker man bade
able- og madkesyrei sinvin, blandes der to vine, hvoraf den
ene er malolaktisk fermenteret. Vinens farve bestemmesi hgj
grad af anthocyaninindhol det (aromatiske polyphenoler). Et ke-
misk fingeraftryk af de enkelte vine bar derfor som minimum
inkluderealledisseikke-flygtige bestanddel e.

NMR og kemometri til vinanalyse

Kvalitet & Teknologi-gruppen paLandbohgjskolen har for ny-
lig, stattet af M gjeribrugets Forskningsfond og Forsknings-
rédene, foretaget en strategisk satsning paintroduktion og brug
af NM R-spektroskopi inden for kvalitetskontrol, levnedsmid-
delforskning og levnhedsmiddelforskeruddannel sen i Danmark.
Projektets primaere formal er at forbedre forstaelsen for og ud-
nytte de unikke muligheder, moderne NM R-spektroskopi i
kombination med kemometri giver inden for kvantitativ ana-
lyse af komplekse fysisk-kemiske systemer, der typisk fore-
kommer i levnedsmidier.

H NM R-spektroskopi er en oplagt metodetil vinanalyse, da
bade aromatiske forbindelser, kulhydrater og syrer med stor
preecision kan detekteres og kvantificeres. Imidlertid bliver
I1H NMR-spektre af selv relativt simple enkeltfase fgdevarer
ofte s komplekse, at der med fordel kan anvendes mgnstergen-
kendel sesmetoder som kemometri. Dermed kan vinene klassifi-
ceres, og enkelte komponenter kan kalibreresift. malinger be-
stemt ved andre anal ytiske metoder. Kombinationen er tidligere
benyttet til analyse af @l [1,2], bordvin [3] samt juice [4]. Klas-
sisk univariat NMR-analyse er desuden udfgrt paportvin [5].
Som et kuriosum kan det naevnes, at indholdet af eddikesyrei
udbnede vinflasker med ad dre kostbare vine kan bestemmes
med ikke-destruktiv »wide bore«-NM R-spektroskopi [6].

| dag anvendes NMR alleredetil autenticitetsbestemmel se af
vine via den isotopbaserede SNIF-NMR-metode [ 7], hvor deu-
terium (H)/hydrogen(*H)-forhol det benyttestil at give et i soto-
pisk fingeraftryk af vinens ethanol. Detteindhold er farst og
fremmest afhaangig af ethanolens oprindelse, druetype og geo-
grafisk oprindelse, s det er en meget robust metode. Der opnés
dog ikkeinformation omkringindholdet af andre komponenter
i vinen.

Komponenter i vin
| et indledende studium er 20 vine analyseret: 10 rade, 8 hvide
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og 2rosé. Allevineer tilsat 10% (volumen-%) D,O med ke-
misk skift referencen TSP-d4 (5.8 mM), og eksperimenterne er
udfert ved 298 K.

Et spektrum af en hvidvin er vist gverst pafigur 1. Detre
mest intense resonanser stammer fra vand (H,O) samt CH,- og
CHs-gruppernei ethanol. Forskellige protoner har kemisk skift
i forskellige regioner af NMR-spektret, og ud over ethanol og
vand er nogle af disse nemme at identificere, hvilket bl.a. ses af
forstarrelsen af udvalgte regioner i figur 1. F.eks. har methyl-
gruppen framadkesyre et kemisk skift omkring 1.39 ppm, og
anomerprotonen fraa-glucose har et kemisk skift paca. 5.22
ppm. Andre nemt identificerbare resonanser er ethanal, ravsyre
(butandisyre), b-glucoseog gallussyre (3,4,5-trihydroxyben-
ZOESyre).

Set fra et sundhedsmaessigt synspunkt er indholdet af f.eks.
resveratrol (3,5,4' -trihydroxystilben) af stor interesse. Det er

LS EE LY s kel |
TR Rt

-|_"
L, S

GEA

Ayeflemgria 1"

-

dansk kemi, 86, nr. 10, 2005



ANALYTISK KEMI

..... PSR R
CH,CH,0H
-E_]:ltn “___ aaaaaaa -
| |
= . 8 1 3 i T 1 i 1 PBm_
| . ool Aféfa;gr N Hhlesyre E’nfhydmrer
|4 Fhlesyre  Acctater 7 .
: “ \ -#‘ \-M ° d r |
TR = ) (AR Ll L i 7
| / ) Ra v yre Meikoayre -phicoss Mmkﬁ_ﬁ ) 5
]',;'-- -:"-..-....-. o |; B I- f o ._,\__-,.-_ . T FLE ] L) -
34 34 az an ix 26 14 22 0 15 LE 14 470 £.560 450 240 430 FET 418 A0 150
Anomer —gincase ; Aromat/protein
............ i 1] ' N‘uﬂ!}} |.'
- -'"-.-f i
- ol |
BurTosc i P ray s £ By ol
. o _ e PP CRPP | LoT L T, [T """'i'
bl o Ethanal yregyre ﬁﬂmmw--—-*] } ‘Wm
. |} j "i : !
- :-' I‘- ? —""*[E AL _ﬂ-h.]"-_!l,_.lh"'".f "f | -l;'- -
: RHR i o At e o e [ G e e o E_\,_;-’“-,_hi_,' i’
S8 550 S48 530 520 510 50 B 5 a1 i B4 L] 75 72 68 [

Figur 1. Vandundertrykte*H NMR-spektre af hvidvin (gren) og redvin (red). | aromat/protein-regionen er der desuden et spektrumaftransresveratrol (sort).

rapporteret, at denne type stilben nedsagter risikoen for kreds-
| zbssygdomme. Det er ogsd en mulig forklaring pa det franske
paradoks — en vinkomponent, der er ansvarlig for en lav hyp-
pighed af hjerte/kar-sygdomme blandt franskmaand, der spiser
enrelativt hgj fedtholdig kost [8].

Indholdet af resveratrol er hgjest i radvin, men det findes
ogsdi hvidvin og rosé. Resveratrol optraader i bade cis- og
trans-form, ogi vin findes ogsa den afledte piceid (5,4’ -dihy-

droxystilbene-3-O-b-D-glucopyranosid), der forekommer i
bade cis- ogtrans-form[9]. Seadvanligvis er koncentrationen af
trans-resveratrol dog hgjest.

| figur 1 ses spektre af en radvin samt trans-resveratrol.
Hovedparten af resonanserne fratrans-resveratrol ligger i
samme omrade som en raskke relativt intense phenolforbin-
delser, men netop resonansen ved 6.61 ppm fra de to protoner
i benzenringen med to hydroxylgrupper, der er den mest in-
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Figur 2. RMSECV-plot af
; iPLS-beregningerne.
Sgjlerne markerer de
udvalgteintervaller, og
tallet i sgjlen angiver
antallet af komponenter.
Til hgjre sesresultatet af
PLSpaden optimale
region (3.69-3.80 ppm).
Firkanterne markerer
hvidvin (gul), redvin
(rad) og rosé (lyserad).
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AAS - ICP/MS
UV-VIS - LC/MS
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tense i trans-resveratrol-spektret, ligger i enisoleret region af
spektret, hvor den kan identificeres. Potentielt kan resonansen
ogsa stamme fra anthocyaninerne, hvor en ringproton har ke-
misk skift i omradet 6.65-6.67 ppm [10], men sa burde der
ogsa vaare en resonans i omradet 8.96-9.05 ppm, og det er der
ikke.

Indhold af alkoholer og syrer
Daintegralet af resonanstoppenei spektret er proportionalt

.
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Figur 3. PLSaf hhv. ablesyre og medkesyre. Firkanterne markerer hvidvin (gul), redvin (red) og rosé (lyser ed).

How can we use organic chemistry to solve problems in
biology?

Organic chemistry has classically been defined as the
science investigating the synthesis, structure and reactions
of carbon-containing compounds. Chemists have succeeded
in de-novo synthesis of extraordinarily complex biologically
active natural products, whole proteins and very long DNA
fragments, as well as studying their conformations and
dynamics and interactions with other molecules. The
increasing sophistication of synthetic methodology and
analytical tools, coupled with the unbridled imagination of
organic chemists, have led us to the point where we can
use “tailor-made” molecules to manipulate, perturb, and
thereby understand complex biological systems. l.e. it is
now possible to design probes targeting specific molecular
recognition processes in enzyme reactions or receptor-
ligand binding. The study and understanding of complex
biological systems at the molecular level will be the central
theme of this symposium.
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med indholdet af den specifikke komponent, kan vinene analy-
seres bade kvantitativt og kvalitativt med NM R-spektroskopi.
Hermed kan en vin karakteriseres ud fra det relative indhold af
specifikke aromatiske forbindel ser, kulhydrater, alkoholer og
mindre organiske syrer.

NM R-metoden kan anvendes bade undervejsi behandlingen
af druerne og under lagringen pafade. Som et eksempel har vi
analyseret vinene for deresindhold af glycerol, able- og mad -
kesyre, da disseto syrer som tidligere neevnt indgar i den malo-
| aktiske fermentering. Inden NMR-undersggel sernevar alle
vinene analyseret vha. | R-spektroskopi (WineScan, FOSS Ana-
lytical A/S), sabl.a. indholdet af de to naavnte syrer er kendt.
Vinenes pH-vaxdi var ogsa bestemt med et pH-gennemsnit pa
3,51 for radvinene og 3,22 for hvidvinene. Dette skyldesfor-
modentligt, at radvinene har vaeret udsat for mal ol aktisk gee-
ring.

Ved at bruge resultaterne fra | R-spektroskopi sammen med
de NMR-spektroskopiske data, kan data analyseres kemome-
trisk - »unsupervised« med Principal Component Analysis
(PCA) og »supervised« med Principal Least Squares (PLS) ved
at holde de modellerede data op mod de tidligere mélte. Det ke-
miske skift for flere af de udvalgte komponenter — isax syrerne
— afhaenger kraftigt af pH-vaardien. For de undersggte vine va-
rierede pH mellem 2.8 og 3.7, hvorfor det var ngdvendigt at
forbehandle NM R-spektrene med Warping [11] inden den vide-
re kemometriske databehandling. Princippet i Warping er, at
det kemiske skift for samme komponent ggres sammenfalden-
dei alle prgverne ved at flytte minimalt paresonanserne for de
pH-af haangige komponenter.

| det fglgende anvendes den konventionelle PL S-metode,
hvor NM R-spektret analyseres som en helhed uanset store dy-
namiske forskelle og interval-PL S (iPL S)-metoden, hvor spek-
tret opdelesi akvidistanteregioner. Sidstnsevnte metode er
brugt til at analysere vinenes glycerolindhold (figur 2). To regi-
oner er saaligt fglsomme: 3.48-3.59 ppm (region A) og 3.69-
3.80 ppm (region B), i overensstemmel se med forventede ke-

miske skift paca. 3.56 og 3.76 ppm. Pafiguren er der angivet
et vist antal principalkomponenter for hvert interval. Det be-
mazkes, at RMSECYV for region B med kun 3 principal kompo-
nenter er bedre end for region A med 4 principalkomponenter.
Til hgjre pafigur 2 ses det overbevisende PL S-plot for region
B med en korrelation p40.97. Paplottet er det tydeligt, at gly-
cerolindholdet i radvine er markant hgjere end i hvid- og rosé-
vine.

Som naevnt er den mal ol aktiske fermentering meget central i
forbindel se med styring af asble- og madkesyreindholdet i vin-
ene og dermed styringen af vinen mod en mildere og mere
kompleks smag, men ogsa mod en mindre frisk og frugtagtig
aroma. Pafigur 3 sesresultatet af PLS (praadikteret mod malt)
for hhv. ablesyre og madkesyre. | begge tilfad de opnés en god
korrelation, og det ses, at indholdet af ablesyrei radvine er ca.
Yaaf deti hvid- og rosévine. Det bemaakes, at vinen med hg-
jest asblesyre-indhold er en Muscadet sur lie fra Nantes-regio-
neni det vestlige Loire (Frankrig), hvilket forklarer, hvorfor
netop denne tarre og syrerige vin er en perfekt ledsager til skal-
dyr — specielt gsters og muslinger.

Omvendt forholder det sig for madkesyre, hvor indholdet i
hvid- og rosévine er ca. 1/3 af indholdet i radvine. Dog er der i
dettetilfaddeto hvidvine, der skiller sig ud med et madkesyre-
indhold pa samme niveau som radvinene. Disseto vine er hhv.
en Liebfraumilch fraTyskland og en Chardonnay fra Sydafri-
ka. Netop for sidstnaevnte vintype er mal ol aktisk geering ved at
vinde stgrreindpas.

Resveratrol i vin

Transresveratrol er ogsa undersggt vha. PCA ud fraresonan-
sen fra de to protoner markeret med stjernei figur 4. Vinene
kan ved denne PCA adskillesi type (rad samt hvid/rosé), da
ragdvinene generelt har en signifikant hgjere score pd PC1 end
hvid- og rosévinene. En hvidvin (vin 15 —en Chardonnay fra
Sydafrika) har dog naesten samme score som rgdvinene. Det ty-
der pd, at resveratrol-indholdet generelt er hgjere for redvine
end for hvid-og rosévine, men hvidvin kan have resveratrol-
indhold pa samme niveau.

Perspektiver

Alti alt ser *H NMR-spektroskopi og kemometri ud til at veare
enlovende kombinationtil analyse og klassifikation af bord-
vine. NMR-spektroskopien giver mulighed for at identificere
forskellige komponenter i vinen ud frakun et spektrum. Varia-
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Figur 4. PCA af resveratrol i vinene. Sgjlernesfarveindikerer hvidvin (gul), redvin (red) og rosé (lyser ed).
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tionen af disse komponenter kan undersgges kemometrisk, li-
gesom enkelte vine kan karakteriseres meget praist, f.eks.
med et hgjt indhold af a-glucose frem for et hgjt indhold af
fructose/glucose.

En mere omfattende undersggel se med flere vine, druetyper
og processeringsmetoder er dog pakraevet for at opna en sik-
ker bestemmelse af, hvilke komponenter, der er sealigt vae
sentligei forbindel se med vinens autenticitet. P4 dette omrade
er SNIF-NMR endnu den mest effektive metode, men i for-
bindel se med produktionsstyring og | gbende kvalitetskontrol
kan kombinationen af *H NM R-spektroskopi og kemometri
allerede p& nuveerende stadium bidrage med omfattende spe-
cifik information om vinen pa ethvert tidspunkt fgr tapning pa
flaske. Mens SNIF-NMR kraever locking pa °F og ca. 2 ti-
mers analysetid pA NM R-spektrometeret, tager det kun f& mi-
nutter at optage et langt mere detaljeret og hgj-S/N proton
NMR-spektrum.
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