Sesquiterpenanalytik in Weinbeeren und Weinen
mittels GCxGC-TOF-MS

Kumulative Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultéat

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

vorgelegt von

Philipp Peter Kénen

aus

Wittlich

Bonn 2021



Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

Promotionskommission:

Erstgutachter: Prof. Dr. Matthias Wiist
Zweitgutachter: Prof. Dr. Andreas Schieber
Fachnahes Mitglied: Prof. Dr. Gabriele Maria Konig

Fachfremdes Mitglied: Prof. Dr. Jurgen Bajorath

Tag der Promotion: 30. November 2021
Erscheinungsjahr: 2022



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit vom 17.10.2017 bis zum 31.12.2020 am Insti-
tut fur Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften (IEL) der Rheinischen Friedrich-

Wilhelms-Universitat Bonn unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Matthias Wist ange-

fertigt.



Meinen Eltern — Margareta und Peter.






Zusammenfassung

Sesquiterpene sind chemische Verbindungen, die aus drei Isopren-Einheiten bestehen und
zur gréten und strukturell vielfaltigsten Klasse von Naturstoffen, den Terpenen, zahlen.

In Weinbeeren (Vitis vinifera L.) kommen Sesquiterpene sowohl in freier, als auch gebundener
Form vor. Die freie Fraktion besteht hauptséchlich aus Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen, die
in der epikutikularen Wachsschicht des Weinbeeren-Exokarps akkumuliert sind. Die gebun-
dene Fraktion besteht hingegen aus glykosidisch verknipften Sesquiterpen-Alkoholen, die en-
zymatisch oder saurekatalytisch freigesetzt werden kénnen. Ungebunden sind Sesquiterpene
potentiell aromaaktive Komponenten der Volatilen-Profile von Weinbeeren und Weinen.
Bisher erfolgte die Analytik von fliichtigen Sesquiterpenen in diesen hochkomplexen Proben
fast ausschliel3lich mittels eindimensionaler Gaschromatographie. In dieser kumulativen Dis-
sertation wurden Sesquiterpene in Weinbeeren und Weinen unter Verwendung der umfassen-
den zweidimensionalen Gaschromatographie—Flugzeit—-Massenspektrometrie analysiert.

In der ersten Studie wurde das komplexe Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff-Profil lesereifer
Weinbeeren der terpenreichen Rebsorte Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera) unter Ein-
satz der stabilisotopenmarkierten Prakursoren [5,5-2H;]-1-Desoxy-D-xylulose und [6,6,6-2H3]-
(x)-Mevalonolacton untersucht. Es konnten insgesamt 25 verschiedene Sesquiterpen-Kohlen-
wasserstoffe aus dem Weinbeeren-Exokarp eindeutig identifiziert und fiir den Grol3teil dieser
Analyten mogliche Bildungsmechanismen via Carbokationen und Germacren-Intermediaten
postuliert werden.

Im zweiten Beitrag wurde anhand von Markierungs- und Fermentationsexperimenten gezeigt,
dass das Sesquiterpen-Profil wahrend der Weinbereitung durch saurekatalytische Umwand-
lung der hefestdmmigen Sesquiterpen-Alkohole Farnesol und Nerolidol signifikant verandert
werden kann. Dennoch konnten mit &-Selinen, Selina-3,7(11)-dien und Guaiazulen drei
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe als potentielle Markersubstanzen der Rebsorte Lemberger
in Modellweinen bestimmt und anschlieRend in authentischen, sortenreinen Lemberger-Rot-
weinen verschiedener Jahrgange nachgewiesen werden.

In der dritten Studie wurden Hydrolysate aus Weinbeeren-Exokarp der Rebsorte Gewlrztra-
miner (Vitis vinifera subsp. vinifera) umfassend analysiert, wobei gezeigt werden konnte, dass
Sesquiterpen-Aglykone verglichen mit traubeneigenen Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen
oder Monoterpen-Aglykonen strukturell weniger vielfaltig sind. Neben 21 Monoterpenolen, die
Uber 96 % aller gefundenen Terpen-Aglykone ausmachten, konnten lediglich die Sesquiter-
pen-Alkohole Drimenol, Farnesol und (E)-Nerolidol nachgewiesen werden. Trotz der wenigen
unterschiedlichen Sesquiterpenole ist auch diese Fraktion aufgrund der mdglichen séurekata-

lytischen Umwandlung ein Pool an potentiell aromaaktiven Verbindungen.



Summary

Sesquiterpenes are chemical compounds consisting of three isoprene units and belong to the
largest and most structurally diverse class of natural products, the terpenes.

In grapes (Vitis vinifera L.), sesquiterpenes occur in both, free and bound forms. The free frac-
tion consists mainly of sesquiterpene hydrocarbons accumulated in the epicuticular wax layer
of the grape berry exocarp. The bound fraction, on the other hand, consists of glycosidically
linked sesquiterpene alcohols, which can be released by enzymatic or acidic cleavage. Un-
bound, sesquiterpenes are potentially aroma-active components of the volatile profiles of
grapes and wines.

The analysis of volatile sesquiterpenes in these highly complex samples has been carried out
almost exclusively by means of one-dimensional gas chromatography. In this cumulative dis-
sertation, sesquiterpenes in grapes and wines were analyzed using comprehensive two-di-
mensional gas chromatography-time-of-flight—-mass spectrometry.

In the first study, the complex sesquiterpene hydrocarbon profile of ripe grapes of the terpene-
rich grape variety Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera) was investigated using the stable
isotope-labeled precursors [5,5-2H;]-1-deoxy-D-xylulose and [6,6,6-?Hs]-(+)-mevalonolactone.
A total of 25 different sesquiterpene hydrocarbons from the grape berry exocarp were unam-
biguously identified and possible biosynthetic pathways via carbo cations and germacrene in-
termediates were postulated for the majority of these analytes.

In the second project, labeling and fermentation experiments demonstrated that the sesquiter-
pene profile can be significantly altered during winemaking by acid-catalyzed conversion of the
yeast-derived sesquiterpene alcohols farnesol and nerolidol. Nevertheless, three sesquiter-
pene hydrocarbons, &-selinene, selina-3,7(11)-diene, and guaiazulene, were determined as
potential marker compounds of the Lemberger variety in model wines and subsequently de-
tected in authentic, monovarietal Lemberger red wines of different vintages.

In the third study, hydrolysates from grape berry exocarp of the Gewdirztraminer variety (Vitis
vinifera subsp. vinifera) were extensively analyzed, showing that sesquiterpene aglycones are
structurally less diverse compared to grape-derived sesquiterpene hydrocarbons or monoter-
pene aglycones. In addition to 21 monoterpenols, which accounted for more than 96% of all
terpene aglycones found, only the sesquiterpene alcohols drimenol, farnesol and (E)-nerolidol
were detected. Despite the few different sesquiterpenaols, this fraction is also a pool of poten-

tially aroma-active compounds due to the possible acid-catalyzed conversions.
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1 Einleitung — Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

In diesem Teil der Dissertation wird zundchst die Naturstoffklasse der Terpene anhand aus-
gewahlter Verbindungen vorgestellt und die Terpenbiosynthese beschrieben. Im Anschluss
wird ein Uberblick tiber den aktuellen Forschungsstand zu Sesquiterpenen in Weinbeeren (Vi-
tis vinifera L.) und Weinen gegeben sowie die theoretischen Grundlagen der in dieser Arbeit
eingesetzten Analysemethode vermittelt. AbschlieRend werden die Zielsetzung und die Stra-

tegie der vorliegenden Dissertation formuliert.

1.1 Naturstoffklasse der Terpene — Strukturvielfalt und Biosynthese

1.1.1 Einteilung der Terpene und ausgewahlte Beispiele

Terpene, auch Terpenoide oder Isoprenoide genannt,! reprasentieren mit mehr als 80.000
identifizierten Verbindungen die groRte und strukturell vielfaltigste Klasse von Naturstoffen.?
Ilhr Vorkommen umfasst Organismen aus allen Reichen des Lebens,®! insbesondere Pflan-
zen,*9 Bakterien®” und Pilze.[®

Bereits vor Uber 130 Jahren erkannte der deutsche Chemiker Otto Wallach, dass Terpene
formal Oligomere des Isoprens (2-Methyl-1,3-butadien, 1) darstellen und wurde damit zum
Pionier der Terpenchemie.l*% 1953 setzte Leopold Ruzi¢ka durch die Formulierung der bioge-
netischen Isoprenregel, die maRgeblich zum Verstandnis der Struktur von Terpenen beitrug,
einen weiteren Meilenstein in der Terpenforschung.*!! Nach Anzahl der enthaltenen Isopren-
einheiten wird zwischen Hemi- (Cs), Mono- (C1g), Sesqui- (Cis), Di- (Czo), Sester- (Cys), Tri-
(Ca0), Tetra- (C40) und Polyterpenen ((Cs)» mit n>8) unterschieden.*? Die strukturelle Vielfalt
dieser Naturstoffe wird in Abbildung 1 anhand ausgewahlter Beispiele veranschaulicht.
Hemiterpene, zu denen Alkohole wie Prenol (3-Methyl-2-buten-1-ol, 2) aber auch kurzkettige
Carbonsauren zahlen,? sind in ihrer Strukturvielfalt aufgrund nur einer Isopreneinheit im Ver-
gleich zu anderen Terpenen stark begrenzt und in der Natur haufig in glykosidischer Form
vorhanden.*¥! Strukturell vielfaltiger sind die acyclischen und cyclischen Monoterpene, die ge-
wohnlich frei vorkommen, aber auch gebunden vorliegen kénnen.¥ Zahlreiche dieser Sub-
stanzen sind zudem bioaktiv*® und wesentliche Bestandteile atherischer Ole.*8 Als prominen-
tes Beispiel ist der monocyclische Alkohol (-)-Menthol (3) zu nennen, der insbesondere in den
atherischen Olen der Japanischen Minze (Mentha arvensis var. piperascens Malinv.) und der

Pfefferminze (Mentha x piperita L.) zu finden ist.l'l In Lebensmitteln, Kosmetika und

1 Die haufig synonym verwendeten Begriffe Terpene, Terpenoide und Isoprenoide sind aus chemischer
Sicht voneinander abzugrenzen. Wahrend Terpene im engeren Sinne reine Kohlenwasserstoffe dar-
stellen, enthalten Terpenoide funktionelle Gruppen. Verbindungen, die sich formal von Isopren (2-Me-
thyl-1,3-butadien) ableiten lassen, werden als Isoprenoide bezeichnet.) In dieser Arbeit werden Ter-
pene und Terpenoide zur besseren Leserlichkeit unter dem Begriff Terpene zusammengefasst und je
nach Kontext eindeutig als Kohlenwasserstoffe, Alkohole etc. bezeichnet.
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pharmazeutischen Produkten wird (-)-Menthol wegen seines typischen Minzgeruchs- und

-geschmacks und unter anderem wegen seines kiihlend-anasthetischen Effekts eingesetzt.[*l

Abb. 1: Strukturvielfalt der Terpene — ausgewéhlte Beispiele.
Isopren (1), Prenol (2), (-)-Menthol (3), Artemisinin (4), Paclitaxel (5), Ophiobolin A (6), Lanosterol (7),
-Carotin (8), Naturkautschuk (9). Die in den gezeigten Strukturen enthaltenen Isopreneinheiten sind

rot hervorgehoben.

Sesquiterpene zeichnen sich durch eine enorme Diversitat aus, die sich zum einen in den Uber
120 bekannten C;s-Skelettstrukturen widerspiegelt,*¥ zum anderen aber vor allem auf stereo-
chemischer Ebene sichtbar wird.?” Ein aus medizinischer Sicht sehr bedeutsames Sesquiter-
pen ist das strukturell komplexe Artemisinin (4), das neben sieben Stereozentren eine Per-
oxidgruppe in einem Trioxanring aufweist. Diese Verbindung, die natirlich im einjahrigen Bei-
fuR (Artemisia annua L.) vorkommt,?*?? ist gegen den von Anopheles-Miicken lbertragenen
Malariaparasiten Plasmodium falciparum hochwirksam und wird deshalb als Anti-Malaria-Me-
dikament eingesetzt.[?>24 Die meist polycyclischen Diterpene bestehen aus vier Isoprenein-
heiten und somit aus 20 Kohlenstoffatomen.?®! Stellvertretend fir die Diterpene kann der
tricyclische Naturstoff Paclitaxel (5) angefuhrt werden. 1971 wurde dieses lipophile Molekdil
erstmals aus der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert?®! und findet heute Anwendung als
Medikament zur Behandlung verschiedener Krebsarten.?”! Verglichen mit Mono-, Sesqui- und
Diterpenen stellen die aus funf Isopreneinheiten aufgebauten Sesterterpene eine relativ kleine,
wenn auch weit verbreitete Gruppe dar.?®! Das erste identifizierte Sesterterpen ist das Phyto-

toxin Ophiobolin A (6), welches erstmals 1957 aus dem Pilz Helminthosporium oryzae und
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wenig spater aus weiteren phytopathogenen Pilzarten isoliert wurde.®?® Triterpene bestehen
aus sechs Isopreneinheiten und sind haufig tetra- oder pentacyclische Molekule.B%3 Ein sehr
bekanntes Triterpen ist das Lanosterol (7), dass sowohl ein zentrales Zwischenprodukt der
Cholesterol-, als auch der Ergosterol-Biosynthese darstellt.?22% Verbindungen, denen acht
Isopreneinheiten zugrunde liegen, werden als Tetraterpene bezeichnet.?* Reprasentativ ist B-
Carotin (8) anzufiihren, das beispielsweise in Karotten (Daucus carota subsp. sativus) enthal-
ten ist und als Lebensmittelfarbstoff eingesetzt wird.E® Terpene die mehr als acht Isoprenein-
heiten enthalten werden als Polyterpene bezeichnet.?l Naturkautschuk (9), der hauptséchlich
aus dem Kautschukbaum (Hevea brasiliensis) gewonnen wird und zu tGber 90 % aus cis-1,4-

verknupften Isopreneinheiten besteht, ist den Polyterpenen zuzuordnen.Bé37

1.1.2 Mevalonat-abhangiger Biosyntheseweg (MVA-Weg)

Die Biosynthese der Terpene erfolgt nicht aus Isopren selbst, sondern aus den monomeren
Cs-Grundbausteinen Isopentenylpyrophosphat (IPP, 10) auch als ,aktiviertes Isopren® be-
zeichnet, sowie dessen Doppelbindungsisomer Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, 11).8:9
IPP und DMAPP koénnen Uber zwei Stoffwechselwege gebildet werden, tiber den im Cytosol
lokalisierten, Mevalonat-abhéngigen Biosyntheseweg (MVA) und Uber den in Plastiden lokali-
sierten, Mevalonat-unabhéngigen 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat/2C-Methyl-D-erythritol-4-
phosphat-Weg (DOXP/MEP).0

Der in Abbildung 2 dargestellte MVA-Weg wurde in den spaten 1950er und den 1960er Jahren
mafgeblich von Lynen und Bloch beschrieben.*-*4 |m ersten Schritt des cytosolischen MVA-
Wegs reagieren zwei Aquivalente Acetyl-CoA (12), auch als ,aktivierte Essigsaure” bekannt, !
in einer biologischen Claisen-Kondensation, katalysiert durch eine Thiolase (E1), zu Ace-
toacetyl-CoA (13).1¢ Die anschlieBende biologische Aldol-Reaktion mit einem dritten Aquiva-
lent Acetyl-CoA fuhrt unter Beteiligung des Enzyms HMG-CoA-Synthase (E2) zur Bildung von
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA, 14).1 Die Reduktion des gebildeten Stoffwech-
selintermediats erfolgt durch die HMG-CoA-Reduktase (E3) unter Verbrauch zweier Aquiva-
lente NADPH und resultiert in der Bildung des Intermediats Mevalonat (15), das hamensge-
bend fur den Stoffwechselweg ist.*® Es folgen zwei von Kinasen (E4, E5) vermittelte Phos-
phorylierungsreaktionen unter ATP-Verbrauch, wobei erst 5-Phosphomevalonat (16) ent-
steht®®! und dieses im Anschluss zu 5-Pyrophosphomevalonat (17) umgesetzt wird.5%5 Unter
Verbrauch eines weiteren Aquivalents ATP folgt die Decarboxylierung von 17 mit Hilfe der
Mevalonat-5-pyrophosphat-Decarboxylase (E6) zu IPP (10),52 welches durch die Isopente-
nylpyrophosphat-lsomerase (E7) in DMAPP (11) tiberfiihrt werden kann.
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Abb. 2: Der MVA-Weg zur Bildung der Terpen-Bausteine IPP und DMAPP.

Acetyl-CoA (12), Acetoacetyl-CoA (13), 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA, 14), Mevalonat
(15), 5-Phosphomevalonat (16), 5-Pyrophosphomevalonat (17), Isopentenylpyrophosphat (IPP, 10), Di-
methylallylpyrophosphat (DMAPP, 11), E1: Acetoacetyl-CoA-Thiolase, E2: HMG-CoA-Synthase, E3:
HMG-CoA-Reduktase, E4: Mevalonat-Kinase, E5: Phosphomevalonat-Kinase, E6: Mevalonat-5-pyro-

phosphat-Decarboxylase, E7: Isopentenylpyrophosphat-lsomerase.

1.1.3 Mevalonat-unabhéangiger Biosyntheseweg (DOXP/MEP-Weg)

In den 1990er Jahren wurde ein zweiter Biosyntheseweg zur Bildung von IPP (10) und DMAPP
(11) entdeckt, der in Abbildung 3 dargestellt ist.>*-5% Dieser plastidiare DOXP/MEP-Weg star-
tetim Gegensatz zum MVA-Weg mit den Molekilen Pyruvat (18) und Glycerinaldehyd-3-phos-
phat (G3P, 19).5% Im ersten Reaktionsschritt, katalysiert vom Enzym DOXP-Synthase (ES8),
wird Pyruvat zunachst durch den Kofaktor Thiaminpyrophosphat (TPP) aktiviert und nach De-
carboxylierung mit G3P zum Stoffwechselintermediat 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
(DOXP, 20) umgesetzt.57:58 DOXP wird anschlieRend enzymatisch durch die DOXP-Redukto-
isomerase (IspC, E9) in einen Aldehyden isomerisiert und dieser unter Verbrauch eines Aqui-
valenten NADPH zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP, 21) reduziert.5*-%1 Das Enzym
CDP-ME-Synthase (IspD, E10) katalysiert die darauffolgende Reaktion von MEP mit Cyti-
dintriphosphat (CTP), wobei Pyrophosphat (PP;) abgespalten und 4-Diphosphocytidyl-2C-me-
thyl-D-erythritol (CDP-ME, 22) gebildet wird.[6263 Unter ATP-Verbrauch und Beteiligung der
CDP-ME-Kinase (IspE, E11) erfolgt die Phosphorylierung zu 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-
D-erythritol-2-phosphat (CDP-MEP, 23),54581 das anschlieRend mittels MEcPP-Synthase
(IspF, E12) unter Eliminierung von Cytidinmonophosphat (CMP) zu 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-
cyclopyrophosphat (MEcPP, 24) cyclisiert.®”-6% MEcPP wird in der nachfolgenden, von der
HMB-PP-Synthase (IspG, E13) katalysierten, komplexen Reaktion durch Ferredoxin (Fd) re-
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duziert und in (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enylpyrophosphat (HMB-PP, 25) unter Wasser-
abspaltung umgewandelt.’” Im finalen Reaktionsschritt des DOXP/MEP-Wegs erfolgt mit Hilfe
des Enzyms HMB-PP-Reduktase (IspH, E14) und NAD(P)H die Bildung von IPP (10) und
DMAPP (11) im Verhéltnis 5:1.[72-731

OH NADPH H* NADP* . OH

OH OH
18 21
CTP
E10
0P Q o CwP o "o ADP ATP  OH
o o “Er OCDP ~E771 oCDP
OH OH OH OH OH OH
24 23 22

2 Fdreq
E13
2 Fdgy + Hy0 H,0
NAD(P)H, H* NAD(P)*
N NS G N
H\/\OPP opp T T N"opp

E14
OH

25 10 "

Abb. 3: Der DOXP/MEP-Weg zur Bildung der Terpen-Bausteine IPP und DMAPP.

Pyruvat (18), Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P, 19), 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP, 20), 2C-
Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP, 21), 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol (CDP-ME, 22), 4-
Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphat (CDP-MEP, 23), 2C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclo-
pyrophosphat (MEcPP, 24), (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enylpyrophosphat (HMB-PP, 25), Isopente-
nylpyrophosphat (IPP, 10), Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, 11), E8: DOXP-Synthase, E9: DOXP-
Reduktoisomerase (IspC), E10: CDP-ME-Synthase (IspD), E11: CDP-ME-Kinase (IspE), E12: MECDP-
Synthase (IspF), E13: HMB-PP-Synthase (IspG), E14: HMB-PP-Reduktase (IspH).

In vielen hoheren Pflanzen, einschlie3lich der edlen Weinrebe (Vitis vinifera L.), konnte ein
Substrataustausch (metabolischer Crosstalk) zwischen dem cytosolischen MVA-Weg und
dem plastidiaren DOXP/MEP-Weg nachgewiesen werden, sodass die Trennung beider Stoff-

wechselwege nicht absolut ist.[*7¢]



18

1.1.4 Terpenbiosynthese aus IPP und DMAPP

Ausgehend von den beiden aktivierten Cs-Monomeren, IPP (10) und DMAPP (11), erfolgt die
Biosynthese der Terpene nach der biogenetischen Isoprenregel von Ruzi¢ka.l**"" Die sukzes-
sive Anlagerung von IPP-Molekiilen an DMAPP durch Prenyltransferasen (PTs) fuhrt zur Bil-
dung strukturell einfacher, acyclischer und achiraler Oligoprenylpyrophosphate mit definierter

Kettenlange, wie in Abbildung 4 veranschaulicht.["®
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Abb. 4: Schema zur Biosynthese von Terpenen aus IPP und DMAPP.

Isopentenylpyrophosphat (IPP, 10), Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, 11), Geranylpyrophosphat
(GPP, 26), Farnesylpyrophosphat (FPP, 27), Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, 28), Geranylfarne-
sylpyrophosphat (GFPP, 29), E15-E19: Prenyltransferasen (PTs), E20-E27: Terpensynthasen
(TSs)/Terpencyclasen (TCs), E28-E35: Modifizierende Enzyme (z.B. Cytochrome P450 (CYPs), Glyko-

syltransferasen (GTs)).

Der Monoterpenvorlaufer Geranylpyrophosphat (GPP, 26) entsteht durch eine Kopf-zu-
Schwanz-Verknupfung, die aus der Reaktion der nucleophilen Methylen-Gruppe des IPP mit
der elektrophilen Allyl-CH.-Gruppe des DMAPP resultiert. Die Kupplung einer weiteren IPP-
Einheit an GPP fiihrt zum Sesquiterpenvorlaufer Farnesylpyrophosphat (FPP, 27). Zwei Aqui-

valente FPP kdnnen durch Schwanz-zu-Schwanz-Verknipfung zu Squalen, dem einfachsten
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Triterpen, umgesetzt werden. Durch Kondensation von IPP und FPP entsteht der Diterpenvor-
laufer Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, 28), der analog zur Biosynthese der Triterpene
durch Schwanz-zu-Schwanz-Verkniipfung mit einem weiteren Aquivalent GGPP zum ein-
fachsten Tetraterpen Phytoen kondensiert. Eine Kopf-zu-Schwanz-Verknipfung von IPP mit
GGPP fihrt Uber Geranylfarnesylpyrophosphat (GFPP, 29) zur Bildung von Sesterterpenen.
Polyterpene entstehen durch formale Kondensation von mehr als acht IPP-Einheiten.[*27°

Die gebildeten linearen Oligoprenylpyrophosphate (GPP, FPP, GGPP und GFPP) werden an-
schlieRend durch Terpensynthasen (TSs) bzw. Terpencyclasen (TCs)? tiber kationische Inter-
mediate (Carbokationen) zu acyclischen bzw. oft hoch komplexen, (poly)cyclischen und chira-
len Terpen-Kohlenwasserstoffen oder -Alkoholen umgesetzt.®!! Die Bildung der Terpene wird
durch lonisierung der Oligoprenylpyrophosphate eingeleitet, wobei abhangig vom Reaktions-
mechanismus zwei Enzymklassen unterschieden werden. Klasse | TCs katalysieren eine me-
tallvermittelte Abspaltung der Pyrophosphatgruppe, wohingegen Klasse Il TCs die Protonie-
rung einer olefinischen Doppelbindung oder einer Epoxid-Funktion katalysieren.®22l Das ge-
bildete, hochreaktive Carbokation unterlauft in der anschlieenden Reaktionskaskade, je nach
Zielverbindung, u.a. Ringschlusse, Hydrid- oder Protonen-Shifts sowie Wagner-Meerwein-
Umlagerungen. Beendet wird die Kaskade haufig durch Deprotonierung, was zu einem Ter-
pen-Kohlenwasserstoff filhrt oder durch einen nucleophilen Angriff von Wasser, woraus ein
Terpen-Alkohol resultiert.®3 Die gebildeten Terpene kdnnen abschlieRend durch verschiedene

Enzyme, wie Cytochrome P450 (CYPs) und Glykosyltransferasen (GTs) modifiziert werden.84-

87]

1.2 Sesquiterpenanalytik in Weinbeeren und Weinen — Forschungsstand
Das komplexe Aroma von Weinbeeren (Vitis vinifera L.) und Weinen wird durch zahlreiche
Verbindungen aus unterschiedlichen Stoffklassen, einschlieRlich den Terpenen beeinflusst. !
In Weinen wurden in den letzten 40 Jahren tber 1000 flichtige Verbindungen identifiziert,
deren Konzentrationsbereich sich von mehreren hundert mg/L bis hin zu wenigen ng/L
erstreckt.® Nicht alle dieser Volatilen tragen mafRgeblich zum Aroma eines Weines bei, im
Gegenteil — bisher wurden nur etwa 60 fliichtige Verbindungen im Wein als Schlisselaromen
identifiziert, die in Konzentrationen oberhalb ihres Geruchsschwellenwertes vorkommen. %911
Wahrend die zentrale Bedeutung der Monoterpene als Wein-Aromakomponenten in den
letzten Jahrzehnten umfassend erforscht wurde,®>% stehen Sesquiterpene seit der

Entdeckung des Ketons (-)-Rotundon (30) als Schlisselaromastoff der Rebsorte Syrah®

2 Terpencyclasen (TCs) katalysieren die Bildung von (poly)cyclischen Terpenen. Der Begriff Terpensyn-
thasen (TSs) ist umfassender und schlie3t auch Enzyme mit ein, die Nichtcyclisierungsreaktionen zur
Bildung von Terpenen katalysieren.2:80

% Die Rebsorte Syrah ist auch unter den Bezeichnungen Shiraz oder Hermitage bekannt.[®4
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vermehrt im Interesse der Weinforschung (Abbildung 5). Im Jahr 2008 fuhrten Messungen
mittels eindimensionaler Gaschromatographie—Massenspektrometrie/Olfaktometrie (GC—
MS/O) zu dem Ergebnis, dass dieses bicyclische Sesquiterpen mafgeblich fir das
charakteristisch pfeffrige Aroma der Sorte Syrah verantwortlich ist. In einem Sensorikpanel der
selben Studie konnte fur das aromapotente (-)-Rotundon ein niedriger Geruchsschwellenwert
von 16 ng/L in Rotwein und 8 ng/L in Wasser ermittelt werden, wobei sich etwa 20 % der Pa-
nelteiinehmer als geruchsblind erwiesen. Die Anwendung der Stabilisotopen-Verdiinnungs-
analyse (SIDA)-GC-MS mit ds-Rotundon (31) als internem Standard ermoglichte die
Bestimmung der Rotundon-Konzentrationen in Proben der genannten Rebsorte.®¥ In
Weinbeeren lag die Konzentration an (-)-Rotundon zwischen 10 — 620 ng/kg und in Weinen
im Bereich von 29 — 145 ng/L.® Die Bildung von (-)-Rotundon erfolgt Gber den Préakursor a-
Guaien (32) entweder durch Luftoxidation®®°" oder biosynthetisch in der Weinbeere mit Hilfe
des Enzyms a-Guaien-2-Oxidase (CYP71BES5) aus der Cytochrom-P450-Familie.®®®

30 31 32

Abb. 5: Strukturformeln des Sesquiterpens (-)-Rotundon und Derivate.

(-)-Rotundon (30), ds-Rotundon (31) und a-Guaien (32). Deuteriumatome (D) sind rot hervorgehoben.

Forschung auf dem Gebiet der Sesquiterpene in V. vinifera L. wird bereits seit Giber 50 Jahren
betrieben. 1970 wurde erstmals auf die Anwesenheit von Komponenten mit Sesquiterpen-
Struktur in der Kohlenwasserstoff-Fraktion des Trauben-Aromas hingewiesen.® Sechs Jahre
spater erfolgte die erste Identifizierung freier (ungebundener) Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe in Weinbeeren. Schreier, Drawert und Junker konnten mittels Flussig-
Flissig-Extraktion (LLE) und GC-MS insgesamt 14 Sesquiterpene in Weinbeeren der weil3en
Rebsorten Riesling, Traminer, Rulander, Muller-Thurgau, Scheurebe, Optima und Rieslaner
nachweisen, wobei jedoch keine sortenabhdngigen Unterschiede festgestellt werden
konnten. % Untersuchungen von Versini et al. mittels Festphasenextraktion (SPE) und GC—
MS fiihrten zur Identifizierung von Sesquiterpenen in Tresterbranden und Weinbeerenh&uten
(Ethanolextrakten) der Rebsorte Gewdrztraminer. Neben zwei Isomeren des Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffs a-Farnesen konnten der Sesquiterpen-Alkohol Farnesol sowie der Ester
Methylfarnesoat detektiert werden. Die ebenfalls untersuchten Rebsorten Rosenmuskateller,
Mdiller-Thurgau und Gelber Muskateller wiesen dabei deutlich geringere Gehalte der

genannten Sesquiterpene auf.[X04
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Die Identifizierung weiterer Sesquiterpene wurde neben der SPE, vor allem durch den Einsatz
effizienter und l6sungsmittelfreier Mikroextraktionstechniken in non-target Analysen
vorangetrieben.[2193 Hierzu zahlt vor allem die 1990 eingefiihrte und heute weit verbreitete
Kopfraum-Festphasenmikroextraktion (HS-SPME),*% mit deren Hilfe bereits Sesquiterpene
aus Weinbeeren,19-111 Mosten,1121131 Weinen4-121 ynd Likdrweinen122113.1231 axtrahiert
werden konnten. Die eindeutige ldentifizierung von Sesquiterpenen stellt dabei jedoch ein
zentrales Problem dar. Erschwert wird die Substanzidentifizierung aufgrund der oft sehr
geringen Konzentrationen, ahnlichen Massenspektren, Peaklberlagerungen (Coelutionen)
und begrenzten Verfligbarkeit authentischer Standards.'?#'261 Hinzukommt, dass die in
Kapitel 1.1 beschriebenen Stoffwechselwege zur Bildung von IPP und DMAPP sowie die
Generierung des Sesquiterpenvorlaufers FPP zwar weitgehend erforscht, die eigentlichen
mehrstufigen Cyclisierungsmechanismen zur Generierung der Sesquiterpene in V. vinifera
aber grofdtenteils unbekannt oder unbestéatigt sind. Mangels kommerziell erhaltlicher
authentischer Standards wird die Identifizierung dieser komplexen Naturstoffe deshalb in der
Regel als ,vorlaufig“ (engl. tentatively) beschrieben.*26127] Apbildung 6 zeigt die bisher tber
100 meist ,vorlaufig® identifizierten Sesquiterpene aus Weinbeeren, Trestern, Mosten und
Weinen.

Schmarr et al. setzten im Jahr 2010 erstmals die umfassende zweidimensionale
Gaschromatographie—Massenspektrometrie (GCxGC-MS) zur  Analytik  volatiler
Verbindungen aus Rotweinen ein. Diese Analysentechnik, deren Vorteile naher in Kapitel 1.3
beschrieben werden, eignet sich aufgrund ihrer hohen Trennleistung besonders zur
Identifizierung volatiler Verbindungen aus komplexen Proben, wie Weinbeeren und
Weinen.'8 May et al. demonstrierten im Jahr 2012 durch HS-SPME-GC-MS-Messungen,
dass sich die Sesquiterpen-Profile von intakten Weinbeeren im Verlauf der Reife verandern.
Wahrend im Allgemeinen der Anteil acyclischer Sesquiterpene mit zunehmender Reife ab-
nimmt, steigt der Anteil cyclischer Sesquiterpene. Abweichend hiervon sind Weinbeeren der
Rebsorte Gewurztraminer hervorzuheben, deren Sesquiterpen-Profil zum Zeitpunkt der Reife
vor allem durch die acyclischen Sesquiterpene (E,E)-a-Farnesen, (3E,6Z)-a-Farnesen und
(E,E)-Methylfarnesoat gepragt ist.[209.125]

In vivo-Markierungsstudien mit Hilfe der deuterierten Prakursoren [5,5-?H;]-1-Desoxy-D-xylu-
lose und [5,5-2H;]-Mevalonolacton lieferten 2013 den Nachweis, dass Sesquiterpene sowohl
Uber den cytosolischen MVA-Weg als auch tber den plastidiaren DOXP/MEP-Weg im Exokarp
von Weinbeeren gebildet werden. Die Markierungsdaten wiesen dabei auf einen im Cytosol
lokalisierten, homogenen Pool von cytosolischem und plastidiarem IPP/DMAPP flr die FPP-
Biosynthese hin, der auf die Anwesenheit eines hauptsachlich von den Plastiden zum Cytosol
gerichteten Transport von Isoprenoid-Intermediaten schlieRen lasst.*1% Die Umwandlung von

FPP in Sesquiterpene erfolgt durch die im Cytosol lokalisierten Sesquiterpensynthasen bzw.
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-cyclasen, bei denen es sich haufig um Multiproduktenzyme handelt.[*?812° Dje freien, unpola-
ren Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe werden in der epikutikularen Wachsschicht des Exo-
karps akkumuliert.[3% Die polaren Sesquiterpen-Alkohole kénnen hingegen auch glykosidisch
gebunden in Weinbeeren vorliegen, wie Botscher et al. erstmals durch den eindeutigen Nach-
weis von Sesquiterpenglykosiden mittels in vivo-Stabilisotopenmarkierung und Flussigchro-
matographie—Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) demonstrierten.'3!l Die Freiset-
zung (Hydrolyse) der gebundenen Alkohole als Aglykone kann sowohl enzymatisch als auch
saurekatalytisch wahrend der Weinbereitung erfolgen.*3? Bisher wurde jedoch weder die
strukturelle Vielfalt der Sesquiterpen-Aglykone untersucht, noch wurden anhand der Aglykon-
Strukturen magliche Einfliisse auf das Sesquiterpen-Profil von Weinen abgeleitet.

May gelang der Nachweis, dass lesereife Weinbeeren verschiedener Rebsorten anhand ihrer
Sesquiterpen-Profile differenziert werden kénnen. Insbesondere die Rebsorten Cabernet Sau-
vignon und Gewidrztraminer konnten deutlich von anderen untersuchten Sorten abgegrenzt
werden, wobei der Gewiirztraminer lediglich Uberschneidungen mit dem Profil der Siegerrebe,
einer Kreuzung aus Gewdrztraminer und Madeleine Angevine, aufwies.*?° Die Moglichkeit
reife Weinbeeren anhand ihrer Sesquiterpene unterscheiden zu kénnen fuhrte zu neuen Fra-
gestellungen in der Weinforschung. Ungeklart ist zum einen, ob das Sesquiterpen-Profil von
Weinbeeren wahrend der Weinherstellung (Vinifikation) durch den Stoffwechsel von Weinhe-
fen (Saccharomyces cerevisiae) signifikant verandert wird. Bekannt ist bisher, dass die acyc-
lischen Sesquiterpen-Alkohole Nerolidol und Farnesol durch Hefen gebildet werden kon-
nen.**3 Die enzymatische Generierung cyclischer Sesquiterpene durch den Hefe-Stoffwech-
sel ist aufgrund fehlender Terpencyclasen, wie sie in V. vinifera vorkommen,*3412% nicht be-
kannt. Gutsche et al. konnten jedoch durch in vitro-Versuche zeigen, dass Farnesol und Nero-
lidol sdurekatalytisch tber Carbokationen in Sesquiterpene umgewandelt werden kdnnen,
weshalb eine mdgliche Beeinflussung des Hefe-Stoffwechsels auf das Sesquiterpen-Profil
wahrend der Weinbereitung zu untersuchen ist.*** Zum anderen ist nicht erforscht, ob im Wein
Sesquiterpene nachweisbar sind, die eindeutig dem Stoffwechsel der Weinbeeren entstam-
men und damit als potentielle Rebsortenmarker die Grundlage flr eine sesquiterpenbasierte
Rebsortenauthentifizierung von Weinen bilden. Aufgrund der Tatsache, dass bei Weinen das
Risiko eines Betrugs (Food Fraud) erhoht ist,[*3¢137 pedarf es analytischer Methoden, die eine
Echtheitsliberprifung von Weinen anhand sortencharakteristischer Verbindungen ermdogli-

chen.
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Abb. 6: Bisher in V. vinifera L. gefundene Sesquiterpene.[138:101.125.119,120]
Die Verbindungen sind in a-, mono-, bi-, tri- und tetracyclisch eingeteilt und abhéngig von ihrem

Skelettstrukturtyp angeordnet.
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1.3 Umfassende zweidimensionale Gaschromatographie-Flugzeit—
Massenspektrometrie (GCxGC-TOF-MS)

Zur ldentifizierung von Naturstoffen aus hochkomplexen Proben wie Weinbeeren (V. vinifera
L.) und Weinen ist die Trennleistung der konventionellen, eindimensionalen (1D-)GC-MS oft
nicht ausreichend. Im Jahr 1984 publizierte Giddings ein Konzept zu potentiellen mehrdimen-
sionalen Trenntechniken, wonach diese aufgrund ihrer hohen Auflésung vielversprechende
Methoden zur Analyse hochkomplexer Substanzgemische darstellen.*3 Sieben Jahre spater
fuhrten Liu und Phillips die umfassende zweidimensionale Gaschromatographie (GCxGC) als
leistungsvolle Trennmethode ein.14%

Im Unterschied zur klassischen (1D-)GC werden bei der GCxGC zwei Kapillartrennséulen
komplementéarer Selektivitat miteinander gekoppelt und die gesamte Probe uberlauft zwei sta-
tionare Phasen. Als primare Kapillartrennsaule (erste Dimension, D) wird in der Regel eine
konventionelle Saule (Saulenlange 30 m, Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 0,25 pum)
eingesetzt, die eine klassische 1D-Elution der injizierten Probe ermoglicht. Am Ende der pri-
maren Kapillartrennséule erfolgt anschlie3end ein Modulationsprozess, der von zentraler Be-
deutung fir die GCxGC-Technik ist. Die aus der 'D-Kapillartrennséule eluierenden Analytban-
den werden durch einen Modulator kontinuierlich fraktioniert, fokussiert und anschlieRend ein-
zeln auf die sekundare Kapillartrennsaule (zweite Dimension, 2D) weitergeleitet. Diese Modu-
lator-gesteuerte Fokussierung fuhrt zu einer deutlichen Verkleinerung der Signalbreiten wo-
raus schéarfere, hohere Signale und damit eine verbesserte Empfindlichkeit resultieren. Die
Zeit, die fur einen Modulationszyklus erforderlich ist, wird als Modulationsperiode bezeichnet
und liegt typischerweise zwischen 2 — 8 s.111421 |n der Praxis kann der Modulationsprozess
durch verschiedene Typen von pneumatischen (ventilbasierten) und thermischen GCxGC-Mo-
dulatoren erreicht werden.*3 Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Kryodiisen-basierter
Modulator, bestehend aus Kihljet und Heil3jet, eingesetzt. Der Kihljet nutzt flissigen Stickstoff
zum Akkumulieren bzw. Kryofokussieren der Analyten die aus der ersten Dimension eluieren
(Abbildung 7A), wahrend der Heil3jet die akkumulierten Fraktionen wenige Sekunden spater

durch einen heil3en Luftpuls auf die zweite Dimension transferiert (Abbildung 7B).

/ Eluat der "D-Kapillarsaule

Eluat der "D-Kapillars&ule
/Zur 2D-Kapillarsaule /

/ zur ?D-Kapillarsaule

|
HeiRjet

Abb. 7: Schematische Darstellung eines Kryodiisen-basierten GCxGC-Modulators.[*44
A: Kryofokussierung der Analyten durch den Kihljet. B: Reinjektion der akkumulierten Fraktionen durch
den Heil3jet.
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Die sekundare Kapillartrennsaule (zweite Dimension, 2D) ist mit 1 — 2 m wesentlich kirzer und
weist einen kleineren Innendurchmesser von ca. 0,1 mm, sowie eine geringere Filmdicke von
ca. 0,1 um auf. Diese Mal3e sind erforderlich, damit der chromatographische Prozess auf der
2D-Kapillartrennsaule moglichst schnell erfolgt und die Signale sehr schmal bleiben. Die zahl-
reichen Verbindungen, die bei der Analyse hochkomplexer Proben von der zweiten Dimension
eluiert werden und die kurzen Signalbreiten erfordern schnell scannende Detektoren mit hoher
Datenerfassungsrate. Bewéhrt haben sich hierbei Flugzeit—-Massenspektrometer (TOF-MS)
die Akquisitionsraten von 50 Hz und mehr ermdoglichen.*42141 Die gasformigen, aus der 2D-
Kapillartrennsaule eluierenden Analyten gelangen Uber eine Transferline in die lonenquelle
des TOF-MS, werden dort ionisiert und durch einen kurzen Spannungsstol3 auf eine feldfreie
Drift-Stecke beschleunigt. Die lonen werden durch ihre massenabhangige Flugzeit aufge-
trennt.45! Unterschiede in der kinetischen Energie zwischen lonen mit gleichem Masse-zu-
Ladung-Verhaltnis (m/z) kobnnen durch den Einbau eines Reflektrons kompensiert werden. Da-
bei dringen lonen hoherer kinetischer Energie im Vergleich zu langsameren lonen gleicher
Masse tiefer in ein elektrisches Feld ein, wodurch sich der Flugweg dieser lonen vergrof3ert
und die Geschwindigkeitsunterschiede so ausgeglichen werden kdnnen. Im Feldbereich des
Reflektrons werden die lonen abgebremst, in ihrer Flugrichtung umgekehrt und schlieR3lich auf
einen Detektor reflektiert. Durch den Einsatz des Reflektrons und der daraus resultierenden
Verdopplung der Flugstrecke wird die Massenauflosung des TOF-MS wesentlich verbes-
sert.16-148 Dje erhaltenen Messdaten konnen mittels geeigneter Software unter Beriicksichti-
gung der Modulationsperiode in eine zweidimensionale Darstellung, dem Konturplot, konver-
tiert werden (Abbildung 8). Dieser gibt die Retentionszeiten der Analyten auf der ersten (‘tr)

und zweiten (%tz) Dimension an.[4?

GCxGC TOF-MS
| Injektor
Detektor * LT I:>Rohdaten
Ofen 2 @
= < Sl et | LLLLLE O R
'D-Kapillarsaule — Feldfreie Driftzane o
Ofen 1 ’D-Kapillarsaule

XY

. ‘_'_'.Anlunﬂ

y

X

0,

Modulationsperiode

Resultat nach 'D-Trennung Resultat nach Modulation g (Min)
und ?D-Trennung Konturplot

s (8)

Abb. 8: Schematischer Aufbau eines GCxGC-TOF-MS-Systems.[149.150]

Verglichen mit der konventionellen (1D-)GC-MS ermdoglicht die GCxGC-TOF-MS eine ho-
here Auflésung der Analyten. Coelutionen (Signaliberlagerungen) werden minimiert, die Se-

lektivitat erhdht und die Substanzidentifizierung durch die Gruppierung strukturell &hnlicher
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Verbindungen im Konturplot erleichtert. Aufgrund der hohen Trennleistung eignet sich die
GCxGC-TOF-MS zur Analytik hochkomplexer Proben und in Kombination mit geeigneten Ex-

traktionstechniken besonders zur Detektion von Verbindungen im Spurenbereich. 144

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation ist die umfassende Analytik von Sesquiterpenen in Wein-
beeren (Vitis vinifera L.) und Weinen mittels mehrdimensionaler Gaschromatographie—Flug-
zeit—-Massenspektrometrie.

Zunachst soll die Bestimmung des Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff-Profils reifer Weinbeeren
am Beispiel der terpenreichen Rebsorte Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera) erfolgen. Die
Bildungsmechanismen der detektierbaren freien Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe sind dabei
zu untersuchen und die Substanzen anhand von Markierungsstudien zu verifizieren.
AnschlieBend soll anhand von Lemberger-Modellweinen erforscht werden, ob Weinhefen
(Saccharomyces cerevisiae) durch ihren Stoffwechsel das Sesquiterpen-Profil wahrend der
Vinifikation signifikant beeinflussen. Sesquiterpene, die sowohl in der reifen Beere als auch im
Modellwein nachweisbar und als potentielle rebsortenspezifische Marker geeignet sind, sollen
ermittelt werden. Im Anschluss sind authentische, sortenreine Lemberger-Rotweine verschie-
dener Jahrgénge zu analysieren und die Anwesenheit der traubeneigenen, potentiellen Marker
zu Uberprifen.

Danach soll durch umfassende Analyse von Weinbeeren-Hydrolysaten der aromatischen
WeilRweinsorte Gewurztraminer (Vitis vinifera subsp. vinifera) untersucht werden, ob glykosi-
disch gebundene Sesquiterpene in Weinbeeren vorkommen, die das Sesquiterpen-Profil wah-
rend der Weinbereitung beeinflussen kdnnen. Hierbei ist die strukturelle Diversitat glykosylier-
ter Sesquiterpen-Alkohole im Vergleich zur Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff-Fraktion in der
Kutikula zu beschreiben und zu priifen, ob von den nachgewiesenen freien Sesquiterpen-Koh-
lenwasserstoffen eine verwandte hydroxylierte Struktur in Trauben detektierbar ist. Dariber
hinaus soll die Fraktion glykosylierter Sesquiterpenole mit der von Monoterpenolen verglichen

werden.

1.5 Strategie der Arbeit

Das Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff-Profil der reifen Weinbeeren wird durch Markierungsex-
perimente unter Verwendung der stabilisotopenmarkierten Prakursoren [5,5-?H]-1-Desoxy-D-
xylulose (d2-DOX) und [6,6,6-2Hs]-(+)-Mevalonolacton (ds-MVL) eindeutig bestimmt. Als Ver-
suchsmaterial wird isoliertes Weinbeeren-Exokarp verwendet, da ungebundene Sesquiter-
pene in der epikutikularen Wachsschicht akkumuliert werden**° und Mesokarp hinsichtlich

Sesquiterpenen keine biosynthetische Aktivitat aufweist.'?%! Die Analytik im Spurenbereich
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und die Minimierung von Coelutionen wird durch Kombination von HS-SPME und umfassender
zweidimensionaler Gaschromatographie—Flugzeit—-Massenspektrometrie (GCxGC-TOF-MS)
ermdglicht. Basierend auf den aufgenommenen Massenspektren der genuinen (do) und maxi-
mal deuterierten (dmax) Sesquiterpen-Isotopologe werden Mechanismen zur Bildung von
Sesquiterpenen in V. vinifera vorgeschlagen und bereits bestehende Stoffwechselwege be-
statigt oder widerlegt.

Die Erforschung des Einflusses der Hefe auf das Sesquiterpen-Profil eines Weines erfolgt
durch Fermentationsversuche im Milliliter-Mal3stab (Mikrovinifikation). Die Herstellung von
Lemberger-Modellweinen aus ds-MVL-inkubiertem Exokarp reifer Weinbeeren soll dabei die
Bestimmung potentieller, traubeneigener Marker ermdglichen. Wéahrend deuterierte Sesqui-
terpene dem Weinbeeren-Stoffwechsel entstammen, kénnen unmarkierte Sesquiterpene
grundsatzlich sowohl aus der Weinbeere als auch aus dem Hefe-Stoffwechsel stammen.
Durch Ermittlung des Peakhdhenverhaltnisses do/dmax Vor und nach der Mikrovinifikation far
jeden Analyten, kann ermittelt werden ob es wahrend der Fermentation durch den Hefe-Stoff-
wechsel zu einem signifikanten Zuwachs an genuinen Sesquiterpenen gekommen ist. Sesqui-
terpene bei denen sich das Verhéltnis von unmarkiertem zu maximal deuteriertem Isotopolog
nach der Mikrovinifikation nicht signifikant andert, kbnnen als potentielle Marker der Rebsorte
Lemberger angenommen werden.

Die anschlieRende Analyse authentischer, rebsortenreiner Lemberger-Weine verschiedener
Jahrgénge dient zur Uberpriifung, ob die Ergebnisse aus den Mikrovinifikationsversuchen mit
Modellweinen auf die groldtechnische Produktion von Rotweinen Ubertragbar sind und die po-
tentiellen, traubeneigenen Marker wiedergefunden werden kdnnen. Zur Anreicherung der
Sesquiterpene aus den Weinproben wird der HS-SPME-GCxGC-TOF-MS-Analyse eine SPE
mit anschlieBender Destillation tber eine Vigreux-Kolonne vorgeschaltet. Die Verwendung ei-
nes internen Standards erméglicht die Ermittlung des Konzentrationsbereichs der Analyten.
Abschlieend soll mittels GCxGC-TOF-MS untersucht werden, ob neben den freien auch
glykosidisch gebundene Sesquiterpene im Weinbeeren-Exokarp nachweisbar sind, die das
Sesquiterpen-Profil wahrend der Weinherstellung beeinflussen kénnen. Der Nachweis zucker-
gebundener Sesquiterpen-Alkohole erfolgt dabei indirekt durch die Analyse der freigesetzten
Aglyka nach enzymatischer Hydrolyse. Die Untersuchungen der Hydrolysate soll die Beschrei-
bung der strukturellen Vielfalt von glykosylierten Sesquiterpen-Alkoholen im Vergleich zu
freien Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen erméglichen. Dabei kann insbesondere erforscht
werden, ob von den nachgewiesenen freien Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen eine ver-
wandte hydroxylierte Struktur in Trauben detektierbar ist. Des Weiteren kann tber die Summe
der Peakflachen das Verhaltnis von glykosidisch gebundenen Monoterpen-Alkoholen zu

Sesquiterpen-Alkoholen in Weinbeeren bestimmt werden.
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2 Kumulativer Teil der Dissertation

Der folgende kumulative Teil der Dissertation enthalt drei Beitrage aus Zeitschriften mit Fach-
begutachtung (peer-reviewed journals). Jede Verdffentlichung stellt dabei ein Kapitel dar, wo-
bei der jeweiligen Originalpublikation eine kurze Einfihrung und Zusammenfassung vorange-

stellt sind.
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2.1 Kapitel I: Identifizierung und Biosynthese strukturell komplexer

Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe in Weinbeeren-Exokarp

Der Inhalt dieses Kapitels wurde veroéffentlicht in:

Koénen, P. P.; Wast, M. Analysis of sesquiterpene hydrocarbons in grape berry exocarp (Vitis
vinifera L.) using in vivo-labeling and comprehensive two-dimensional gas chromatography—
mass spectrometry (GCxGC-MS). Beilstein J. Org. Chem. 2019, 15, 1945-1961.
doi:10.3762/bjoc.15.190




30

2.1.1 Einfuhrung

Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe sind strukturell vielfaltige Naturstoffe isoprenoiden Ur-
sprungs, die das Volatilen-Profil von lesereifen Weinbeeren (Vitis vinifera L.) mal3geblich be-
einflussen.'?! In Weinbeeren konnten bisher iber 50 meist polycyclische Sesquiterpen-Koh-
lenwasserstoffe gefunden werden. 238l

Die Identifizierung dieser strukturell komplexen Sekundarmetabolite, die in der epikutikularen
Wachsschicht des Weinbeeren-Exokarps akkumuliert werden,*3% ist jedoch in den seltensten
Fallen eindeutig. Dies ist darauf zuriickzufihren, dass die meisten Sesquiterpen-Kohlenwas-
serstoffe nicht als authentische Standardsubstanzen erhaltlich sind.X°! Problematisch sind zu-
dem weitere Faktoren. Zum einen storen haufig Coelutionen, die mittels (1D-)GC-MS oft nicht
ausreichend minimiert werden kénnen.' Zum anderen sind die Massenspektren der Sesqui-
terpen-Kohlenwasserstoffe teils sehr ahnlich.*>Y Dariiber hinaus liegen die Konzentrationen
der Analyten im Spurenbereich (ug/kg), was entsprechende Anreicherungs- bzw. Extraktions-
methoden und empfindliche Messsysteme erfordert.52

Zur Biosynthese von Sesquiterpenen sind die aktivierten Cs-Monomeren IPP und DMAPP er-
forderlich, welche sowohl Uber den cytosolischen MVA- als auch Uber den plastididren
DOXP/MEP-Weg im Exokarp der Weinbeere gebildet werden.*1% Die anschlieRende enzyma-
tische Generierung des acyclischen Oligoprenylpyrophosphats FPP, dass als Sesquiterpen-
vorlaufer fungiert, erfolgt im Cytosol.'*®! Das Enzym FPP-Synthase, eine Prenyltransferase,
katalysiert die Bildung dieses Cis-Kohlenwasserstoffs, der aus zwei Aquivalenten IPP sowie
einem Aquivalent DMAPP aufgebaut ist.*>l In Weinbeeren stehen im Cytosol sowohl cytoso-
lische als auch plastidiare IPP/DMAPP-Molekiile zur Biosynthese von FPP zur Verfigung, was
auf die Existenz eines entsprechend von den Plastiden zum Cytosol gerichteten Transports
deutet.!1% Die Umwandlung von FPP in Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe erfolgt mittels
Sesquiterpensynthasen bzw. -cyclasen tber Carbokation-Intermediate in komplexen Reakti-
onskaskaden.%® Haufig katalysiert dabei ein einziges Enzym die Bildung mehrerer Sesquiter-
pene.[29

Wahrend die Bildungswege bis hin zum FPP weitgehend erforscht sind, ist die Aufklarung
dieser mehrstufigen Reaktionsmechanismen zur Generierung der Sesquiterpen-Kohlenwas-
serstoffe in V. vinifera L. bisher sehr liickenhaft. In vielen Fallen sind die vorgeschlagenen
Mechanismen nicht durch Stabilisotopen-Markierungsstudien bestétigt worden oder die Reak-
tionswege ganzlich unbekannt.

Ziel der nachfolgenden Studie war es deshalb durch Markierungsexperimente und HS-SPME—
GCxGC-TOF-MS Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe des Weinbeeren-Stoffwechsels eindeu-
tig zu identifizieren und die Mechanismen zur Bildung dieser Analyten in V. vinifera zu unter-

suchen.
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2.1.2 Zusammenfassung

In dieser Studie wurden Markierungsversuche am Exokarp reifer Weinbeeren zur Analyse
strukturell komplexer Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe durchgefuhrt. Die Messung der Pro-
ben mittels HS-SPME-GCxGC-TOF-MS ermoglichte dabei sowohl eine eindeutige Identifi-
zierung der Analyten, als auch die Untersuchung der beteiligten Reaktionsmechanismen.
Durchgefuhrt wurden die Analysen exemplarisch an lesereifen Weinbeeren der terpenreichen
Rebsorte Lemberger* (Vitis vinifera subsp. vinifera).

Zur Umsetzung der Markierungsexperimente wurde das isolierte Exokarp der Weinbeeren mit
einer wassrigen LOsung eines stabilisotopenmarkierten Préakursors inkubiert. Verabreicht
wurde den Beerenhauten [6,6,6-’Hs]-(+)-Mevalonolacton (ds-MVL, 33) oder [5,5-?H;]-1-Des-
oxy-D-xylulose (d>-DOX, 34). Die Vorlauferverbindung ds-MVL wurde nach Umwandlung zu
[6,6,6-2H3]-Mevalonsaure (d:-MVA, 35) Uber den cytosolischen MVA-Weg verstoffwechselt.
Bei maximalem Deuteriumeinbau entstanden dreifach deuterierte IPP/DMAPP-Molekile
(36,37), aus denen im Anschluss do-FPP (38) als Sesquiterpenvorlaufer biosynthetisiert wurde
(Abbildung 9A). Im Gegensatz dazu wurde 34 nach Phosphorylierung zu [5,5-2H;]-1-Desoxy-
D-xylulose-5-phosphat (d>-DOXP, 39) uber den plastidiaren DOXP/MEP-Weg metabolisiert.
Auf diese Weise wurden maximal zweifach deuterierte IPP/DMAPP-Molekile generiert
(40,41), die in der Folge zu de-FPP (42) umgewandelt wurden (Abbildung 9B). Die Verstoff-
wechselung der deuterierten FPP-Molekiile durch die traubeneigenen Synthasen bzw. Cycla-
sen fuihrte, abhéngig von den Reaktionsmechanismen, zu entsprechend markierten Sesqui-

terpen-Kohlenwasserstoffen.
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Abb. 9: Markierungsexperimente zur Analyse von Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen.
ds-MVL (33), d2-DOX (34), ds-MVA (35), ds-IPP (36), ds-DMAPP (37), do-FPP (38), d2-DOXP (39), d2-
IPP (40), d2-DMAPP (41), de-FPP (42).

4 Die Rebsorte Lemberger wird auch Blauer Limberger oder Blaufrankisch genannt.
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Die Anreicherung, Extraktion und Analyse der gebildeten Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe
erfolgte anschlieRend durch HS-SPME-GCxGC-TOF-MS, wodurch Messungen im Spuren-
bereich erméglicht und Coelutionen minimiert werden konnten. Die Biosynthese der nachge-
wiesenen Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe erfolgte via Carbokationen und Germacren-Inter-

mediaten, wie Abbildung 10 ausgehend von ds-MVL (33) zeigt.
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Abb. 10: Bildung markierter Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe nach ds-MVL-Applikation.
ds-MVL (33), do-FPP (38), de-Farnesyl-Kation (43), de-trans-Humulyl-Kation (44), de-(S)-Germacradie-
nyl-Kation (45), de-Germacren C (46), de-Germacren A (47), do-(E,E)-Germacren B (48), ds-(S)-(-)-Ger-
macren D (49), ds-(R)-(+)-Germacren D (50).

Anhand der aufgenommenen Massenspektren der genuinen (unmarkierten) Analyten und ih-
ren maximal deuterierten Isotopologen konnten mogliche Reaktionsmechanismen vorgeschla-
gen und die Substanzen eindeutig identifiziert werden. Basierend auf den Markierungsmustern
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Bildung der tricyclischen Sesquiterpen-Koh-
lenwasserstoffe a-Copaen und B-Copaen in V. vinifera Gber das Intermediat (S)-(-)-Germa-
cren D (49) verlauft, wohingegen ihre Stereoisomere a-Ylangen und B-Ylangen tber (R)-(+)-
Germacren D (50) generiert werden. Die Bestatigung der vorgeschlagenen Syntheserouten,
erfolgte durch analoge Markierungsversuche mittels d.-DOX.

Insgesamt konnten 25 Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe aus dem Exokarp reifer Lemberger-
Weinbeeren eindeutig identifiziert und fur 20 dieser Verbindungen Reaktionsmechanismen

postuliert werden.
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Abstract

Sesquiterpenes are structurally diverse, potent flavoring substances that significantly influence the aroma profile of grapes (Vitis
vinifera L.) at the time of physiological ripening. To investigate these natural compounds, freshly harvested, ripe berries of the red
wine variety Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera L.) were analyzed using comprehensive two-dimensional gas chromatogra-
phy (GCXGC) coupled to a time-of-flight mass spectrometer (TOF-MS) after headspace-solid phase microextraction (HS-SPME).
The identification of structurally complex natural compounds, such as sesquiterpenes from fruits and vegetables, is often reported
as “tentative”, as authentic standards are not commercially available for most of the analytes. For this reason, feeding experiments
(in vivo labeling) were carried out using the stable isotope-labeled precursors [5,5-2H,]-1-deoxy-p-xylulose (dp-DOX) and [6,6,6-
2H;]-(+)-mevalonolactone (d3-MVL) to clearly identify the volatiles. Based on the recorded mass spectra of the unlabeled and
deuterated compounds, mechanisms for sesquiterpene formation in V. vinifera could be proposed and already known pathways
could be confirmed or disproved. For example, the HS-SPME-GCXGC-TOF-MS measurements of fed sample material showed
that the tricyclic sesquiterpene hydrocarbons a-copaene, f-copaene, a-cubebene, f-cubebene and the bicyclic d-cadinene were

biosynthesized via (S)-(—)-germacrene D rather than via (R)-(+)-germacrene D as intermediate.

Introduction
The aroma profile of grape berries at the time of physiological  sesquiterpenes [1,2]. Sesquiterpenes form a structurally diverse
ripening is very complex and significantly influenced by potent  subgroup of terpenes consisting of three isoprene units [3].

flavoring substances of isoprenoid origin like mono- and Since the bicyclic sesquiterpene ketone rotundone was
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identified for the first time in 2008 as a key aromatic substance
for the peppery aroma of the red wine variety Shiraz,
sesquiterpenes have increasingly been in the focus of wine

research [4].

It is known that these natural products are synthesized in Vitis
vinifera L. via the mevalonate-dependent biosynthesis pathway
(MVA) localized in the cytoplasm as well as via the meval-
onate-independent 1-deoxy-p-xylulose 5-phosphate/2-C-
methyl-p-erythritol 4-phosphate metabolic pathway (DOXP/
MEP) localized in plastids [5]. In the MVA pathway, which
was first described in yeast and animals, mevalonic acid (MVA)
is formed from acetyl-CoA and converted into the products
isopentenyl pyrophosphate (IPP) and dimethylallyl pyrophos-
phate (DMAPP), which can further react to farnesyl pyrophos-
phate (FPP, C5) [6]. It was not until the end of the 1980s that
the alternative DOXP/MEP pathway, which also leads to the
formation of DMAPP and IPP, was discovered in a study
focused on hopanoids [7]. Today it is known that the sesquiter-
penes in Vitis vinifera are formed from FPP whose biosynthesis
relies on both, the DOXP/MEP and the MVA pathway, and that
they specifically accumulate in the wax layer of the berry
exocarp [8]. The biosynthesis of the diverse sesquiterpene struc-
tures in V. vinifera is, however, still largely unexplored, espe-
cially with respect to the cyclization mechanisms. Studies by
Steele et al., Biillow et al., Martin et al. and theoretical studies
by Tantillo show the complexity of the various cyclization reac-
tions [9-12].

In order to analyze the biosynthetic pathways of sesquiterpene
hydrocarbons in grape berries, a method was developed by us
using comprehensive two-dimensional gas chromatography
(GCxGC) coupled to a time-of-flight mass spectrometer
(TOF-MS) after headspace-solid phase microextraction (HS-
SPME).

The comprehensive two-dimensional gas chromatography first
demonstrated on an oil sample in 1991 is suitable for the analy-
sis of highly complex samples [13]. Using GCXGC, all analytes
of a sample can be separated on two different capillary separa-
tion columns of different selectivity, resulting in optimized
resolution. Increased resolution makes coelutions less likely and
minimizes chromatographic noise. In addition, modulator-con-
trolled focusing effects favor the detection of analytes in the
trace range. Furthermore, GCXGC is used to obtain structured
chromatograms, i.e., compounds of common structure classes
are grouped. The coupling of comprehensive two-dimensional
gas chromatography with mass spectrometry as the “third
dimension” also provides important information for substance
identification. The combination of these advantages makes the
GCXGC one of the most powerful separation methods for the
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chemical analysis of organic compounds in complex matrices
[14]. The efficiency of this modern analysis technology has
recently been demonstrated using different types of wine in

nontarget screenings [15-17].

In our work, we have combined the advantages of multidimen-
sional gas chromatography with those of in vivo labeling. In
vivo labeling makes it possible to identify compounds for which
authentic standards are not commercially available, which
applies to the majority of compounds found in plant foods [18].
We performed feeding experiments on isolated exocarp of
freshly harvested grapes (Vitis vinifera L.) using the stable
isotope-labeled precursors [5,5-2H,]-1-deoxy-p-xylulose (d5-
DOX) and [6,6,6—2H3]—(i)—mevalonolactone (d3-MVL) to un-
ambiguously identify sesquiterpene hydrocarbons. Based on the
obtained mass spectra of the genuine and deuterated com-
pounds, multistage cyclisation reactions in the course of
sesquiterpene biosynthesis could be substantiated for the first

time for several structural classes in V. vinifera.

Results and Discussion

The HS-SPME-GCXxGC-TOF-MS analysis of the grape variety
Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera, clone 1Gm, isolated
exocarp) showed the presence of several hundred components.
Twenty-five of these compounds were unequivocally identified
as sesquiterpene hydrocarbons (Figure 1).

Deuterium-labeled compounds eluted earlier than the unlabeled
analogues (Figure 3). This is due to the inverse isotope effect
described by Matucha et al. which results in the gas chromato-
graphic separation of isotopologic substances [28]. In the
following, the fully deuterium-labeled compounds are exam-
ined and their possible biosynthesis pathways described. How-
ever, it was also possible to detect the peaks of the partially
labeled sesquiterpenes, as Supporting Information File 2 shows

using compound 10 as an example.

Sesquiterpene biosynthesis

Biosynthesis of sesquiterpene hydrocarbons
via (S)-(-)-germacrene D

The biosynthetic pathways for the formation of d-cadinene,
a-copaene, f-copaene, a-cubebene and B-cubebene via germa-
crene D in the legume Medicago truncatula have been previ-
ously reported by Boland and Garms [29].

The formation of the mentioned sesquiterpenes could a priori
take place via farnesyl pyrophosphate (FPP) as well as via (S)-
and (R)-nerolidyl pyrophosphate (NPP) (Scheme 1).

Both enantiomers of NPP are possible as intermediates of
terpene biosynthesis, since the absolute configurations of their
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Figure 1: Contour plot of a HS-SPME-GCxGC-TOF-MS chromatogram (TIC) demonstrating the separation of volatile compounds isolated from the
headspace of grape berries of the red wine variety Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera, clone 1Gm, exocarp). 'tg (X-axis) corresponds to the
retention time on the primary column and 2t (Y-axis) to the retention time on the secondary column. The color gradient reflects the intensity of the
TOF-MS signal on a white background from low (violet) to high (red). Numbers at peaks refer to compound numbers as defined in Figure 2 and
Table 1. The area framed in red including the volatile compounds numbered 10, 3 and 5 is enlarged in Figure 3.

Table 1: Sesquiterpene hydrocarbons identified in headspace of Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera, clone 1Gm, exocarp).

compound? b I (lit.)e identificationd/verification®
a-cubebene (10) 1467 1460 [19] ms (874, 882), ri, d>-DOX, d3-MVL
6-elemene (3) 1478 1479 [20] ms (859, 864), ri, n.d.f, d3-MVL
a-ylangene (5) 1497 1483 [21] ms (860, 877), ri, do-DOX, d3-MVL
a-copaene (7) 1505 1496 [19] ms (865, 872), ri, d>-DOX, d3-MVL
B-bourbonene (9) 1532 1519 [19] ms (853, 863), ri, d>-DOX, d3-MVL
B-cubebene (11) 1549 1537 [19] ms (869, 883), ri, d>-DOX, d3-MVL
B-ylangene (6) 1588 1568 [19] ms (852, 856), ri, d>-DOX, d3-MVL
B-elemene (1) 1598 1592 [22] ms (903, 906), ri, n.d.f, dz-MVL
a-guaiene (18) 1600 1591 [23] ms (871, 892), ri, d>-DOX, d3-MVL
B-copaene (8) 1605 1598 [24] ms (847, 856), ri, d>-DOX, d3-MVL
(E)-B-caryophyllene (17) 1612 1604 [25] ms (928, 939), ri, d>-DOX, d3-MVL
guaia-6,9-diene (19) 1618 n.a.g ms (824, 833), d>-DOX, d3-MVL
y-elemene (2) 1646 1650 [20] ms (864, 882), ri, d>-DOX, d3-MVL
a-humulene (4) 1685 1690 [20] ms (888, 906), ri, d>-DOX, d3-MVL
d-selinene (15) 1705 n.a.9g ms (841, 887), n.d.f, d3-MVL
(+)-valencene (12) 1736 1731 [26] ms (884, 904), ri, dp-DOX, std, n.d.h
d-cadinene (14) 1769 1770 [20] ms (858, 900), ri, d>-DOX, d3-MVL
y-cadinene (13) 1774 1760 [23] ms (852, 881), ri, d>-DOX, d3-MVL
selina-3,7(11)-diene (16) 1796 1778 [27] ms (872, 881), ri, n.d.f, d3-MVL
calamenene (isomer) (23) 1845 1837 [27] ms (786, 814), ri, n.d.f, dz-MVL
o-calacorene (21) 1929 1919 [27] ms (746, 854), ri, n.d.f, dz-MVL
B-calacorene (22) 1971 1939 [25] ms (836, 898), ri, n.d.f, dz-MVL
a-corocalene (24) 2073 n.a.9 ms (864, 882), n.d.f, d3-MVL
cadalene (25) 2237 2231 [21] ms (869, 880), ri, n.d.f, dz-MVL
guaiazulene (20) 2417 n.a.g ms (872, 880), n.d.f, std, dz-MVL

aynidentified compounds are not listed. PRetention index / on a DB-WAX Ultra Inert column. SRetention index data from literature. 9Compound identi-
fication is based on matching mass spectrum to a library spectrum (ms, match factor and reverse match factor given in brackets, identical mass spec-
tra would produce a match factor of 1000), identical or closely matching retention index (ri) and comparison to a commercially available standard com-
pound (std). ®Verification of the found sesquiterpene hydrocarbons was carried out by in vivo labeling with [5,5-2Hy]-1-deoxy-b-xylulose (d2-DOX) and
[6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d3-MVL) as stable isotope-labeled precursors. fThe compound could not be detected in do-DOX feeding experi-
ments or the mass spectra could not be evaluated. 9Retention index data on a WAX column were not available. "The compound could not be
detected in d3-MVL feeding experiments or the mass spectra could not be evaluated.
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Figure 2: Sesquiterpene hydrocarbons found in the headspace of Lemberger (Vitis vinifera subsp. vinifera, clone 1Gm, exocarp). 1-4, monocyclic

sesquiterpenes; 5-11, tricyclic sesquiterpenes; 12-25, bicyclic sesquiterpenes; 2025, aromatic sesquiterpenes. The identified compounds are
grouped according to the type of sesquiterpene skeleton.

products from Vitis vinifera L. are unknown and the subsequent
cyclisation reactions can be explained by the enantiomers of
germacrene D [30,31].

In order to investigate whether the formation of d-cadinene,
a-copaene, B-copaene, a-cubebene and B-cubebene occurs via
the intermediate farnesyl pyrophosphate (FPP) or via nerolidyl
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Figure 3: Detailed part of the two-dimensional contour plot (Figure 1) to demonstrate the result of a successful feeding experiment after administra-
tion of the stable isotope-labeled precursor [6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d3-MVL) to isolated exocarp of grape berries (Lemberger cultivar). The
regions labeled with the numbers 10, 3 and 5 correspond to the genuine sesquiterpene hydrocarbons as defined in Table 1. 10a (dg), 3a (dg) and 5a
(dg) are the isotopologues with the highest, possible incorporation of deuterium when d3-MVL is used as precursor (the maximum possible number of
deuterium atoms incorporated is given in brackets). The 3D view of the chromatogram section shown can be found in Supporting Information File 1.
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Scheme 1: First steps towards the formation of sesquiterpenes. The
(S)-germacradienyl cation can be formed from FPP or NPP. The
subsequent formation of sesquiterpene hydrocarbons via (S)- and (R)-
germacrene D has not yet been clarified.

pyrophosphate (NPP), feeding experiments were carried out
using the stable isotope-labeled precursor [6,6,6-2Hz]-(%)-
mevalonolactone (d3-MVL, Scheme 2).

As shown in Scheme 2, a maximum incorporation of 8
deuterium atoms was found for the sesquiterpene hydrocarbons,
which excludes formation via NPP. Furthermore, these results
support the formation of germacrene D, in which the ninth

deuterium atom is already missing.

Whether the above-mentioned sesquiterpenes are formed via
(S)-(—)-germacrene D or (R)-(+)-germacrene D was investigat-
ed by feeding experiments using the precursor [5,5-2H,]-1-
deoxy-p-xylulose (d>-DOX, Scheme 3).

Indeed, in Lemberger (R)-(+)-germacrene D and (S)-(—)-germa-
crene D are detectable in grape berry exocarp as shown by en-
antioselective analysis [5,32]. In 1999 Schmidt et al. were able
to show that the enantiomers of germacrene D are formed via
two different H-transfer pathways in Solidago canadensis. (S)-
(—)-Germacrene D is generated by a cyclization reaction, that
includes a 1,3-hydride shift as opposed to the cyclization reac-
tion of (R)-(+)-germacrene D, that includes two consecutive
1,2-hydride shifts [33].

In all terpenes in Scheme 3, TOF-EIMS measurements showed
that a deuterium atom is located in the isopropyl group. This
can be explained by the assumption that in Vitis vinifera L. all
sesquiterpenes are formed via the (S)-germacradienyl cation,
which has already been shown for Solidago canadensis. The
subsequent reactions of the (S)-germacradienyl cation to (S)-
(—)-germacrene D and (R)-(+)-germacrene D have already been
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Scheme 2: Possible biosynthetic pathways of the sesquiterpene hydrocarbons dg-a-copaene, dg-B-copaene, dg-a-cubebene, dg-B-cubebene and
dg-0-cadinene. As a stable isotope-labeled precursor, d3-MVL was added to isolated exocarp of ripe grapes of the Lemberger grape variety.

described above. In the case of the formation of d-cadinene,
a-copaene, ff-copaene, a-cubebene and f-cubebene, further
cyclization takes place only from (S5)-(—)-germacrene D, from
which the absolute configuration of these substances can be
derived.

While the detected labeling patterns in our feeding experiments
are in full agreement with the 1,3-hydride shift pathway, the
cloning and functional characterization of the corresponding
synthase as a final proof is yet missing. In the following, the

sesquiterpene hydrocarbon a-cubebene is used as an example to
illustrate our interpretations in more detail (Figure 4).

Genuine (dy) a-cubebene has a molecular ion peak [M]*" at
m/z = 204 (Figure 4, upper mass spectrum, marked red). The
signal with m/z = 161 [M]* corresponds to the fragment after

abstraction of the isopropyl group (marked blue).

Feeding experiments using d>-DOX showed that according to
the biosynthesis pathway demonstrated in Scheme 3, a

1950



40

[5,5-2H,]-1-deoxy-D-xylulose

|

Beilstein J. Org. Chem. 2019, 15, 1945-1961.

[10,1] D D
DD | D D | D D - closure D D
N N N = pyrophosphate -
oPP loss @11 Ds‘ S

dg-farnesyl pyrophosphate (dg-FPP)

10

D_ D D_ D D_ D
X A +H* .
D @ D ) D =
D iD D iD D i{D
PR PR
D D
[1.6]
closure
HB D 1.2-Hshift

[1,10]

:55

|

D

[5,10]
closure

dg-d-cadinene

dg-p-copaene

dg-a-copaene

dg-(S)-germacradienyl cation

1,3-H-shift
[6,11]

1,2-H-shift
[7,11]

1,2-D~shift
[6,7]

D

de-(R)-(+)-germacrene D

i

dg-3-cadinene
dg-a-copaene
dg-B-copaene
dg-a-cubebene
dg-B-cubebene

dg-p-cubebene

Scheme 3: Mechanistic rationale for the generation of the sesquiterpene hydrocarbons &-cadinene (14), a-copaene (7), B-copaene (8), a-cubebene
(10) and B-cubebene (11) via (S)-(-)-germacrene D after feeding isolated exocarp of grapes using the stable isotope-labeled precursor [5,5-2Hy]-1-

deoxy-b-xylulose (d2-DOX).

maximum of 6 deuterium atoms are incorporated into
a-cubebene. The presence of dg-a-cubebene could be con-
firmed by mass spectrometry as the isotopologue with the
highest, possible incorporation of deuterium when d>-DOX was
used as a precursor. The molecular ion peak [M]™* of dg-a-
cubebene therefore has a mass-to-charge ratio of 210. The
abstraction of a single deuterated isopropyl group leads to the
fragment with m/z = 166. At this point it becomes obvious why
it can be assumed that the tricyclic sesquiterpene hydrocarbon

a-cubebene is synthesized via (S)-(—)-germacrene D and not

via (R)-(+)-germacrene D. Assuming the biosynthesis of
a-cubebene takes place via (R)-(+)-germacrene D, the iso-
propyl group of the molecule would not be deuterated and, ther-
fore, after abstraction of the isopropyl group, the signal with

m/z = 167 would dominate, which is not the case.

In the course of the biosynthesis of a-cubebene after feeding
with d3-MVL as precursor, a deuterium atom is abstracted, re-
sulting in dg-a-cubebene [M]** with m/z = 212 as highly labeled
isotopologue (Figure 4, lower mass spectrum).

1951



4

100% -
75%
50% A m/z =1
25% A
0% -
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
m/z
166 QY
100% — 121
75% A D 83
50% { 4 miz =16
25%
0%
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
m/z
166  cp, D
100% e @\@
de £ W
75% A
50% m/z = 166
-
94
83 212
o5% | 41587
0%

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
m/z

1

Beilstein J. Org. Chem. 2019, 15, 1945-1961.

- CsHy
- @ -
Am/z =43 AT -0
61 & :H
P
dg-c-cubebene
MW 204
DD +
- C3HgD'
D ® =
Am/z = 44 XD
D @)
6 T~
D
dg-a-cubebene
MW 210
CD, b CD; *
- C3H4D5 D
- . @ H =— D
Am/z = 46 5 :
I :H H D
D,C” > D,C7 >

dg-a-cubebene
MW 212

Figure 4: MS spectra of genuine (dp) and deuterium-labeled (dg and dg) a-cubebene (left panel) after administration of [5,5-2Ho]-1 -deoxy-b-xylulose
(d2-DOX) and [6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d3-MVL) to isolated exocarp of grape berries (Lemberger cultivar). Expected labeling patterns are

depicted for a-cubebene (right panel).

Biosynthesis of sesquiterpene hydrocarbons
via (R)-(+)-germacrene D

Lodewyk, Gutta and Tantillo postulated an a-ylangene-forming
carbocation cascade based on computer calculations [34].
Tantillo and co-workers showed that germacrene D does not
have to be involved in the formation of a-ylangene due to
carbocation energetics. However, according to our results the
formation of this tricyclic sesquiterpene hydrocarbon and its
isomer B-ylangene occurs via the intermediate (R)-(+)-germa-
crene D (Scheme 4), which can, indeed, be detected by enantio-

selective GC in ripening Lemberger berries [5].

The MS spectra and the expected labeling patterns of genuine
(A) and deuterium-labeled dg-o-ylangene (C) after feeding ex-
periments with d,-DOX are shown in Figure 5.

Figure 5B shows that after feeding experiments with d3-MVL a
maximum of 8 deuterium atoms are incorporated into a-ylan-
gene, so that a molecular ion peak [M]** with m/z = 212 is
detected. After abstraction of the triple deuterated isopropyl
group, the fragment ion is formed with m/z = 166. According to
the computer simulation of Lodewyk, Gutta and Tantillo, dg-a-
ylangene with m/z = 213 should have been detected after in vivo
labeling using [6,6,6—2H3]—(i)—mevalonolactone (d3-MVL) as
precursor. At this point it should be mentioned that biosyn-
thetic pathways in organisms can differ and computational
studies only bear on the intrinsic energetics of possible carboca-

tions.

Furthermore, it is possible that y-cadinene is formed via (R)-
(+)-germacrene D. Yoshihara et al. showed that isolated germa-
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Scheme 4: Putative formation pathways of the sesquiterpene hydrocarbons a-ylangene (5

), B-ylangene (6), B-bourbonene (9) and y-cadinene (13)

via (R)-(+)-germacrene D after feeding experiments using [6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d3 MVL).

crene D reacts to f-bourbonene by irradiation with intense UV
light (Hg lamp) [35]. However, the formation of -bourbonene
in plant cells by this photoinduced [2 + 2]-cycloaddition is very
unlikely. The biosynthesis of B-bourbonene can be performed
by cationic cyclization, as shown in Scheme 4.

A total of 5 bicyclic, aromatic sesquiterpene hydrocarbons
(21-25) with a cadinane skeleton were found in exocarp of the
grape variety Lemberger, whose identity were confirmed by

feeding experiments (Figure 6).

The biosynthesis of the five aromatic sesquiterpene hydro-
carbons mentioned is still unknown, but we were able to deter-

mine the isotopologues with the highest, possible incorporation

of deuterium when d3-MVL is used as precursor.

Figure 7 shows the mass spectrum of genuine (dg) and
deuterium-labeled (dg) calamenene (isomer) as well as a-cala-
corene.

Biosynthesis of sesquiterpene hydrocarbons
via germacrene A

Faraldos et al. showed that f-elemene is formed by Cope rear-
rangement when a solution of germacrene A in toluene is
heated at reflux [36]. The formation of elemenes requires tem-
peratures >100 °C, so that this reaction cannot take place in the
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cell, but it must be assumed that these are artifacts of the GC
analysis [37]. Nevertheless, elemenes indicate the presence of
the corresponding germacrene, as shown by the example of

B-elemene and germacrene A (Figure 8 and Scheme 5).

The biosynthesis pathway postulated by Steele et al. for the for-
mation of a-guaiene could also be confirmed [9]. The 2D sepa-
ration of the sesquiterpene hydrocarbons f-elemene and
a-guaiene can be found in Supporting Information File 3.
Tantillo suggested the synthesis of (+)-valencene from germa-
crene A [11]. This biosynthetic pathway could also be con-
firmed by feeding experiments.

The formation of the three aforementioned sesquiterpene hydro-
carbons takes place without deuterium loss, so that with the use
of d3-MVL as precursor (Scheme 5) nine deuterium atoms
and with the use of d,-DOX six deuterium atoms were incorpo-
rated at most. This data indicates that the biosynthesis of
B-elemene, (+)-valencene and a-guaiene is achieved via germa-
crene A.

Biosynthesis of sesquiterpene hydrocarbons
via (E,E)-germacrene B

The mechanisms proposed by Steele et al. for the formation of
selina-3,7(11)-diene and y-elemene via (E,E)-germacrene B are
consistent with our results (Scheme 6) [9]. In Figure 9 the re-
corded mass spectra of dy-y-elemene and dg-y-elemene are

shown as examples.

Biosynthesis of guaiazulene, d-elemene,
guaia-6,9-diene and d-selinene

The formation of the aromatic sesquiterpene guaiazulene is still
unknown. Our feeding experiments with the precursor d3-MVL

D3C/\ H

dg-calamenene (isomer)

Figure 6: Expected labeling patterns of deuterium-labeled, aromatic sesquiterpenes after administration of [6,6,6-2Hg]-(+)-mevalonolactone (dlz-MVL)

to isolated exocarp of grape berries (Lemberger cultivar).

D3C/\ H
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Figure 8: MS spectra and expected labeling patterns of genuine (dp)
and deuterium-labeled (dg) B-elemene after feeding experiments of
grape berry exocarp using d3-MVL.

show that no deuterium loss is to be expected during the biosyn-
thesis of guaiazulene in grapes, and that a maximum of 9

deuterium atoms are incorporated into guaiazulene (Figure 10).

The biosynthesis of guaiazulene could be performed via germa-
crene C (Scheme 7).

It is conceivable that double bonds are introduced by desat-
urases in multistage reactions to form the aromatic compound
guaiazulene. The participation of desaturases in the formation
of aromatic terpenes was already described in 1978 by Poulose
et al. explaining the conversion of y-terpinene to p-cymene [38].

May described the formation of 8-elemene from germacrene C
via Cope rearrangement [32]. Considering that high tempera-
tures are required for this reaction, our results also indicate that
d-elemene may be formed from germacrene C. The mecha-
nisms described by Steele et al. for the formation of guaia-6,9-
diene and d-selinene via germacrene C could also be confirmed
by feeding experiments (Scheme 7) [9].

Biosynthesis of (E)-B-caryophyllene and
o-humulene

The biosynthetic pathway postulated by Boland and Garms for
the formation of (E)-B-caryophyllene from farnesyl pyrophos-

phate (FPP) is consistent with our feeding experiments
(Scheme 8) [29].

The incorporation of deuterium atoms into (E)-fB-caryophyllene

during biosynthesis is shown by the following mass spectra
(Figure 11).
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Figure 10: MS spectra and expected labeling patterns of genuine (dp)
and deuterium-labeled (dg) guaiazulene after feeding experiments of
grape berry exocarp using [6,6,6-2Hg]-()-mevalonolactone.
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The assumed biosynthetic pathway for the formation of (E)-f3-
caryophyllene after administration of the precursor [6,6,6-2H3]-
(£)-mevalonolactone (d3-MVL) can be found in Supporting
Information File 4.

Steele et al. described the formation of a-humulene via a trans-
humulyl cation [9]. This metabolic pathway could also be con-
firmed by feeding experiments.

Conclusion

In summary, 25 sesquiterpene hydrocarbons were found in the
exocarp of ripe grapes (Vitis vinifera L.) of the red wine variety
Lemberger. The unequivocal identification of these structurally
complex natural compounds was performed by combining
multidimensional gas chromatography with in vivo labeling

using the stable isotope-labeled precursors [5,5-2H,]-1-deoxy-
p-xylulose (d,-DOX) and [6,6,6—2H3]—(i)—mevalonolactone (d5-
MVL). Based on the recorded mass spectra of genuine
sesquiterpene hydrocarbons and their deuterated analogs, the
respective labeling patterns were deduced. Subsequently, it was
examined whether the multistage cyclization reactions for the
formation of sesquiterpene hydrocarbons postulated so far are
consistent with our data. Contrary to previous assumptions, it
could be shown that the tricyclic compounds a-copaene and
B-copaene may be biosynthesized via (S)-(—)-germacrene D,
whereas their stereoisomers a-ylangene and f-ylangene are
formed via (R)-(+)-germacrene D. Furthermore, our results
showed that the isomeric compounds a-cubebene and
B-cubebene are also formed via (S)-(—)-germacrene D. In addi-
tion, 6 aromatic sesquiterpene hydrocarbons from the head-
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Figure 11: MS spectra and expected labeling patterns of do-(E)-B-
caryophyllene and dg-(E)-B-caryophyllene after successful administra-
tion of d>-DOX to isolated exocarp of grapes of the red wine variety
Lemberger.

space of grape berry exocarp of the red wine variety Lemberger
were confirmed by in vivo labeling.

Experimental

Plant material

Ripe grape berries of the red wine variety Lemberger also
called Blauer Limberger (Vitis vinifera subsp. vinifera, clone
1Gm) from the Hochschule Geisenheim University (Geisen-
heim, HE, Germany), harvested at the beginning of September
2018, were analyzed. The grapes were transported directly after
the harvest to the University of Bonn (Bonn, NW, Germany) for
sample preparation.

Chemicals

The sesquiterpene biosynthesis precursor [3,5-2H;]-1-deoxy-p-
xylulose (d,-DOX) was synthesized according to Meyer et al.
[39], while [6,6,6-2H3]-(¥)-mevalonolactone (d3-MVL) was
purchased from C/D/N Isotopes Inc. (Pointe-Claire, Quebec,
Canada). Retention indices were calculated using a C7—Csg
saturated alkanes standard solution obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A)).

The analytical standard (+)-valencene (purity: 80.0%) was also
acquired by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.). Guaiazu-
lene (purity: 99.8%) was purchased from Alfa Aesar (Ward
Hill, MA, U.S.A.). Water for dilutions was purified using a
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Milli-Q water purification system (Merck Millipore, Billerica,
MA, U.S.A.). Parafilm® M was purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, U.S.A.) to seal the sample vials to prevent the

possible evaporation of volatile analytes.

SPME-Fiber

A divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/
PDMS, 50/30 pum) SPME fiber from Supelco (Bellefonte, PA,
U.S.A.) was used.

Sample preparation

Sample preparation was based on a slightly modified method
described by May, Lange and Wiist [5]. The exocarp of freshly
harvested grapes was isolated with a scalpel. One hundred uL.
of a 0.1% d3-MVL solution were pipetted into a 10 mL head-
space vial and the isolated exocarp was inserted into the solu-
tion using tweezers. Similarly, the isolated exocarps of wineber-
ries were placed in 100 uL of a 0.1% d,-DOX solution. The
filled 10 mL headspace vials were closed with screw cap,
septum and parafilm. The fed sample material was incubated at
room temperature for exactly 48 hours. Subsequently, the sam-
ples were stored at —20 °C until measurement. The SPME ex-
traction conditions were based on a slightly modified method
described by Welke et al. [17]. Prior to SPME extraction, the
samples were held at an incubation temperature of 45 °C for
10 min without stirring. The extraction was carried out at 45 °C
for 30 min. After sampling the headspace using a mixed fiber,
the volatile and semi-volatile compounds were desorbed in the
GC inlet at 250 °C for 5 min. In order to avoid carryover, the
fiber was reconditioned for 15 min at 250 °C prior to each anal-
ysis. No sample carryover was observed.

GCxGC-TOF-MS analysis

All chromatographic separations were performed by using an
Agilent 7890B gas chromatograph (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, U.S.A.) equipped with a liquid nitrogen
cryogenic modulator (Consumable-Free ZX2 thermal modu-
lator) coupled to a time-of-flight mass spectrometer (Markes
International Ltd, Llantrisant, RCT, UK). Liquid nitrogen was
used for cryofocusing of the analytes eluting from the first
dimension (1D) column, whereas heated air was used for
releasing and reinjecting these compounds onto the second
dimension (2D) column. A modulation period of 5 s and a hot
jet duration of 0.35 s were used. The column set consisted of a
30 m x 0.25 mm i.d. X 0.25 um df DB-WAX Ultra Inert
(Agilent Technologies, Bellefonte, PA, U.S.A.) as a high polar
primary column with poly(ethylene glycol) as stationary phase
coupled toa 1.7 m X 0.10 mm i.d. X 0.10 ym df MEGA-17 MS
FAST (MEGA s.n.c., Legnano, MI, IT) moderately polar
second dimension with poly(50%-phenyl-50%-methylsiloxane)
as stationary phase. The separation was performed using the
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following temperature program: 1D oven ramp: 35 °C (5§ min),
5 °C min~! to 120 °C (0 min), 3 °C min~! to 220 °C (5 min);
2D oven ramp: 60 °C (5 min), 5 °C min~! to 145 °C (0 min),
3 °C min~! to 245 °C (5 min). The injector was operated at
250 °C in the splitless mode. Helium was used as carrier gas at
a constant flow of 1.0 mL min~! and an initial inlet pressure of
166 kPa. The transfer line was maintained at 250 °C and the
analytes were ionized by operating in electron impact (EI) mode
at =70 eV. The ion source temperature was 250 °C and the
detector voltage was set to —2236.8 V. Ions in the mass range
35-250 amu were acquired at a rate of 100 spectra s~!. All sam-

ples were analyzed in triplicate.

Data analysis

Data processing was performed using the software Chrom-
Space (Markes International Ltd, Llantrisant, RCT, UK; version
1.2). First, a dynamic background compensation (dbc) was per-
formed with a peak width of 2 s. The genuine sesquiterpene
hydrocarbons were identified using the NIST Mass Spectral
Search Program (NIST, Gaithersburg, MD, U.S.A.; version 2.2)
by comparing the recorded mass spectra with those of the NIST
database (when available), taking into account the match factors
and reverse match factors. A series of n-alkanes (C7—C3() were
analyzed. The retention times of the measured n-alkanes on the
first GC column were used to calculate the retention indices /
according to the method of Van Den Dool and Kratz for tem-
perature-programmed gas chromatography [40]. Subsequently,
the calculated retention indices of the identified sesquiterpenes
were compared with literature values 7 (lit.). The confirmation
of the found sesquiterpenes was done via the corresponding
deuterium-labeled compounds starting from the precursors
d3-MVL and d,-DOX after incubation.

Supporting Information

Supporting Information File 1

3D view of signals from genuine and deuterated
a-cubebene, a-ylangene and d-elemene after feeding
experiments using d3-MVL.
[https://www.beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-15-190-S1.pdf]

Supporting Information File 2

Extracted ion chromatograms (EIC) of genuine (dy),
partially labeled (dy4, dg) and fully deuterium-labeled (dg)
a-cubebene after administration of
[6,6,6-2H3]-(i)-mevalonolactone (d3-MVL) to isolated
exocarp of grape berries (Lemberger cultivar).
[https://www.beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-15-190-S2.pdf]
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Supporting Information File 3

Enlarged 2D chromatogram showing the separation of
B-elemene, a-guaiene and B-ylangene.

[https://www .beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-15-190-S3.pdf]

Supporting Information File 4

Putative formation pathway of dg-(E)-f-caryophyllene and
dg-a-humulene starting from dg-farnesyl pyrophosphate.
[https://www .beilstein-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-15-190-S4.pdf]
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Figure S1: Section of a surface chart (TIC) of a HS-SPME-GCxGC-TOF-MS
measurement of genuine sesquiterpene hydrocarbons and their deuterated
isotopologues after feeding grape berry exocarp of the grape variety Lemberger with
ds-MVL. The data is displayed in 3D format, so that the signal intensities are
represented in the form of conical signals. Shown are the signals of the two tricyclic
sesquiterpene hydrocarbons a-cubebene (do, 10; ds, 10a) and a-ylangene (do, 5; ds,

5a) as well as the monocyclic compound &-elemene (do, 3; do, 3a).
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Extracted ion chromatograms (EIC) of genuine (dg), partially

labeled (djs, dg) and fully deuterium-labeled (dg) a-cubebene

after administration of [6,6,6-2H3]-(*)-mevalonolactone (ds-
MVL) to isolated exocarp of grape berries (Lemberger cultivar)
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Figure S2: Enlarged sections of a GCxGC chromatogram showing the detected
peaks (blobs) of genuine (do), partially labeled (ds, ds) and fully deuterium-labeled
(ds) a-cubebene after feeding experiments using ds-MVL. The individual contour plots
were obtained by selecting the corresponding mass-to-charge ratios: m/z = 204 (do),
m/z =208 (d4), m/z=210 (de) and m/z=212 (ds). The gas chromatographic
separation of the shown isotopologues is due to the inverse isotope effect, whereby

compounds with higher deuterium incorporation elute earlier.
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Enlarged 2D chromatogram showing the separation of
B-elemene, a-guaiene and B-ylangene
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Figure S3: Enlarged, two-dimensional contour plot after successful administration of
ds-MVL to isolated exocarp of grapes of the red wine variety Lemberger. The regions
labeled with the numbers 6, 18 and 1 correspond to the genuine sesquiterpenes [3-
ylangene, a-guaiene and [-elemene. 6a (ds), 18a (d9) and 1la (d9) are the
isotopologues with the highest, possible incorporation of deuterium when ds-MVL is
used as precursor (the maximum possible number of deuterium atoms incorporated

is given in brackets).
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Scheme S1: Possible formation of the sesquiterpene hydrocarbons ds-(E)-B-
caryophyllene and de-a-humulene in grapes from do-farnesyl pyrophosphate (do-
FPP). The assumed structural formulas of ds-(E)-B-caryophyllene and ds-a-humulene
are based on feeding experiments of isolated exocarp of the grape variety Lemberger

using ds-MVL.
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2.2 Kapitel II: Untersuchung des Einflusses der Weinhefe auf das
Sesquiterpen-Profil wahrend der Vinifikation und Ermittlung potenti-

eller Markersubstanzen

Der Inhalt dieses Kapitels wurde veréffentlicht in:

Koénen, P. P.; Wist, M. Dissecting Sesquiterpene Profiles of Lemberger Red Wines Using Ex
Vivo Tissue Deuterium-Labeling and Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatog-
raphy—Time-of-Flight-Mass Spectrometry. J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 8936-8941.
doi:10.1021/acs.jafc.0c03273
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2.2.1 Einfuhrung

Weinbetrug ist seit langer Zeit ein weit verbreitetes Problem. Der Betrug reicht von verbotenen
Zusatzen bis hin zu irrefiihrender Kennzeichnung.*%¢! Getauscht wird der Verbraucher nicht
selten durch falsche Rebsortenangaben auf dem Etikett einer Weinflasche. Es bedarf daher
Methoden, die eine Rebsortenbestimmung von Weinen anhand sortentypischer Verbindungen
(Marker) ermoglichen.

Sesquiterpene sind vielversprechende Analyten fir diese Aufgabe. Zum einen sind die Sesqui-
terpen-Profile lesereifer Weinbeeren rebsortenspezifisch,*? zum anderen sind Sesquiterpene
nicht nur in Weinbeeren, sondern auch in Weinen vorhanden und mittels moderner Analyse-
verfahren im Spurenbereich nachweisbar.[9127.1201 7y periicksichtigen ist aber, dass Sesqui-
terpene in Weinen nicht ausschlie3lich dem Weinbeeren-Stoffwechsel entstammen. Auch He-
fezellen, die die Umwandlung von Maische bzw. Most in Rot- bzw. WeiRwein durch alkoholi-
sche Garung erst ermdglichen, sind in der Lage Sesquiterpene zu produzieren. Bereits vor 40
Jahren konnte die Bildung von (Z)- und (E)-Nerolidol, sowie (E,E)-Farnesol durch Hefen in
einem simulierten Weinkulturmedium bestehend aus Ethanol, Kaliumhydrogentartrat, Hefe-
Stickstoffbasis, Hefe-Autolysat und Salzsaure nachgewiesen werden.*3!
Sesquiterpencyclasen, die wie im Weinbeeren-Stoffwechsel mehrstufige Cyclisierungskaska-
den katalysieren, kommen im Weinhefen-Stoffwechsel nicht vor. Weinhefen kénnen damit
keine komplexen, cyclischen Sesquiterpene auf enzymatischem Wege generieren. Die Fahig-
keit der Hefezellen zur Bildung einfacher, acyclischer Sesquiterpen-Alkohole konnte dennoch
Einfluss auf das Sesquiterpen-Profil eines Weines haben. Wie in vitro-Experimente zeigten,
konnen Farnesol und Nerolidol ohne Beteiligung von Enzymen saurekatalytisch via Carboka-
tionen in zahlreiche Sesquiterpene umgewandelt werden. 3!

Unbekannt ist bisher, ob das Sesquiterpen-Profil wahrend der Vinifikation durch Nerolidol und
Farnesol, die dem Stoffwechsel der Weinhefen entstammen und anschlie3end s&urekataly-
tisch umgesetzt werden, signifikant verandert wird. Zudem ist nicht erforscht, ob im Wein
Sesquiterpene nachweisbar sind, die eindeutig dem Weinbeeren-Stoffwechsel zugeordnet
werden kénnen und somit als potentielle Rebsortenmarker in Frage kommen. Die Beantwor-
tung dieser Fragen ist essentiell, um den Weg hin zu einer Rebsortenbestimmung von Weinen
anhand sortentypischer, traubeneigener Sesquiterpene zu ermdéglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher mittels Markierungs- und Fermentationsexperimen-
ten den Einfluss des Weinhefe-Stoffwechsels auf das Sesquiterpen-Profil eines Weins zu un-
tersuchen und traubeneigene Sesquiterpene als potentielle Marker der analysierten Rebsorte

Zu ermitteln.
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2.2.2 Zusammenfassung

In diesem Projekt wurde anhand von Markierungsexperimenten und Modellweinen untersucht,
ob der Stoffwechsel von Weinhefen (S. cerevisiae) das Sesquiterpen-Profil wahrend der Wein-
bereitung durch die Generierung der Sesquiterpen-Prakursoren Farnesol und Nerolidol signi-
fikant verandern kann. In Modellweinen der Rebsorte Lemberger (V. vinifera subsp. vinifera)
nachweisbare Sesquiterpene wurden dabei hinsichtlich ihres Ursprungs analysiert und ihre
Eignung als potentielle Rebsortenmarker geprift. AbschlieBend wurden authentische, sorten-
reine Lemberger-Weine unterschiedlicher Jahrgange auf die Anwesenheit dieser potentiellen
Marker hin untersucht.

Zunachst konnte durch Messungen mittels HS-SPME-GCxGC-TOF-MS bestatigt werden,
dass in angeséauerten, wassrigen Lésungen von Farnesol oder Nerolidol zahlreiche sédureka-
talytisch gebildete Sesquiterpene vorhanden sind. Bestétigt werden konnte ebenfalls, dass
Hefen Sesquiterpen-Alkohole generieren. Nach Vergarung eines Ansatzes bestehend aus ei-
nem kommerziell erhéltlichen S. cerevisiae Hefestamm, Hefenahrstoffen, b(+)-Glucose, D(-)-
Fructose und Wasser, konnten Farnesol und Nerolidol! identifiziert werden. DarlUber hinaus
waren a-, mono- und polycyclische Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe nachweisbar, deren
saurekatalytische Bildung aufgrund des durch die Garung entstandenen sauren Milieus
(pH 3,4) ermdglicht wurde.

Zur Untersuchung, ob diese dem Hefe-Stoffwechsel entstammenden Sesquiterpene das trau-
beneigene Sesquiterpen-Profil wahrend der Weinherstellung signifikant verédndern und zur Er-
mittlung potentieller Rebsortenmarker, wurden Mikrovinifikationsexperimente unter Verwen-
dung von ds-MVL-inkubiertem Weinbeeren-Exokarp durchgefihrt. Der Lemberger-Modellwein
wurde aus diesen Beerenh&uten, einem kommerziell erhéltlichen, im Weinbau eingesetzten
S. cerevisiae Hefestamm, Hefenahrstoffen, bD(+)-Glucose, D(-)-Fructose und Wasser herge-
stellt und anschlieBend mittels HS-SPME-GCxGC-TOF-MS analysiert.

Im Modellwein konnten neben Farnesol und Nerolidol sowie den aus diesen Alkoholen saure-
katalytisch gebildeten Produkten auch Sesquiterpene nachgewiesen werden, die bereits im
Exokarp der lesereifen Lemberger-Weinbeeren eindeutig identifiziert wurden. Der Einsatz von
ds-MVL erméglichte die Rickverfolgbarkeit zur urspriinglichen Sesquiterpenquelle. Wahrend
unmarkierte Sesquiterpene sowohl dem Weinbeeren-Stoffwechsel als auch dem Hefe-Stoff-
wechsel entstammen konnten, mussten markierte Sesquiterpene dem Weinbeeren-Stoffwech-
sel entstammen. Uber die Ermittlung des Peakhthenverhaltnisses eines genuinen Sesquiter-
pens (do) zum entsprechend maximal deuterierten Isotopologen (dmax) vor und nach der Mikro-
vinifikation konnte festgestellt werden, ob es wahrend der Weinbereitung zu einem signifikan-
ten Anstieg an genuinem Sesquiterpen gekommen war. Tatsachlich konnte flir die Sesquiter-
pene 8-Cadinen, Calamenen, a-Calacoren, a-Corocalen und Cadalen nach der Mikrovinifika-

tion ein Zuwachs der unmarkierten Komponente verzeichnet werden, der das Verhaltnis
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do/dmax signifikant veranderte. Folgerichtig muss es zur sdurekatalytischen Bildung dieser
Sesquiterpene durch Umwandlung der Sesquiterpen-Prakursoren Farnesol und Nerolidol des
Hefe-Stoffwechsels gekommen sein. Das rebsortentypische Sesquiterpen-Profil kann somit
durch den Hefe-Stoffwechsel signifikant verandert werden.

Es konnten jedoch auch Sesquiterpene ermittelt werden, bei denen sich das Verhaltnis do/dmax
nach der Mikrovinifikation nicht signifikant &nderte und die damit als potentielle Rebsortenmar-
ker fir Lemberger-Weine in Frage kommen. Dabei handelte es sich um Guaia-6,9-dien, Gua-
iazulen, 8-Selinen, Selina-3,7(11)-dien und a-Ylangen.

Im Anschluss wurde Uberprift, ob die potentiellen Marker in authentischen, sortenreinen Lem-
berger-Weinen nachweisbar sind. Dazu wurden Weine aus den Jahrgéngen 2009, 2010, 2011,
2012, 2013 und 2018 untersucht. Zur Anreicherung der Sesquiterpene aus 100 mL Proben
wurde der HS-SPME-GCxGC-TOF-MS-Analyse eine SPE mit anschlielender Destillation
Uber eine Vigreux-Kolonne vorgeschaltet. Die Verwendung von 1-Bromdecan als interner
Standard ermdglichte zudem die Ermittlung des Konzentrationsbereichs der Analyten. In den
Lemberger-Weinen konnten drei der potentiellen Marker, &-Selinen (51), Selina-3,7(11)-dien

(52) und Guaiazulen (53) im unteren pg/L-Bereich bestimmt werden (Abbildung 11).

51 52 53

Abb. 11: Potentielle Markersubstanzen sortenreiner Lemberger-Weine.
0-Selinen (51), Selina-3,7(11)-dien (52), Guaiazulen (53).

Zusammenfassend konnte durch Markierungs- und Mikrovinifikationsexperimente sowie durch
den Einsatz der GCxGC-TOF-MS gezeigt werden, dass Weinhefen das Sesquiterpen-Profil
eines Weines signifikant beeinflussen kdnnen. Die dem Weinhefen-Stoffwechsel entstammen-
den Sesquiterpen-Alkohole Farnesol und Nerolidol werden dabei durch Saurekatalyse in eine
Vielzahl von Sesquiterpenen umgewandelt. In Modellweinen der Rebsorte Lemberger konnten
dennoch traubeneigene Sesquiterpene als potentielle Marker der analysierten Rebsorte ermit-
telt und drei dieser Verbindungen anschliel3end in authentischen, sortenreinen Lemberger-
Weinen nachgewiesen werden. Die eingesetzte Methode ebnet damit den Weg flur eine Reb-

sortenbestimmung von Weinen anhand ihrer Sesquiterpen-Profile.
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ABSTRACT: By means of ex vivo tissue deuterium-labeling using the stable isotope-labeled precursor [6,6,6-*H,]-
(#)-mevalonolactone and microvinification experiments, we were able to show for the first time that the three sesquiterpene
hydrocarbons, guaiazulene, §-selinene, and selina-3,7(11)-diene, in Lemberger red wines do not originate from acid-catalyzed
cyclization of yeast-derived farnesol and nerolidol. The three aforementioned sesquiterpene hydrocarbons could be unambiguously
identified as grape-derived secondary metabolites and can therefore be considered as variety-specific marker compounds. The
analysis of sesquiterpene hydrocarbons in red wine samples was performed by solid-phase extraction—headspace solid-phase
microextraction—comprehensive two-dimensional gas chromatography—time of flight—mass spectrometry. The developed

methodology paves the way for an analytical verification of grape variety labeling in wine authenticity control.

KEYWORDS: wine, yeast, sesquiterpenes, microvinification, GC x GC, isotope labeling

H INTRODUCTION

Wine is one of the most widely counterfeited products in the
world."” Tt is therefore of economic interest to develop
analytical methods for the varietal authentication of wines
based on compound characteristics of the grape variety.
Because each variety is characterized by its distinct aroma,
which is composed of several hundred different volatile
compounds in the ng/L to mg/L range, profiling of volatiles
is frequently used for an analytical differentiation.” One group
of these compounds is sesquiterpenes, which have a Ci;
skeleton and have been little studied when compared to
monoterpenes in wine because of their relatively low
concentration in the ppb range.* The best-known example so
far is the bicyclic ketone rotundone (1), which is responsible
forsthe peppery aroma of the red wine variety Syrah (Figure
1).

The fact that sesquiterpenes are (Eresent in grapes,ﬁ’7 as well
as in the final product, the wine,®'” makes them an interesting
target for grape variety authentication. May was able to show
that grape variety differentiation is possible on the basis of
sesquiterpene profile analysis of ripe grapes.'' Especially,
Cabernet Sauvignon and Gewiirztraminer were well separated

o

OH
1 2 3

Figure 1. Structures of frequently occurring sesquiterpenes in wines:
(=)-rotundone (1), nerolidol (2), and farnesol (3).

© 2020 American Chemical Society

7 ACS Publications

from Lemberger, Riesling, and Syrah, showing a rather similar
sesquiterpene composition. However, it is not yet possible to
establish a direct correlation between the sesquiterpene profiles
of grapes and their corresponding monovarietal wines, as
berries are not the only possible source of sesquiterpenes. For
example, Fagan et al. showed that yeasts are able to produce
the acyclic sesquiterpene precursors nerolidol (2) and farnesol
(3) (Figure 1), which were detected in a simulated wine
culture medium consisting of ethanol, potassium acid tartrate,
yeast nitrogen base, yeast autolysate, and hydrochloric acid."”

Metabolic enzymes capable of subsequent formation of
sesquiterpene hydrocarbons, ketones, and alcohols from 2 and
3 or their corresponding diphosphates have not yet been
identified in yeast. However, the precursors can be converted
in the model experiment in vitro into structurally diverse
sesquiterpenes by acid catalysis, as shown for the formation of
P-farnesene (4), a-farnesene (5), a-curcumene (6), and fS-
bisabolene (7) (Figure 2)."

It has not yet been clearly shown if, and to what extent,
sesquiterpenes are formed through acid catalysis during the
vinification from yeast-derived 2 and 3. Thus, the central
question we have addressed in this study was whether yeast
metabolism is capable of significantly altering the sesquiter-
pene profile of the corresponding wine by biosynthesis of
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Figure 2. Acid-catalyzed conversion of nerolidol (2) and farnesol (3)
via the nerolidyl cation (A), farnesyl cation (B), and bisabolyl cation
(C). A 2D chromatogram of the purely acid-catalyzed, nonenzymatic
reaction of nerolidol to further sesquiterpenes is shown in Figure SI.

OH

farnesol and nerolidol, which can give rise to numerous other
sesquiterpenes by nonenzymatic acid-catalyzed reactions
during the vinification process.

H MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Farnesol (mixture of isomers, purity: 98.0%), nerolidol
(cis + trans, purity: 97.5%), guaiazulene (purity: 99.8%), and 1-
bromodecane (purity: 98.3%) were obtained from Alfa Aesar (Ward
Hill, MA, USA). The monosaccharides p(+)-glucose and p(—)-
fructose were acquired from Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
BW, Germany). L(—)-malic acid was purchased from Merck KGaA
(Darmstadt, HE, Germany). The compounds (—)-a-cedrene (sum of
enantiomers, purity: 96.4%), farnesene (mixture of isomers), (—)-a-
bisabolol (analytical standard, purity: >93.0%), ethanol (purity:
>99.9%), and a C,-Cs, saturated alkane standard solution (certified
reference material) were acquired from Sigma-Aldrich (Steinheim,
BW, Germany). Parafilm® M was also purchased from Sigma-Aldrich
(Steinheim, BW, Germany). Methanol (purity: >99.99%) was
purchased from Honeywell (Muskegon, MI, USA) and dichloro-
methane (purity: 99.99%) from Fisher Scientific U.K. Limited
(Loughborough, Leicestershire, UK). Water (for HPLC LC—MS
grade) was acquired from VWR International S.A.S. (Fontenay-sous-
Bois, lle-de-France, France). The stable isotope-labeled sesquiterpene
precursor [6,6,6-*H,]-(+)-mevalonolactone (d;-MVL) was obtained
from C/D/N Isotopes Inc. (Pointe-Claire, Quebec, Canada). The
pure yeast ECOFERM Basic (Saccharomyces cerevisiae) used for
microvinification and the yeast nutrients Lallemand GO-FERM were
purchased from ZEFUG GmbH & Co. KG (Bingen, RP, Germany).

Sample Material. Grapes of the variety Lemberger, also called
Blauer Limberger or Blaufrinkisch, were collected at the Institute of
Crop Science and Resource Conservation (INRES), University of
Bonn. The refractometrically determined soluble solids at the time of
harvest (September 28, 2019) were 17.9 °Bx, equivalent of a potential
alcohol of 10% vol. The berries were processed immediately after
harvest. Authentic Lemberger wines were provided by the Depart-
ment of Grapevine Breeding, Hochschule Geisenheim University
(Table S1). The wine bottles were stored away from light at a dry and
cool place and sealed with parafilm after each sampling.

Ex Vivo Tissue Deuterium-Labeling Procedure. The freshly
harvested grapes were carefully skinned with a scalpel at room
temperature. A 0.1% d;-MVL solution (100 yL) was pipetted into a
10 mL headspace vial, and the isolated exocarp was placed into the
solution with tweezers so that the bottom of the vial was completely
covered. The vial was closed and sealed with parafilm. This

8937

preparation was left to stand at room temperature for 48 h. After
the incubation period, the labeled pericarp tissue was stored at —20
°C until analysis. To obtain four biological replicates, the ex vivo
tissue deuterium-labeling procedure was carried out four times.

Microvinification. To produce the Lemberger model wine, 300
mg each of b(+)-glucose and D(—)-fructose were added to the labeled
exocarp as an energy source for the wine yeast.'* Subsequently, 15 mg
of yeast nutrients (Lallemand GO-FERM) were weighed into a 25 mL
volumetric flask. The flask was filled with drinking water up to the
calibration mark, and the solution was heated to 43 °C with
continuous stirring. After the homogenized solution had cooled down,
2.5 mL of this solution was pipetted into the 10 mL headspace vial
already filled with the labeled exocarp, D(+)-glucose, and p(—)-
fructose. To complete the fermentation approach, 25 mg of
commercial yeast strain (Saccharomyces cerevisiae; product: ECO-
FERM Basic; producer: Lallemand Inc.) was also weighed into a 25
mL volumetric flask, mixed with drinking water, and heated while
stirring. After reaching the target temperature of 38 °C, the
homogeneous solution was allowed to rehydrate and propagate.
Then, a 2.5 mL aliquot was added to the headspace vial. The vial was
closed, sealed with parafilm, and vortexed for homogenization. The
fermentation sample was then shaken at room temperature (rt) for 7
d at 175 rpm using a combi-shaker KL 2 from Edmund Bithler GmbH
(Hechingen, BW, Germany). The vial was briefly opened once a day
to release the CO, pressure (Figure S2).

Solid-Phase Extraction (SPE). The SPE procedure was based on
a method described by Pifieiro et al."® LiChrolut EN (40—120 ym)
polypropylene tubes with 200 mg of solid phase (nonpolar) and 6 mL
of total volume from Merck KGaA (Darmstadt, HE, Germany) were
used for extraction. The conditioning of the tubes was carried out
with 4 mL of dichloromethane, 4 mL of methanol, and 4 mL of
ethanol (12%, v/v). Subsequently, 100 uL of internal standard (1-
bromodecane; concentration 1 mg/L) was added to 100 mL of
monovarietal authentic Lemberger red wine, and the sample was
homogenized and percolated through the tube. After a cleaning step
with 10 mL of water (for HPLC LC—MS grade), the tube was dried
for 10 min using a vacaum pump. Sesquiterpenes were eluted with 2
mL of dichloromethane. The eluent was then almost completely
evaporated using a Vigreux column at 45 °C. The remaining residue
was immediately mixed with 1 mL of an aqueous solution of 12%
ethanol. The resulting solution was transferred into a 10 mL
headspace vial and analyzed using headspace solid-phase micro-
extraction (HS-SPME)—comprehensive two-dimensional gas chro-
matography (GC X GC)—time of flight (TOF)—mass spectrometry
(MS).

Headspace Solid-Phase Microextraction (HS-SPME). Analyte
extraction from headspace was performed using a Combi PAL-xt
autosampler with a heatable agitator and fiber conditioning station
from CTC Analytics (Zwingen, BL, Switzerland). The selected
extraction conditions were based on Welke et al.'’ First, a
preincubation of the sample was carried out at 45 °C for 10 min
without stirring. A 2 cm DVB/CAR/PDMS fiber (divinylbenzene/
carboxen/polydimethylsiloxane; 50/30 ym, Stableflex, 24Ga) from
Supelco (Bellefonte, PA, USA) was used for adsorption of the
sesquiterpenes. To extract the analytes, the SPME fiber was exposed
for 30 min at 45 °C in the headspace of the sample. The adsorbed
analytes were subsequently desorbed in the GC injector for S min at
250 °C. The fiber was reconditioned after each desorption in the
conditioning station for 15 min at 250 °C to avoid carryover. In
addition, an empty headspace vial was measured as a control after
each measurement, whereby no sample carryover was detected. In
contrast to all other samples, the sesquiterpene standards and the C,-
Cj saturated alkane standard solution were injected with a syringe in
split mode (1 yL sample volume).

GC x GC—TOF-MS Analysis. The comprehensive two-dimen-
sional gas chromatographic—mass spectrometric separation of the
sesquiterpenes was performed using a 7890B gas chromatograph from
Agilent Technologies (Bellefonte, PA, USA) coupled with a
BenchTOF-Select time-of-flight—mass spectrometer from Markes
International Limited (Llantrisant, Wales, UK). A Zoex ZX2 GC X
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Figure 3. HS-SPME—GC X GC—TOF—MS analysis of the Lemberger model wine obtained by fermentation after ex vivo tissue deuterium-labeling
using d;-MVL as the precursor. (A) Section of a 2D chromatogram (EIC 198, 200, 202, 204, 206, 207, 208, 210, 212, and 213). The x axis shows
the retention time (ty) of the analytes on the first GC column (1D), and the y axis shows that on the second dimension (2D). The peak intensity is
represented by a color coding on a white background from low (violet) to high (red). Emphasized are 10 pairs of sesquiterpene hydrocarbons,
which were detected both before microvinification in the exocarp of ripe Lemberger berries and after microvinification in Lemberger model wine.
(B) Structures of the genuine (unlabeled) sesquiterpenes dy-a-ylangene (8a), d-guaia-6,9-diene (9a), dy-6-selinene (10a), dy-6-cadinene (11a), dy-
selina-3,7(11)-diene (12a), dy-calamenene (13a), dy-a-calacorene (14a), dy-ar-corocalene (15a), dy-cadalene (16a), and dy-guaiazulene (17a) and
their maximum deuterated isotopologues dg-a-ylangene (8b), dy-guaia-6,9-diene (9b), dy-5-selinene (10b), dg-5-cadinene (11b), do-selina-3,7(11)-
diene (12b), dg-calamenene (13b), dg-a-calacorene (14b), dg-ar-corocalene (15b), dg-cadalene (16b), and dy-guaiazulene (17b), which elute earlier
due to the inverse isotope effect.”” The recorded mass spectra of the compounds shown are given in Figures S4—S13.

8a 9a

GC cryogenic modulator from Zoex Corp (Houston, TX, USA) (NIST) mass spectral search program (NIST, Gaithersburg, MD,
served as the interface between the first (1D) and second (2D) GC USA; version 2.2). Analytical identification was also based on the
columns. In all experiments, the first dimension was a highly polar comparison of calculated retention indices I with literature values I
DB-WAX Ultra Inert column (poly(ethylene glycol); 30 m X 0.25 (lit.). The indices were calculated according to the method of van
mm X 0.25 ym (length X internal diameter X film thickness)) from Den Dool and Kratz for temperature-programmed gas chromatog—
Agilent Technologies (Bellefonte, PA, USA) and the second raphy after measuring an n-alkane standard solution (C,-Cs).'® The
dimension was a medium polar MEGA-17 MS FAST column sesquiterpenes nerolidol, farnesol, a-bisabolol, a-farnesene, p-
(poly(50%-phenyl-50%-methylsiloxane); 1.7 m X 0.10 mm X 0.10 farnesene, a-cedrene, and guaiazulene were additionally identified
um) from MEGA s.n.c. (Legnano, MI, Italy). Helium was used as the by liquid injection of commercially available, authentic standard
carrier gas with a constant flow rate of 1 mL/min. The separation was compounds (std). Verification of found sesquiterpenes was carried
performed using the following temperature program: 35 °C (S min), $ out on the labeled exocarp and produced model wines via the
°C min™" to 120 °C (0 min), and 3 °C min" to 220 °C (5 min). The corresponding deuterium-labeled compounds starting from the
modulator temperature offset was 25 °C, whereby a modulation precursor d;-MVL, provided that the sesquiterpenes originate at
period of 5 s with a pulse length of 350 ms was selected. Transfer line least in part from the grape berry metabolism.

and ion source temperatures were set to 250 °C. Ionization was
performed in electron impact (EI) mode at —70 eV. Ions were Il RESULTS AND DISCUSSION
collected in the mass range of 35—250 m/z at a scan rate of 100 Hz.
Both the labeled grape berry exocarp and the model wine (four
biological replicates each) were analyzed in triplicate (three technical

Fermentation was conducted with a commercial Saccharomyces
cerevisiae yeast strain, yeast nutrients, D-glucose, and p-fructose

replicates each), so that a total of 24 2D chromatograms were followed by headspace solid-phase microextraction—compre-
obtained for evaluation. hensive two-dimensional gas chromatography—time-of-flight—

Data Analysis. Data from the GC X GC—TOF—MS analysis were mass spectrometry (HS-SPME—GC X GC-TOF-MS)
collected in ProtoTof (version 2.0) and processed with ChromSpace analysis (Figure S3). The formation of 2 and 3 in the ppb
(version 15.1), both programs of Markes International Limited range during the fermentation process could be confirmed.

(Llantrisant, Wales, UK). A dynamic background compensation (dbc)
with a peak width of 0.1 s was performed for each 2D chromatogram.
The relevant sesquiterpene peaks were only integrated at selected m/z
values in the extracted-ion chromatogram (EIC) to eliminate counts
of possibly coeluting compounds of other molecular masses.
Sesquiterpenes were primarily identified by comparing the recorded

The slightly acidic pH of the medium after fermentation (pH
3.4) leads to the acid-catalyzed formation of numerous
sesquiterpenes. The sesquiterpenes a-bisabolol, a-farnesene,
B farnesene, farnesol, and nerolidol found by Weldegergis et
al.” in the red wine Pinotage and the compounds S-bisabolene,

mass spectra with library spectra (if available), taking into account a-bisabolol, §-cadinene, (E)-calamenene, a-cedrene, a-curcu-
match factors and reverse match factors. The comparison was mene, a-farnesene, f-farnesene, farnesol, nerolidol, and p-
performed using the National Institute of Standards and Technology sesquiphellandrene identified by Robinson et al.® in the red
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wine variety Cabernet Sauvignon were found in our grape
berry-free yeast approach. Our results confirm these earlier
findings that many of the sesquiterpenes found in wines are at
least partly derived from acid-catalyzed reactions of yeast-
derived farnesol and nerolidol during the vinification. These
sesquiterpenes are not of grape metabolism origin and thus
make it difficult to determine unequivocally the grape variety
that is used for wine production. The decisive factor in
determining the grape variety based on sesquiterpene profiles
is therefore not only whether the sesquiterpenes found in the
ripe grapes can also be found in the wine, but also to what
extent a contribution is made to the respective sesquiterpene
profile by the yeast metabolism. The determination of
potential sesquiterpene marker compounds for a wine variety
is therefore only possible if their origin can be traced back to
yeast or grape. For this reason, microvinification experiments
were carried out on the red wine variety Lemberger using the
stable isotope-labeled precursor [6,6,6-*H,]-(+)-mevalonolac-
tone (d3-MVL), which allows an unequivocal substance
identification and traceability to the original sesquiterpene
source. We placed isolated exocarp of ripe grapes in an
aqueous solution of d3-MVL for 48 h. The deuterated
precursor was thereby metabolized via the mevalonate-
dependent biosynthetic pathway (MVA) localized in the
cytoplasm to farnesyl and nerolidyl dlphosphate, which in
turn were converted by existing enzymes %19 into numerous
sesquiterpenes and finally accumulated in the wax layer of the
berry exocarp.”® Ripe grapes of the Lemberger variety were
used as the experimental material, as we have already
unambiguously characterized the sesquiterpene profile of
these terpene-rich berries by isotope-labeling experiments.”!
To produce a model Lemberger wine, the labeled exocarp was
fermented with a commercial yeast strain (Saccharomyces
cerevisiae), yeast nutrients, D-glucose, D-fructose, and water.
The model wine had a pH between 5 and 5.5 before
fermentation and a pH of 3.8 after fermentation. The
subsequent analysis of the model wine was carried out using
HS-SPME—GC X GC—TOF-MS (Figure 3).

In addition to farnesol and nerolidol and the compounds
formed by acid catalysis from these alcohols during
fermentation, numerous sesquiterpenes were found in the
model wine, which we had already identified in the exocarp of
ripe grapes. The unlabeled (genuine) d,-sesquiterpenes can
originate from the grape, yeast, and acid catalysis due to grape
processing. Deuterated compounds, however, must originate
from the metabolic activity of the grape exocarp. Traceability
to the corresponding sesquiterpene source was therefore
established by determining the peak height ratio of genuine
sesquiterpene (d,) to the respective maximum deuterated
sesquiterpene (d,,.,) before and after microvinification (Figure
4).

In the sesquiterpenes already identified in the exocarp, d,/
dg-5-cadinene (11a, 11b), dy/dg-calamenene (13a, 13b), d,/ds-
a-calacorene (14a, 14b), d,/dg-a-corocalene (15a, 15b), and
dy/dg-cadalene (16a, 16b), the ratio was significantly altered
after microvinification by increased peak areas of nonlabeled
compounds (d,). It can therefore be concluded that there must
have been additional acid-catalyzed formation of the unlabeled
sesquiterpenes from nerolidol and farnesol during fermenta-
tion. The sesquiterpenes guaia-6,9-diene (9a), guaiazulene
(17a), S-selinene (10a), selina-3,7(11)-diene (12a), and a-
ylangene (8a), for which the ratio of nonlabeled to maximum
deuterated isotopologues did not change significantly after
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Figure 4. Procedure for the identification of potential sesquiterpene
marker compounds of a grape variety. The isolated grape exocarp is
incubated with a stable isotope-labeled precursor (d;-MVL). In
addition to the genuine sesquiterpenes (d, (grape)), isotopologues
with maximum possible deuterium incorporation (dy., (grape)) are
biosynthesized via the MVA pathway. Extraction and separation of the
formed isotopologues are carried out by HS-SPME—GC X GC-—
TOF—-MS analysis, whereby deuterated isotopologues elute earlier
than the unlabeled analogs due to the inverse isotope effect. The peak
height ratio (a) is calculated before microvinification. The isotope-
labeled exocarp is then microvinified by adding yeast, glucose,
fructose, and yeast nutrients, and the resulting model wine is analyzed
after 7 days. Yeasts alter the sesquiterpene profile during winemaking,
as they are able to form farnesol and nerolidol, and these can be
converted into numerous sesquiterpenes by acid-catalysis. However,
since no stable isotope-labeled precursor is administered to the yeast,
only genuine sesquiterpenes (d, (yeast)) can be formed additionally.
After microvinification, the ratio (b) is calculated and compared with
(a), revealing whether there has been a significant formation of
genuine sesquiterpenes by the winemaking process. If there is no
significant difference between the ratios, the corresponding
sesquiterpene can be considered as a potential marker compound.

microvinification, are potential marker compounds for the
Lemberger variety (Figure S).

Ogrape berry @model wine

- - N N
o (&) o &)

Ratio of peak heights (do/dyax)
(4,

o

Sesquiterpene hydrocarbon

Figure S. Ratio dy/d,,,, before and after microvinification of 10
sesquiterpenes, which could be clearly identified in both the grape and
the model wine. Data were statistically analyzed using the t-test (*,
p<0.05 (significant difference); ns, p>0.05 (no significant differ-
ence)).
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It is noteworthy that 9a, 17a, 10a, and 12a are generated via
[1,5]- [S,1]-, or [5,10]-ring closure reactions of protonated
germacrene C or (E,E)-germacrene B, respectively.”' Ob-
viously, the transition states for the corresponding cyclization
reactions are too high in relative free energy to be overcome at
room temperature under acidic reaction conditions in the
absence of a catalyzing enzyme.

In order to check whether our results of microvinification
experiments with model wines are transferable to the large-
scale production of red wines, authentic monovarietal
Lemberger wines of different vintages were analyzed. To
enrich the sesquiterpenes from 100 mL of samples, a solid-
phase extraction (SPE) with subsequent gentle distillation via a
Vigreux column was performed prior to the HS-SPME—GC X
GC—TOF—MS analysis. In addition, 1-bromodecane was used
as an internal standard to estimate the concentration range of
the analytes. Three of the potential marker compounds, selina-
3,7(11)-diene (12a), guaiazulene (17a), and 5-selinene (10a),
could be detected in Lemberger wines in the lower yg/L range
(Figure 6).

60

50 A

40

30 A

20 1

Concentration [ug L]

10 1

%

[E=———

guaiazulene o-selinene selina-3,7(11)-diene

Potential marker compounds

Figure 6. Boxplots for the concentration of guaiazulene, o-selinene,
and selina-3,7(11)-diene in monovarietal Lemberger wines of the
vintages 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, and 2018. The concentration
was determined using 1-bromodecane as the internal standard and

SPE—HS-SPME—-GC X GC-TOF-MS.

In summary, we were able to show for the first time by
means of isotope labeling and microvinification experiments
that three sesquiterpenes detectable in wine originate only
from the grape and not from yeast metabolism or acid catalysis
during winemaking and are therefore suitable as grape variety-
specific marker compounds for the Lemberger variety. The
approach presented here allows the dissection of sesquiterpene
profiles of wines aiming at an authenticity control of variety
labeling. However, further follow-up studies will be required to
confirm whether sesquiterpene profiles can be used to identify
other important varietals.
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Authentic Lemberger red wines from the Hochschule
Geisenheim University, which were analyzed in this
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study (Table S1); sesquiterpenes identified in headspace
of an acidified, aqueous nerolidol solution (Table S2);
sesquiterpenes identified in headspace of a fermented
aqueous approach consisting of a commercial yeast
strain (Saccharomyces cerevisiae), yeast nutrients, p(+)-
glucose, and p(—)-fructose (Table S3); pairs of genuine
and deuterated sesquiterpene hydrocarbons after ex vivo
tissue deuterium-labeling using d;-MVL as the precursor,
which were detected both before microvinification in the
exocarp of Lemberger berries and after microvinification
in Lemberger model wine (Table $4); HS-SPME—GC x
GC—TOF—MS analysis of an acidified, aqueous
nerolidol solution (sample volume 1 mL; concentration
1 mg/L; acidified to pH 3.3 using L(—)-malic acid;
preincubation temperature 30 °C) to investigate the
acid-catalyzed formation of sesquiterpenes (Figure S1);
microvinification (Figure S2); headspace analysis of a
fermented aqueous approach consisting of a commercial
yeast strain (Saccharomyces cerevisiae), yeast nutrients,
p(+)-glucose, and p(—)-fructose (Figure S3); MS
spectra and expected labeling patterns (Figures S4—
$13) (PDF)

H AUTHOR INFORMATION

Corresponding Author
Matthias Wust — Chair of Food Chemistry, Institute of
Nutritional and Food Sciences, University of Bonn, Bonn S3115,
Germany; © orcid.org/0000-0001-6808-5555; Phone: +49-
228-73-2964; Email: matthias.wuest@uni-bonn.de;
Fax: +49-228-73-3499

Author
Philipp P. Konen — Chair of Food Chemistry, Institute of
Nutritional and Food Sciences, University of Bonn, Bonn
53118, Germany; Orcid.org/0000—0002-4847—7807

Complete contact information is available at:
https://pubs.acs.org/10.1021/acs.jafc.0c03273

Notes
The authors declare no competing financial interest.

B ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported by the DFG (INST 217/783-1
FUGG). Ripe grapes (Lemberger cultivar) were collected at
the Institute of Crop Science and Resource Conservation
(INRES), University of Bonn. We thank C. Lankes for
providing the sample material and F. Es-Saddiki for support in
ex vivo tissue deuterium-labeling procedure. The monovarietal
authentic Lemberger wines were obtained from the Depart-
ment of Grapevine Breeding, Hochschule Geisenheim
University. We would like to especially thank J. Schmid for
providing Lemberger wine bottles of different vintages.

B REFERENCES

(1) European Parliament 2013. Procedure: 2013/2091(INI). Report
4 Dec 2013, on the food crisis, fraud in the food chain and the control
thereof. http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.
do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-
0434+0+DOC+XML+VO0//EN. Accessed 7 May 2020.

(2) Moore, J. C.; Spink, J.; Lipp, M. Development and Application of
a Database of Food Ingredient Fraud and Economically Motivated
Adulteration from 1980 to 2010. J. Food Sci. 2012, 77, R118—R126.

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.0c03273
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 8936—8941


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?goto=supporting-info
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?goto=supporting-info
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.0c03273/suppl_file/jf0c03273_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.0c03273/suppl_file/jf0c03273_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Matthias+Wu%CC%88st"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Matthias+Wu%CC%88st"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
http://orcid.org/0000-0001-6808-5555
http://orcid.org/0000-0001-6808-5555
mailto:matthias.wuest@uni-bonn.de
mailto:matthias.wuest@uni-bonn.de
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Philipp+P.+Ko%CC%88nen"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Philipp+P.+Ko%CC%88nen"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
http://orcid.org/0000-0002-4847-7807
http://orcid.org/0000-0002-4847-7807
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?ref=pdf
http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-0434+0+DOC+XML+V0//EN
http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-0434+0+DOC+XML+V0//EN
http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-0434+0+DOC+XML+V0//EN
http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-0434+0+DOC+XML+V0//EN
http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-0434+0+DOC+XML+V0//EN
http://www.europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?pubRef=-//EP//TEXT+REPORT+A7-2013-0434+0+DOC+XML+V0//EN
https://dx.doi.org/10.1111/j.1750-3841.2012.02657.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1750-3841.2012.02657.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1750-3841.2012.02657.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1750-3841.2012.02657.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1750-3841.2012.02657.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1750-3841.2012.02657.x
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c03273?fig=fig6&ref=pdf
pubs.acs.org/JAFC?ref=pdf
pubs.acs.org/JAFC?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c03273?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c03273?ref=pdf

Journal of Agricultural and Food Chemistry

70

pubs.acs.org/JAFC

(3) Rapp, A. Natural flavours of wine: correlation between
instrumental analysis and sensory perception. Fresenius’ J. Anal.
Chem. 1990, 337, 777—785.

(4) Black, C. A.; Parker, M,; Siebert, T. E.; Capone, D. L.; Francis, L.
L. Terpenoids and their role in wine flavour: recent advances. Aust. J.
Grape Wine Res. 2018, 21, 582—600.

(5) Siebert, T. E; Wood, C; Elsey, G. M; Pollnitz, A. P.
Determination of Rotundone, the Pepper Aroma Impact Compound,
in Grapes and Wine. J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 3745—3748.

(6) Coelho, E.,; Rocha, S. M, Delgadillo, I; Coimbra, M. A.
Headspace-SPME applied to varietal volatile components evolution
during Vitis vinifera L. cv. ‘Baga’ ripening. Anal. Chim. Acta 2006, 563,
204-214.

(7) Parker, M,; Pollnitz, A. P.; Cozzolino, D.; Francis, I. L.;
Herderich, M. ]. Identification and Quantification of a Marker
Compound for ‘Pepper’ Aroma and Flavor in Shiraz Grape Berries by
Combination of Chemometrics and Gas Chromatography—Mass
Spectrometry. J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 5948—5955.

(8) Robinson, A. L.; Boss, P. K; Heymann, H.; Solomon, P. S,;
Trengove, R. D. Development of a sensitive non-targeted method for
characterizing the wine volatile profile using headspace solid-phase
microextraction comprehensive two-dimensional gas chromatography
time-of-flight mass spectrometry. J. Chromatogr. A 2011, 1218, 504—
517.

(9) Weldegergis, B. T.; Crouch, A. M.; Gérecki, T.; de Villiers, A.
Solid phase extraction in combination with comprehensive two-
dimensional gas chromatography coupled to time-of-flight mass
spectrometry for the detailed investigation of volatiles in South
African red wines. Anal. Chim. Acta 2011, 701, 98—111.

(10) Welke, J. E.; Manfroi, V.; Zanus, M.; Lazarotto, M.; Alcaraz
Zini, C. Characterization of the volatile profile of Brazilian Merlot
wines through comprehensive two dimensional gas chromatography
time-of-flight mass spectrometric detection. J. Chromatogr. A 2012,
1226, 124—139.

(11) May, B. 2015. Biosynthese und Analytik von Sesquiterpenen in
Weinbeeren Vitis vinifera. Ph.D. Thesis, University of Bonn, Bonn,
Germany. http://hss.ulb.uni-bonn.de/2016/4356/4356.pdf.

(12) Fagan, G. L.; Kepner, R. E.; Webb, A. D. Production of linalool,
cis- and trans-nerolidol, and trans,trans-farnesol by Saccharomyces
fermentati growing as a film on-simulated wine. Vitis 1981, 20, 36—42.

(13) Gutsche, C. D.; Maycock, J. R; Chang, C. T. Acid-catalyzed
cyclization of farnesol and nerolidol. Tetrahedron 1968, 24, 859—876.

(14) Carrau, F. M; Medina, K; Boido, E.; Farina, L.; Gaggero, C.;
Dellacassa, E.; Versini, G.; Henschke, P. A. De novo synthesis of
monoterpenes by Saccharomyces cerevisiae wine yeasts. FEMS
Microbiol. Lett. 2008, 243, 107—115.

(15) Pifieiro, Z.; Palma, M.; Barroso, C. G. Determination of
terpenoids in wines by solid phase extraction and gas chromatog-
raphy. Anal. Chim. Acta 2004, 513, 209—214.

(16) Van Den Dool, H; Kratz, P. D. A generalization of the
retention index system including linear temperature programmed
gas—liquid partition chromatography. J. Chromatogr. 1963, 11, 463—
471.

(17) Lichtenthaler, H. K. The 1-deoxy-p-xylulose-S-phosphate
pathway of isoprenoid biosynthesis in plants. Annu. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol Biol. 1999, 50, 47—65.

(18) Bohlmann, J.; Meyer-Gauen, G.; Croteau, R. Plant terpenoid
synthases: Molecular biology and phylogenetic analysis. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 1998, 95, 4126—4133.

(19) Davis, E. M.; Croteau, R. Cyclization Enzymes in the Biosynthesis
of Monoterpenes, Sesquiterpenes, and Diterpenes. In Biosynthesis, 209
Eds.: Leeper, F. J,; Vederas, J. C., Springer, Berlin Heidelberg, 2000,
pp- 53-98.

(20) May, B,; Wiist, M. Sesquiterpene profiles of different grape
varieties. In Advances and Challenges in Flavor Chemistry & Biology,
Eds.: Hofmann, T.; Meyerhof, W.; Schieberle, P., Deutsche
Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, Freising, 2011, pp. 323—
327.

8941

(21) Konen, P. P.; Wiist, M. Analysis of sesquiterpene hydrocarbons
in grape berry exocarp (Vitis vinifera L.) using in vivo-labeling and
comprehensive two-dimensional gas chromatography—mass spec-
trometry (GCXGC—MS). Beilstein. J. Org Chem. 2019, 15, 1945—
1961.

(22) Matucha, M.; Jockisch, W.; Verner, P.; Anders, G. Isotope
effect in gas—liquid chromatography of labelled compounds. J.
Chromatogr. 1991, 588, 251—258.

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.0c03273
J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 8936—8941


https://dx.doi.org/10.1007/BF00322252
https://dx.doi.org/10.1007/BF00322252
https://dx.doi.org/10.1007/BF00322252
https://dx.doi.org/10.1007/BF00322252
https://dx.doi.org/10.1111/ajgw.12186
https://dx.doi.org/10.1111/ajgw.12186
https://dx.doi.org/10.1021/jf800184t
https://dx.doi.org/10.1021/jf800184t
https://dx.doi.org/10.1021/jf800184t
https://dx.doi.org/10.1021/jf800184t
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2005.11.018
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2005.11.018
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2005.11.018
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2005.11.018
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1021/jf0705320
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.008
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.06.006
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.01.002
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.01.002
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.01.002
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.01.002
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.01.002
https://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.01.002
http://hss.ulb.uni-bonn.de/2016/4356/4356.pdf
http://hss.ulb.uni-bonn.de/2016/4356/4356.pdf
https://dx.doi.org/10.5073/vitis.1981.20.36-42
https://dx.doi.org/10.5073/vitis.1981.20.36-42
https://dx.doi.org/10.5073/vitis.1981.20.36-42
https://dx.doi.org/10.5073/vitis.1981.20.36-42
https://dx.doi.org/10.5073/vitis.1981.20.36-42
https://dx.doi.org/10.5073/vitis.1981.20.36-42
https://dx.doi.org/10.1016/0040-4020(68)88035-4
https://dx.doi.org/10.1016/0040-4020(68)88035-4
https://dx.doi.org/10.1016/0040-4020(68)88035-4
https://dx.doi.org/10.1016/0040-4020(68)88035-4
https://dx.doi.org/10.1016/j.femsle.2004.11.050
https://dx.doi.org/10.1016/j.femsle.2004.11.050
https://dx.doi.org/10.1016/j.femsle.2004.11.050
https://dx.doi.org/10.1016/j.femsle.2004.11.050
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2003.12.044
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2003.12.044
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2003.12.044
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2003.12.044
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2003.12.044
https://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2003.12.044
https://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(01)80947-X
https://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(01)80947-X
https://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(01)80947-X
https://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(01)80947-X
https://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(01)80947-X
https://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(01)80947-X
https://dx.doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.47
https://dx.doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.47
https://dx.doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.47
https://dx.doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.47
https://dx.doi.org/10.1073/pnas.95.8.4126
https://dx.doi.org/10.1073/pnas.95.8.4126
https://dx.doi.org/10.1073/pnas.95.8.4126
https://dx.doi.org/10.1073/pnas.95.8.4126
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.3762/bjoc.15.190
https://dx.doi.org/10.1016/0021-9673(91)85030-J
https://dx.doi.org/10.1016/0021-9673(91)85030-J
https://dx.doi.org/10.1016/0021-9673(91)85030-J
https://dx.doi.org/10.1016/0021-9673(91)85030-J
pubs.acs.org/JAFC?ref=pdf
pubs.acs.org/JAFC?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c03273?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c03273?ref=pdf

71

2.2.4 Supporting Information: J. Agric. Food Chem. (2020)

Es folgt die Supporting Information zu:

Kbnen, P. P.; Wust, M. Dissecting Sesquiterpene Profiles of Lemberger Red Wines Using Ex
Vivo Tissue Deuterium-Labeling and Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatog-
raphy—Time-of-Flight-Mass Spectrometry. J. Agric. Food Chem. 2020, 68, 8936—8941.
doi:10.1021/acs.jafc.0c03273




72

Supporting Information

Dissecting Sesquiterpene Profiles of Lemberger Red Wines Using Ex
Vivo Tissue Deuterium-Labeling and Comprehensive Two-Dimen-
sional Gas Chromatography—Time-of-Flight—-Mass Spectrometry
Philipp P. Konen, Matthias Wist*

Chair of Food Chemistry, Institute of Nutritional and Food Sciences, University of Bonn, Endenicher Allee 19C, 53115

Bonn

AUTHOR INFORMATION
Corresponding Author
*Tel.: +49-228-73-2964. Fax: +49-228-73-3499. E-mail: matthias.wuest@uni-bonn.de.

ORCID

Philipp P. Kénen: 0000-0002-4847-7807
Matthias Wust: 0000-0001-6808-5555


mailto:matthias.wuest@uni-bonn.de
mailto:matthias.wuest@uni-bonn.de

73

TABLE OF CONTENTS
O 1Y = 1 I PR TR S3
Table S1. Authentic Lemberger red wines from the Hochschule Geisenheim University, which were analyzed in this study.
............................................................................................................................................................................................. S3
Table S2. Sesquiterpenes identified in headspace of an acidified, aqueous nerolidol SOIUtION. ..........cccevvviiiieerieic e S4

Table S3. Sesquiterpenes identified in headspace of a fermented aqueous approach consisting of a commercial yeast strain
(Saccharomyces cerevisiae), yeast nutrients, D(+)-glucose and D(=)-frUCLOSE. ......ccocvrerierireriieie s S5

Table S4. Pairs of genuine and deuterated sesquiterpene hydrocarbons after ex vivo tissue deuterium-labeling using ds-MVL
as the precursor, which were detected both before microvinification in the exocarp of Lemberger berries and after
microvinification in LembDerger MOGEI WINE. ........cooiiiiiiiiieeee bbbt sb e nne e S6

2. FIGURES ... oo S7

Figure S1. HS-SPME-GCxGC-TOF-MS analysis of an acidified, aqueous nerolidol solution (sample volume 1 mL;
concentration 1 mg/L; acidified to pH 3.3 using L(-)-malic acid; preincubation temperature 30 °C) to investigate the acid-

catalyzed fOrmation OF SESQUITEIPENES. ....c..c ittt ettt ettt b bbb e b et et e sb e bt e st et nn e b nne e S7
Figure S2. MICIOVINIFICALION. ....oiviiviiiiiiiiie e bbb bbb b bbb ettt e st et et et et e saenbestesbe st S8
Figure S3. Headspace analysis of a fermented aqueous approach consisting of a commercial yeast strain (Saccharomyces
cerevisiae), yeast nutrients, D(+)-glucose and D(—)-TIUCTOSE. .........ccerveirriiirriine e S9
Figure S4. MS spectra and expected labeling patterns of 8a: do-o-ylangene and 8b: ds-o-ylangene. ...........cccoovvverennn S10
Figure S5. MS spectra and expected labeling patterns of 9a: do-guaia-6,9-diene and 9b: dg-guaia-6,9-diene.................... S11
Figure S6. MS spectra and expected labeling patterns of 10a: do-3-selinene and 10b: dg-3-Selinene. ............ccccevvrecvnnenns S12
Figure S7. MS spectra and expected labeling patterns of 11a: do-3-cadinene and 11b: dg-3-cadinene...........c.ccecvvervennne. S13

Figure S8. MS spectra and expected labeling patterns of 12a: do-selina-3,7(11)-diene and 12b: dg-selina-3,7(11)-diene. S14

Figure S9. MS spectra and expected labeling patterns of 13a: do-calamenene (isomer) and 13b: dg-calamenene (isomer).

........................................................................................................................................................................................... S15
Figure S10. MS spectra and expected labeling patterns of 14a: do-a-calacorene and 14b: ds-a-calacorene..................... S16
Figure S11. MS spectra and expected labeling patterns of 15a: do-a-corocalene and 15b: dg-a-corocalene. .................... S17
Figure S12. MS spectra and expected labeling patterns of 16a: do-cadalene and 16b: ds-cadalene.............cc.ccoviveincnns S18
Figure S13. MS spectra and expected labeling patterns of 17a: do-guaiazulene and 17b: de-guaiazulene..............cccoooce.. S19
G et N [ o SRS S20

S2



74
1. TABLES

Table S1. Authentic Lemberger red wines from the Hochschule Geisenheim University, which were analyzed in this study.

Vintage  Harvest Day Soluble pH-Value  Alcohol Content
Solids (Wine)
2009 October 15, 2009 21.2 °Bx 3.40 106.0 g/L
2010 October 15, 2010 19.1°Bx  3.50 108.7 g/L
2011 September 30, 2011 20.2 °Bx 3.50 101.7 g/L
2012 October 18, 2012 19.5 °Bx 3.30 111.1g/L
2013 October 22, 2013 19.3 °Bx 3.40 101.4 g/L
2018 September 14, 2018  18.6 °Bx 3.40 109.1 g/L
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Table S2. Sesquiterpenes identified in headspace of an acidified, aqueous nerolidol solution.

Sesquiterpeneld Molecular  1[°] I (lit.)[ Identification(d
formula
a-cedrene (18) CisH24 1590 1600* ms (945, 956), ri, std
B-cedrene (19) CisHz4 1621 16302 ms (892, 905), ri
(E)-B-farnesene (20) CisH24 1668 16683 ms (852, 882), ri, std
a-zingiberene (21) CisH24 1728 1721* ms (835, 845), ri
B-bisabolene (22) CisHz4 1735 1729° ms (890, 895), ri
a-farnesene (23) CisH24 1749 17496 ms (900, 922), ri, std
B-curcumene (24) CisHz4 1750 17407 ms (815, 836), ri
5-cadinene (25) CisHaa 1771 17708 ms (807, 853), ri
B-sesquiphellandrene (26)  CisHa4 1779 1783° ms (862, 870), ri
(E)-a-bisabolene (27) CisHz4 1781 176710 ms (860, 890), ri
a-curcumene (28) CisHa2 1783  1784% ms (845, 891), ri
calamenene (isomer) (29)  CisH2 1846  1837%2 ms (821, 834), ri
a-calacorene (30) CisHzo 1930 192013 ms (748, 872), ri
(2)-nerolidol (31) CisH260 2001 19936 ms (877, 885), ri, std
(E)-nerolidol (32) CisH260 2041 20411 ms (837, 869), ri, std
a-corocalene (33) CisH2o 2072 nald ms (650, 754)
a-bisabolol (34) C1sH260 2222 221715 ms (846, 917), ri, std
cadalene (35) CisHis 2233 223116 ms (743, 832), ri

[a] Unidentified compounds are not listed. [b] Retention index | on a DB-WAX Ultra Inert column. [c] Retention index data from literature.
[d] Compound identification is based on matching mass spectrum to a library spectrum (ms, match factor and reverse match factor given in
brackets), identical or closely matching retention index (ri) and comparison to a commercially available standard compound (std). [e] Reten-
tion index data on a WAX column were not available.
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Table S3. Sesquiterpenes identified in headspace of a fermented aqueous approach consisting of a commercial yeast strain (Saccha-
romyces cerevisiae), yeast nutrients, b(+)-glucose and b(-)-fructose.

Sesquiterpeneld Molecular [ 1 (lit.)l Identification(d
formula

a-cedrene (18) CisHa4 1589 1600! ms (851, 869), ri, std
(E)-B-farnesene (20) CisHaa 1667 16683 ms (900, 910), ri, std
a-zingiberene (21) CisHa4 1725 17214 ms (816, 891), ri
B-bisabolene (22) CisHaa 1734 1729° ms (885, 892), ri
-curcumene (24) CisHa4 1746 17407 ms (751, 771), ri
a-farnesene (23) CisHa4 1750 1749¢ ms (929, 949), ri, std
d-cadinene (25) CisHaa 1770 17708 ms (757, 773), ri
B-sesquiphellandrene (26)  CisHa4 1777 1783° ms (855, 899), ri
(E)-a-bisabolene (27) CisH24 1779 176710 ms (841, 871), ri
a-curcumene (28) CisH22 1780 178411 ms (871, 900), ri
calamenene (isomer) (29)  CisH2 1844 183712 ms (792, 807), ri
(E)-nerolidol (32) CisH260 2038 20414 ms (876, 886), ri, std
a-bisabolol (34) Ci5H260 2217 2217% ms (725, 784), ri, std
farnesol (36) Ci5H260 2354 2354%7 ms (904, 904), ri, std

[a] Unidentified compounds are not listed. [b] Retention index | on a DB-WAX Ultra Inert column. [c] Retention index data from literature.
[d] Compound identification is based on matching mass spectrum to a library spectrum (ms, match factor and reverse match factor given in
brackets), identical or closely matching retention index (ri) and comparison to a commercially available standard compound (std).
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Table S4. Pairs of genuine and deuterated sesquiterpene hydrocarbons after ex vivo tissue deuterium-labeling using ds-MVL as the
precursor, which were detected both before microvinification in the exocarp of Lemberger berries and after microvinification in
Lemberger model wine.

Sesquiterpenel® Molecular 1] I (lit.)e Identification[/Verificationl®
formula

do-o-ylangene (8a) CisHa4 1502 150218 ms (874, 883), ri, d>-MVL

ds-a-ylangene (8b) CisHisDs 1494  n.alf ms

do-guaia-6,9-diene (9a) CisHa4 1619 n.a.lf ms (846, 853), d>-MVL

do-guaia-6,9-diene (9b) CisHisDe 1610  n.alf ms

do-8-selinene (10a) CisH24 1705  n.alf ms (838, 881), ds-MVL

do-5-selinene (10b) CisHisDg 1697 n.a.lf ms

do-6-cadinene (11a) CisH24 1769 17708 ms (831, 894), ri, ds-MVL

ds-8-cadinene (11b) CisHiDs 1762 n.a.lfl ms

do-selina-3,7(11)-diene (12a)  CisHzs 1797 1783%° ms (848, 871), ri, d-MVL

de-selina-3,7(11)-diene (12b)  CisHisDe 1787  n.all ms

do-calamenene (isomer) (13a)  CisH22 1847 1837%2 ms (806, 820), ri, ds-MVL

ds-calamenene (isomer) (13b) CisHisDs 1838  n.a.ll ms

do-a-calacorene (14a) CisH2o 1930 19202 ms (799, 890), ri, d-MVL

ds-o-calacorene (14b) CisHi2Ds 1922 n.a.fl ms

do-a-corocalene (15a) CisH2o 2072 nall ms (710, 815), ds-MVL

ds-a-corocalene (15b) CisHi2Ds 2065  n.alf ms

do-cadalene (16a) CisHis 2233 223116 ms (867, 877), ri, d>-MVL

ds-cadalene (16b) CisHwoDs 2224  n.alf ms

do-guaiazulene (17a) CisHis 2415  nall ms (770, 793), std, d>-MVL

de-guaiazulene (17b) CisHgDg 2405 nall ms

[a] Unidentified compounds are not listed. [b] Retention index | on a DB-WAX Ultra Inert column. [c] Retention index data from literature.
[d] Compound identification is based on matching mass spectrum to a library spectrum (ms, match factor and reverse match factor given in
brackets), identical or closely matching retention index (ri) and comparison to a commercially available standard compound (std). [e] Veri-
fication of the found sesquiterpenes was carried out by ex vivo tissue deuterium-labeling with [6,6,6-°Hs]-(+)-mevalonolactone (d3-MVL) as
stable isotope-labeled precursor. [f] Retention index data on a WAX column were not available.
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Figure S1. HS-SPME-GCxGC-TOF-MS analysis of an acidified, aqueous nerolidol solution (sample volume 1 mL; concentration
1 mg/L; acidified to pH 3.3 using L(-)-malic acid; preincubation temperature 30 °C) to investigate the acid-catalyzed formation of
sesquiterpenes. A) Section of a 2D chromatogram (EIC 198, 200, 202, 204). The 'tz (X-axis) corresponds to the retention time on the
first dimension (1D) column and 2tz (Y-axis) to the retention time on the secondary (2D) column. The color gradient reflects the
intensity of the TOF—MS signal on a white background from low (violet) to high (red). Numbers at peaks refer to compound numbers
as defined in Table S2. B) Structural formulas of the identified sesquiterpenes, grouped according to the type of their sesquiterpene

skeleton.
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175 rpm, rt, 7 d

d;-MVL labeled exocarp

D-glucose

D-fructose model wine

5 mL

water
yeast nutrients
commercial yeast strain

Figure S2. Microvinification. A) Aqueous approach consisting of labeled exocarp, b(+)-glucose, D(-)-fructose, yeast nutrients and
yeast in a 10 mL headspace vial at the beginning of fermentation. B) Model wine after 7 days microvinification at room temperature.
In addition to the intensive red coloration, gas formation is clearly visible.
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Figure S3. Headspace analysis of a fermented aqueous approach consisting of a commercial yeast strain (Saccharomyces cerevisiae),
yeast nutrients, D(+)-glucose and p(-)-fructose. A) Contour plot of a HS-SPME-GCxGC-TOF-MS chromatogram (EIC 198, 202,
204). Yt corresponds to the retention time on the highly polar first GC column and 2tz on the mid-polar second column. Peak intensities
are reproduced by changing color from violet (low TOF-MS signal) to red (high TOF-MS signal) on a white background. B) Struc-

tural formulas of the identified sesquiterpenes, grouped according to the type of their sesquiterpene skeleton. The numbering of peaks
and structures is identical to the numbering in Table S3.
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Figure S4. MS spectra and expected labeling patterns of 8a: do-a-ylangene and 8b: ds-a-ylangene in Lemberger model wine after
administration of [6,6,6-?Hz]-(x)-mevalonolactone (ds-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S5. MS spectra and expected labeling patterns of 9a: do-guaia-6,9-diene and 9b: dg-guaia-6,9-diene in Lemberger model wine
after administration of [6,6,6-?Hs]-(+)-mevalonolactone (d:-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S6. MS spectra and expected labeling patterns of 10a: do-6-selinene and 10b: ds-6-selinene in Lemberger model wine after
administration of [6,6,6-2Hz]-(x)-mevalonolactone (ds-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S7. MS spectra and expected labeling patterns of 11a: do-3-cadinene and 11b: dg-6-cadinene in Lemberger model wine after
administration of [6,6,6-2H3]-(+)-mevalonolactone (ds-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S8. MS spectra and expected labeling patterns of 12a: do-selina-3,7(11)-diene and 12b: de-selina-3,7(11)-diene in Lemberger
model wine after administration of [6,6,6-?Hs]-()-mevalonolactone (ds-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinifi-
cation.
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Figure S9. MS spectra and expected labeling patterns of 13a: do-calamenene (isomer) and 13b: ds-calamenene (isomer) in Lemberger
model wine after administration of [6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d:-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinifi-
cation.
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Figure S10. MS spectra and expected labeling patterns of 14a: do-a-calacorene and 14b: ds-a-calacorene in Lemberger model wine
after administration of [6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d:-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S11. MS spectra and expected labeling patterns of 15a: do-a-corocalene and 15b: ds-a-corocalene in Lemberger model wine
after administration of [6,6,6-2Hs]-(+)-mevalonolactone (d:-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S12. MS spectra and expected labeling patterns of 16a: do-cadalene and 16b: ds-cadalene in Lemberger model wine after
administration of [6,6,6-?H3]-(+)-mevalonolactone (ds-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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Figure S13. MS spectra and expected labeling patterns of 17a: do-guaiazulene and 17b: dg-guaiazulene in Lemberger model wine
after administration of [6,6,6-2Hz]-(%)-mevalonolactone (ds-MVL) to isolated exocarp of grape berries and microvinification.
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2.3 Kapitel 1ll: Analyse hydrolytisch freigesetzter Monoterpen- und

Sesquiterpen-Aglykone aus dem Weinbeeren-Exokarp

Der Inhalt dieses Kapitels wurde verotffentlicht in:

Kénen, P. P.; Stotzel, I.; Schwab, W.; Wist, M. Qualitative profiling of mono- and sesqui-
terpenols in aglycon libraries from Vitis vinifera L. Gewdrztraminer using multidimensional gas
chromatography—mass spectrometry. Eur. Food Res. Technol. 2021, 247, 1117-1124.
doi:10.1007/s00217-021-03692-3

Bemerkung:
Die in diesem Kapitel untersuchten Hydrolysate wurden von Frau Ines Stotzel hergestellt.
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2.3.1 Einfuhrung

Freie (ungebundene), volatile Terpene des Weinbeeren-Stoffwechsels kénnen einen direkten
Beitrag zum Weinaroma leisten. Glykosidisch gebundene Terpene, die ebenfalls in V. vinifera
vorkommen, sind nicht fliichtig und somit aromainaktiv.>"! Diese zuckergebundenen Terpen-
Alkohole kénnen jedoch wahrend der Herstellung und Lagerung von Weinen als Aglykone
freigesetzt werden und so das Weinaroma ebenfalls beeinflussen.!*5®!

Die Bildung von Terpenglykosiden erfolgt durch Ubertragung aktivierter Zucker, wie Uridin-
diphosphat (UDP)-Glucose, auf Terpen-Alkohole. Katalysiert werden diese Reaktionen durch
traubeneigene Glykosyltransferasen.'>°16% Dje Hydrolyse der Terpenglykoside, die zur Frei-
setzung der Aglykone fiihrt, kann sowohl durch Enzyme (Glykosidasen) als auch durch S&u-
rekatalyse erfolgen.[161:132.162]

Zuckergebundene Monoterpen-Alkohole in V. vinifera sind bereits seit Jahrzehnten Gegen-
stand der Weinforschung. Neben zahlreichen geruchsaktiven Monoterpen-Aglykonen wie
Nerol, Linalool und a-Terpineol konnten unterschiedliche Saccharide, vornehmlich Disaccha-
ride, als Zuckerkomponenten der Monoterpenglykoside identifiziert werden.!*3! Zudem ergaben
Untersuchungen, dass die Fraktion der glykosidisch gebundenen Monoterpen-Alkohole vergli-
chen mit der Fraktion freier Monoterpene in der Regel die weitaus groRere ist.l*63164 Monoter-
penglykoside stellen daher einen bedeutenden Pool an potentiellen Weinaromakomponenten
dar.

Zuckergebundene Sesquiterpen-Alkohole waren bis vor kurzem in V. vinifera nicht bekannt.
Im Jahr 2019 konnten erstmals Sesquiterpenglykoside in Weintrauben der Rebsorte Ge-
wurztraminer durch Messungen mittels LC-MS/MS unter Verwendung stabilisotopenmarkier-
ter Prakursoren nachgewiesen werden.®! Ein Jahr spater wurden Sesquiterpenglykoside in
Weinbeeren der Weillweinsorte Muscat d’Alexandrie durch Ultrahochleistungsflissigkeits-
chromatographie—Quadrupol-Flugzeit—-Massenspektrometrie-Kopplung (UHPLC-qTOF-MS)
vorlaufig identifiziert. 6%

Umfassende Analysen zur Charakterisierung freigesetzter Sesquiterpen-Aglykone aus Wein-
beeren wurden bisher nicht durchgefiihrt. So ist weder die strukturelle Diversitat der Sesqui-
terpen-Aglykone im Vergleich zu anderen Terpen-Fraktionen untersucht, noch der Anteil zu-
ckergebundener Sesquiterpenole verglichen mit glykosylierten Monoterpenolen der Wein-
beere beschrieben. Mdgliche Einflisse auf das Weinaroma durch die Sesquiterpen-Aglykone
wurden bisher ebenfalls nicht ndher dokumentiert.

Ziel der vorliegenden Studie war es daher Weinbeeren-Hydrolysate auf die Anwesenheit von
Sesquiterpen- sowie Monoterpen-Aglykonen zu prifen und diese hinsichtlich ihrer Struktur-
vielfalt zu untersuchen. Dariiber hinaus war der prozentuale Anteil der Monoterpen-Aglykone
gegeniber den Sesquiterpen-Aglykonen zu bestimmen und anhand der nachgewiesenen

Aglykon-Strukturen mdgliche Einflisse auf das Sesquiterpen-Profil von Weinen abzuleiten.
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2.3.2 Zusammenfassung

In dieser Studie wurden Terpen-Aglykone aus V. vinifera L. mittels HS-SPME-GCxGC-TOF-
MS umfassend analysiert. Als Probenmaterial standen Hydrolysate aus Weinbeeren-Exokarp
der Rebsorte Gewurztraminer (Vitis vinifera subsp. vinifera) zur Verfiigung. Die Messung der
Hydrolysate ermdglichte zum einen die Beschreibung der strukturellen Vielfalt traubeneigener
Mono- und Sesquiterpen-Aglykone. Zum anderen konnte Uber die Summe der Peakflachen
aller gefundenen Terpen-Aglykone der prozentuale Anteil der Monoterpen-Aglykon- sowie der
Sesquiterpen-Aglykon-Fraktion ermittelt werden. Ferner konnten Aussagen zur Strukturvielfalt
der Sesquiterpen-Aglykone im Vergleich zur Fraktion der Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe
des Exokarps gemacht werden. Anhand der Strukturen der freigesetzten Sesquiterpen-Alko-
hole wurden zudem mdgliche Einflisse auf das Volatilen-Profil von Weinen abgeleitet.

Die umfassende Analyse von Terpen-Aglykonen aus V. vinifera L. setzte eine entsprechende
Probenvorbereitung voraus. Zunachst wurde aus den Beerenhduten ein wassriger Ethanol-
Extrakt erzeugt, dieser mittels Carrez-Reagenzien geklart und zentrifugiert. Die Entfernung
freier Terpene sowie die Isolierung der zu untersuchenden Terpenglykosid-Fraktion erfolgte
anschliel3end mittels SPE. Die Fraktion zuckergebundener Terpen-Alkohole wurde danach bei
vermindertem Druck konzentriert, der Ruckstand mit einer Pufferlosung (pH 4) versetzt und
nach Zugabe eines Enzympraparats hydrolysiert.

Insgesamt konnten 24 Terpen-Aglykone in den Hydrolysaten der Weinbeerenh&ute mittels HS-
SPME-GCxGC-TOF-MS gefunden werden, wovon 21 Monoterpen-Aglykone waren. Die
groRe Anzahl an nachgewiesenen Monoterpen-Aglykonen steht damit im Einklang mit bereits
veroffentlichten Untersuchungent*63164 nach denen Monoterpene in Weinbeeren tiberwiegend
glykosidisch gebunden vorliegen. Die Monoterpen-Aglykone zeigten zudem eine grof3e struk-
turelle Vielfalt. Neben acht acyclischen Monoterpenolen konnten zwdlf monocyclische und ein
bicyclisches Monoterpen-Aglykon nachgewiesen werden. Die acyclischen Monoterpen-Agly-
kone beinhalteten bis zu drei Doppelbindungen und die monocyclischen, teils aromatischen
Analyten leiteten sich von p-Menthan ab oder enthielten sauerstoffhaltige Heterocyclen.
Trotz der Vielzahl an Monoterpen-Aglykonen war tber 80 % der Peakflache aller nachgewie-

senen Terpen-Aglykone auf nur sechs Analyten zurtickzufiihren (Abbildung 12).

OH
N N on | OH
) oH ) oH | |
x
OH
54 55 56 57 58 59

Abb. 12: Strukturformeln bedeutender Monoterpen-Aglykone.
B-Citronellol (54), Nerol (55), Geraniol (56), Linalool (57), Dihydrocarveol (58) und a-Terpineol (59).
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Lediglich drei der 24 Terpen-Aglykone waren Sesquiterpen-Aglykone. Neben den beiden acyc-
lischen Sesquiterpen-Alkoholen Farnesol (60) und (E)-Nerolidol (61) war der bicyclische Alko-

hol Drimenol (62) nachweisbar, der damit erstmals in V. vinifera vorlaufig identifiziert wurde

(Abbildung 13).
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Abb. 13: Strukturformeln der nachgewiesenen Sesquiterpen-Aglykone.
Farnesol (60), (E)-Nerolidol (61) und Drimenol (62).

Die geringe Anzahl unterschiedlicher Sesquiterpen-Aglykone in den untersuchten Hydrolysa-
ten liel? den Ruckschluss zu, dass von den zahlreichen freien Sesquiterpen-Kohlenwasser-
stoffen der terpenreichen Rebsorte Gewiirztraminer?® keine entsprechend hydroxylierten
Sesquiterpen-Alkohol-Analoga im Exokarp vorkommen. Einzige Ausnahme bilden Farnesen-
Isomere und ihr hydroxyliertes Analogon Farnesol. Die Strukturvielfalt der Sesquiterpen-Agly-
kon-Fraktion unterscheidet sich damit deutlich von der strukturell vielfaltigen Fraktion freier
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe. Der geringe prozentuale Anteil der Sesquiterpen-Aglykon-
Fraktion im Vergleich zur Fraktion der Monoterpen-Aglykone deutet zudem darauf hin, dass
Sesquiterpenglykoside in V. vinifera im Gegensatz zu Monoterpenglykosiden lediglich Neben-
produkte der Terpenbiosynthese darstellen.

Trotz des geringeren Anteils der Sesquiterpen-Aglykone ist insbesondere der Nachweis der
freigesetzten Alkohole Farnesol (60) und (E)-Nerolidol (61) von Bedeutung. Wie in Kapitel 2.2
beschrieben kénnen diese Verbindungen sdurekatalytisch ohne die Anwesenheit von Sesqui-
terpensynthasen bzw. Sesquiterpencyclasen in eine Vielzahl acyclischer aber auch cyclischer
Sesquiterpene umgewandelt werden. Farnesol- und Nerolidol-Molekile des Stoffwechsels von
Weinhefen (S. cerevisiae) kdnnen auf diese Weise sogar zu einer signifikanten Veranderung
des traubeneigenen Sesquiterpen-Profils wahrend der Weinbereitung fihren.

Die Freisetzung der traubeneigenen Aglykone 60 und 61 wahrend der Weinbereitung durch
Glykosidasen und die anschliel3ende saurekatalytische Umwandlung dieser Sesquiterpen-Al-
kohole konnte ebenfalls Einfluss auf das Sesquiterpen-Profil von Weinen haben. Sesquiter-
penglykoside stellen daher ungeachtet der begrenzten strukturellen Vielfalt der Sesquiterpen-
Aglykone neben freien Monoterpenen, zuckergebundenen Monoterpen-Alkoholen sowie freien

Sesquiterpenen einen weiteren Pool an potentiellen Weinaromakomponenten dar.
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2.3.3 Publikation: Eur. Food Res. Technol. (2021)

Es folgt die Originalpublikation:

Kbnen, P. P.; Stotzel, I.; Schwab, W.; Wist, M. Qualitative profiling of mono- and sesqui-
terpenols in aglycon libraries from Vitis vinifera L. Gewdrztraminer using multidimensional gas
chromatography—mass spectrometry. Eur. Food Res. Technol. 2021, 247, 1117-1124.
doi:10.1007/s00217-021-03692-3
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Abstract

In grape berries (Vitis vinifera L.), sesquiterpenes are mainly accumulated as hydrocarbons in the epicuticular wax layer of
grapes, whereas monoterpenes, which are predominantly present as alcohols, are glycosylated and are stored as glycosides
in the vacuoles of grape berry cells. In this study, extensive analysis of grape berry hydrolysates by means of comprehen-
sive two-dimensional gas chromatography—time-of-flight-mass spectrometry demonstrated that glycosylated sesquiterpene
alcohols show very little structural diversity when compared to the sesquiterpene hydrocarbon fraction in the cuticle and are
glycosylated to a rather low extent when compared to monoterpenols. Twenty-four enzymatically released terpenols were
found in hydrolysates of the aromatic white wine variety Gewiirztraminer (V. vinifera subsp. vinifera) after previous solid-
phase extraction and headspace solid-phase microextraction. The detection of only three sesquiterpene alcohols, namely
farnesol, nerolidol and drimenol, shows that most sesquiterpene hydrocarbons do not have a related hydroxylated structure in
grapes. Nevertheless, the presence of the acyclic aglycone farnesol and nerolidol may be of importance for the wine aroma,
since these structural isomers can be converted into numerous sesquiterpenes by nonenzymatic acid-catalyzed reactions
during wine production. Grape-derived glycosidically bound sesquiterpene alcohols, therefore, represent, in addition to free

sesquiterpene hydrocarbons, another pool of compounds that may influence the aroma profile of wines.

Keywords Terpenes - Glycosides - Aglycones - Sesquiterpene alcohols - GC X GC - Wine aroma

Introduction

Terpenes play a key role as plant secondary metabolites for
the aroma of grapes (Vitis vinifera L.) and wines [1]. Both
mono- (C,y) and sesquiterpenes (C,s), which are formed
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via the cytosolic mevalonate-dependent metabolic pathway
(MVA) and the mevalonate-independent 1-deoxy-p-xylulose
5-phosphate/2-C-methyl-p-erythritol 4-phosphate biosynthe-
sis pathway (DOXP/MEP) occurring in plastids [2, 3], are
of central importance for the aroma [4, 5]. According to
current knowledge, monoterpenes are stored predominantly
as sugar bound alcohols in the vacuole whereas sesquit-
erpenes are accumulated as hydrocarbons in the nonpolar
epicuticular wax layer of grape berries [6]. While free and
volatile terpenes contribute directly to the aroma, a much
larger fraction of glycosidically bound, non-volatile and
thus aroma-inactive terpenoids is referred to as “hidden
aromatic potential” in ripe grapes [7-9]. In 1974, the first
evidence of glycosidically bound terpenes in grape berries
was published by Cordonnier and Bayonove [10]. In the fol-
lowing decade, Williams et al. confirmed the presence of
monoterpene glycosides by hydrolytic cleavage of the gly-
cosidic bond, identifying both acyclic monoterpene alco-
hols such as linalool, nerol and geraniol as well as mono-
cyclic terpenols such as a-terpineol as released aglycones
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[11-13]. 6-0-a-L-Rhamnopyranosyl-B-p-glucopyranosides,
6-0O-a-L-arabinofuranosyl-p-p-glucopyranosides,
6-0-pB-p-apiofuranosyl-f-p-glucopyranosides and f-p-
glucopyranosides could be determined as sugar residues
of monoterpene glycosides [11, 14]. While monoterpene
glycosides in grapes have been extensively investigated in
recent years [15-18], glycosidically bound sesquiterpenes
in V. vinifera are still largely unknown. The first sesquiter-
pene glycosides in grapes were recently tentatively identi-
fied using ultra-high-performance liquid chromatography
(UHPLC) quadrupole time-of-flight (qTOF) mass spec-
trometry (MS), but without further characterization of the
aglycones [19]. Since glycosidically bound terpene alcohols
are partly released both enzymatically and acid catalytically
during winemaking [20, 21], grape-derived sesquiterpene
glycosides represent an unexplored aroma potential, in addi-
tion to monoterpene glycosides. The potential importance
of sesquiterpene alcohols for the wine aroma has recently
been demonstrated by microvinification experiments. The
yeast-derived, acyclic sesquiterpene alcohols nerolidol and
farnesol can be converted into numerous other sesquiter-
penes by acid-catalyzed reactions during the vinification
process, thus significantly altering the sesquiterpene profile
of wines [22]. In the presented study, the terpene alcohols
released from grape-derived terpene glycosides were ana-
lyzed using the Gewiirztraminer variety. The glycosidically
bound terpenes from isolated exocarp of grapes were sepa-
rated and concentrated using solid-phase extraction (SPE)
and subsequently hydrolyzed enzymatically. The hydro-
lysates were analyzed by comprehensive two-dimensional
gas chromatography-time-of-flight—-mass spectrometry
(GC x GC-TOF-MYS) after previous headspace solid-phase
microextraction (HS-SPME).

Materials and methods
Chemicals

Milli-Q water, ethanol (purity: >99.8%) and zinc sulfate
(purity: 99.9%) were purchased from VWR International
(Darmstadt, HE, Germany). The solvents dichlorometh-
ane (purity: 99.99%) and methanol (purity: >99.9%) were
acquired from Fisher Scientific UK Limited (Loughbor-
ough, Leicestershire, UK) and Honeywell (Seelze, NI, Ger-
many). Di-sodium hydrogen phosphate (purity: >99%) and
sodium dihydrogen phosphate monohydrate (purity: >99%)
were obtained from Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, BY, Germany). Potassium ferrocyanide tri-
hydrate (purity: >99%) was acquired from Acros Organics
(Geel, Antwerp Province, Belgium). Citric acid monohy-
drate (purity: >99.5%) and geraniol (purity: >90%) were
purchased from Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
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BW, Germany) and the enzyme preparation (p-glucosidase,
polygalacturonase) from Oenobrands SAS (Montpel-
lier, Occitanie, France). The compounds citronellol
(purity: >95%), nerol (purity: 98.7%), carvacrol (purity:
99.4%), thymol (purity: >99.9%), menthol (purity: 99.3%),
dihydrocitronellol (purity: 98.3%) and a C;—Cs, saturated
alkane standard solution (certified reference material) were
obtained from Sigma-Aldrich (Steinheim, BW, Germany).
Nerolidol (cis + trans, purity: 97.5%), farnesol (mixture of
isomers, purity: 98.0%), a-terpineol (purity: 96%) and lin-
alool (purity: 98.5%) were purchased from Alfa Aesar (Ward
Hill, MA, USA).

Sample material

The grape berries were sampled on two dates, September
15, 2016 and October 4, 2016 from two aromatic clones
(11 Gm and FR 46-106) of Gewiirztraminer at the Hochs-
chule Geisenheim University (Geisenheim, HE, Germany;
GPS coordinates: 49.98505, 7.94582; altitude: 96 m a.s.1).
The stage of maturation of the grapes was described on the
basis of refractometrically determined soluble solids (Sep-
tember 15, 2016: 11 Gm, 19.0°Bx; FR 46-106, 19.5°Bx and
October 4, 2016: 11 Gm, 21.0°Bx; FR 46-106, 23.0°Bx).

Sample preparation
Tissue extraction

The isolation of the terpene glycosides from the skin of
grape berries was carried out based on a previous paper
[23]. As described, the skin of the grapes was peeled off
and adherent pulp was removed. For the terpene analysis,
20 g (fresh weight) of the grape berry skin was grounded
in liquid nitrogen. The material was extracted under nitro-
gen and exclusion of light in a phosphate buffer (0.1 M;
Na,HPO,/NaH,PO,; pH 7) and 13% (v/v) ethanol for 24 h.
The extracts were clarified with Carrez reagents and then
centrifuged at 24,000 g, 5 °C for 20 min. The supernatant
was purified and concentrated by solid-phase extraction.

Solid-phase extraction (SPE)

To separate the free terpenes from the glycosidically bound
terpenes a 500 mg Lichrolut EN column from Merck KGaA
(Darmstadt, HE, Germany) was conditioned as stated previ-
ously [24]. The free terpenes were eluted with dichlorometh-
ane and the glycosidically bound terpenes with methanol.
The fraction containing the separated glycosidically bound
terpenes was concentrated under reduced pressure until
dryness.
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Hydrolysis

The residue was dissolved in 20 mL citrate-HCI-buffer
(0.1 M; pH 4) and 100 mg of the enzyme preparation was
added. All samples were stored at — 80 °C until analysis.
Sample preparation was performed three times, resulting in
three biological replicates.

Analysis of the hydrolysates

The hydrolysates of the grape berries were thawed and
homogenized before analysis. A Combi PAL-xt autosa-
mpler with a heatable agitator and fiber conditioning sta-
tion from CTC Analytics (Zwingen, BL, Switzerland) was
used. The terpene alcohols were extracted from headspace
using a mixed SPME fiber for volatile and semivolatile
compounds (C;—C,) from Supelco (Bellefonte, PA, USA),
based on a method described by Welke et al. [25]. After
each analysis, the SPME fiber was baked-out to avoid

sample carryover. In addition, empty vials were measured
as control. The injection was carried out into a 7890B gas
chromatograph from Agilent Technologies (Bellefonte,
PA, USA) equipped with a ZX2 GC X GC cryogenic modu-
lator from Zoex Corp (Houston, TX, USA). Gas chromato-
graphic separation was performed by combining a highly
polar capillary column from Agilent Technologies (Belle-
fonte, PA, USA) with a medium polar GC column from
MEGA s.n.c. (Legnano, MI, Italy), a combination that was
used in a previous work for the analysis of sesquiterpene
hydrocarbons in grape berry exocarp [26]. The GC X GC
separation was followed by a mass spectrometric analysis
using a BenchTOF-Select time-of-flight-mass spectrome-
ter from Markes International Limited (Llantrisant, Wales,
UK). The method parameters are listed in Table 1. Avail-
able mono- and sesquiterpene standards were diluted in
ethanol and the resulting 1 mg/kg solutions were injected
with a liquid syringe (1 pL injection volume, split mode).

Table 1 HS-SPME-GC x GC—
TOF-MS conditions used for

Conditions

the analysis of hydrolysates HS-SPME
from grape b(?rrles . HS vial
(Gewiirztraminer cultivar)
Sample volume
SPME fiber

Incubation conditions

Extraction conditions

Desorption conditions

Fiber bake-out conditions
GCxGC

Injector mode

Injector temperature

1D GC column

2D GC column

Carrier gas

Gas flow

Initial inlet pressure

GC oven program

Modulator temperature offset
Modulation period
Pulse length

TOF-MS
MS transfer line temperature
Ion source temperature
Ionization mode
Detector voltage
Mass range

Scan rate

10 mL headspace vial (screw cap)

1 mL hydrolysate

DVB/CAR/PDMS?; 50/30 um; 2 cm; Stableflex; 24 Ga
45 °C/0 rpm/10 min

45 °C/0 rpm/30 min

250 °C/5 min

250 °C/15 min

Splitless
250 °C
DB-WAX Ultra Inert (30 mx0.25 mm x 0.25 um®)
MEGA-17 MS FAST (1.7 mx0.10 mm x 0.10 um®)
Helium
Constant flow, 1.0 mL min™!
24 psi
35 °C (5 min)/5 °C min~" to 120 °C
(0 min)/3 °C min™' to 220 °C (5 min)
+25°C
5s
350 ms

250 °C

250 °C

Electron impact (EI), — 70 eV
—2214V

35-250 m/z

100 Hz

“Divinylbenzene (DVB)/carboxen (CAR)/polydimethylsiloxane (PDMS)

®Length x internal diameter X film thickness
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Data analysis

Data were collected in ProtoTof (version 2.0) as *. LSC
files and processed using the software platform Chrom-
Space (version 1.5.1). Both programs are from Markes
International Limited (Llantrisant, Wales, UK). The data
files were subjected to a dynamic background compensa-
tion (dbc) with a peak width of 100 ms. Data analysis was
carried out using filtering methods (extracted-ion chro-
matogram, parametric filtering settings) and integration
algorithms (persistence, deconvolution). Compound iden-
tification was performed using mass spectra (MS), reten-
tion indices (RI) and authentic standards (STD). Recorded
mass spectra were compared with library spectra from the
National Institute of Standards and Technology (NIST)
database of the mass spectral search program (NIST,
Gaithersburg, MD, USA; version 2.2). The similarity of
the mass spectra was indicated by match factors (MF)
and reverse match factors (RMF). After liquid injection
of a saturated n-alkane standard solution (C;—C;), the
retention indices (RL,,) were calculated using the method
of van Den Dool and Kratz for temperature-programmed
gas chromatography [27]. The mono- and sesquiterpene
alcohols were subsequently identified by comparing the
experimentally determined retention indices with lit-
erature values (RI};). The sesquiterpene alcohols (E)-
nerolidol and farnesol as well as the monoterpene alco-
hols linalool, menthol, dihydrocitronellol, a-terpineol,
B-citronellol, nerol, geraniol, thymol and carvacrol were
additionally identified by commercially available stand-
ard compounds. To determine the ratio of sesquiterpene
aglycones to monoterpene aglycones, the mean values of
the peak areas of all terpenols were summed and the per-
centage of each analyte calculated.

2.0

2tr (s)

Results and discussion

The gas chromatographic separation of terpene aglycones
from grapes (V. vinifera L.) requires prior cleavage of the
glycosidic bond by means of enzymes or acids. By com-
bining suitable extraction methods (SPE-HS-SPME) with
comprehensive two-dimensional gas chromatography—time-
of-flight-mass spectrometry (GC X GC-TOF-MYS)), a total of
24 terpene aglycones were found in hydrolysates of grape
berry exocarp. Figure 1 shows the two-dimensional separa-
tion of the released terpene alcohols.

Twenty-one monoterpene alcohols were identified in the
hydrolysates of grape berries of the terpene-rich white wine
variety Gewlirztraminer (V. vinifera subsp. vinifera, clones
11 Gm and FR 46-106). Among these, the structural diver-
sity of the p-menthane-related monoterpenols is remark-
able. The detection of menthol is particularly interesting
because its precursor piperitone contributes to the positive
mint aroma of red Bordeaux wines, as described by Picard
et al. [28]. The large number of monoterpenols found in the
hydrolysates is in marked contrast to the few free monoter-
pene alcohols found in the volatile profile of ripe grape ber-
ries (Gewlirztraminer cultivar) identified by May [29]. The
GC x GC-TOF-MS measurements thus confirm the assump-
tion that monoterpenols are predominantly glycosidically
bound in grapes [6].

Although more than 80% of the peak area of all terpene
aglycones detected can be attributed to only six monoterpe-
nols, nerol, a-terpineol, linalool, geraniol, f-citronellol and
dihydrocarveol, the first detection of grape-derived sesquit-
erpene aglycones in the Gewiirztraminer variety, especially
(E)-nerolidol and farnesol [30, 31], is noteworthy. While
previous studies showed that free mono- and sesquiter-
pene hydrocarbons as well as monoterpene alcohols mainly
characterize the wine aroma, the detection of grape-derived

Fig.1 GCxGC-TOF-MS total ion chromatogram (TIC) of a hydro-
lysate from grape berries of the white wine variety Gewiirztraminer
(Vitis vinifera subsp. vinifera). The x axis represents the primary
column retention time ('tz) and the y axis corresponds to the reten-
tion time on the secondary column (ztR). The peak intensity, which is
proportional to analyte concentration, is represented by color-coding

@ Springer

from low (violet) to high (red) on a white background. Note that a
logarithmic color gradient has been selected, as numerous trace vol-
atile compounds would otherwise not be visible in a single contour
plot due to some very dominant peaks. Peak numbers of mono- and
sesquiterpene aglycones released by enzymatic hydrolysis refer to
those of Fig. 2 and Table 2
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Fig.2 Structural formulas of
the enzymatically released
terpene alcohols from grape-
derived terpene glycosides,
grouped by sesquiterpene and
monoterpene aglycones. 1-2 |
acyclic sesquiterpene alcohols,
3 bicyclic sesquiterpene alco-
hol, 4-11 acyclic monoterpene
alcohols, 12-23 monocyclic
monoterpene alcohols, 24 bicy-
clic monoterpene alcohol

Sesquiterpene aglycones

Monoterpene aglycones

OH OH
Z
) ®)
OH
|
OH
X
(11 (12)
OH
OH
HO
(18) (19) (20)

sesquiterpene aglycones reveals an undiscovered pool of
potential aroma components in the Gewlirztraminer variety.

It is known that wine yeasts are able to form the ses-
quiterpene alcohols farnesol and nerolidol [32]. Recently,
deuterium-labeling experiments showed that yeast-derived
farnesol and nerolidol significantly alter the terpene pro-
file of wines during the fermentation process [22]. The ses-
quiterpene alcohols act as precursors for the formation of
numerous other sesquiterpenes. Due to the slightly acidic
pH during vinification, many sesquiterpenes can already be
formed by acid catalysis from nerolidol and farnesol without
the presence of corresponding sesquiterpene cyclases [33].

In addition to the acyclic sesquiterpene alcohols nero-
lidol and farnesol, the first tentative and indirect detection
of glycosidically bound drimenol in grape berry exocarp
was obtained by GC X GC-TOF-MS analysis. The bicyclic
drimenol has a drimane skeleton that has not been found in
V. vinifera L. so far. The detection of drimenol is particu-
larly interesting due to the antifungal activity against Bot-
rytis cinerea [34], a pathogen that affects numerous plants
including grapes [35]. At this point, it should be mentioned

OH
X
e OH ‘ y
OH
(2 @)
OH
X X OH = OH ‘
OH ‘ OH ‘ ‘ ‘
(6) 7 (8) 9 (10)
OH
OH
OH
N OH X

(13) (14) (15) (16) (17)

that drimenol can also be formed by rearrangement from
farnesol [36].

The fact that only three sesquiterpene alcohols were
found in the hydrolysates after extensive GC X GC analysis
shows that sesquiterpene alcohols are rather by-products
of sesquiterpene hydrocarbon synthases that are respon-
sible for the biosynthesis of structurally diverse carbon
skeletons. Glycosylated sesquiterpene alcohols are prob-
ably stored in the vacuole of the grape berry cell as water-
soluble flavor precursors, similar to glycosylated monoter-
pene alcohols [37].

It should also be noted that both, numerous monoter-
pene hydrocarbons and numerous monoterpene alcohols
are present in grape berries. In the case of sesquiterpenes,
hydrocarbons dominate the volatile profile without the
corresponding sesquiterpene alcohol analogues. However,
these grape-derived glycosidically bound sesquiterpene
alcohols, in particular farnesol and nerolidol, represent
another important source of aroma precursors that may
influence the wine aroma.
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Table 2 Identified terpene aglycones enzymatically hydrolyzed from terpene glycosides in Gewiirztraminer grapes (Vitis vinifera subsp. vinifera)
using SPE-HS-SPME-GC x GC-TOF-MS

No. Terpene aglycone Molecular formula Percentage® Identification criteria
Rl RIS MS (MF, RMF)f STD?
Sesquiterpene aglycones
1 (E)-Nerolidol* C,sH,0 0.47+0.31% 2040 2040 [38] 805, 852 al
2 Farnesol® C,sH,,0 2.68+1.71% 2357 2354 [39] 832, 835 al
3 Drimenol C,sH,0 0.19+0.03% 25050 2494 [40] 800, 816 nal
Monoterpene aglycones
20 (Z)-Furan linalool oxide® C,oH;50, 3.05+0.72% 1454 1454 [41] 842, 850 nal
21 (E)-Furan linalool oxide® CoH 50, 3.39+1.02% 1483 1483 [42] 804, 814 nal
10 Linalool® C,oH;s0 13.84+0.84% 1547 1547 [43] 797, 808 al
11 Hotrienol” C,oH,60 0.13+0.04% 1608 1613 [44] 729, 763 nal
12 Menthol* C,oHy00 0.86+0.13% 1645 1644 [45] 856, 874 al
24 (E)-Pinocarveol” CioH;s0 1.19+0.19% 1666 1659 [46] 815, 831 nal
4 Dihydrocitronellol® C,oH,,0 0.17+0.02% 1669 1666 [47] 732,748 al
14 a-Terpineol® C,oH;s0 15.70+£1.58% 1703 1703 [48] 848, 889 al
13 Dihydrocarveol” C,oH,50 10.43 +0.64% 1709 1702 [49] 724,757 n.aJ
22 (Z)-Pyran linalool oxide® CoH 50, 2.05£0.45% 1744 1744 [50] 774,801 nal
5 a-Citronellol® C,oH,,0 0.25+0.03% 1759 1767 [47] 883,924 nal
23 (E)-Pyran linalool oxide® CoH50, 0.52+0.51% 1764 1763 [51] 828, 839 nal
p-Citronellol* C,oHy00 11.33+2.02% 1767 1767 [52] 846, 859 al
7 Nerol* C,oH;s0 20.45+3.91% 1805 1803 [53] 813, 821 al
(Z)-Iso-geraniol® C,oH;s0 0.17+0.04% 1835 1849 [54] 767,789 nal
8 Geraniol* C,oH;s0 11.50+0.44% 1848 1848 [55] 804, 809 al
15 p-Mentha-1-en-9-ol° C,oH;s0 0.17+0.03% 1943 1948 [56] 814, 868 nal
16 Perillyl alcohol® C,oH,c0 0.03+0.01% 2000 2004 [57] 693, 762 nal
19 Cuminol” C,oH,,0 0.08+0.01% 2106 2101 [58] 763, 804 nal
17 Thymol* C,oH,0 0.84+0.19% 2182 2183 [59] 876, 898 al
18 Carvacrol® C,oH .0 0.54+0.17% 2213 2212 [60] 905, 916 al

“Identified by retention index, mass spectrum and authentic standard
PTentatively identified by retention index and mass spectral data

“Percentage of aglycone determined by the sum of peak areas. The mean value and the standard deviation resulting from the integration of three
biological replicates are given

dExperimental retention indices on a polar DB-WAX Ultra Inert column calculated according to the method of van Den Dool and Kratz for
temperature-programmed gas chromatography

“Retention indices reported in the literature for equivalent capillary GC columns

fMean mass spectral match quality. The mean values of the match factors (MF) and reverse match factors (RMF) for the respective terpene agly-
cones are listed

€Liquid injection of an authentic standard for compound identification
hRICXP value has been extrapolated

iAn authentic standard was commercially available (a.) and was measured using GCx GC—TOF-MS. The purity of this reference material was
documented in the “Materials and methods”

iAn authentic standard material was not available (n.a.)
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3 Gesamtfazit und Ausblick

In diesem letzten Teil der Dissertation werden die Resultate und gewonnenen Erkenntnisse
publikationsibergreifend zusammengefasst und ein Ausblick Uber mégliche zukinftige Unter-

suchungen gegeben.

Alle drei dieser Arbeit zugrunde liegenden, bereits vollstandig verdffentlichten Beitrage aus
Zeitschriften mit Fachbegutachtung (peer-reviewed journals) befassen sich mit der Sesquiter-

penanalytik in V. vinifera unter Verwendung der GCxGC-TOF-MS.

In der ersten Studie wurde die Biosynthese von freien Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen im
Exokarp reifer Weinbeeren am Beispiel der terpenreichen Rebsorte Lemberger (Vitis vinifera
subsp. vinifera) untersucht und die gebildeten Produkte durch Kombination von Markierungs-
experimenten und HS-SPME-GCxGC-TOF-MS eindeutig identifiziert.

Der gezielte Einsatz zweier stabilisotopenmarkierter Prakursoren, ds-MVL und d»-DOX, flihrte
dabei zur Bildung deuterierter Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe mit unterschiedlichen Markie-
rungsmustern. Nach Anreicherung und Extraktion der gebildeten Analyten mittels HS-SPME
erfolgte die chromatographische Trennung der markierten Isotopologen von ihren unmarkier-
ten, naturlich vorkommenden Analoga durch GCxGC. Anhand der mittels TOF-MS generier-
ten, charakteristischen Massenspektren konnten 25 Analyten eindeutig identifiziert werden.
Das Sesquiterpen-Profil der untersuchten Rebsorte war sowohl von komplexen mono-, bi- und
tricyclischen, als auch aromatischen Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen gepragt. Anhand der
Markierungsmuster konnten fir 20 dieser Terpene mdégliche Reaktionsmechanismen via Car-
bokationen und Germacren-Intermediaten postuliert werden.

Die Bildungsmechanismen der flinf aromatischen Sesquiterpene a-Calacoren, p-Calacoren,
Calamenen (Isomer), a-Corocalen und Cadalen mit Cadinan-Kohlenstoffskelettstruktur blie-
ben hingegen unbekannt. Es konnte weder beantwortet werden tber welches Intermediat die
Biosynthese dieser aromatischen Verbindungen erfolgt, noch wie die zahlreichen Doppelbin-
dungen in die Molekule eingefiihrt werden. Mdglich ist sowohl eine enzymatische Umwandlung
von Intermediaten durch traubeneigene Desaturasen, als auch eine rein saurekatalytische
Deprotonierung entsprechender Vorlauferverbindungen. Weitere Untersuchungen sind daher
notig, um die Bildungsmechanismen aromatischer Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe in V. vini-
fera zu beschreiben.

Im Verlauf der Methodenentwicklung wurden verschiedene SPME-Fasern und Kapillarsdulen
getestet sowie zahlreiche Methodenparameter zur Analytik von Sesquiterpenen optimiert.

Dazu zahlte u.a. die entsprechende Anpassung der Inkubations-/Extraktionsbedingungen, des
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Temperaturprogramms, des Modulationsprozesses sowie der Detektoreinstellungen. In Zu-
kunft kénnte die Methode weiter optimiert und eine umfangreiche Validierung mit authenti-
schen Standards durchgefiihrt werden.

Die Kombination von Markierungsexperimenten und HS-SPME-GCxGC-TOF-MS kdnnte zu-
kunftig auf Weinbeeren weiterer bedeutender Rotweinsorten wie Spatburgunder, Cabernet
Sauvignon und Merlot, aber auch auf Weil3weinsorten wie Riesling, Chardonnay und Ge-
wlrztraminer angewendet und das charakteristische Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff-Profil
dieser Sorten bestimmt werden. Die Biosynthesewege anderer Sesquiterpene, die in der Lem-
berger-Sorte nicht vorkommen, kénnten dabei ebenfalls untersucht werden.

Trotz des Mangels an kommerziell erhaltlichen, authentischen Standardsubstanzen ermdg-
lichte die eingesetzte Methode die eindeutige Identifizierung der Sesquiterpen-Kohlenwasser-
stoffe von Weinbeeren der Rotweinsorte Lemberger. Das eindeutig identifizierte Sesquiterpen-

Profil lesereifer Lemberger-Weinbeeren bildete die Grundlage fir die zweite Studie.

In der zweiten Studie wurde untersucht, ob das traubeneigene Sesquiterpen-Profil der Reb-
sorte Lemberger wahrend der Vinifikation durch die hefestdmmigen Sesquiterpen-Alkohole
Farnesol und Nerolidol signifikant beeinflusst wird und Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe als
potentielle Markersubstanzen in Frage kommen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden Fermentationsversuche durchgeftihrt und
die Sesquiterpene mittels GCxGC-TOF-MS analysiert. So konnten in einem fermentierten,
wassrigen Ansatz aus S. cerevisiae, Hefenahrstoffen und Zuckern neben Farnesol und (E)-
Nerolidol zahlreiche aus diesen Alkoholen saurekatalytisch gebildete Sesquiterpene, wie a-
Cedren, 6-Cadinen, B-Sesquiphellandren und (E)-B-Farnesen, nachgewiesen werden. An-
hand von Lemberger-Modellweinen aus ds-MVL-inkubierten Weinbeerenhduten konnte ge-
zeigt werden, dass diese indirekt durch Weinhefen generierten Sesquiterpene das traubenei-
gene Sesquiterpen-Profil signifikant verandern kénnen. Wahrend das Weinbeeren-Exokarp
eindeutig die Quelle deuterierter Sesquiterpene im Modellwein darstellte, konnten unmarkierte
Verbindungen sowohl aus der Weinbeere, als auch aus der Weinhefe entstammen. Aus die-
sem Grund wurde fUr jedes Sesquiterpen, dass sowohl in der Weinbeere als auch im Modell-
wein eindeutig nachweisbar war, das Peakhdhenverhéltnis des jeweils genuinen (do) zum ma-
ximal deuterierten Isotopologen (dmax) vor und nach der Mikrovinifikation ermittelt. Ein signifi-
kanter Zuwachs von do nach der Weinbereitung, wie er bei den bicyclischen Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffen Calamenen, 6-Cadinen, Cadalen, a-Corocalen und a-Calacoren festge-
stellt wurde, war entsprechend auf die sdurekatalytische Umwandlung der hefestammigen,
unmarkierten Sesquiterpen-Alkohole Farnesol und Nerolidol zurtickzufihren. Im Gegensatz
dazu konnte bei den Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffen Guaia-6,9-dien, Guaiazulen, &-Seli-

nen, Selina-3,7(11)-dien und a-Ylangen keine signifikante Verdnderung von do/dmax hach der
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Weinbereitung festgestellt werden, sodass diese Analyten als potentielle Markersubstanzen
der untersuchten Rebsorte in Frage kamen. Drei der potentiellen Marker, Guaiazulen, &-Seli-
nen und Selina-3,7(11)-dien konnten anschlie3end in sortenreinen Weinen der Rebsorte Lem-
berger wiedergefunden werden.

Da eine saurekatalytische Generierung dieser Verbindungen aus hefestdmmigen Sesquiter-
pen-Alkoholen nicht erfolgte, ist anzunehmen, dass traubeneigene Enzyme zur Katalyse der
komplexen Cyclisierungsreaktionen bendtigt werden. Quantenmechanische Berechnungen
kénnten Hinweise liefern, ob zur Bildung der drei bicyclischen Sesquiterpen-Kohlenwasser-
stoffe Enzyme notwendig sind. Darlber hinaus ist zu prufen, ob in V. vinifera auch entspre-
chende Enzyme vorkommen. Bereits bekannt ist, dass das Multiproduktenzym VvPNSelnt in
V. vinifera die Generierung von &-Selinen katalysiert.*? Traubeneigene Enzyme zur Biosyn-
these von Selina-3,7(11)-dien und Guaiazulen sind hingegen noch nicht beschrieben.

In zukunftigen Untersuchungen ist die Kombination aus Markierungs- und Mikrovinifikations-
experimenten auf weitere Rebsorten anzuwenden, um potentielle Markersubstanzen dieser
Sorten zu ermitteln. So kann zum einen festgestellt werden, ob die drei Verbindungen Guaia-
zulen, 8-Selinen und Selina-3,7(11)-dien sortencharakteristisch fir Lemberger-Weine sind und
zum anderen ob eine Rebsortenbestimmung von Weinen anhand von traubeneigenen Sesqui-
terpenen tatséchlich mdglich ist.

Auch wenn die angewandte Methode zur Ermittlung von Sesquiterpenen als potentielle Marker
grundsatzlich geeignet ist, sollten die Modellwein-Versuche zukiinftig erweitert werden. Zum
Beispiel sollten komplette Weinbeeren vergoren werden, wie es bei der Maischegarung zur
Gewinnung von Rotweinen Ublich ist, und nicht nur markiertes Exokarp. Zudem sollte der Mal3-
stab der Vinifikationsexperimente deutlich vergré3ert werden. Darlber hinaus kdnnte eine
Schwefelung durchgefiihrt werden, wie sie typischerweise zur Haltbarmachung von Weinen
erfolgt. Durch solche Anpassungen des Versuchsaufbaus, hin zu realeren Bedingungen der
Weinherstellung, konnten mégliche Einfllisse auf das Sesquiterpen-Profil beriicksichtigt wer-
den, die in den bisherigen Modellversuchen nicht auftraten.

Die Erkenntnis, dass hefestimmige Sesquiterpen-Alkohole das Sesquiterpen-Profil von Wei-
nen signifikant beeinflussen kénnen, indem sie saurekatalytisch in zahlreiche Sesquiterpene
umgewandelt werden und die Tatsache, dass zuckergebundene Sesquiterpen-Alkohole in Vi-

tis vinifera im Jahr 2019 erstmals nachgewiesen werden konnten, fiihrte zur dritten Studie.

In der dritten Studie wurden hydrolytisch freigesetzte, traubeneigene Sesquiterpen- und Mo-
noterpen-Alkohole hinsichtlich ihrer Strukturvielfalt untersucht, ihre prozentualen Anteile unter
allen identifizierten Terpen-Aglykonen bestimmt und anhand der nachgewiesenen Sesquiter-

pen-Aglykone mdgliche Einflisse auf das Sesquiterpen-Profil von Weinen abgeleitet.
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Die Analysen wurden exemplarisch an Hydrolysaten von Weinbeerenhauten der Rebsorte Ge-
wlrztraminer (Vitis vinifera subsp. vinifera) durchgefiihrt. Die Kombination von SPE-HS-
SPME-GCxGC-TOF-MS ermoglichte den Nachweis von 24 Terpen-Aglykonen, unter denen
mit Farnesol, (E)-Nerolidol und Drimenol drei Sesquiterpen-Aglykone waren. Der Nachweis
von nur drei verschiedenen, hydrolytisch freigesetzten Sesquiterpen-Alkoholen trotz umfas-
sender Analyse zeigte, dass die strukturelle Diversitat dieser Fraktion im Vergleich zur Fraktion
freier Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe deutlich begrenzt ist.

Die 21 Monoterpen-Aglykone zeigten im Gegensatz zur Fraktion der Sesquiterpen-Aglykone
eine grolRe Strukturvielfalt, wobei neben acyclischen, tberwiegend mehrfach ungesattigten
Monoterpen-Alkoholen wie (Z)-Iso-Geraniol und Hotrienol, hauptsachlich monocyclische Ver-
bindungen nachweisbar waren unter denen sich mit Thymol, Carvacrol und Cuminol aromati-
sche aber auch sauerstoffhaltige Heterocyclen wie (Z)-Furanlinalooloxid und (E)-Pyranlinalo-
oloxid befanden. Die Vielzahl an Monoterpen-Aglykonen in den Hydrolysaten deckte sich mit
der Annahme, dass Monoterpene in der Weinbeere hauptsachlich als Monoterpenglykoside
vorliegen. Die Fraktion der Monoterpen-Aglykone machte insgesamt tiber 96 % der Peakfla-
che aller gefundenen Terpen-Aglykone aus, wobei tiber 80 % auf die Alkohole Linalool, a-
Terpineol, Dihydrocarveol, B-Citronellol, Nerol und Geraniol zurlickzufihren war. Aus diesen
Zahlen wurde entsprechend abgeleitet, dass zuckergebundene Sesquiterpen-Alkohole in
Weinbeeren im Unterschied zu glykosylierten Monoterpenolen nur Nebenprodukte des Ter-
pen-Stoffwechsels sind.

Dennoch ist unter Berilicksichtigung der Resultate der zweiten Studie anzunehmen, dass auch
Sesquiterpenglykoside einen bedeutenden Beitrag zum Sesquiterpen-Profil von Weinen leis-
ten kdnnen. Grund fur diese Annahme ist der Nachweis der Sesquiterpen-Aglykone (E)-Nero-
lidol und Farnesol. Wie bereits gezeigt, konnen diese Alkohole im sauren Milieu als Sesquiter-
pen-Prakursoren fungieren und durch S&urekatalyse in zahlreiche Sesquiterpene umgewan-
delt werden. Im Zuge der Weinherstellung durch Glykosidasen hydrolytisch freigesetzte
Sesquiterpen-Alkohole kdnnten somit analog zu hefestammigem Nerolidol und Farnesol zu
einer Veranderung des Volatilen-Profils fihren.

Zukunftig sollten quantitative Messungen zur Konzentrationsbestimmung der freigesetzten
Sesquiterpen-Aglykone durchgefihrt werden. So kénnte festgestellt werden, ob die Konzen-
tration der Aglykone im Wein hoch genug ist, um das Sesquiterpen-Profil mafl3geblich zu be-
einflussen.

Von den 24 gefundenen Terpen-Aglykonen wurden 13 Verbindungen vorlaufig anhand ihres
Retentionsindexes sowie ihres Massenspektrums identifiziert. Durch den Einsatz von stabi-
lisotopenmarkierten Prakursoren, wie in den ersten beiden Studien, kénnten auch diese Ter-

pene in weiteren Experimenten eindeutig identifiziert werden.
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Zusammenfassend gelang es in dieser Dissertation mittels GCxGC-TOF-MS zum einen freie
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe des Weinbeeren-Exokarps eindeutig zu identifizieren und
Bildungsmechanismen dieser Analyten zu formulieren. Zum anderen konnte gezeigt werden,
dass das Sesquiterpen-Kohlenwasserstoff-Profil lesereifer Beeren wahrend der Weinherstel-
lung durch den Hefestoffwechsel signifikant verandert wird und zugleich einige Sesquiterpen-
Kohlenwasserstoffe als potentielle Marker der untersuchten Rebsorte Lemberger in Frage
kommen. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass traubeneigene Sesquiterpen-Aglykone
verglichen mit anderen Terpen-Fraktionen des Weinbeeren-Stoffwechsels strukturell zwar we-
niger divers, aufgrund einer moglichen saurekatalytischen Umwandlung aber dennoch zu be-
rucksichtigen sind. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bilden damit die Grundlage

fur weitere Analysen auf dem Gebiet der Sesquiterpenanalytik in Weinbeeren und Weinen.
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