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1. Einleitung

Wein stellt ein wichtiges Kulturgut dar und wird seit
Jahrtausenden getrunken. Seit jeher steht das Erforschen der
Rebsorten und des Weinaromas im Vordergrund. Weiterhin
existiert in Deutschland ein sehr umfassendes und komplexes
Weinrecht.

Aus wirtschaftlicher Sicht wurden 2012 1,3 Mio. Hektoliter der
deutschen Weine im Wert von 321 Mio. Euro exportiert, wobei
hierbei der Hauptabnehmer die USA waren. In Deutschland
wird vor allem die Rebsorte Riesling angebaut. Dieser machte
2012 22,4% der bestockten Rebflachen aus. Mit einer
Rebflache von 22837 ha hat Deutschland damit 2012 den
Platz 1 des weltweiten Riesling-Anbaus erzielt. Die Rebsorten
Spatburgunder und Grauburgunder lagen 2012 jeweils auf
Platz 3 der weltweiten Anbauregionen, der WeiRburgunder
sogar auf Platz 2 (Deutsches Weininstitut, 2013).

Die Zusammensetzung und Auspragung der geruchsaktiven
Verbindungen hat einen entscheidenden Einfluss auf das
Aroma des Weines. Die Auspragung der einzelnen
geruchsaktiven Verbindungsklassen ist hierbei abhangig von
der jeweiligen Rebsorte. Vor allem der Geruch und
Geschmack bestimmt die Qualitat des Weines (Wst, 2003).



1.1 Fliichtige Aromen und deren Biosynthese in Vitis
vinifera

1.1.1  Fluchtige Aromastoffe

Pflanzen produzieren zahlreiche leicht flichtige Verbindungen,
deren naturliche Funktionen teilweise noch nicht bekannt sind.
Gerade pflanzliche Sekundarmetabolite sind haufig von
groRem Interesse fiur die Lebensmittel- oder Pharmaindustrie.
Sie koénnen als Aromen eingesetzt werden oder finden durch
technologische oder pharmazeutische Wirkungen Anwendung
in verschiedensten Produkten. Demnach ist die Bedeutung
und Erforschung der Biosynthese, der Struktur und der
Funktion dieser Verbindungen in der Pflanze von enormem

Interesse (Gershenzon und Dudareva, 2007).

Die Gruppe der Terpene stellt die grofte Gruppe der
Naturstoffe dar. Mittlerweile sind fast 40.000 Strukturen
beschrieben, die sich von den Terpenen ableiten (Withers und
Keasling, 2006). Vor allem fir diese Gruppe besteht derzeit
noch Forschungsbedarf. Hierbei steht die funktionelle
Charakterisierung verschiedenster Enzyme, die fur die Bildung
von leichtflichtigen Verbindungen verantwortlich sind, im
Fokus der Wissenschaft. Eine weitere Herausforderung stellt
die Erforschung der Umwelteinfliisse auf die Regulation der
Enzyme verschiedener Stoffwechselwege dar (Lund und
Bohimann, 2006).



Es ist bereits bekannt, dass Sesquiterpene (C15-Terpene),
aber auch Monoterpene bei der Anlockung von Insekten, der
Abwehr von FraRRfeinden und der Kommunikation der Pflanzen
untereinander biologisch eine Rolle spielen (Lawo et al., 2011;
Raguso und Pichersky, 1999).

OH OH OH OH
| | | _
OH OH
| . on
15 pg/L
blumig, Akzente von
Gewiirz und Zitrone
1 2 3 4
\ <
OH \ OH O
| OH 0 J\
30 pg/L 400 pg/L 15 pg/L 0,2 pg/L
Rose, leicht st Frisch, leicht pflaumig, Rose, kraftvoll Gruner, grasartiger Duft
Rose, Citrus nach Rose und Geranium
5 6 7 8

Abbildung 1: Haufige Monoterpene in  Vitis vinifera, mit Angabe
ihrer Geruchsschwellenwerte und —eindriicke (Rychlik et al,
1998)

Strukturen der Monoterpene Linalool (1), 8-Hydroxylinalool
(2), Diendiol 1l (3), Diendiol | (4), Geraniol (5), Nerol (6),
Citronellol (7) sowie cis-Rosenoxid (8).



Die Komposition, die Konzentration und die Geruchsschwellen
zahlreicher, leicht-fliichtiger Verbindungen sind entscheidend
fur das Aroma des Weines. Dieses ist sehr komplex und setzt
sich aus verschiedensten Verbindungen zusammen, die
entweder biochemischen Ursprungs sind oder aber erst im
Zuge des Weinprozesses (Fermentations-Bouquet) und der
Lagerung gebildet werden. Desweiteren haben vor allem die
Rebsorte, der Jahrgang und damit verbundene klimatische
Bedingungen sowie der Standort, das so genannte Terroir,
mafigeblichen Einfluss auf das primare Weinaroma, welches
die Komposition der genuin in der Pflanze vorkommenden
Aromastoffe darstellt. Das Weinaroma setzt sich folglich aus
dem priméren, dem sekundéaren Aroma, dem Fermentations-
Bouquet sowie dem Lagerungs-Bouquet zusammen. Beim
sekundaren Aroma werden aromaaktive Verbindungen durch
Verarbeitungsprozesse gebildet. Das Fermentations-Bouquet
beschreibt die Bildung von Aromastoffen wahrend der Garung,
das Lagerungs-Bouquet hingegen die Bildung von

Aromastoffen im Verlauf der Lagerung (Rapp, 1995).

Im Wein spielen vor allem die Monoterpene eine besondere
Rolle fiur das blumige und siRe Aroma der Rebsorten
Muskateller, Gewlrztraminer oder Riesling. Haufig weisen die
Rebsorten &hnliche Terpenprofile auf, die Menge der
einzelnen Terpene variiert jedoch stark, was den

sortentypischen Charakter maf3geblich pragt. Durch diese
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Unterschiede  koénnen  einzelne  Rebsorten  deutlich
voneinander unterschieden werden (Rapp, 1992). Neben den
Monoterpenen ist das Rosenoxid eine Schliisselkomponente
des Aromas des Gewdrztraminers, welches eine Komponente
des typischen ,Lychee-Aromas“ darstellt. Es handelt sich
hierbei um eine Etherverbindung, die aus dem Diol des
Citronellols generiert wird (Ong und Acree, 1999). Im
Unterschied dazu wird zum Beispiel das Aroma der
Chardonnay-Rebsorten mafdgeblich durch C13-
Norisoprenoide gepragt (Sefton et al., 1993).

1.1.2 Biosynthese der Monoterpene

Die Terpene werden auch Isoprenoide genannt, da sie sich
alle aus dem Grundgeriist des 2-Methyl-1,3-butadien (Isopren)
ableiten (vgl. Abbildung 2) (Breitmaier, 2005). Die
Monoterpene sind C10-Verbindungen und leiten sich demnach

aus zwei Isopren-Einheiten ab.

S

Abbildung 2: Die Isopren-Einheit, das Grundgertist d er Terpene

Die Synthese von Terpenoiden erfolgt Uber die beiden
Vorlauferverbindungen Isopentenyldiphosphat (IPP) sowie
dem Isomer Dimethylallyldiphosphat (DMAPP). Die Bildung
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von IPP lauft zum einem Uber den Mevalonsaure-Weg (MVA-
Weg, MVA= engl. mevalonic acid), zum anderen uber den seit
Ende der 90er Jahre bekannten 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat/Methylerythritol-4-phospat-Weg (DOXP/MEP-Weg)
ab (vgl. Abbildung 3) (Lichtenthaler et al., 1997; Rohdich et al.,
2001; Schwender et al., 1997).

Der MVA-Weg lauft im Cytosol ab. Im ersten Schritt reagieren
zwei Molekile Acetyl-CoA in Anwesenheit der Acetoacetyl-
CoA Thiolase zum R-Hydroxy-R-methyl-glutaryl-CoA. Unter
Anwesenheit einer weiteren Acetyl-CoA Einheit sowie zwei
NADPH-Molekilen kommt es Uber das Zwischenprodukt 3-
(S)-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA zur Bildung von
Mevalonsaure (MVA). Die Mevalonséaure wird im Anschluss mit
zwei ATP-Molekilen zum Mevalonsaurediphosphat
phosphoryliert. Durch Decarboxylierungs- und
Dehydratisierungsvorgédngen entsteht daraus IPP (Breitmaier,
2005; Lichtenthaler, 2010).

Im Unterschied zum MVA-Weg lauft der DOXP/MEP-Weg im
Plastid ab. Zur Synthese von IPP wird einem ersten Schritt 1-
Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP) aus Pyruvat und
Glycerinaldehyd-3-phosphat in Anwesenheit der DOXP-
Synthase gebildet. Hierbei kommt es zur Abspaltung von CO..
Aus dem DOXP entsteht in Anwesenheit von NADPH und
einer DOXP-Reduktoisomerase, 2-Methyerythritol-4-phosphat.

Nach weiteren Syntheseschritten kommt es zur Bildung von
6



IPP (vgl. Abbildung 3). Es werden daflir insgesamt drei
Molekille NADPH sowie drei ATP-Agivalente (ATP bzw. CTP)
bendétigt (Lichtenthaler, 2010).

Durch  Reaktion von IPP mit DMAPP entsteht
Geranylpyrophosphat (GPP), der direkte Prakursor der
Monoterpene. Aus diesem koénnen entweder acyclische
Terpene gebildet werden, oder es entstehen hieraus durch cis-
, trans-Isomerisierungen Nerylpyrophosphat (NPP) oder durch
Umlagerungen Linalylpyrophosphat (LPP) (vgl. Abbildung 3)
(Vasserot et al., 1995).
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Abbildung 3: Die Biosynthese der Terpene
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DMAPP= Dimethylallyldiphosphat,
NPP= Nerylpyrophosphat,

LPP= Linalylpyrophosphat



Die Bildung der Monoterpene erfolgt im Anschluss durch
Umsatz des  Geranylpyrophosphat in  Anwesenheit
verschiedener Terpensynthasen. Beispielsweise ist die
Linalool/ Nerolidol-Synthase verantwortlich fir die Bildung von
Linalool (Martin et al., 2012).

Durch Inkubationsstudien unterschiedlicher Gewebe der
Weinpflanze mit den isotopenmarkierten Préakursoren [5,5-
2H2]-Mevalonséiurelacton und [5,5-2H2]-1-De0xy-D-xyIuIose
konnte gezeigt werden, dass die Bildung der Monoterpene fast
ausschlieBlich Uber den DOXP/MEP-Weg ablauft (Luan und
Wist, 2002). Die Biosynthese der Sesqui-, Tri- und
Polyterpene ist hingegen im Cytosol lokalisiert und lauft Gber
den MVA-Weg ab. In verschiedenen Pflanzenspezies konnte
jedoch ein so genannter Crosstalk zwischen beiden
Biosynthesewegen festgestellt werden (Gutensohn et al.,
2012). Dieser konnte auch fir die Gattung Vitis nachgewiesen
werden. Nach Behandlung von Pflanzenmaterial der Gattung
Vitis  mit  [5,5-°H,]-1-Deoxy-D-xylulose  wurde  neben
Monoterpenen auch ein  Einbau in  verschiedene
Sesquiterpene detektiert. Es findet somit auch ein Transport
der im Plastid gebildeten Prakursoren ins Cytosol statt. Dieser
»Crosstalk” findet hauptsachlich vom Plastid ins Cytosol statt,
nur im geringen Umfang vom Cytosol in den Plastiden
(Hampel et al., 2005; May et al., 2013).



In den 1970er Jahren beschéftigten sich viele Arbeitsgruppen
mit der Biosynthese der Terpene, ihrer Metabolisierung zu den
Glycosiden sowie dem Transport dieser in andere
Zellkompartimente. Zunachst wurde davon ausgegangen,
dass die Biosynthese der Terpene vieler Gemusepflanzen in
den Blattern stattfindet. Sie werden dort zur Speicherung
glycosyliert, um diese bei Bedarf in andere Gewebe zu
transportieren. Weiterhin sollte die Glycosylierung die
Hydrophilie erhéhen, wodurch ein Transport erleichtert wird
(Gunata et al., 1986). Die transportierten Verbindungen
kénnen dann z.B. in Bliuten durch anwesende Glucosidasen
wieder freigesetzt werden, um dort zum Blitenduft
beizutragen (Stahl-Biskup et al., 1993; Winterhalter und

Skouroumounis, 1997).

Allerdings konnte festgestellt werden, dass die freien
Aglykone, die in den Bliten nachgewiesen wurden, nicht mit
der Zusammensetzung der glycosidischen Prékursoren in den
Blattern Ubereinstimmten (Stahl-Biskup et al., 1993;
Winterhalter und Skouroumounis, 1997). Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Wasserloslichkeit durch Glycosylierung nicht
in allen Fallen wesentlich verbessert wurde. Beispielsweise
erhoéht sich bei dem Terpen Thymol die Wasserldslichkeit
durch die Glycosylierung kaum (Stahl-Biskup et al., 1993;

Winterhalter und Skouroumounis, 1997).
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Auch in Vitis vinifera wurde zunachst davon ausgegangen,
dass die Synthese der Terpene in den Blattern stattfindet
(Gunata et al., 1986). Markierungsstudien mit
stabilisotopenmarkierten Prakursoren, wie [5,5-°H,]-1-Deoxy-
D-xylulose, zeigten, dass neben Blattgeweben, die
Biosynthese der Monoterpene auch in anderen Geweben wie
Beerenfleisch und —hauten stattfindet (Hampel et al., 2005;
Luan und Wst, 2002).

1.2 Nicht-flichtige Aromastoffe

Monoterpene werden im Verlauf der Reife vermehrt gebildet
und mussen von der Pflanze akkumuliert werden. lhr eher
lipophiler Charakter macht eine sofortige Speicherung in der
Pflanze schwierig bzw. ist fur diese zelltoxisch. Die Toxizitat
rihrt daher, dass diese lipophilen Stoffe in hohen
Konzentrationen labile Zellkomponenten der Pflanze, wie z.B.
Membranstrukturen, zerstéren kénnen. Eine mdogliche Form
der Speicherung, die sich die Pflanze unter anderem zu Nutze
macht, ist die Metabolisierung der freien Terpene in ihre nicht-
fluchtigen, glycosidisch  gebundenen, geruchsinaktiven
Verbindungen. Die Zuckerbindung beféhigt die Pflanze, diese
Stoffe leichter in der Zellvakuole zu speichern (Winterhalter
und Skouroumounis, 1997). Francis und Allcock entdeckten
1969 erstmals gebundene Terpene in Rosen (Francis und
Allcock, 1969). Dies war ein Meilenstein in der Geschichte der
Monoterpen-glycosid-Analytik.  In Weinbeeren  wurden
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glycosidische Verbindungen durch Cordonnier und Bayonove

1974 zum ersten Mal nachgewiesen.

Der groR3te Anteil an geruchsaktiven Verbindungen liegt zum
Zeitpunkt der Vollreife glycosidisch gebunden vor und kann
daher nicht zum Aroma der Beere beitragen (Stahl-Biskup et
al., 1993). Dieses wird im Englischen haufig als ,hidden

aromatic potential* bezeichnet (Gunata et al., 1985).

Die gebundenen Terpene konnen als Monoterpen-i3-D-
glucoside, als 6-0-a-L-Rhamnopyranosyl-3-D-glucoside
(Rutinoside), 6-O-a-L-Arabinofuranosyl-3-D-glucoside
(Arabinosylglycoside) sowie als 6-O-3-D-Apiofuranosyl-R3-D-
glucoside (Apiosylglycoside) vorliegen (vgl. Abbildung 4)
(Gunata et al., 1994). Hierbei stellen die Disaccharide den
gréRten Anteil der gebundenen Terpene dar, Monoterpen-R3-D-
glucoside kommen nur in geringen Mengen vor. In
Abhéngigkeit der Rebsorte liegen die Apiosylglycoside bis zu
50 % vor (bezogen auf die Gesamtglycoside), die Rutinoside
machen 6-13 % aus, hingegen die Glucoside nur 4-9 %
(Maicas und Mateo, 2005). Die Bindung der jeweiligen
Aglykone an den entsprechenden Zuckerrest erfolgt Giber das
anomere C-Atom des [R-D-Glucose-Restes und der
Hydroxylgruppe des jeweiligen  Monoterpenalkoholes.
Katalysiert wird dieser Prozess unter anderem durch

Glycosyltransferasen.
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OH CH, OH >
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0—CH, 0—CH,
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Abbildung 4: Monoterpenglycoside in  Vitis vinifera

Strukturen der B-D-Glucoside (1), der 6-0O-a-L-
Rhamnopyranosyl-R-D-glucoside (2), der 6-0-a-L-
Arabinofuranosyl-R-D-glucoside (3) sowie der 6-0O-R-D-

Apiofuranosyl-R-D-glucoside (4). R= Monoterpen-Rest

1.2.1 Industrielle Bedeutung der glycosidisch

gebundenen Terpene

Neben den freien Terpenen haben auch ihre glycosidisch
gebundenen Aglykone industrielle Bedeutung. So besitzen
manche glycosidisch gebundene Terpene pharmakologische
Wirkungen und kdnnen als so genannte ,Prodrug” Substanzen

eingesetzt werden. Dies sind Substanzen, die zunéchst

13



unwirksam sind und erst durch Verstoffwechselung im Koérper

in ihre aktiven Formen Ubergehen (Rivas et al., 2013).

Geraniol spielt in der Kosmetik- und Duftstoffindustrie eine
besondere Rolle, da es den typischen Rosenduft verkorpert.
Da freie Terpene meist sehr aromatisch sind, ihre glycosidisch
gebundenen Analoga jedoch nicht, kénnten letztere weiterhin
in der Kosmetikindustrie als so genannte ,controlled release*
Substanzen eingesetzt werden. Jene sind Verbindungen, die
durch hydrolytische Spaltung und Freisetzung der freien

Formen langsam ihr Aroma entfalten (Rivas et al., 2013).

1.2.2 Glycosidisch gebundene Terpene als

Aromavorstufen in Wein

Wie bereits in 1.2 erlautert, besitzen die gebundenen Terpene
ein groRes Aromapotential. Wahrend der Weinbereitung, der
Lagerung und der Alterung der Weine koénnen diese
Préakursoren teilweise freigesetzt werden. Die Freisetzung
kann sowohl enzymatisch, als auch séaurekatalytisch

stattfinden.

1.2.2.1 Freisetzung von Terpenen wahrend der

Weinbereitung

Bei der Klarung der Moste kdnnen glycosidisch gebundene

Terpene teilweise freigesetzt werden. Dieses beruht auf der

14



Tatsache, dass hierfur eingesetzte Pektinasen, Glucosidase-
und Arabinofuranosidase-Nebenaktivitat besitzen, die zur
Spaltung der gebundenen Terpene fiihren kénnen (Carrau et
al., 2008).

Auch kdnnen verschiedene Weinhefen, die zur Weinbereitung
eingesetzt werden, Glucosidase-Nebenaktivitat besitzen.
Hefen, die nicht dem Saccharomyces Stamm angehérten,
zeigten sogar eine hohere Aktivitdt, als die klassische

Weinhefe Saccharomyces cerivisiae (Carrau et al., 2008).

Neben der Fermentation von Weinen durch Hefen kann durch
Anwesenheit von Bakterien der Gattung Oenococcus die
Malolaktische Fermentation (MLF) ablaufen. Hierbei wird im
Wein vorkommender Zucker und Apfelsdure zu Milchséaure
umgewandelt. Als Nebenreaktion dieses mikrobiellen
Saureabbaus werden auch glycosidisch  gebundene
Verbindungen gespalten, da die Gattung Oenococcus
ebenfalls eine Glucosidase-Nebenaktivtat zeigt (Boido et al.,
2002; Ugliano et al., 2003). Vorteile einer gewunschten,
induzierten Malolaktischen Fermentation sind ein geringerer
Gehalt an titrierbarer Séure, ein verbessertes ,mouthfeeling"
sowie ein spezielles Aroma. Die gezielte Induktion der
Malolaktischen Fermentation wurde in den letzten Jahren
beliebter, da hierdurch die spontan ablaufende Malolaktische
Fermentation unterdriickt wird. Allerdings kdnnen bei der

spontanen MLF unerwinschte Fehlaromen und Tribungen
15



entstehen. Der Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von
Schwefeldioxid unterbunden werden. Es konnte gezeigt
werden, dass glycosidisch gebundene Monoterpene bei Ablauf
einer Malolaktischen Fermentation zwar abgebaut wurden,
aber keine Erhohung der entsprechenden freien Aglykone
nachgewiesen werden konnte. Es wurde vielmehr eine
Umlagerung in andere Terpene nachgewiesen (Boido et al.,
2002; Ugliano et al., 2006). Die R-Glucosidase-Nebenaktivitat
der Bakterienstimme Oenococcus ist als sehr gering zu
betrachten (Boido et al., 2002).

1.2.2.2 Einfluss der Weinalterung und Lagerung auf  das

Aromaprofil

Neben den enzymatischen Hydrolysen von gebundenen
Terpenen sind weiterhin  sdurekatalysierte  Spaltungen
beschrieben. Sie verlaufen langsamer als die enzymatischen
Reaktionen und sind abhéngig von dem jeweiligen Aglykon
(Sarry und Gunata, 2004). Diese treten vor allem wahrend der
Fermentation und im Laufe der Lagerung durch Erniedrigung

des pH-Wertes auf.

Vor allem in der ersten Woche der Lagerung andert sich das
Aromaprofil eines Weines stark. Es konnten hier
Konzentrationserh6hungen einiger Verbindungen, bedingt
durch die Hydrolyse der glycosidisch gebundenen

Prakursoren, nachgewiesen werden (Loscos et al.,, 2010).
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Diese Gehalte sanken im Verlauf der Lagerung jedoch wieder,

was auf weitere Folgereaktionen zurtickzufiihren ist.

Die saurekatalytischen Umlagerungsreaktionen bewirken
wahrend der Lagerung eine Veranderung der urspriinglichen
Aromakomponenten im Wein. Es werden dadurch vermehrt
Substanzen gebildet, die originar nicht als gebundene
Aglykone im Wein vorkommen. So bilden sich z.B. aus dem
Polyol Diendiol |, Neroloxid und Hotrienol sowie die
Linalooloxide aus dem Diendiol 1l (vgl. Abbildung 5) (Williams
et al., 1980).

Abbildung 5: Saurekatalysierte Umlagerungsreaktione n der
Diendiole

Im Sauren kommt es zur Bildung von Hotrienol (2) und
Neroloxid (3) aus dem Diendiol | (1). Diendiol Il (4)
hingegen bildet unter den gleichen Bedingungen die
furanoiden Linalooloxide 5 und 6 (5,6) (Williams et al.,
1980).
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1.3 Aktueller Kenntnisstand zu Glycosyltransferasen
in Vitis vinifera

1.3.1 Glycosyltransferasen

In Vitis vinifera sind derzeit Uber 200 verschiedene
glycosilierte Verbindungen bekannt. Aglykone sind hierbei vor
allem  Monoterpene, C13-Norisprenoide, Shikimisaure-
Derivate sowie aliphatische Alkohole (vgl. Abbildung 6)
(Mathieu et al., 2005; Schneider et al., 2001; Skouroumounis
und Winterhalter, 1994; Williams et al., 1983; Winterhalter et
al., 1990; Wirth et al., 2001) .

OH
A
WOH
o OCH,
OH

\

4-o0x0--ionol Eugenol trans-3-Hexenol
C13-Norisoprenoid Shikimisaure- Aliphatischer Alkohol
k Derivat /
Abbildung 6: Andere Substanzklassen, die in Vitis vinifera

glycosidisch gebunden vorkommen kénnen

(Skouroumounis und Winterhalter, 1994; Ugliano und
Moio, 2008; Williams et al., 1983; Winterhalter et al.,
1990)

Zahlreiche Forschungsarbeiten in Bereichen der
Strukturaufklarung, der Gehaltsbestimmungen freier und

gebundener Verbindungen sowie der Fermentationseinfliisse
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liegen bereits vor. Die Terpenglycosylierung in Vitis vinifera
sowie die daran beteiligten Enzyme wurde bisher nur wenig

erforscht.

Forschungsarbeiten der letzten Jahre zeigten die Komplexitéat
der Gruppe der Glycosyltransferasen (GTs) und beschrieben
diese als ,Superfamily“. Die GTs wurden in insgesamt 94
Gruppen klassifiziert (CAZy Datenbank; www.cazy.org; Stand:
15. September 2013). Die Gruppe 1 listet
Glycosyltransferasen, die niedermolekulare Verbindungen
umsetzen, zu denen auch die Monoterpenalkohole zahlen. Sie
ist eine der groBten Gruppe der Glycosyltransferasen.
Innerhalb dieser sind insgesamt 5886 GTs beschrieben, von
denen 3176 eukaryotischen Ursprungs sind (CAZy
Datenbank; www.cazy.org; Stand: 11. Oktober 2013).

In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana umfasst diese
Gruppe 1 GT 120 Gene. (Lim, 2002), in Vitis vinifera ca. 156

Gene (personliche Kommunikation, Johanna Frotscher, 2013).

1.3.2 Bildung von glycosidisch gebundenen

Verbindungen

Der Mechanismus der Glycosyltransferasen liegt in der
Ubertragung einer aktivierten Zucker-Einheit auf verschiedene
Akzeptormolekile wie Monoterpenalkohole. Diese
Glycosylierung beruht auf dem Prinzip der nucleophilen
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Substitution (Sy2) (vgl. Abbildung 7). Die Bindung erfolgt
hierbei hauptsachlich Uber Sauerstoff, selten auch Uber
Stickstoff. Die Vertreter der Gruppe 1 GTs Ubertragen jeweils
ein Uridindiphosphat-aktiviertes Zuckermolekaul auf
verschiedenste Akzeptormolekile (vgl. Abbildung 8). GTs,
deren Glucose Uridindiphosphat aktiviert ist, werden dann als
UGTs bezeichnet (Ross et al., 2001); Glycosyltransferasen
aus Vitis vinifera VVGTSs.

CH,OH CH,OH

R' o
o cT o_©O HO 9/0
OH 09 + ROH —= OH + P
OH 0-p-0 o} OR
OH (I)R OH
UDP-Glucose Terpenalkohol Terpenglucosid

Abbildung 7: Schema der Glycosylierungsreaktion, ka talysiert
durch eine Glycosyltransferase (GT)

R= Uridinphosphat-Rest

Damit ein Akzeptormolekil als reaktives Nucleophil agieren
kann, wird zunachst ein Proton abstrahiert. Der Schritt wird
von einem Histidin-Rest des Enzymes katalysiert, der als
Bronsted-Base agiert. Dieser befindet sich im aktiven Zentrum
der UGT in der Nahe des Donors und Akzeptors (Brazier-
Hicks et al., 2007).
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Abbildung 8: Uridindiphosphat (UDP)- Glucose

Die in Pflanzen vorkommenden GTs zeichnen sich durch eine
stark  konservierte PSPG (Plant Secondary Product
Glycosyltransferase)-Box nahe des C-Terminus des Enzyms
aus. Diese beschreibt einen Bereich, der aus 44 Aminosaure-
Resten besteht. Sie ist hoch konserviert, d.h. hier besteht
zwischen den einzelnen GTs groRe Sequenzhomologie. Diese
stellt weiterhin die Nucleotid-Diphosphat Bindungsstelle fir
den aktivierten Zucker dar (Caputi et al., 2012). Im Gegensatz
dazu ist das N-terminale Ende des Enzymes wichtig fur die
Bindung des Akzeptormolekiils, wie z.B. ein
Monoterpenalkohol. Beim N-terminalen Ende hingegen
herrscht haufig keine groRe Sequenzhomologie, da die
unterschiedlichen GTs verschiedenste Akzeptoren mit
unterschiedlichsten Strukturen binden (Wang, 2009).

Durch Faltung der UGT weist diese zwischen C- und N-
terminaler Domane strukturell betrachtet eine Art ,Tasche" auf.
Hier findet sowohl die Bindung des Donors als auch die

Akzeptors statt (Thorsoe et al., 2005).
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C-terminale
N-terminale Domans

Y %

Abbildung 9: 3D-Struktur der VvGT1 mit UDP-Glucose und
Quercetin im aktiven Zentrum (pdb: 2C9Z)

Die UDP-Glucose ist hier pink markiert, hingegen ist das
Quercetin grin dargestellt. (Osmani et al., 2009)

Innerhalb dieser Gruppe 1 GT wurden fir 107 rekombinante
UGTs aus Arabidopsis thaliana Substratscreenings
durchgefiihrt. Davon zeigen 27 UGTs eine Aktivitat auf Mono-,
Sesqui- und Diterpene mit unterschiedlichen
Substratspezifitaten. Wéahrend einige UGTs bevorzugt primére
Terpenalkohole glycosilieren, metabolisieren andere bevorzugt
sekundare und teritidre Terpenalkohole. Weiterhin wird auch
eine Aktivitdat gegeniiber Carboxylgruppen zur Bildung von
Glucoseestern beschrieben (Caputi et al., 2008).

Monoterpenylglycosyltransferasen sind in Vitis vinifera bislang
noch nicht beschrieben. Es konnte lediglich gezeigt werden,
22



dass Proteinextrakte von Weinbeeren und -blattern eine
Aktivitat gegenilber zahlreichen Substraten, unter anderem
auch gegenitber Monoterpenen, aufwiesen (Ford und Hgj,
1998).

In Vitis vinifera sind derzeit wenige GTs beschrieben.
Folgende Glycosyltransferasen konnten bislang identifiziert

und funktionell charakterisiert werden:

» Flavonol-3-O-Glucuronosyltransferase (VvGT5) (Ono
et al., 2010),

» Flavonol-3-O-
Glucosyltransferase/Galactosyltransferase  (VvGT6)
(Ono et al., 2010),

» Resveratol/Hydroxyzimtsaure-O-Glucosyltransferase
(VLRSgt) in Vitis labrusca (Hall und De Luca, 2007),

» Anthocyan/Flavonol-3-O-Glucosyltransferase
(UFGT/VVGT1) (Ford, 1998),

» Anthocyan-5-O-Glucosyltransferase (Janvary et al.,
2009).

Da Glycosyltransferasen zu einer groRen Multigenfamilie
gehdren und sich die Sequenzen von Enzymen mit &hnlichen
Akzeptoren haufig ahneln, ist es hilfreich, Informationen tber
bereits beschriebene Terpenglycosyltransferasen aus anderen

Pflanzenspezies heranzuziehen.
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Es wurden folgende Glycosyltransferasen in anderen
Pflanzenspezies beschrieben, die unter anderem Terpene

umsetzen:

» p-Hydroxymandelonitrile-O-Glucosyltransferase
(UGT85B1) aus Sorghum bicolor (Hirse), die neben
cyanogenen Glucosiden (Dhurrin) auch Terpenoide
wie Nerol, Geraniol, B-Citronellol, a-Terpineol, Linalool
und Farnesol umsetzt (Hansen et al., 2003).

» Glucosyltransferase (EPGT) aus Eucalyptus
perriniana, die verschiedene Substrate wie Zimtsaure,
Menthol, Isoeugenol, 1,8-Cineole und weitere

Verbindungen umsetzt (Nagashima et al., 2004).

1.3.3 Substratspezifitat der Glycosyltransferasen

Wie in 1.3.1 beschrieben, liegen zahlreiche Verbindungen in
der Pflanze glycosidisch gebunden vor. Hierbei ist von
enormem Interesse, welche Glycosyltransferasen diese
Glycosylierungen katalysieren. Es ist bekannt, dass einige
GTs sehr substrat-, stereo- und regiospezifisch arbeiten
(Osmani et al., 2009), wohingegen andere ein breites
Spektrum an Verbindungen umsetzen, welches als
Promiskuitat bezeichnet wird. Diese Promiskuitdt macht es
schwierig, die natirlichen Substrate der jeweiligen GTs zu
identifizieren, da eine Vielzahl von Verbindungen in Frage

kommen kann. Die Uberpriifung einzelner Substrate ist sehr
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zeitaufwandig und nicht effizient. Zur Identifizierung musste
eine Methode entwickelt werden, die in einem Schritt direkt
eine Vielzahl potentieller, naturlicher Substrate mit einschlief3t

und so die Identifizierung wesentlich erleichtert.

Glycosyltransferasen setzen somit oft ein breites Spektrum an
Akzeptoren um, hingegen ist das Spektrum der
Zuckerdonoren stark eingeschrankt. Als Zuckerdonor nutzen
die Glycosyltransferasen der Gruppe 1 hauptsachlich UDP-
Glucose. Es sind Arbeiten beschrieben, die andere potentielle
Zuckerdonoren, als UDP-Glucose, untersuchen. Im Fall der
UGT85B1 aus Sorghum bicolor konnte gezeigt werden, dass
z.B. neben der UDP-Glucose auch zu einem geringen Anteil

UDP-Galactose umgesetzt wird (Thorsoe et al., 2005).

1.4 Methoden zur Analytik von freien Terpenen und
Monoterpen- 3-D-glycosiden

1.4.1 Isolierung und Detektion von freien Terpenen

Bislang werden zahlreiche Methoden angewendet, um freie
und glycosidisch gebundene Terpene zu bestimmen. Die
Extraktionen der Analyten finden meist in wassrigen Lésungen
statt. Vorarbeiten zeigten, dass die direkte Extraktion aus den
Geweben mit organischen Ldsungsmitteln nicht den
erwinschten Erfolg brachte. Weiterhin wurde nach einer
Mdglichkeit gesucht, die Kosten fir Lésungsmittel zu senken

und eine geringere Belastung der Umwelt anzustreben
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(Ebeler, 2001). Demnach wurde die wassrige Extraktion zur
Extraktion der Wahl. Dieser wird meist eine Carrez-Klarung
oder Behandlung mit anderen Klarungsreagenzien, wie z.B.
Polyvinylpyrollidon (PVPP) angeschlossen, wobei z.B. durch
die Verwendung von PVPP ein Analytverlust diskutiert wird
(Cabaroglu et al., 2003). Die anschlielende
Festphasenextraktion (SPE, engl. Solid Phase Extraction) ist
ein gangiges Verfahren zur weiteren Aufreinigung und
Aufkonzentrierung der Proben. Durch geeignete Wahl des
eingesetzten Lésungsmittels besteht sogar die Moglichkeit der
simultanen Bestimmung von freien und gebundenen
Terpenen. Weiterhin hat diese Methode den Vorteil, dass
storende polare Matrix-Komponenten, wie z.B. Zucker,
entfernt werden koénnen. Sie werden zusammen mit anderen
polaren Verbindungen durch Wasser von den jeweiligen SPE-
Phasen eluiert, wahrend unpolarere Verbindungen sowie
glycosidische Prakursoren auf der Phase verbleiben. Neben
diesem Verfahren werden teilweise auch andere Techniken,
wie zum Beispiel eine Flussig-Flussig-Extraktion oder eine
simultane  Destillation/Extraktion angewendet (Sanchez-
Palomo et al., 2009).

Eine weitere  Mdoglichkeit der Extraktion ist die
Festphasenmikroextraktion (SPME, engl. Solid Phase
Microextraction) (Sanchez-Palomo et al.,, 2005). Hierbei

werden die flichtigen Analyten aus wassrigen Lésungen oder
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Gewebeteilen direkt mit Hilfe einer SPME-Faser extrahiert. Die
Methode hat den Vorteil, dass sie einfach anzuwenden ist,
kein Lésungsmittel nétig ist und trotz kleinerer Probenmengen
leichtflichtige Substanzen sehr sensitiv detektiert werden
kénnen. Je nach Anwendungsbereich kdnnen die Proben
direkt und ohne vorangeschaltete Probenaufarbeitung
vermessen werden. So ist zum Beispiel die Messung von
Terpenen, die Uber die Beerenhaut abgegeben werden, ohne
Probenaufarbeitung mittels SPME mdoglich (May et al., 2013).
Zur Analyse koénnen verschiedene Fasern unterschiedlicher
Polaritaten eingesetzt werden, wie z.B. Polyacrylatmaterialien.
Da mit dieser Methode bevorzugt leichtfliichtige Verbindungen
gemessen werden, eignet sie sich nicht zur Analyse der
Monoterpen-R-D-glycoside. Die  einzelnen  Fasertypen
adsorbieren unterschiedliche Analyten mit unterschiedlichen
Praferenzen. Desweiteren ist die Reproduzierbarkeit der
jeweiligen Analysenbedingungen (Einstellung des
Konzentrationsverhaltnisses zwischen wassriger Phase/
Gasraum) schwierig. Eine Quantifizierung der Analyten ohne
stabilisotopenmarkierte  Interne  Standards ist oftmals

aufwendig und schwierig (Petrozziello et al., 2012).

Bei der Anwendung der oben genannten Methoden erfolgt die
Quantifizierung von freien Monoterpenen meist klassisch

mittels GC-MS. Hierbei wird haufig 2-Octanol oder 4-Nonanol
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als Interner Standard verwendet (Fenoll et al., 2009; Sanchez-
Palomo et al., 2009).

Zur  Strukturaufklarung mdoglicher neuer geruchsaktiver
Substanzen werden auch praparative HPLC-Systeme
angewendet, die eine Trennung der Komponenten aus
Weinbeeren oder Weinextrakten gewahrleisten. Eine
anschlieBende Detektion der Fraktionen kann weitere
Informationen beziiglich Struktur oder Geruchsaktivitét liefern.
Im Falle einer Geruchsaktivitdt kann z.B. aus den einzelnen
Fraktionen eine olfaktorische GC-Messung erfolgen. Zur
Strukturaufklarung kénnen bislang unbekannte Verbindungen
aus den Extrakten isoliert und tUber NMR-Techniken naher
charakterisiert werden (Aznar et al.,, 2001; Ferreira et al.,
1999).

1.4.2 lIsolierung und Detektion von Monoterpen-  3-D-

glycosiden

Die Bestimmung der Monoterpen-R-D-glycoside ist im
Gegensatz zur Bestimmung der freien Terpene deutlich
schwieriger, da hierfir Referenzstandards kauflich nicht

erhaltlich sind.

Dennoch sind zahlreiche Aufarbeitungsmethoden zur
Bestimmung der Monoterpen-3-D-glycoside in Vitis vinifera
bereits beschrieben (Jelen et al., 2012; Mateo und Jiménez,
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2000). Die Analyse erfolgt entweder in Weinen, Saften oder in
Extrakten verschiedener Pflanzenmaterialien (Gescheine,

Beerenhaute, Blatter, Wurzeln).

Analog zu den freien Terpenen wird ublicherweise zur
Bestimmung der gebundenen Analoga nach etwaiger
Extraktion eine anschlieBende Adsorption an eine Festphase
(SPE) angeschlossen. Nach diesem Aufarbeitungsschritt gibt
es mehrere Ldsungsansatze zur Bestimmung der
Monoterpenglycoside. Diese kénnen entweder als freigesetzte
Aglykone nach hydrolytischer Spaltung mittels GC-MS, als
gebundene Terpene nach Derivatisierungsschritten mittel GC-
MS oder direkt Uber LC-MS detektiert werden. Einen
zusammenfassenden Uberblick zu den verschiedenen
Aufarbeitungsmethoden sowie die jeweiligen untersuchten
Gewebe und die Messmethoden gibt die Tabelle 1.
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glycosdisch
n etal., 2012))

zur Bestimmung von

Methoden
gebundenen Monterpenen (veréandert nach (Jele

Tabelle 1:

Rebsorte/ Aufarbeitung Derivati Hydrolyse Messsystem/ Referenz
Material sierung Analyten
Gewdrztraminer/  Material Enzym. GC-MS (Martin et al., 2012)
ganze vermahlen, Hydrolyse in  Glycoside: u.a.
Beeren Extraktion mit Citrat-Puffer Geraniol,  Nerol,
ohne Kerne 8 mL H,0O,SP (50 mM,  Citronellol und
Muscat 200 g Material Enzym. GC-MS (Fenoll et al., 2009)
Hamburg/ vermabhlen; Hydrolyse Glycoside:
ganze Beeren Extraktion mit in Citrat- u.a. Linalool,
ohne Kerne (im H,0, SPE Phosphat- Geraniol,  Nerol,
Reifeverlauf (C18) Puffer (0,2 M, Citronellol,
2005 IS: je 5 pL pH 5) Geraniol, Diendiol
und 2006) (0,4 g/L) mit |

2-Octanol & AR 2000
Falanghina/ 15 mL Saft, TMS Enzym. SPME-GC-MS: (Nasi et al., 2008)
Saft SPE (C18), Hydrolyse TMS-Derivate,

IS: -, in Citrat- freigesetzte

keine Phosphat- Aglykone  sowie

Detektion der Puffer (0,2 M) LC-MS & MALDI-

Terpen- mit TOF-MS

glycoside Uber Rohapect Glycoside:

Standards Linalool,a-

Terpineol,Geraniol

Muscat ,a petit 200 mL Wein, TFA Enzym. GC-MS (Palomo et al., 2006)
grains/ Saft Hydrolyse in  Glycoside: u.a.
Haute, Saft oder Beeren- Citrat- Linalool,
und Wein hautextrakt, Phosphat- Citronellol, Nerol,

SPE (SDVB) Puffer Geraniol, a-

IS: 4-Nonanol, (pH 5) mit Terpineol

Phenyl-3-D- AR 2000

glucosid (40°C, 18 h)
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Rebsorte/ Aufarbeitung Derivati Hydrolyse Messsystem/ Referenz
Material sierung Analyten
Glycoside: TFA-
Derivate: 3-D-
glucoside, Arabinosyl-
und Apiosyl-glucoside
sowie Rutinoside:
u.a. Linalyl-, Neryl-,
Geranyl-, Diendiol-,
a-Terpenyl-glycoside
Muscat of 25¢g Blatter Enzym. GC-FID und GC-MS (Wirth et al., 2001)
Alexandria und vermahlen und mit Hydrolyse in  Glycoside: C6-
Shiraz/ Blatter, MeOH extrahieren, Citrat- Alkohole, aliphatische
Beeren (1996) MeOH eindampfen Phosphat- Alkohole, C13-
und in H.O Puffer (0,2 Norisoprenoide,
aufnehmen. M, pH 5) mit  Monoterpene und
Adsorption an Pektolase/H  Shikimisdure-Derivate
Amberlite XAD-2. emicellu-
100 mL Saft, lase (40 °C,
Adsorption an XAD- 16 h)
2
IS: 4-Nonanol
Sangiovese, 30 g tiefgefrorene, Enzym. GC-MS/MS (Vrhovsek et al., 2014)
Sauvignon vermahlene Probe Hydrolyse Glycoside:
Blanc, Griner in Wasser mit AR 2000  Ester, Alkohole,
Veltliner, homogenisieren. Monoterpene,
Chardonnay und  Adsorption an ENV+ Aldehyde,
Gewdrztraminer/  Kartuschen Ketone,
Beeren IS: n-heptanol (100 Norisoprenoide,Saure
mg/L) n und Ether
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Wie in Tabelle 1 gezeigt, ist zur Bestimmung der gebundenen
Terpene eine  enzymatische Hydrolyse dieser mit
anschlieBender Detektion der freigesetzten Terpene per GC-
MS Ublich (Maicas und Mateo, 2005). Von Nachteil ist, dass
hierbei die Terpenglycoside nicht direkt, sondern nur tber ihre
Spaltprodukte bestimmt werden. Die Hydrolyseausbeuten sind
stark abhéngig vom eingesetzten Enzympréparat. Diese
arbeiten meist sehr substratspezifisch und héaufig verlaufen die
Hydrolysen nicht vollstandig (Gunata et al., 1990, 1988). Der
Einsatz von Sauren zur Spaltung der glycosidischen
Verbindungen wird selten verwendet, da es durch die sauren
pH-Werte zu Umlagerungsreaktionen der Terpene kommen
kann und somit das gemessene Profil stark verandert wird
(Williams et al., 1982).

Eine weitere Mdoglichkeit ist die Derivatisierung der
glycosidischen Verbindungen durch verschiedene
Reagenzien. Hierbei wurden leicht flichtigere Trimethylsilyl-
(TMS-) oder Trifluoracetamid- (TFA-) Derivate gebildet
(Palomo et al., 2006; Szczepaniak und Isidorov, 2011; Voirin et
al., 1992). Da Monoterpen-R-D-glycoside bzw. ihre
derivatisierten Verbindungen kauflich nicht erhaltlich sind, ist
eine ldentifizierung schwierig. Weiterhin werden zur Analyse
der Derivate hohe Trenntemperaturen mit niedrigen

Temperaturrampen bendotigt. Die Methoden der
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Derivatisierungen konnten sich demnach in den letzten Jahren

nicht durchsetzen.

Daruiber hinaus werden Techniken wie die Counter Courrent
Chromatography gekoppelt mit HPLC-Auftrennungen oder
Saulenchromatographische Trennungen wie HILIC
(Hydrophile Interaktionsflissigchromatographie; engl.
»Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography*) -Trennungen
zur Isolierung von  Terpenglycosiden genutzt. Die
anschlieBende Strukturaufklarung erfolgt haufig tber NMR-
oder MS-Techniken (D’Ambrosio et al., 2013; Marinos et al.,
1994).

Wenige Vorarbeiten beschéftigten sich in den 1980er und
1990er Jahren mit der Analyse von Monterpenglycosiden
mittels massenspektrometrischen Detektionsmethoden.
Hierbei wurde die Synthese der kauflich nicht erhéltlichen
Monoterpen-R3-D-glucoside sowie deren Fragmentierungen
und der Strukturaufklarung dieser mittels MS/MS beschrieben
- auch unter Zuhilfenahme stabilisotopenmarkierter Analyten
(Cole et al., 1989; Salles et al., 1991a). Desweiteren wurden
saulenchromatographische Auftrennungen von synthetisierten
Standards vorgenommen. Die Detektion erfolgte hier Uber UV
(Bitteur et al., 1989; Salles et al., 1990). Mit Hilfe dieser
Vorarbeiten  konnten erste Informationen Uber die
Fragmentierungen und Elutionsverhalten auf HPLC-Phasen

gewonnen werden.
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In den letzten Jahren gab es wenige Versuche zur LC-MS-
Detektion der Terpenglycoside. Mittels LC-ESI/MS (ESI;
Elektronensprayionisierung) und MALDI-TOF-MS wurden,
ohne Verwendung von Referenzstandards, Terpenglycoside
detektiert. Es wurden mdgliche Masse/Ladungs (m/z) -
Verhaltnisse der Vorlaufer-lonen zur vorlaufigen Identifizierung

genutzt (Nasi et al., 2008).

Weiterhin  wurden in der Rebsorte Moscato Giallo
Terpendisaccharide mittels NMR-Analytik identifiziert und tber
LC-MS/MS charakterisiert (Schievano et al., 2013).

Es konnten in der Literatur bisher keine Daten in Bezug auf
eine bestehende LC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von

Monoterpen-R-D-glucosiden in Vits vinifera gefunden werden.

15 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit umfasst die Analytik von freien
Terpenen und Monoterpen-R3-D-glucosiden in verschiedenen
Rebsorten und Geweben. Ziel war die Entwicklung einer LC-
MS/MS Methode mit direkter Bestimmung der Monoterpenyl-
3-D-glucoside.

Hierzu mussten kauflich nicht erhéltliche Standards (sowohl
Monoterpendiole, als auch Monoterpen--D-glucoside) nach

bereits bekannten Synthesewegen synthetisiert werden.
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Desweiteren wurde die Entwicklung einer Stabilisotopen-
Verdinnungs-Analyse (SIVA) angestrebt. Hierzu wurden

deuteriummarkierte Interne Standards synthetisiert.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit stellte die funktionelle
Charakterisierung von Monoterpenylglucosyltransferasen aus
Vitis vinifera dar. Diese potentiellen
Monoterpenylglucosyltransferasen ~ wurden durch die
Hochschule Geisenheim ausgewahlt und durch die TU
Minchen in Escherichia coli exprimiert. Zur funktionellen
Charakterisierung wurden jeweils bendétigte Ansatze an der TU
Minchen durchgefuhrt und fur weitere Versuche zur

Verfligung gestellt.

Neben der Bestimmung der Enantioselektivtat der GTs sollte
eine Methode fiir die Identifizierung der natirlichen Substrate
entwickelt werden. Wie bereits in Abschnitt 1.3.3 erwahnt,
stellt diese Identifizierung eine Herausforderung aufgrund von
bestehender Promiskuitéat der verschiedenen GTs sowie der

grof3en Anzahl potentieller Substrate dar.

1.6 Lésungsstrategie
1.6.1 Synthese von Referenzsubstanzen und deren
Analytik

Bevor eine LC-MS/MS Methode zur Bestimmung von
Monoterpen-R-D-glucosiden  entwickelt werden  konnte,
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mussten die Referenzsubstanzen im Rahmen dieser Arbeit
synthetisiert werden. Im Anschluss wurde die optimale
Trennung der Substanzen auf verschiedenen HPLC-Phasen
getestet und die geeigneteste zur weiteren Entwicklung der
Methode verwendet. Die Detektion der Terpenglucoside
erfolgte hierbei zundchst Uber einen Diodenarray-Detektor
(DAD). Im Anschluss folgte die Entwicklung der MS-Methode.

Als Alternative zur LC-MS/MS Methode wurden in einem
orientierenden Vorversuch die einzelnen Standards und ein
Beerenhautextrakt zudem mittels MALDI-TOF-MS
charakterisiert. Als Grundlage fir die Probenaufarbeitung
wurden Vorarbeiten herangezogen und diese der jeweiligen
Fragestellung und den Laborgegebenheiten angepasst (Nasi
et al., 2008).

Zur enantioselektiven Analyse der rekombinanten Enzyme war
die enantioselektive-GC-MS Messung der Produkte an
modifizierten Cyclodextrinen (nach hydrolytischer Freisetzung)
die Methode der Wabhl.

Fur die Entwicklung einer Methode zur Bestimmung der
natirlichen Substrate der Monoterpenylglucosyltransferasen
wurde das so genannte ,Activity-Based Metabolomic Profiling*
angewandt und der Aufgabenstellung sowie den

Laborgegebenheiten angepasst (de Carvalho et al., 2010).
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JActivity-Based Metabolomic Profiling (ABMP) ist eine
effiziente Methode zur Identifizierung der potentiellen,
natiirlichen Substrate der verschiedenen Enzyme (de
Carvalho et al., 2010). Normale in vitro Assays basieren auf
dem Prinzip der Glycosylierung eines einzelnen Substrates mit
aktivierter Glucose in Anwesenheit des potentiellen Enzymes.
Diese Tests sind aufwendig und decken meist nur einen
Bruchteil mdoglicher Substrate ab. Beim ABMP werden
komplexe biologische Matrices in Anwesenheit aktivierter
Glucose durch die exprimierten Enzyme umgesetzt. Das
Analytspektrum ist hier wesentlich umfangreicher. Im Fall der
Glycosyltransferasen (GT) ist im Rahmen dieser Arbeit ein
Pflanzenextrakt (konzentrierter Auszug eines
Beerenhautextraktes) durch die jeweiligen exprimierten GTs in
Anwesenheit von UDP-Glucose umgesetzt worden. Bei dem
Pflanzenextrakt handelte es sich ausschliellich um
glycosidisch gebundene Verbindungen, die fir den o.g.
Versuch durch eine enzymatische Hydrolyse freigesetzt

wurden.

Zur Strukturaufklarung der Produkte wurden im Rahmen
dieser Arbeit verschiedenste Analysentechniken wie GC-
und/oder LC-MS Techniken genutzt. Eine weitere Mdglichkeit
ist die Kombination dieser Techniken mit praparativen
Trenntechniken und anschlieBender Strukturaufklarung mittels
NMR.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Charakterisierung der synthetisierten
Referenzsubstanzen

2.1.1 Die synthetisierten Referenzstandards

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Referenzstandards
waren teilweise nicht k&auflich erhaltlich und mussten zunéchst
synthetisiert werden. Im Folgenden werden die durchgefiihrten

Synthesen und die Synthesewege vorgestellt.
2.1.1.1 Synthese von Monoterpen- [-D-glucosiden

Die Monoterpen-i3-glucosid-Synthese ist durch die Koenigs-
Knorr-Methode mdglich (Paulsen et al., 1985). Nach diesen
Vorschriften wurden vier Monoterpen-3-glucoside, ein
stabilisotopenmarkiertes  Terpen-R-D-glucosid sowie ein

Monoterpendiol-glucosid synthetisiert (vgl. Abbildung 10).
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8-Hydroxylinalyl-3-D-
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Abbildung 10: Strukturformeln der synthetisierten M onoterpen-
3-D-glucosiden
Die Synthese des 8-Hydroxylinalyl-3-D-glucosid erfolgte in zu
geringer Ausbeute, so dass eine Charakterisierung tber MS,
nicht jedoch tber NMR-Techniken, erfolgen konnte. Es wurde

somit nicht als Referenzstandard eingesetzt.
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Die Synthese der Monoterpen-R-D-glucoside mit priméaren
Alkholen als Aglykone (Citronellol, Nerol und Geraniol) erfolgte
Uber die Koenigs-Knorr-Reaktion mit Silbercarbonat als
Katalysator (vgl. Abbildung 11) (Kdrti, 2005).

OAc OAc OAc OAc
S, o *+ACOs @6?,/-\0 o @w O._OR
- = N
. — e
AcO ”O/U\ -AgBr | aco ”’Ok AcO “o H AcO O\[(
OAc OAc OAc OAc o]

a-Acetylbromglucose B-D-glucosid

Abbildung 11: Reaktionsmechanismus der Koenigs-Knor r-
Reaktion

OAc= Acetylrest, R-OH= Monoterpenalkohol

Da a-Acetylbromglucose kauflich erhéltlich ist, kann diese
direkt fur die Koenigs-Knorr-Reaktion eingesetzt werden. In
einem ersten Reaktionsschritt reagiert diese durch den
Coaktivator Silbercarbonat zum Oxocarbeniumion. Diese
Reaktion ist regiospezifisch, sie findet immer am C1-Atom der
Acetylbromglucose statt. Ausgehend vom Oxocarbeniumion
bildet die Acetylgruppe an dem C2-Atom ein Dioxolaniumion.
Im Anschluss kommt es zu einem nucleophilen Angriff des
Terpenalkoholes in  Form einer Sy2-Reaktion. Nach
Protonabspaltung bildet sich ein acetyliertes Terpen-3-D-
glucosid, welches durch Natriummethylat im Anschluss
deacetyliert wird (Kdrti, 2005).
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Die Glycosylierungsreaktion tertidrer Terpenalkohole verlauft
Uber den Katalysator Silbercarbonat in nur sehr geringen
Ausbeuten. Fir diese Reaktion wurde der Katalysator

Quecksilbercyanid gewahlt (Hattori et al., 2004).
2.1.1.2 Synthese von [ 2H2]-Citronellol

Die Synthese von isotopenmarkiertem Citronellol erfolgte
durch Reduktion der Citronellylsaure mit
Lithiumaluminiumdeuterid (LIAID,) (WUst et al., 1998).

o
o Co;ﬁg’? ) o u
LIiAID, i® Q i
OH Zhs DB U D 4 ;¥ “aip, HAP: LD
| | |
Citronellyl-
séure H,O

[2H,]-Citronellol

Abbildung 12: Vorgeschlagener Mechanismus der Reduk  tion
von Citronellylsdure zum [ 2H2]-Citronellol

Carbonsauren werden sehr effektiv mittels
Lithiumaluminiumdeuterid zu den entsprechend Deuterium-
markierten Alkoholen reduziert (March, 1992). Der genaue
Reaktionsmechanismus ist bislang noch nicht aufgeklart. Es
wird jedoch vermutet, dass Lithiumaluminiumdeuterid

zunéchst als Base fungiert und ein Proton der Citronellylsdure
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abstrahiert (Vollhardt et al., 2009). Es entsteht ein Carboxylat
und es kommt zu einer Ubertragung von zwei
Deuteriumaquivalenten vom Lithiumaluminiumdeuterid. Es

entsteht zweifach deuteriertes Citronellol.
2.1.1.3 Synthese von Monoterpendiolen

Neben den Monoterpen-R-D-glucosiden sind auch die
Monoterpendiole Diendiol |, Diendiol 1l sowie das 8-
Hydroxylinalool kauflich nicht erhaltlich. Auch diese wurden

nach bekannten Synthesewegen synthetisiert.

OH OH OH
g | |
OH OH L on

Diendiol | Diendiol Il 8-Hydroxylinalool

Abbildung 13: Strukturformeln der synthetisierten
Monoterpendiole

Die Diole Diendiol | und Diendiol Il wurden als Gemisch in
einer Oxygenierungsreaktion mit generiertem Singulett-
Sauerstoff ausgehend von Linalool synthetisiert (vgl.
Abbildung 14) (Alsters et al., 2010). Es erfolgte eine
entsprechende Reduktion zu den jeweiligen Alkoholen. Die

Isomere wurden sdulenchromatographisch getrennt.
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OH OH Na;SO3 NaxS04 OH OH
_H0s + | U T |
x N
NazMoO4-2H;0 OOH OOH OH OH

Linalool Diendiol | Diendiol Il

Abbildung 14: Reaktionsmechanismus der Diendiol I- und
Diendiol II- Synthese

Bei der Synthese von 8-Hydroxylinalool wird als Edukt das
Linalylacetat verwendet. Im ethanolischen Milieu wird durch
Zusatz von Selendioxid (SeO,) und durch Erhitzung das
Kohlenstoff-Atom in Position 8 zum Alkohol bzw. zum Aldehyd
oxidiert (Schwab, 1989). Die Carbonylgruppe wird durch
Lithiumaluminiumhydrid (LiAIH;) zum Alkohol reduziert. Es
entsteht ein Gemisch aus cis- und trans-8-Hydroxylinalool (vgl.
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Reaktionsmechanismus der 8-Hydroxylin alool-
Synthese
2.1.2 Hydrolytische Spaltung der Monoterpen-  R-D-

glucoside

Monoterpenglycoside  werden  haufig  indirekt  nach
hydrolytischer Spaltung Uber ihre freigesetzten Aglykone
mittels GC-MS detektiert. Damit zwischen freien und
gebundenen Terpenen differenziert werden kann, missen die
hergestellten Extrakte zundchst mittels SPE aufgereinigt
werden. Hierbei kdénnen die freien von den gebundenen
Terpenen durch Wahl verschiedener Lésungsmittel separiert
werden. Die freien Terpene kénnen direkt, die gebundenen

Terpene nach hydrolytischer Spaltung detektiert werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur direkten
Analyse der Monoterpen-R-D-glucoside mittels LC-MS/MS
entwickelt. Diese Methode wurde der hydrolytischen Spaltung
der Terpenglycoside vorgezogen. Nachteile wie eine
unzureichende Spaltung oder Umlagerungsreaktion konnten
SO vermieden werden. Weiterhin wurde die
Aufarbeitungsmethode um die zeitaufwandige Hydrolyse

verkurzt.

Da die Terpen-Disaccharide mit dieser Methode aufgrund
fehlender Referenzstandards nicht bestimmt werden kdnnen,
wurde die Methode der enzymatischen Spaltung immer dann
herangezogen, wenn eine orientierende Aussage Uber die

Gesamtterpenglycoside erforderlich war.

Zur Optimierung der Aufarbeitung wurden verschiedene
Enzympraparate in Hinblick auf eine effiziente und mdglichst
vollstandige Hydrolyse getestet. Bei diesen Praparaten (AR
2000 und Glucanex) handelt es sich um gangige
Enzympraparate, die zur Analyse von glycosidisch
gebundenen Terpenen eingesetzt werden. Glucanex ist eine
Enzymmischung aus dem Pilz Trichoderma harzianum und
besitzt R-Glucanase-, Cellulase-, Protease- und Chitinase-
Aktivitat. AR 2000 ist ein pektinolytisches Enzympréaparat, das
Glucosidase-,  Arabinofuranosidase-,  Apiosidase- und
Rhamnosidase-Aktivitat besitzt (Sarry und Gunata, 2004). Es

stammt aus dem Pilz Aspergillus niger. Die jeweiligen
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Enzympraparate bestehen aus unterschiedlichen Mischungen

der einzelnen  Enzymarten.

lhre

Hydrolyseaktivitat

unterscheidet sich teilweise deutlich voneinander.

!
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Abbildung  16: Ein-
Hydrolysemechanismus
(Sarry und Gunata, 2004)

und  Zweistufiger enzymatischer

Der Mechanismus der Hydrolyse kann zwei- oder einstufig
verlaufen (vgl. Abbildung 16). In dem zweistufigen Prozess
wird bei vorhandenen Disacchariden zunéchst ein Zuckerrest
durch

Rhamnosidasen

jeweilige  Arabinosidasen,  Apiosidasen  oder

Es

Monoterpenglucoside, die durch Glucosidasen in Glucose und

abgespalten. verbleiben
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freie Terpene gespalten werden. Der einstufige Prozess
verlauft Gber die Abspaltung des gesamten Zuckerrestes und
sofortige Freisetzung des Aglykons (Gunata et al., 1988). Die
Spaltung der Glycoside erfolgt bei Einsatz des Enzymes
AR 2000 vermutlich tber den zweistufigen Hydrolyseprozess,
da es ein Enzympréaparat ist, das Arabinosidase-, Apiosidase-,

Rhamnosidase- sowie Glucosidase-Aktivitat aufweist.

Tabelle 2: Hydrolyseaktivitat der Enzympraparate AR 2000 und
Glucanex zur Spaltung der Monoterpen- 3-D-glucoside (n=2)

AR 2000 [%] Glucanex [%]
Enzymmenge 50 100 50 100
[mg]
Neryl-R3-D- 38,6+ 0,6 41,3+1,6 18,9+ 4,5 11,1+ 0,7
glucosid

Geranyl-B8-D- 68,0+ 6,6 76,8+ 0,3 5,0+0,4 13,1+8,3

glucosid

Citronellyl-R3- 43,4+ 0,9 39,9+ 2,3 42,5+0,81 44,6+1,9
D-glucosid

Linalyl-3-D- 199+21 - 27,0x1,7 -

glucosid
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Mit den untersuchten Enzympraparaten konnte keine
vollstandige Hydrolyse erzielt werden. Fir die in Tabelle 2
genannten Hydrolyseausbeuten wurden jeweils 50 mg Enzym
und 20 mL Citratpuffer verwendet (vgl. 3.5.2). Die Hydrolyse
erfolgte bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 24 h
(vgl. 3.5). Auch nach einer Erhéhung der Enzymmenge auf
100 mg konnte keine Erhéhung der Hydrolyseausbeute erzielt
werden. Da mit AR 2000 insgesamt bessere
Hydrolyseausbeuten erzielt wurden als mit Glucanex, wurde

infolgedessen AR 2000 fir die weiteren Hydrolysen gewabhlt.

Bei der Hydrolyse von Geranyl-R-D-glucosid durch das Enzym
Glucanex wurde lediglich eine Hydrolyseausbeute von 5 %
erzielt. Die Chromatogramme der Hydrolysen von Geranyl-3-
D-glucosid durch AR 2000 bzw. Glucanex wiesen enorme
Unterschiede im Analytspektrum auf. Nach Behandlung mit
Glucanex konnten neben Geraniol Giber den Abgleich mit der
NIST-Spektrenbibliothek und Uber Referenzstandards auch
Neral und Geranial nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 17).
Glucanex zeigte demnach erhdhte Nebenaktivitat (Oxidation,
Isomerisierung), die die Bildung von Neral und Geranial

bewirkte.
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Abbildung 17: Nebenaktivitit nach Spaltung von Geranyl-8-D-
glucosid mit Glucanex

GC-MS-Chromatogramm des Geranyl-8-D-glucosids nach
der enzymatischen Spaltung durch Glucanex (schwarz)
sowie die Chromatogramme der Referenzstandards Citral
(1:1 Mischung aus Geranial und Neral; hellgrau) sowie
Geraniol (dunkelgrau)

Eine Erhéhung der Hydrolysetemperatur von Raumtemperatur
auf 40 °C ergab keine Steigerung der Ausbeute.

Die Hydrolyseraten sind stark abhangig vom jeweiligen
Substrat des Monoterpen-B-D-glucosids. Die eingesetzten
Enzympraparate arbeiten somit sehr substratspezifisch, was
bereits in der Literatur beschrieben wurde (Kang et al., 2010).
Die Untersuchungen zeigten, dass Monoterpen-3-D-glucoside

der tertidren Alkohole, wie z.B. Linalyl-8-D-glucosid tendenziell
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schlechter gespalten werden, als Substrate mit primaren
Alkoholgruppen. Diese Ergebnisse bestéatigten die Daten

anderer Arbeitsgruppen (Gunata et al., 1990, 1988).

Geranyl-3-D-glucosid wird als Monoterpen-R-D-glucosid eines
primaren Alkohols mit anndhernd 70 % am effektivsten
gespalten. Obwohl es sich bei Neryl-R-D-glucosid um das cis-
Isomer des Geranyl-B-D-glucosid handelt, ist die
Hydrolyseeffizienz der verwendeten Enzyme mit 38,6 %

deutlich schlechter.

Durch unzureichende enzymatische Hydrolysen kénnen somit
die Verhdltnisse der einzelnen Substrate zueinander
verschoben und weiterhin kdnnen falsch  negative
Analysenergebnisse  erhalten werden. Eine korrekte

Quantifizierung der Terpenglycoside wird dadurch erschwert.

Die Differenzierung von genuinen Analyten und solchen, die
aufgrund von Nebenaktivititen der eingesetzten Enzyme
entstehen, ist schwierig (vgl. Abbildung 17). Weiterhin ist die
enzymatische Hydrolyse mit einer Dauer von 24 h und die
anschlieBende Extraktion der freigesetzten Terpene sehr

zeitaufwandig.

Eine weitere Mdglichkeit der Freisetzung der Terpene aus den
glycosidisch gebundenen Verbindungen ist die saure
Hydrolyse. Jedoch kann die saurekatalysierte Spaltung bei
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verschiedenen Terpenen zu unerwiinschten Umlagerungen in
andere Verbindungen fuhren. Andere Arbeiten zeigten, dass
eine saure Hydrolyse bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 3,2
und pH 1) zu unterschiedlichen Terpenprofilen der
untersuchten Weine und Standards fuhren kann (Williams et
al., 1982).

In einem Experiment wurde (R)-Linalool den Bedingungen der
saurekatalysierten Hydrolyse ausgesetzt (vgl. 3.5.3.2). Es
bestatigten sich die 0.g. Aussagen. Aus (R)-Linalool bildeten
sich durch Umlagerungsreaktionen andere Terpene, wie unter
anderem das a-Terpineol (vgl. Abbildung 18). Weiterhin wurde
gezeigt, dass (R)-Linalool unter diesen Bedingungen

racemisiert.
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Abbildung 18: Umlagerungsreaktionen von (R)-Linalool unter
sauren pH-Bedingungen

Die Abbildung zeigt einen Overlay der GC-MS
Chromatogramme (unter Verwendung einer chiralen
stationdren Phase) von racemischen Linalool (blau), (R)-
Linalool (grin) und (R)-Linalool nach einstindiger
Behandlung mit Tartrat-Puffer (pH 3, 100 °C) (pink). Die
mit den Sternen gekennzeichneten Peaks stellen (R)- und
(S)-a-Terpineol dar.

Aufgrund der Uberwiegenden Nachteile einer sauren
gegenlber einer enzymatischen Hydrolyse wurde diese
demnach nicht zur Bestimmung der Gesamtglycoside
angewendet. Eine Analyse der Monoterpen-8-D-glucoside

direkt und nicht Uber die Spaltprodukte ist demnach

unabdingbar, um die urspringliche
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Monoterpenzusammensetzung der einzelnen Rebsorten zu

bestimmen.

2.1.3 Optimierung der MS/MS-Detektion der

Monoterpen- 3-D-glucoside

Zu Beginn wurde zunachst Uberprift, ob sich fur die Analyse
von Monoterpen-3-D-glucosiden die positive oder negative
lonisierung eignet. Es zeigte sich, dass die negative
lonisierung fur Terpenglucoside geeigneter ist, als die positive
lonisierung. Im Scan-Modus wurde im Positivmodus
annahernd kein Signal detektiert, dass den Analyten
zugeordnet werden konnte, hingegen war im Negativmodus
ein deutliches, charakteristisches Signal sichtbar. Im Scan-
Modus misst der Massenanalysator einen bestimmten
Masse/Ladungs (m/z)-Bereich, der im Vorfeld von dem
Anwender eingestellt wird (hier: 100-600 m/z; vgl. Tabelle 3).
Neben dem [M-H] lonen waren in diesem Modus noch weitere
Vorlaufer-lonen, wie [M-H,+Na,.1]" (Gross, 2012) mit n=3 oder
Acetat-Addukte [M+CH3COOQO] erkennbar. Alkali-lonen wie
Natrium sind ubiquitdér im Wasser, in Glasgeraten etc.
verbreitet und treten somit als Addukte auf (Gross, 2012). Die
Acetat-Addukte sind wahrscheinlich auf kleinste

Verunreinigung aus der Synthese zurtickzufiihren.

Zur empfindlichen Bestimmung einer Substanz mittels LC-

MS/MS musste diese zur Erstellung einer geeigneten MS-
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Messmethode auf ihre optimalen Anregungsspannungen
eingestellt werden. Dazu wurde die verdinnte Analytldsung
(0,05 mg/mL) Uber eine Spritzenpumpe mit einem geringen
Fluss von 15 puL/min dem MS zugefiihrt und die synthetisierten

Standards Uber verschiedene Scan-Modi charakterisiert.

Dazu wurden folgende Experimente durchgefiihrt (nach
(Gross, 2012)):

Tabelle 3: Verschiedene MS/MS Messmodi

Modus Q1 Q2 Q3

m/z m/z
Scan-Modus konstanter kein Zerfall konstanter

Bereich Bereich
Produkt- . . m/z

m/z selektiert ~ Fragmentierung konstanter
lonen-Scan .

Bereich

Vorlaufer- m/z . .

konstanter Fragmentierung m/z selektiert
lonen-Scan .

Bereich
Anhand der verschiedenen Messmodi konnten

charakteristische Ubergange fir die einzelnen Analyten

festgelegt werden (vgl. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Charakteristische Ubergange und Addukte der
Monoterpen- B-D-glucoside

Quadrupol m/z Zuordnung
[M-HJ
, o1 gg [M-Hi+Nana]
Citronellyl-R-D- 377 n=3
glucosid [M+CH3sCOO]
Q3 317: 161, 101
[M-HJ
01 gég [M-Hi+Nana]
[*Hg]-Citronellyl-B3- 379 n=3
D-glucosid [M+CH3COO]
Q3 319: 161, 101
[M-HJ
315 i
Neryl- bzw. Ql 359 l[q'\iz))Hn+Nan-l] ’
Geranyl-B-D- 375 [M+CHsCOO]
glucosid
Q3 315: 113, 119
Linalyl-B-D- Q1 315 [M-HT
| id
giucos! 03 315: 161, 113

Vorlaufer-lonen und charakteristische Produkt-lonen der
synthetisierten Standards zur Entwicklung der LC-MS/MS
Methode ohne Zusatz von Ammoniak zum Eluenten.
Linalyl-B-D-glucosid wurde nachtrdglich synthetisiert und
an die bis dahin etablierte Methode sofort unter
Optimalbedinungen angepasst, weshalb hier keine Bildung
der Addukte aufgefuhrt ist. Q1: Quadrupol 1; Q3:
Quadrupol 3

Der Zusatz eines Modifiers (hier: Ammoniak, 0,2 %) ergab

eine deutliche Erhéhung der Signale (vgl. Tabelle 5). Die in
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Tabelle 4 aufgefihrten Vorlaufer-lonen [M-H,+Na,.] und
[M+CH3;COO] waren nach Zusatz von Ammoniak signifikant
kleiner als das Vorlaufer-lon [M-H] und somit wurde die
Methode nur fur dieses Vorlaufer-lon optimiert. Bereits frihere
Arbeiten bestatigten den Vorteil der Verwendung von
Ammoniak als Hilfe zur lonisierung der Analyten (Salles et al.,
1990).

Tabelle 5: Effekt von Ammoniak auf die lonisierung der Terpen- 3-
D-glucoside

Geranyl -3-D- Neryl -R-D- Citronellyl -B-D-
[M-H]" glucosid glucosid glucosid

m/z= 315 m/z= 315 m/z= 317
+ NHs 2603400 874020 3889500
-NH3; 103580 80920 629920

Gemessene Intensitdten verdinnter Standardlésungen
(0,01 %) mit (+) und ohne (-) Zusatz von Ammoniak uber
die Spritzenpumpe im automatisierten Tuning-Modus.
Intensitaten sind in cps angegeben;n=1

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurden MS/MS-Experimente
der [M-H] -Vorlaufer- lonen durchgefihrt (Produkt-lonen-
Scan). Bei dem Produkt-lonen-Scan misst der erste
Massenanalysator (Quadrupol 1) lediglich das m/z Verhéltnis
der Vorlaufer-lonen, wie z.B. m/z= 317 fur Citronellyl-3-D-

glucosid, auch bezeichnet als SIM-Modus (SIM, engl. Selected
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lon Monitoring). Im zweiten Massenanalysator findet die
Fragmentierung statt, der dritte Massenanalysator (Quadrupol
3) hingegen misst einen vorher definierten grolReren
Messbereich im sogenannten Scan-Modus. Hierbei zeigte
sich, dass die Monoterpen-Glucoside ausschlie3lich Produkt-
lonen bilden, die aus dem Glucoserest generiert werden. Ein
Abgleich mit den in der Literatur verfigbaren Informationen
zur Fragmentierung von Terpenglucosiden und Glycosiden
bestatigte dieses (Domon und Costello, 1988; Salles et al.,
1991a). Produkt-lonen, die aus den jeweiligen Aglykonen
generiert werden, wurden nicht gefunden. Weiterhin zeigte
isotopenmarkiertes 1,1-[2H2]-CitroneIIyI-B-D-glucosid die
gleichen Produkt-lonen wie das unmarkierte Glucosid. Dies ist
ein weiterer Hinweis, dass die lonen aus dem unmarkierten
Glucose-Rest entstehen und nicht aus dem markierten Rest

des Aglykons.
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Abbildung 19: Fragmentierung der Monoterpen-  B-D-glucoside
mittels negativer ESI-MS/MS

Die Fragmentierung erfolgt jeweils ausgehend von [M-HJ".
Hierbei ist die OH-Gruppe, die ein Proton abspaltet nicht
zugeordnet. Die tiefgestellten Zahlen der Buchstaben A, B
und C stellen die Anzahl der glycosidischen Bindungen
dar, die gespalten wurden (hier: 1). Die hochgestellten
Zahlen am Buchstaben A kennzeichnen die weiteren
Bindungsspaltungen, die zur Generierung der jeweiligen
Produkt-lonen ablaufen (Cole et al., 1989; Domon und
Costello, 1988).

Alle  untersuchten  Monoterpen-R-D-glucoside  zeigten
ausgehend von den [M-H]Vorlaufer-lonen die gleichen
Produkt-lonen m/z= 161, 101, 179 sowie 113. Die Intensitaten
der einzelnen Produkt-lonen war jedoch abhéngig vom
jeweiligen  Vorlaufer-lon. Wahrend beim Linalyl- und
Citronellyl-3-D-glucosid die Produkt-lonen mit m/z= 161 und

113 bzw. 101 mit hochster Intensitdt generiert wurden, so
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fragmentierten Neryl- und Geranyl-3-D-glucosid bevorzugt in
die Produkt-lonen m/z 113 und 119. Das Produkt-lon 179
wurde von allen Verbindungen mit der niedrigsten Intensitat
generiert. Es wurde demnach in der Analysenmethode nicht
weiter bericksichtigt. Die unterschiedlichen Bildungen der
Produkt-lonen deuteten darauf hin, dass die Struktur des
Aglykons eine Rolle bei der Fragmentierung zu spielen

scheint.

Das Produkt-lon m/z 161 [CgHgOs] entsteht durch eine B-
Spaltung und anschlieBenden Protonen-Transfer (s. Abbildung
19). Durch die Erhéhung des CAD-Gas-Drucks (CAD; engl.
,collisionally activated dissociation®, stoRaktivierte
Dissoziation) wurde eine starke ,In-Source” Fragmentierung
generiert. Hierbei fragmentierte das Vorlaufer-lon [M-H]
bereits stark in seine Produkt-lonen in der lonenquelle. Ein
Produkt-lonen-Scan mit m/z 161 als Vorlaufer-lon erbrachte
m/z 113 als Produkt-lon, m/z 113 wird somit aus m/z 161
generiert. Hierbei geht ein Molekul der Summenformel CH,0,
als Neutralteilchen verloren. Literaturquellen bestatigten
dieses Ergebnis. (Cole et al., 1989). Einen Strukturvorschlag

fur m/z 113 gibt es hierzu allerdings nicht.

Die Fragmentierung zum m/z 179 [CsH1;Og] verlauft Gber ein
ketonisches Intermediat ab, bei dem ein Hydrid-Transfer vom
Aglykon auf den glucosidischen Rest stattfindet (vgl.

Abbildung 20) (Salles et al., 1991a). Das Aglykon wird als
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neutrales Fragment abgespalten. Dieses wurde in friiheren
Arbeiten  postuliert, indem  MS/MS-Experimente  mit
stabilisotopenmarkierten und nicht markierten Monoterpen-i3-
D-glucosiden durchgefihrt wurden. Die entsprechende
Markierung wurde dabei lediglich im Aglykon und nicht im
Glucose-Rest nachgewiesen. In diesen Experimenten konnte
keine Erh6hung der Masse im Produkt-lon mittels MS-
Detektion nachgewiesen werden. Das bestatigte die
Vermutung, dass das Fragment-lon aus dem Zucker-Rest
generiert wird (Salles et al., 1991a).

CH,OH CH,OH CH,OH
00 o OH2 o OH2 X
L
H1'
&

m/z 315 m/z 179

Abbildung 20: Fragmentierungsmechanismus zur Generi erung
des Fragmentes m/z 179 am Beispiel des Neryl- 3-D-glucosids

Analog hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit auch keine
Massenerhbéhung der Fragment-lonen des 1,1-[2H2]-
Citronellyl-R-D-glucosids im Vergleich zum Citronellyl-3-D-

glucosids nachgewiesen.

Das Produkt-lon m/z 119 entsteht durch weitere
Fragmentierungen und Protonenaustausch aus dem Vorlaufer-
lon m/z 179. Es handelt sich hierbei um einen Neutralverlust

von C,H,0,. Auch hier liegt kein Strukturvorschlag vor.
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Bei dem Produkt-lon m/z 101 handelt es sich zwar um ein
Fragment des Glucoserestes, der exakte Bildungsweg ist
jedoch unklar. Es kénnte hierbei aus Wasserabspaltung des
m/z 119 lons gebildet werden oder aus dem m/z 161 lon

generiert werden (Prome et al., 1987).

Aus den Tuning-Daten wurden fiir jeden Analyten zwei
charakteristische Ubergéange von Vorlaufer- auf Produkt-lon
festgelegt und in einer Methode zusammengefasst. Diese
Ubergange werden als MRM-Ubergénge bezeichnet. (MRM;
engl. ,Multiple Reaction Monitoring”). Hierbei messen beide
Massenanalysatoren (Q1 und Q3) im SIM-Modus. Es werden
nur die speziellen Massenibergénge gemessen (vgl.Tabelle 6;
3.10.4).
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Tabelle

6: Charakteristische

Terpenglycoside (negative ESI-MS/MS)
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MRM-Ubergénge

Ubergang
Analyt [m/z]

315—161
Linalyl-B-D-glucosid

315—113

315—119
Neryl-B-D-glucosid

315—113

315—119
Geranyl-R3-D-glucosid

315—113

317—101
Citronellyl-3-D-glucosid

317—161
Octyl-R3-D-glucosid 291101

319-101
[*Hg]-Citronellyl-B-D-glucosid

319161

. . 331—-119

8-Hydroxylinalyl-R-D-glucosid

331-179

447—315

447—131
Terpenaplosyl-, . 447—149
Terpenarabinosyl-glycoside
(s. Abschnitt 2.2.1.2) 449317

449131

449149
Terpenrutionoside 461315
(s. Abschnitt 2.2.1.2) 4635317
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2.14 MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS beschreibt die Methode der Matrix-
unterstitzten Laserdesorption/ lonisation gekoppelt an einen
time of flight Massenanalysator. Hierbei  werden
Analytmolekiile in eine Matrix (meist kristalline Festkérper mit
niedrigem Dampfdruck) eingebettet und einige Mikroliter der
Matrix/Analytmischung auf einem Metallplate platziert und
eingedampft (Gross, 2012).

Zur weiteren Standard-Charakterisierung wurde im Rahmen
dieser Arbeit Citronellyl- und [’H,]-Citronellyl- sowie Geranyl-R-
D-glucosid vermessen. Zur Untersuchung, ob sich eine solche
Methode neben der LC-MS/MS auch zur Analyse der
Terpenglucoside in Vitis vinifera eignet, wurde ein
Gewdlrztraminer-Beerenhautextrakt gemafR 3.4 aufgearbeitet.
Die weitere Probenaufarbeitung und das Ansetzen der

Matrixmischung erfolgte nach 3.7.

Bei der Analyse mittels MALDI-TOF-MS wurde positiv ionisiert,
da die Matrix im negativen Modus Stdrsignale aufwies, die im

Massenbereich der Analyten lagen.

Es bildeten sich hier ausschlieRlich Natriumaddukte [M+Na]",
die auch schon mittels ESI-MS/MS ohne Ammoniakzusatz

nachgewiesen werden konnten (vgl. Abbildung 21).
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Abbildung 21: MALDI-TOF-MS Chromatogramm verschiede  ner
Standards sowie eines Gewdirztraminer-Extraktes

Die lonisierung erfolgte im Positivmodus. Die eingekreiste
Massenspur  entspricht einem Natriumaddukt des
jeweiligen Monoterpen-R-D-glucosids; [M+Na]®

Vorarbeiten einer anderen Forschergruppe zeigten ebenfalls

die Detektion von Monoterpen-3-D-glucosiden mittels MALDI-
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TOF-MS (Nasi et al., 2008). Im Gegensatz hierzu wurden von
dieser Forschergruppe lediglich m/z-Werte nachgewiesen, die
[M+H]" entsprechen, Natrium-Addukte [M+Na]® wurden nicht
detektiert. Zur Detektion wurden lediglich Vitis vinifera-Extrakte
verwendet, Referenzstandards lagen dieser Forschergruppe
nicht vor. Da nach Abgleich mit Referenzstandards
ausschlieBlich Addukte mit Natrium detektiert wurden, ist
davon auszugehen, dass die Forschergruppe wahrscheinlich

keine Terpen-3-D-glucoside detektiert hat.

Im Gewirztraminer-Extrakt zeigten sich geringe Spuren
maoglicher Terpenglucoside, was in Folgeversuchen durch
Erhéhung der Extraktmenge weiter untersucht werden musste.
Die MALDI-TOF-MS Technik eignete sich als zuséatzliche
Methode zur Charakterisierung der Standards und lieferte
vielversprechende  Ergebnisse in  Bezug auf die
Terpenglucosidanalyse in Extrakten von Vitis vinifera. Mit Hilfe
der MALDI-TOF-MS-Technik kdnnen Standards und Extrakte
ohne vorangeschaltete Auftrennung detektiert werden.
Nachteilig ist hierbei jedoch, dass sich die einzelnen Analyten,
wie z.B. Linalyl, Neryl- und Geranyl-3-D-glucosid, zwar
strukturell  unterscheiden, nicht jedoch anhand ihrer
Molekularmassen. Eine Unterscheidung dieser Analyten ist so
in einem Weinbeerenextrakt nicht moglich. Hierbei kdénnen
lediglich Aussagen uber die Gehalte an Gesamtglucosiden

gemacht werden.
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2.2 Entwicklung einer LC-MS/MS Methode zur
Bestimmung der Monoterpen-8-D-glucoside in
Vitis vinifera
Zur weiteren Methodenentwicklung wurde neben der Wahl
geeigneter MS-Bedingungen, die Entwicklung einer HPLC-
Methode vorgenommen. Hierbei wiesen mehrere stationare
Phasen gute Trenneigenschaften fir Terpenglucoside auf.
Zunachst wurde die Analyse der Extrakte isokratisch auf einer
Synergi 4u Polar-RP Phase (4 ym, 250x3 mm; Phenomenex;
Elution H,O/Acetonitril;  75/25; v:v) durchgefihrt (vgl.
Abbildung 22).

Geranyl-8-D-glucosid

Intensity, cps

Octyl-B-D-glucosid
Neryl-8-D-glucosid

Citronellyl-B8-D-glucosid

Linalyl-8-D-glucosid

[2H,]-Citronellyl-
B-D-glucosid

oy

Abbildung 22: LC-MS/MS Chromatogramm eines Gelben
Muskateller Beerenhautextraktes

Totalionenchromatogramm (TIC) der charakteristischen
MRM-Ubergédnge der Terpenglucoside mit isokratischer
Elution (H2O/ACN; 75/25; v:v) auf einer Synergi 4 pum
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Polar-RP-Phase, 250x3 mm (Phenomenex).
Beerenhautextrakt, 2010, pink: extrahierter MRM-
Ubergang des Octyl-B-D-glucosids; griin: extrahierter
MRM-Ubergang des [“Hz]-Citronellyl-R-D-glucosids.

Die Auftrennung der einzelnen Analyten war mit der Wahl der
0.g. Bedingungen ausreichend. Linalyl-, Neryl-, Geranyl- und
Citronellyl-3-D-glucosid konnten so aufgetrennt werden, dass
sie einzeln quantifiziert werden konnten (vgl. Abbildung 22).
Auch war die Methodendauer mit insgesamt 30 Minuten bei
einer isokratischen Trennung fir eine HPLC-Methode

zufriedenstellend.

Da jedoch zur Unterstitzung der lonisierung der mobilen
Phase 0,2 % Ammoniak zugesetzt wurde, erwies sich die
Synergi-Polar RP Phase als ungeeignet, da sie lediglich bis zu
einem pH-Wert von 7 stabil ist. Ein analoges
Elutionsverhalten, jedoch pH-Stabilitat bis zu einem Wert von
12, zeigte die RP-Phase Gemini-NX C18 (4 um, 250 x 3 mm,
Phenomenex). Es wurde zudem ein Gradientenprogramm auf
Acetonitri/Wasser-Basis zur Verkirzung der Analysendauer
entwickelt (s. hierzu 3.10.4, Abbildung 23). Die Zeitersparnis

betrug in etwa zehn Minuten.
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Geranyl-B-D-glucosid
5000 Neryl-8-D-glucosid ~
Linalyl-8-D-glucosid

3800 Citronellyl-3-D-glucosid

Intensity, cps

[2H,]-Citronellyl-3-D-
glucosid

Abbildung 23: LC-MS/MS Chromatogramm eines Gelben
Muskateller Beerenhautextraktes mit optimierter HPLC-Methode
Totalionenchromatogramm (TIC) der charakteristischen
MRM-Ubergange mit Gradientenelution auf einer Gemini-
NX C18-Phase, 250x3 mm (Phenomenex) mit 0,2 %
Ammoniakzugabe. Beerenhautextrakt, 2011, 15 Wochen
nach Blite; pink: extrahierter MRM-Ubergang des [2H2]-
Citronellyl-B-D-glucosids.

Nach Entwicklung einer optimalen HPLC-Methode wurden die
MS-Bedingungen an  den HPLC-Fluss und die
FlieBmittelzusammensetzung adaptiert. Dies war noétig, um die
groRtmaogliche Intensitat der Vorlaufer- und Produkt-lonen zu
erzielen. Flussabhangige Parameter sind unter anderem das
CAD-Gas, die Vernebelungsgase sowie die Temperatur des

Vernebelungsféns.
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Zur Einstellung dieser Parameter wurde eine Analytlésung, die
einen Terpenglucosidstandard enthielt, ohne vorangeschaltete
HPLC-Saule mehrmals in kurzen Zeitabstanden injiziert. Es
wurde die Flussrate der optimierten HPLC-Methode gewahit
(0,4 mL/min). Die Zusammensetzung der mobilen Phase
entsprach den Anfangsbedingungen des
Gradientenprogrammes. Die einzelnen Parameter wurden so
veréndert, dass die groltmogliche Intensitat erzielt wurde. Die

festgelegten Parameter sind der Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Adaption der Parameter an den HPLC-Fluss der LC-
MS/MS Methode

Parameter Gewabhlte Einstellung
Curtain Gas (CUR) 20

Collision Gas (CAD) 1

Temperature (TEM) 450

lon Source Gas 1 (GS1) 50

lon Source Gas 2 (GS2) 50

lon Spray Voltage (IS) -4200

Hierbei zeigte sich, dass vor allem die Variation des Collision
Gas (CAD) einen starken Einfluss auf die Intensitat der
Fragmente hatte. Niedrig-Energie CAD-Gas-Einstellungen (s.
Tabelle 7) wiesen deutlich hdhere Intensitaten auf, als im

Vergleich zu den Intensitdten mit hdheren CAD-Gas-
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Einstellungen. Die Literaturrecherche bestatigte dieses
Ergebnis (Cole et al., 1989).

D, N
0

CH,OH CH,OH
o_© 0
OH | OH
OH OH
OH OH
[2H,]-Citronellyl-R-D-glucosid Octyl-R-D-glucosid

/

Abbildung 24: Strukturen der eingesetzten internen Standards
fiir die LC-MS/MS Bestimmung

Als Interner Standard wurde [2H2]-Citronellyl-[3-D-gIucosid
eingesetzt. Anfanglich wurden die Analyten Linalyl-, Neryl- und
Geranyl-R-D-glucosid Uber Octyl-B-D-glucosid als interner
Standard ausgewertet (vgl. Abbildung 24). Da jedoch [2H2]-
Citronellyl-3-D-glucosid als interner Standard den zu
bestimmenden Analyten strukturell ahnlicher ist, wurden auch
die anderen Monoterpen-R-D-glucoside Uber  den
stabilisotopenmarkierten Standard ausgewertet. Octyl-3-D-
glucosid kann weiterhin auch als Minorkomponente in Vitis
vinifera  vorkommen und dadurch zu fehlerhaften
Berechnungen fiihren (Ugliano und Moio, 2008). Das Octyl-3-
D-glucosid wurde somit als Interner Standard nicht weiter

verwendet.
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In Abbildung 22 und Abbildung 23 sind nicht alle Signale
entsprechenden Analyten zugeordnet. Sie entsprachen zwar
den in der Methode eingestellten MRM-Ubergéngen, konnten
bislang jedoch keinen bestimmten Verbindungen zugeordnet
werden. In 221 werden Vorschlage  mdoglicher

Terpenglycoside diskutiert.

2.2.1 Weitere vorlaufig identifizierte Terpenglycos ide in

Vitis vinifera

2.2.1.1 Monoterpendiolglucoside

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zudem die Monoterpendiole
8-Hydroxylinalool sowie die Diendiole | und Il synthetisiert.
Desweiteren wurde versucht 8-Hydroxylinalyl-Glucosid durch
Anwendung der Koenigs-Knorr-Reaktion zu synthetisieren
(vgl. 3.3.4.6, Abbildung 25).

CH,OH
0

OH |
OH |
OH OH

Abbildung 25: Struktur des 8-Hydroxylinalyl-  R3-D-glucosids

Aufgrund zu geringer Syntheseausbeute des 8-Hydroxylinalyl-
3-D-glucosids konnte eine NMR-Messung nicht durchgefihrt
werden. Die LC-MS/MS-Daten stimmen jedoch mit der
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Struktur in Abbildung 25 gut Gberein. Es ist aufgrund der Wabhl
des Katalysators Quecksilbercyanid bei der Koenigs-Knorr-
Reaktion davon auszugehen, dass die tertiare Alkoholgruppe,

nicht die primare, glucosidisch gebunden vorliegt.

Der Standard wurde mittels LC-MS/MS injiziert und die
charakteristischen Ubergange in die Analysenmethode
aufgenommen. Abbildung 26 zeigt zwei Ubereinander gelegte
Chromatogramme des synthetisierten  8-Hydroxylinalyl-
glucosid-Standards und eines Beerenhautextraktes des
Gelben Muskatellers (2011, 15 Wochen nach der Vollblite).
Die Massenspuren der Ubereinander gelagerten Peaks
stimmen Uberein und die entsprechenden Masseniibergange
sind in Abbildung 26, rechts, dargestellt. Der Ubergang
331119 bzw. 331179 entspricht hierbei den bereits
erlauterten Fragmentierungsmustern der
Monoterpenalkoholglucoside (s. Abbildung 19). Analog zu den
Terpenglucosiden wird auch hier das Aglykon als

Neutralteilchen abgespalten.
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Abbildung 26: Mogliche Terpendiolglycoside in einem
Muskatellerextrakt

Overlay von zwei LC-MS/MS Chromatogrammen eines
Muskatellerhaut-Extraktes (schwarz, 2011, 15 Wochen
nach der Blite, TIC) und eines synthetisierten 8-
Hydroxylinalylglucosid-Standards (pink). Das MS/MS-
Spektrum (rechts) zeigt die charakteristischen MRM-
Ubergange des synthetisierten Standards. Hierbei sind die
Intensitdten der Produkt-lonen angegeben.

Diese Ubergdnge wurden weiterhin in mehreren Rebsorten
und Geweben nachgewiesen. Der in Abbildung 26 fruher
eluierende Peak bei einer Retentionszeit von ca. 4 min zeigte
ebenfalls die charakteristischen Ubergange der
Terpendiolglucoside. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich
um Strukturisomere des 8-Hydroxylinalylglucosids, z.B. die
Diendiole | und II. Die Signale mit Retentionszeiten in dem
Bereich von 6-10 min entsprachen den charakteristischen

Ubergéngen der Monoterpen-3-D-glucoside.
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2.2.1.2 Terpenrutinoside und Terpenapiosylglycoside

Wie bereits in 1.2 erwdhnt, kommen neben den
Monoterpenglucosiden auch vermehrt O-a-L-
Rhamnopyranosyl-R-D-glucoside (Rutinoside) sowie die 6-O-
a-L-Arabinofuranosyl-R-D-glucoside (Arabinosylglycoside) und
6-O-R-D-Apiofuranosyl-3-D-glucoside  (Apiosylglycoside) in
Weinbeeren vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese
Disaccharide nicht synthetisiert. Bislang wurden in der
Literatur nur wenige Vorarbeiten zur Synthese und Analytik
dieser Verbindungen beschrieben (Salles et al., 1990, 1991b).

Basierend auf diesen Arbeiten wurden mogliche MRM-
Ubergange mit den entsprechenden Tuning-Daten der
Terpenglucoside in die Methode eingepflegt und diverse

Gewebeextrakte verschiedener Rebsorten untersucht.
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Abbildung 27: LC-MS/MS Chromatogramm eines
Gewiirztraminer-Extraktes mit Markierung moglicher
Terpenapiosyl- und Terpenarabinosylglycoside

TIC (schwarz) der charakteristischen MRM-Ubergénge
eines Gewlrztraminer Extraktes (Beerenhaute, 2011, 17
Wochen nach Bliite). Die in pink und grin markierten
MRM-Ubergénge stellen mogliche Apiosyl- und
Arabinosylglycoside dar. Bei den pinkfarbenen Peaks
handelt es sich méglicherweise um Terpendisaccharide,
die an Terpene der Masse M= 154 g/mol gebunden sind
(z.B. Linalool). Hingegen kann es sich bei dem griin
markierten Peak um ein gebundenes Terpen mit M=
156 g/mol handeln (z.B. Citronellol). Mdgliche
Monoterpendiolglucoside sind hier nicht gezeigt. Sie
wirden friher eluieren.

Abbildung 27 zeigt mdgliche Terpenapiosyl- und
Terpenarabinosylglycoside mit gebundenen Terpenen der
Masse M= 154 g/mol (pink) bzw. M= 156 g/mol (griin). Es
wurden verschiedene Rebsorten und Gewebe aus Vitis
vinifera auf die Massenubergange maglicher
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Terpendisaccharide untersucht. In fast allen Proben konnten
diese Analyten mit groBer Wahrscheinlichkeit nachgewiesen
werden. Die Apiosyl- und Arabinosylglycoside mit einem
Terpenrest der Masse M= 156 g/mol coeluieren bei den so
gewahlten Bedingungen mit dem Linalylglucosid. Sie sind aber
Uber ihre charakteristischen Massenibergdnge voneinander
unterscheidbar. Eine optimalere Trennung wére in diesem Fall

jedoch anstrebsam.

/ m/z 149 - m/z 149 - \

miz 131 <_O‘E—CH2 miz 131 <_O_§_CH2
Nl 0. o (0] NN HE (@) 0
OH | OH |
L> miz 315 L-> miz 315
k Linalylapiofuranosylglucosid Linalylarabinofuranosylglucosid /

Abbildung 28: Mdgliches Fragmentierungsmuster am Be ispiel
des Linalylapiofuranosylglucosids und -
arabinofuranosylglucosids; [M-H] = 447

Der Masseniubergang von 447—315 spricht fur eine
Abspaltung des Pentoserestes als Neutralteilchen; [M-H-
Pentose] (vgl. Abbildung 28). Weiterhin sind aufgrund von
lonenquellenfragmentierungen die typischen Ubergange der
Terpenglucoside erkennbar (vgl. Abbildung 27; z.B. 315—119).
Der Ubergang etwa von 447—131 weist stark darauf hin, dass

es sich bei der Massenspur m/z= 131 um ein Fragment einer
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Pentose handelt (Marinos et al., 1994). In diesem Fall geht der
Pentoserest nicht als Neutralteilchen verloren, sondern wird
als Fragment detektiert. Auch bei dem Ubergang 447—149 ist
der Literatur zu entnehmen, dass es sich hierbei ebenfalls um
ein Fragment des Pentoserestes handelt. Unter den in der
Methode gewahlten Einstellungen wird die Fragmentierung
447—131 bevorzugt. Der Ubergang 447—315 konnte
hingegen nur mit geringer Intensitat nachgewiesen werden. Im
Unterschied dazu wird bei den  Apiosyl- und
Arabinosylglycosiden mit Aglykone der Molekilmasse
M= 156 g/mol der Ubergang 449—317 bevorzugt gebildet, die
Ubergange 449—149 sowie 449—131 werden unter den

gegebenen Bedingungen mit geringerer Intensitat generiert.

Der Literatur ist zu entnehmen, dass die Terpendisaccharide
auf RP-HPLC-Saulen friiher als die Terpenglucosiden eluieren
(Salles et al., 1991b). Das Elutionsverhalten der Analyten in
den verschiedenen Extrakten stimmte mit diesen
Erkenntnissen Uberein. Fragmentierungs- sowie
Elutionsverhalten lassen somit mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf mogliche Terpendisaccharide schlie3en. In Folgearbeiten
missten diese Verbindungen durch Referenzstandards

eindeutig identifiziert werden.

Ohne die eindeutige Zuordnung Uber Referenzstandards ist
zudem eine Unterscheidung zwischen 6-O-a-L-

Arabinofuranosyl-3-D-glucosiden und 6-O-3-D-Apiofuranosyl-
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B-D-glucosiden aufgrund gleicher Molekularmassen nicht

mdglich.

Die Elutionsreihenfolge der verschiedenen Terpendisaccharide
muisste sich jedoch analog zu den Terpenglucosiden
verhalten. Linalylglucosid eluiert friher als Citronellylglucosid,
analog dazu musste sich auch ein Linalyl-Disaccharid
gegeniber einem Citronellyl-Disaccharid verhalten (Salles et
al., 1990).
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Abbildung 29: LC-MS/MS Chromatogramm eines
Muskatellerextraktes mit Markierung maéglicher Terpenapiosyl-,
Terpenarabinosylglycoside und -rutinoside.

TIC (schwarz) der charakteristischen MRM-Ubergénge
eines Muskatellerextraktes (Beerenhaute, 2011, 15
Wochen nach Blite). Die pink und grin markierten Peaks
entsprechen denselben MRM-Ubergangen aus Abbildung
27. Der blau markierte Peak stellt ein moégliches Rutinosid
dar, welches aufgrund der Molekularmasse
héchstwahrscheinlich an ein Terpen mit M= 154 g/mol
(z.B. Geraniol) gebunden ist.
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Abbildung 29 zeigt in blau markiert mdgliche Terpenrutinoside,
welche jedoch nicht in allen Rebsorten nachgewiesen wurden
(nicht nachweisbar in Gewirztraminer, jedoch nachweisbar in
Muskateller und Riesling). Die pink und griin markierten Peaks
entsprechen den 0.0. Terpenapiosyl- und den

Terpenarabinosylglycosiden.

=. .......... » m/z315

{ O—CH,

(}(>§

Abbildung 30: Mdgliches Fragmentierungsmuster am Be ispiel
des Linalylrutinosids ; [M-H] = 461

Bei den Rutinosiden geht im Zuge der Fragmentierung der
Rhamnoserest als Neutralteilchen verloren, das verbleibende
Terpenglucosid wurde als Fragment detektiert (MRM-
Ubergang von 461—315). Somit wiirde auch hier der
Zuckerrest an ein Terpen der Molekilmasse M= 154 g/mol
gebunden sein. Der Ubergang 463—317 war nicht
nachweisbar. Die Ubergidnge von 461 auf die jeweiligen
Fragmente des Rhamnose-Restes, also einer Hexose
(461—161, —»119, —113 oder —101), wurden nicht Gberpruft.

79



Das in Abbildung 23 abgebildete Chromatogramm zeigt bei
der Retentionszeit von 5-10 min bislang nicht zugeordnete
Signale. Die Retentionszeiten dieser Signale stimmen mit
denen der Terpendisaccharide Uberein. Diese wirden in
diesem Fall durch eine auftretende
lonenquellenfragmentierung zunéchst als gangige

Massenubergange der Terpenglucoside erscheinen.
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2.2.2

Linearitat, Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Linearitat sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze

wurde mit wassrigen Standardiésungen bestimmt. Die dabei

ermittelten Daten kdnnen der Tabelle 8 entnommen werden.

Tabelle 8: Kalibrierungsdaten der entwickelten LC-M  S/MS
Methode

Konz. NWG BG
Analyt R 2 Geradengleichung Bereich [mg/ [mg/

[mg/mL] mL] mL]
LinGlc  0,9958  y=0,22x+0,0586 0,8-80 0,8 1,2
NerGlc 0,9995 y=0,2423x+0,0263 50-210 0,8 1,2
GerGlc 10,9846  y=0,24223x+0,0263 34-230 0,8 1,2
CitrGlc  0,9988  y=1,0874x+0,0104 5,0- 190 1,9 2,5
LinGlc: Linalylglucosid, NerGlc: Nerylglucosid, GerGlc:
Geranylglucosid, CitrGlc: Citronellylglucosid, NWG:

Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze, Konz.Bereich:
Konzentrationsbereich, R%= Korrelationskoeffizient
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Die Daten wurden durch eine lineare Regression mit flnf
Messpunkten ermittelt. Als Interner Standard wurde [*H,]-
Citronellyl-R-D-glucosid verwendet. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen wurden durch Berechnung des
Signal/Rauschverhéltnisses (S/N, engl. signal to noise)
festgelegt. Fur die Nachweisgrenze wurde ein S/N von 5, fur
die Bestimmungsgrenze von 10 als Mindestwert gesetzt (ICH
Expert Working Group, 1994).

Die Nachweisgrenzen von Linalyl-, Neryl- und Geranyl-3-D-
glucosid liegen bei 0,8 pg/mL. Ab einer Konzentration von
1,2 pg/mL sind diese Substanzen in wassrigen Losungen
bestimmbar. Die Nachweisgrenze von Citronellyl-3-D-glucosid
liegt bei 1,9 pg/mL, die Bestimmungsgrenze bei 2,5 pug/mL
(vgl. Tabelle 8).

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fur die Analyse von
Beerenhduten wurden berechnet. Diese Berechnung erfolgt
aus den Ergebnissen der Nachweis- und

Bestimmungsgrenzen in wassrigen Lésungen (vgl. Tabelle 9).

Auf eine ,matrix-matched calibration® wurde aufgrund der
Verwendung eines  stabilisotopenmarkierten Internen

Standards verzichtet.
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Tabelle 9: Abschéatzung von Nachweis- und

Bestimmungsgrenzen der Terpen- R-D-glucoside in
Beerenh&uten
Analyt wassrige Losungen Beerenhautextrakte
[Hg/mL] [g/kg]
NWG BG NWG BG
LinGlc 0,8 1,2 80 120
NerGlc 0,8 1,2 80 120
GerGilc 0,8 1,2 80 120
CitrGlc 1,9 2,5 190 250

LinGlc: Linalylglucosid, NerGlc: Nerylglucosid, GerGlc:
Geranylglucosid, CitrGlc: Citronellylglucosid, NWG:
Nachweisgrenze, BG: Bestimmungsgrenze
2.2.3 Wiederfindung der freien Terpene und

Monoterpen- 3-D-glucosiden nach der

Festphasenextraktion

Es sind bislang zahlreiche Aufarbeitungen fir die Analyse von
Monoterpenen und deren glycosidisch gebundenen Analoga
bekannt. Eine verbreitete Methode ist die Aufreinigung durch

die Festphasenextraktion (SPE).

Zur  Uberprifung auf Eignung des eingesetzten

Saulenmaterials wurden die Wiederfindungsraten
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ausgewabhlter wassriger Standardlésungen nach
Festphasenextraktion bestimmt. Die ermittelten
Wiederfindungsraten bestétigten die in der Literatur
beschriebenen Ergebnisse. Die so durchgefihrte
Festphasenextraktion eignet sich sehr gut zur Aufarbeitung
der Proben (vgl. Tabelle 10) (Pifieiro et al., 2004). Es wurden
Wiederfindungsraten von mindestens 89 % fiur die freien
Terpene und mindestens 91 % fir die Terpenglucoside
bestimmt. Zur Uberpriifung, ob eine Elutionsmenge von
jeweils 2 mL Losungsmittel ausreicht, um die Analyten
vollstandig von der Festphase zu eluieren, wurde die Elution
mit 2 x 2 mL des jeweiligen Lésungsmittels durchgefihrt. Es
konnten keine Analyten in der zweiten Fraktion nachgewiesen

werden; die Elution ist somit vollstandig.

Tabelle 10: Wiederfindungsraten wassriger Monoterpe  n- und
Monoterpen- R-D-glucosid- Standardlésungen nach der
Festphasenextraktion

Analyt Wiederfindungrate [%)]
Linalool 104 +4

Citronellol 107 £1,5

Geraniol 89 £8
Citronellyl-3-D-glucosid 98,3 +2,7
Neryl-3-D-glucosid 97,4 +4.8
Geranyl-R-D-glucosid 90,9 +2,6

n=2 fur Monoterpenalkohole; n=3 fir Monoterpen-f3-D-
glucoside
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Probeanséatze mit Strata C-18 Kartuschen (Phenomenex,
Aschaffenburg) zeigten starkes Untergrundrauschen bei den
GC-MS Wiederfindungsexperimenten der freien Terpene und
wurden daher nicht weiter als S&ulenmaterial in Betracht

gezogen.

2.3 Bestimmung der Terpenprofile im Reifeverlauf

Freie und gebundene Terpene wurden in verschiedenen
Rebsorten und Geweben in Vitis vinifera gemessen. Die
Bestimmung erfolgte in den Rebsorten Muscat a petits grains
blanc FR 90; Gewdurztraminer 11-18 Gm; Gewdirztraminer FR
46-107; WeilRer Riesling 239-34 Gm sowie in dem Weil3en
Riesling 24-196 Gm.

In allen funf untersuchten Rebsorten wurden die Gehalte an
freien und gebundenen Terpenen in Beerenhauten gemessen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden von der ganzen Beere nur
die Beerenhéaute untersucht, da diese die gro3ten Gehalte an
Metaboliten liefern (Gunata et al., 1985; Park et al., 1991). Auf
die Analyse des Beerenfleisches sowie des Saftes wurde

verzichtet.

Die Analyse von Gescheinen (Blitenstand der Weinrebe),
Blattern und Wurzeln wurde bei den Rebsorten
Gewdrztraminer 11-18 Gm sowie bei dem Weil3en Riesling
239-34 Gm durchgefuhrt.
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Zur Analyse von Beerenhduten wurden die Weinbeeren
geschélt und die Haute in Flussigstickstoff vermahlen. Die
anderen Gewebe wie Blatter, Gescheine oder Wurzeln
konnten direkt in Flussigstickstoff vermahlen werden. Im
Anschluss erfolgte die Extraktion mit einem
Phosphatpuffer/Ethanol-Gemisch. Nach 24 h bei
Raumtemperatur konnten die Proben mit Carrez-Reagenzien
geklart und zentrifugiert werden. Im Anschluss erfolgte die
SPE mit der Aufreinigung, Aufkonzentrierung und Trennung
der freien von den glycosidisch gebundenen Terpenen. Freie
Terpene wurden via GC-MS, Monoterpen-3-D-glucoside
mittels LC-MS/MS bestimmt (vgl Abbildung 31).
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Abbildung 31: Probenaufarbeitung verschiedener Gewebe aus
Vitis vinifera zur Bestimmung freier und gebundener
Monoterpene

RT= Raumtemperatur, IS= Interner Standard

2.3.1 Bestimmung der Terpenprofile in Beerenhauten

Der Gehalt an Monoterpenen und Monoterpen-3-D-glucosiden
variilert stark im Reifeverlauf zwischen verschiedenen
Rebsorten und in verschiedenen Geweben. Die untersuchten
Rebsorten lassen sich anhand ihrer Terpenprofile in zwei
Gruppen einteilen. Die Rebsorten Gelber Muskateller und
Gewdrztraminer 11-18 Gm  kdénnen den  terpenreichen

Rebsorten zugeordnet werden, den sogenannten ,Muskat
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betonten Rebsorten®. Hingegen kann der Gewdrztraminer FR
46-107, der WeilRe Riesling 239-34Gm sowie der
Weil3e Riesling 24-196 Gm der Gruppe der terpenarmen
Rebsorten zugeordnet werden. Letztere werden auch als
.hicht Muskat betonte Rebsorten* bezeichnet (Mateo und
Jiménez, 2000). Der Gewirztraminer FR 46-107 wird im
Rahmen dieser Arbeit der zweiten Gruppe zugeordnet, da er
aufgrund einer Mutation anndhernd keine Monoterpene
biosynthetisiert (Battilana et al., 2008; Duchéne et al., 2008).

Die Gruppe der terpenreichen Sorten zeichnet sich durch
hohe Gehalte und ein groRes Analytspektrum an freien und
gebundenen Terpenen aus. Annadhernd zu jedem Erntetermin
sind alle untersuchten Terpene nachweisbar (vgl. Abbildung 32
und Tabelle A 1). Lediglich bei dem Gewdlrztraminer 11-18 Gm
konnte kein oder nur vereinzelt Linalool und Diendiol | bzw.

Linalyl-3-D-glucosid nachgewiesen werden.

Im Gewdrztraminer 11-18 Gm steigen die Gehalte an Nerol
und Geraniol wahrend der Reife. Citronellol steigt zunachst
an, stagniert jedoch gegen Ende der Reife. Diendiol | ist nur
zu Beginn der Reife nachweisbar. Geraniol weist insgesamt
die héchsten Gehalte an freiem Terpen in Gewlrztraminer auf.
Linalool ist in freier Form nicht nachweisbar. Bei Betrachtung
der Monoterpen-R-D-glucoside ist das Geranyl-3-D-glucosid
die dominanteste Verbindung, welche im Verlauf der Reife

stark ansteigt. Auch beim Neryl-3-D-glucosid ist ein Anstieg zu
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verzeichnen. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der
Literatur (Martin et al., 2012). Linalyl-R-D-glucosid ist nur zu
einem Erntezeitpunkt (9 Wochen nach Blite) nachweisbar. Die
Gehalte an freien Terpenen liegen Uber den Gehalten der
gebundenen Terpene. Laut der Literatur sind die Gehalte an
Geraniol, frei sowie glycosidisch gebunden, in Bezug auf die
Monoterpene am héchsten. Linalool ist hingegen nur in sehr
geringen Mengen vertreten (Vrhovsek et al.,, 2014). Eine
Aussage Uber die Vergleichbarkeit der bestimmten Gehalte mit
denen in der Literatur angegebenen Mengen, ist schwer
abzuschéatzen. In dieser Literatur wurde der Gehalt in den
ganzen Beeren gemessen und die gebundenen Terpene als
Gesamtglycoside nach enzymatischer Hydrolyse bestimmt
(Vrhovsek et al., 2014).

Das Diendiol | ist die dominanteste Verbindung des Gelben
Muskatellers. Die Gehalte steigen zu Beginn der Reife an,
sinken anschlieend und stagnieren zum Ende der Reife.
Weitere dominierende Vertreter der freien Terpene sind
Linalool und Geraniol. Citronellol und Nerol kommen in
niedrigeren Konzentrationen vor. Dies ist in guter
Ubereinstimmung mit der Literatur (Palomo et al., 2006).
Linalool ist im Gelben Muskateller eher gegen Ende der Reife
nachweisbar, hingegen als Glucosid fast zu jedem
Erntezeitpunkt. Die Gehalte an Neryl-, Geranyl- und Linalyl-R3-

D-glucosid steigen wahrend der Reife an. Citronellyl-3-D-
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mg/kg Beerenhaute

glucosid stagniert hingegen im Reifeverlauf und ist zum letzten

Erntezeitpunkt nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz zum

Gewdrztraminer lasst sich in der Gruppe der Monoterpen-R3-D-

glucoside nur schwer eine Hauptverbindung des Gelben

Muskatellers festlegen. Die Gehalte an Linalyl- und Neryl-3-D-

glucosid sind annahernd vergleichbar.

Das Geranyl-B-D-

glucosid sinkt tendenziell etwas zum Ende der Reife. Da das

Diendiol I-glucosid nicht als Referenzstandard vorlag, konnten

keine Aussagen Uber die Gehalte an gebundenem Diendiol |

gemacht werden.
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Abbildung 32: Gehalte an freien Terpenen und Monote  rpen-3-D-
glucosiden in terpenreichen Rebsorten
Freie Terpene (A) und Monoterpen-R-D-glucoside (B) in
Beerenhduten des Gelben Muskatellers (schwarz) und
Gewdlrztraminers 11-18 Gm (grau) im Reifeverlauf (2011).
Die Messungen erfolgten mittels GC-MS (A) und LC-
MS/MS (B).
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LinGlc : Linalyl-B-D-glucosid; GerGlc: Geranyl-R-D-
glucosid; CitrGlc : Citronellyl-B-D-glucosid; NerGlc: Neryl-
R-D-glucosid; n=2

Bei den terpenarmen Sorten sind die Gehalte an freien und
gebundenen Terpenen geringer als im Vergleich zu den
terpenreichen Sorten. Das Analytspektrum ist zudem sehr
eingeschrankt (Kalua und Boss, 2010). Die Riesling-
Rebsorten zeigen vor allem Gehalte an Diendiol | und
Geraniol. Der Gehalt an Diendiol | stagniert im Reifeverlauf, ist
aber bei beiden Riesling-Klonen zu jedem Erntetermin
nachweisbar. (vgl. Abbildung 33) Die anderen Terpene sind -
wenn Uberhaupt- zum Ende des Reifeverlaufes nachweisbar,
wobei Citronellol, Linalool und Nerol kaum im Weil3en Riesling
239-34 Gm vorkommen. Auch hier sind diese Terpene eher
Minorkomponenten. Beim Gewirztraminer FR 46-107 sind
annahernd keine Terpene  detektiert worden. Die
Hauptkomponente in beiden Riesling-Klonen ist das Linalyl-R3-
D-glucosid, wobei auch dieses eher gegen Ende der Reife
nachweisbar ist. In geringen Mengen ist Geranyl-R-D-glucosid
in beiden Klonen nachweisbar, hingegen kommen Neryl- und
Citronellyl-R-D-glucosid annahernd nicht vor (vgl. Abbildung 33
und Tabelle A 2).
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Abbildung 33: Gehalte an freien Terpenen und Monote  rpen-3-D-
glucosiden in terpenarmen Rebsorten

Freie Terpene (A) und Monoterpen-R-D-glucoside (B) in
Beerenhauten des WeiRen Rieslings 24-196 Gm
(dunkelgrau), WeiRen Rieslings 239-34 Gm (hellgrau) und
Gewilrztraminers FR 46-107 (schwarz) im Reifeverlauf
(2011). Die Messungen erfolgten mittels GC-MS (A) und
LC-MS/MS (B)

LinGlc : Linalyl-B-D-glucosid; GerGlc: Geranyl-R-D-
glucosid; CitrGlc : Citronellyl-B-D-glucosid; NerGlc: Neryl-
R-D-glucosid; n=2

Es ist bekannt, dass die freien und gebundenen Terpene
wahrend der Reife tendenziell ansteigen (Fenoll et al., 2009;
Wilson et al., 1984). Diese Aussage konnte auch im Rahmen
dieser Arbeit bestatigt werden. Beim Vergleich der freien
Terpene mit dem Gehalt der gebundenen Terpene zeigte sich,
dass in allen Fallen die Gehalte an freien Monoterpenen
Uberwiegten. In der Literatur wurden bislang vermehrt
Verhaltnisse von gebundenen zu freien Terpenen von 1:1 bis
5:1 fir Riesling- und Muskat-Rebsorten postuliert, bei

Gewdrztraminer-Rebsorten sogar 15:1 (Gunata et al., 1988).
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Derartige Vergleiche mit der Literatur sind schwierig, da im
Rahmen dieser Arbeit lediglich die an Glucose gebundenen
Terpene bestimmt wurden; eine Analytgruppe, die im Hinblick
auf die Gesamtglycoside nur einen Anteil von ca. 10 %

ausmacht (Maicas und Mateo, 2005).

2.3.2 Bestimmung der Terpenprofile in anderen

Geweben

Neben der Bestimmung der Terpenprofile in Beerenhauten
wurde auch die Analyse der Terpene in Blattern, Gescheinen
und Wurzeln in den Rebsorten Weil3er Riesling 239-34 Gm
und Gewidrztraminer 11-18 Gm durchgefiihrt. Die Detektion
erfolgte bei den Gescheinen und Blattern jeweils im Laufe der
Blute bzw. des Wachstums 2012. Fir die Analyse in Wurzeln
wurden Zwei-Augenstecklinge im Alter von einem Jahr
ausgewahlt. Ein Zwei-Augensteckling ist hierbei ein kleines

Stlick vom Spross mit zwei Trieben.

2.3.2.1 Bestimmung der Terpenprofile in Gescheinen

Der Gewdurztraminer zeichnet sich vor allem durch hohe
Konzentrationen an Linalyl-R-D-glucosid und Geranyl-R3-D-
glucosid zum Zeitpunkt der Vollblite aus. Es werden hier
Gehalte von annahernd 100 mg/kg Gescheinen erreicht (vgl.
Abbildung 34, Tabelle A 3). Die Gescheine weisen somit bei
Betrachtung aller Gewebearten die hdchsten Analytmengen
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auf. Auffallig ist, dass Linalool in den Gescheinen des
Gewdrztraminers als freies Terpen nur in Spuren nachweisbar
ist, hingegen die Gehalte an Linalyl-R-D-glucosid im
Reifeverlauf stark ansteigen (von 10 mg/kg auf 100 mg/kg
Geschein im Verlauf der Blite, vgl. Abbildung 34). Neben dem
Linalool sind noch etwas héhere Konzentrationen an Diendiol |
nachweisbar. Die dominanteste Verbindung der freien Terpene

ist das Geraniol.

Auch bei dem untersuchten Riesling-Klon ist Geraniol die
dominanteste Verbindung. Linalool, Nerol und Citronellol sind
meist nicht nachweisbar. Kurz vor der Vollbliite ist das Diendiol
I gut nachweisbar, nicht mehr jedoch zum Zeitpunkt der
Vollblite. (vgl. Abbildung 34 und Tabelle A 3).

Im Fall der Monoterpen-R3-D-glucoside sind die Gehalte an
Geranyl- und Linalyl-3-D-glucosid am hdchsten, hingegen sind
Citronellyl- und Neryl-B3-D-glucosid nicht nachweisbar. Die
Gehalte an gebundenen Terpenen steigen tendenziell
wahrend der Reife (vgl. Abbildung 34).

Die Analyse der Beerenhdute ergab, dass sich eine
terpenreiche von einer terpenarmen Rebsorte sowohl durch
ihre Gehalte an freien und gebundenen Terpenen, als auch
anhand des Analytspektrums unterscheiden Ilasst. Im
Gegensatz zu dem Terpenprofil in Beerenhduten, lassen sich

die untersuchten Rebsorten im Bezug auf ihre Gescheine
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lediglich durch die Gehalte unterscheiden. Beide Rebsorten
weisen ein dhnliches Analytspektrum auf. Der Gewdrztraminer

weist auch hier als terpenreiche Sorte die hdchsten Gehalte

an Terpenen in Gescheinen auf.
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Abbildung 34: Freie Terpene und Monoterpen- [3-D-glucoside in
Gescheinen wahrend der Bliute

Gehalte an freien Terpenen (A) und Monoterpen-R-D-
glucosiden (B) in WeiBen Riesling 239-34 Gm (schwarz)
und Gewdrztraminer 11-18 Gm (grau) Gescheinen (2012).

1: vier Wochen vor der Vollblite; 2: zwei Wochen vor der
Vollblite; 3: Woche der Vollblite. n=2; bei fehlenden
Balken waren die Analyten nicht bestimmbar, Neryl-R-D-
glucosid lag unterhalb der Nachweisgrenze

LinGlc : Linalyl-B-D-glucosid; GerGlc: Geranyl-R-D-
glucosid; CitrGlc : Citronellyl-B-D-glucosid

Vor allem die stark ansteigenden Gehalte an Linalyl-3-D-
glucosid in Gescheinen sind sehr bemerkenswert, da wahrend
der Blute kaum freies Aglykon nachweisbar ist. Linalool z&hlt
mit zu den bedeutenden Verbindungen, die das Aroma der
Gescheine ausmachen (Dudareva et al., 1999). Entsprechend
dazu wurde in friheren Arbeiten eine hohe Expression des
Linalylsynthase-Gens in Bliten der Pflanze Clarkia breweri
beschrieben (Dudareva et al., 1996). Geringe Gehalte an
freiem Linalool implizieren jedoch nicht, dass Linalool nicht in

gréReren Mengen produziert wird. Gerade dieses Phdnomen
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deutet daraufhin, dass die Gescheine eine
Glycosyltransferase  besitzen, die speziell fur die
Glycosylierung von Linalool zustandig ist, da die Gehalte an
Linalyl-3-D-glucosid wahrend der Bliite enorm ansteigen. Eine
weitere Moglichkeit ist die Umwandlung in andere Linalool-
verwandte Metabolite wie z.B. das Diendiol oder die

Linalooloxide (Raguso und Pichersky, 1999).

Die signifikant héheren Gehalte an freien und gebundenen
Terpenen im Vergleich zu anderen Geweben sind fur
Gescheine nicht ungewohnlich. Ahnlich hohe Gehalte wurden
bereits in Rosen nachgewiesen (Francis und Allcock, 1969).
Die Literaturrecherche ergab bislang keine vorliegenden
Arbeiten zur Bestimmung von freien und gebundenen

Monoterpenen in Vitis vinifera-Bluten.
2.3.2.2 Bestimmung der Terpenprofile in Blattern

Das Analytspektrum in Blattern ist in beiden untersuchten
Rebsorten sehr eingeschrankt. Diendiol I, Geraniol, Geranyl-3-
D-glucosid sowie Linalyl-3-D-glucosid weisen die hochsten
Konzentrationen in Blattern auf. Andere Analyten, sowonhl frei
als auch gebunden, sind nur in Spuren nachweisbar. Freies
Linalool ist nur in der ersten Woche in Spuren nachweisbar,

dafir aber grolRere Mengen Diendiol I.
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Die Gehalte und Analytspektren der untersuchten Rebsorten
ahneln sich sehr stark, so dass bei den Blattern eine
terpenreiche von einer terpenarmen Rebsorte nicht

unterschieden werden kann.

In Ubereinstimmung mit den in der Literatur gefundenen
Werten sinken die freien und gebundenen Terpene in Blattern
wahrend der Alterung (vgl. Abbildung 35 und Tabelle A 3). Der
Literatur entsprechend ist Geraniol der dominanteste Vertreter
der Monoterpene in Blattern (Gunata et al., 1986). Ahnlich zu
anderen Geweben wie Gescheinen oder Wurzeln nutzen auch
hier die Pflanzen die Produktion von Terpenen als Schutzstoffe

vor Pathogenen (Hampel et al., 2005).
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Abbildung 35: Monoterpen- R-D-glucoside in Blattern wahrend
des Alterungsprozesses

Gehalte an freien Terpenen (A) und Monoterpen-3-D-
glucosiden (B) in Blattern der Rebsorten WeiRer Riesling
234-34 Gm (schwarz) und Gewdlrztraminer 11-18 Gm

(grau).
1: Blatt, eine Woche alt; 2: Blatt, drei Wochen alt; 3: Blatt,

finf Wochen alt

LinGlc : Linalyl-R-D-glucosid; GerGlc: Geranyl-R-D-
glucosid; CitrGlc: Citronellyl-B-D-glucosid; n=2; bei
fehlenden Balken waren die Analyten nicht bestimmbar,
Neryl-B-D-glucosid lag unterhalb der Nachweisgrenze

2.3.2.3 Bestimmung der Terpene in Wurzeln

Neben den anderen genannten Geweben wurden zudem die
Wurzeln  eines  einjahrigen  Zwei-Augenstecklings des

Gewdrztraminers und Weil3en Rieslings untersucht.

Die Wurzeln einer Pflanze sind das wichtigste Organ,

verantwortlich fir die Gesundheit der Pflanze, die Aufnahme
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und Speicherung von Nahrstoffen und Wasser. Gerade in der
Erde ist die Pflanze vielen Mikroben und Herbivoren

ausgesetzt.

In Wurzeln konnten ausschlie3lich h6here Gehalte an Geraniol
und Geranyl-R-D-glucosid sowie Citronellol und Citronellyl-R3-
D-glucosid nachgewiesen werden. Der Gehalt an gebundenen
Terpenen Uberwiegt gegeniiber dem Gehalt an freien
Terpenen (vgl. Tabelle A 3 und Abbildung 36).

mg/kg Wurzeln

2 T

Lai W _

Geraniol GerGle Citronellol CitrGlc

Abbildung 36: Freie Terpene und Monoterpen- [3-D-glucoside in
verschiedenen Rebsorten

Gehalte an freien Terpenen und Monoterpen-R3-D-
glucosiden im WeiRen Riesling 249-34 Gm (schwarz) und
Gewdlrztraminer 11-18 Gm (grau). GerGlc: Geranyl-B-D-
glucosid; CitrGlc : Citronellyl-B-D-glucosid; n=2

In der Literatur ist beschrieben, dass bei Wurzeln, die von

Phylloxera (Reblaus) befallen waren, die Biosynthese
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bestimmter Monoterpene wie Geraniol starker angeregt war
als in Wurzeln, die nicht befallen waren (Lawo et al., 2011).
Demnach scheint die Biosynthese der Terpene in Wurzeln also
ein wichtiger Vorgang bei dem Schutz vor Fraf3feinden zu
sein, was die hoheren Gehalte an Terpenen erklaren kénnte.
Die Gehalte an Monoterpen-3-D-glucosiden sind in Wurzeln

sogar héher als z.B. in Beerenhauten.

2.3.2.4 Vergleich der unterschiedlichen Gewebe

Am Beispiel des Gewirztraminers 11-18 Gm werden im
Folgenden die unterschiedlichen Gehalte in den untersuchten

Geweben miteinander verglichen.

Es zeigt sich, dass die Gesamtgehalte an freien Terpenen und
Monoterpen-R3-D-glucosiden in den einzelnen Geweben sehr

stark variieren (vgl. Abbildung 37).
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Abbildung 37: Gesamtgehalte an freien Terpenen und
Monoterpen- 3-D-glucosiden in Gewdrztraminer 11-18 Gm

Gehalte an freien Terpenen (schwarz) und Monoterpen-R3-
D-glucosiden (grau) in Gescheinen, Blattern, Wurzeln
(links) und Hauten (rechts) des Gewirztraminers. Links:
Geschein 1: vier Wochen vor der Vollblite; Geschein 2:
zwei Wochen vor der Vollblite; Geschein 3: Woche der
Vollblite; Blatt 1: eine Woche alt; Blatt 2: drei Wochen alt;
Blatt 3: finf Wochen alt; Ernte: 2012. Rechts: Gehalte an
freien Terpenen und Monoterpen-B-D-glucosiden in
Beerenhduten, Lese: 2011. n=2; freie Terpene wurden
mittels GC-MS, gebundene via LC-MS/MS bestimmt.

Die Gehalte an freien Terpenen in Gescheinen sinken
tendenziell wahrend der Blite, wohingegen die Gehalte an
Monoterpen-R-D-glucosiden stark ansteigen. Im Vergleich zu
allen anderen, untersuchten Geweben, sind die Gehalte in
Gescheinen am grof3ten. Die nachstgroReren Gehalte an
Monoterpen-R-D-glucosiden wurden in Wurzeln bestimmt. Die

Gehalte in Blattern und Hauten sind annahernd vergleichbar.

Freie Terpene und Monoterpen-R-D-glucoside sinken in
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Blattern wahrend der Reife. Hingegen steigen die Gehalte in

Beerenhauten im Verlauf der Reife.

Die Gescheine sowie die Wurzeln der Pflanzen stellen
wichtige Organe der Pflanze dar. Die Wurzel sorgt fir die
Versorgung der Pflanze mit Wasser, fur die Aufnahme von
Nahrstoffen sowie deren Speicherung. In 2.3.2.3 wurde bereits
diskutiert, dass Terpene, frei sowie glycosidisch gebunden, als
Schutzstoffe der Pflanze agieren und diese somit vermehrt
gebildet werden, sobald ein ,Angriff* auf die Pflanze stattfindet.
In Gescheinen sorgen Terpene fir die Anlockung von Insekten
und auch fir die Kommunikation zwischen Nachbarpflanzen
(u.a. bei Stressinduktion) (Dicke et al., 2009). Demnach sind
auch hier erhdhte Gehalte an Terpenen nicht verwunderlich.
Dieses konnte ein Hinweis darauf sein, warum gerade
Gescheine und Wurzeln signifikant héhere Gehalte aufweisen,

als die anderen untersuchten Gewebe.

2.4 Charakterisierung der potentiellen
Monoterpenylglycosyltransferasen

2.4.1 Rekombinante Enzyme

Es wurden potentielle Kandidatengene ausgewahlt, diese in
Escherichia coli exprimiert (HS Geisenheim, TU Miinchen).
Umsatzreaktionen mit UDP-Glucose und den jeweiligen
Aglykonen wurden durchgefihrt und die Reaktionsprodukte

der Universitat Bonn zur Analyse zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 38: 3D gemodelte Struktur der VvGT14 (TU Miinchen)
Die Berechnungen zur postulierten Struktur erfolgten
durch Friedericke Bonisch. Der in pink markierte Bereich
stellt die PSPG Box dar.

2.4.2  Substratspezifitat rekombinanter

Glycosyltransferasen aus  Vitis vinifera

Zur Bestimmung der Substratspezifitidt der potentiellen
Monoterpenyl-glycosyltransferasen wurden die Substrate
einzeln in Gegenwart von UDP-Glucose durch die
verschiedenen VvGTs umgesetzt. Etwaige Reaktionsprodukte
wurden der Universitat Bonn zur Verfigung gestellt und mittels
LC-MS/MS vermessen (vgl. Abbildung 39 und Abbildung 40).
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Tabelle 11: Monoterpensubstrate der exprimierten
Glycosyltransferasen
Bezeichnung der Rebsorte Substrat:

UGT

WeilRer Riesling 239-34

Nerol, Geraniol,

WGT7 Gm, Gelber Muskateller Citronellol
FR 90
WeilRer Riesling 239-34 Nerol. Geraniol
VWGT14 Gm Gewdrztraminer 11- S N
Citronellol, Linalool
18 Gm
WeilRer Riesling 239-34
Gm, Gelber Muskateller Nerol, Geraniol, S-
WGTI5 FR 90, Gewiirztraminer  Citronellol
11-18 Gm
WGT16 Gewdrztraminer 11-18 Ngrol, Geraniol,
Gm Citronellol
Die Identifizierung erfolgte iber die jeweiligen

Reaktionsprodukte

(Monoterpen-R-D-glucoside)

der

einzelnen Glucosyltransferasen mittels LC-MS/MS.

105



100 110 120 130 140 150 160 170
6000 2

100 110 120 130 140 180 1A0 170

1705
3

Intensity [cps]

1000

500
2

4
100 110 120 130 140 150 160 17,0
2500 4

2000

1500

1000

500

100 100 120 130 140 150 160 170
Time [min]

Abbildung 39: Nachweis der Monoterpen- R-D-glucoside durch
Umsatz mit WGT7

Das erste LC-MS/MS Chromatogramm zeigt einen
Terpenglucosidstandardmix mit Linalyl- (1), Neryl-(2),
Geranyl-(3) und Citronellyl-Glucosid (4); die unteren
Chromatogramme zeigen jeweils Nachweise von Neryl-,
Geranyl- und Citronellyl-Glucosid nach Umsatz der
jeweiligen Substrate mit UDP-Glucose durch VvGT7. Die
Chromatogramme zeigen den TIC der charakteristischen
MRM-Ubergange. Es wurde eine Gaussian-Glattung der
Peaks durchgefihrt.
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VVGT7 setzt nur primare Alkohole, keine tertiaren Alkohole um
(vgl. Abbildung 39). Es zeigte sich hierbei, dass die VWWGT7
beim Umsatz von Geraniol mit UDP-Glucose in einer
Nebenreaktion in geringen Mengen Neryl- und Citronellyl-R3-D-

glucosid gebildet wurden.

VWGT14 und VWGT15 setzen ebenfalls primare Alkohole um
(vgl. Abbildung 40). Zusétzlich wird Linalool, als tertidarer
Alkohol, von der VvGT14 umgesetzt.
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Abbildung 40: Nachweis der Monoterpen-8-D-glucoside nach
Umsetzung durch verschiedene GTs mittels LC-MS/MS

A: Overlay-Chromatogramme des Citronellyl-B-D-glucosids
nach Umsetzung mit VvGT14, VvGT15 und VvGT16. B:
Nachweis von Geranyl-, C: Neryl- und D: Linalyl-Glucosid.
E: Terpenglucosidstandard (hierbei Elutionsreihenfolge mit
steigender Retentionszeit: Linalyl-, Neryl-, Geranyl- und
Citronellyl-B-D-glucosid).
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2.4.3 Enantioselektivitat der VvGT7, VvGT14 und
VWGT15

Zur Bestimmung der Enantioselektivitdt von VvGT7, VWGT14
und VvGT15 wurde das zu untersuchende, racemische
Substrat (Citronellol oder Linalool) mit UDP-Glucose durch die

entsprechende Glycosyltransferase umgesetzt (TU Miunchen).

Wie in Abbildung 32 zu erkennen, wird Citronellol und das
entsprechende Glucosid in Beerenhauten akkumuliert, wenn
auch in geringeren Konzentrationen als im Vergleich zu
anderen Substraten. Dennoch spielt es eine Rolle fur
Muskatbetonte-Rebsorten. In friiheren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass (S)-Citronellol in Weinbeeren akkumuliert wird
(Luan et al., 2005).
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Abbildung 41: Enantioselektive GC-MS Analyse der VW GT7
gegenuber Citronellol

SPME-GC-MS Messung zur Bestimmung der
Enantioselektivitdt von VvGT7; (A) Freies, racemisches
Citronellol als Substrat far VvGT7; (B) leichte
Abreicherung an (R)-Citronellol in freiem, nicht
umgesetzten Citronellol; (C) durch saurehydrolytische
Spaltung freigesetztes (R)-Citronellol, die als ,x"“ markierte
Peaks stellen Hydrolyse-Nebenprodukte dar. (D)
enantiomerenreines (R)-Citronellol als Referenzstandard
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VVGT7 zeigte eine deutliche Praferenz fur das (R)-Citronellol.
Es zeigte sich sowohl eine Abreicherung von freiem, nicht
umgesetzten (R)-Citronellol, als auch die ausschlie3liche
Bildung von (R)-Citronellyl-R-D-glucosid (als freigesetztes
Citronellol) (vgl. Abbildung 42). Es scheint somit eine eher
untergeordnete Rolle bei der Metabolisierung des Citronellols
bzw. der Monoterpene zu spielen, da dieses Enantiomer

Ublicherweise nicht in Trauben akkumuliert wird.
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Abbildung 42: Enantioselektive GC-MS Analyse der Vv GT14 und
VvGT15 gegeniber Citronellol

SPME-GC-MS Messung zur Bestimmung der
Enantioselektivitdt von VvGT14 und VvGT15 nach
saurehydrolytischer Spaltung des Citronellyl-R-D-glucosids
A: Referenzchromatogramme von racemischem Citronellol
und enantiomerenreinem (R)-Citronellol; B+C:
racemisches Citronellol nach saurer Spaltung des
Citronellyl-B-D-glucosids durch VvGT14 (B) und VvGT15
(C). Alle Chromatogramme sind als charakteristische SIM-
Spuren (m/z 69, 81,123) dargestellt. Als ,x“ markierte
Peaks stellen Hydrolyse-Nebenprodukte dar.
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VGT14 und VvGT15 zeigten keine Praferenz fir (R)- oder
(S)-Citronellol in Langzeitassays (vgl. Abbildung 42).

Basierend auf den Ergebnissen der kinetischen Assays
praferieren VvGT14 und VvGT15 hingegen das (S)-

Enantiomer des Citronellols (TU Miinchen).
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Abbildung 43: Enantioselektive Analyse der VVGT14 g  egenilber
Linalool

A: racemisches Linalool als Substrat fur VvGT14 B:
Freigesetztes Linalool nach enzymatischer Hydrolyse von
Linalyl-B-D-glucosid durch AR 2000. C: (R)-Linalool als
Referenzstandard

Im Gegensatz zu den enantioselektiven Analysen des

Citronellyl-R-D-glucosids wurden die Ansatze des Linalyl-R-D-

glucosids nicht  sdurehydrolytisch, sondern durch
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enzymatische Hydrolyse mittels AR 2000 gespalten. Ursache
hierfir ist die Racemisierung von enantiomerenreinem Linalool
wahrend der saurehydrolytischen Spaltung. Weiterhin finden
starke Umlagerungsreaktionen zu anderen Terpenen statt,
was die Konzentration des Linalools enorm erniedrigt (vgl.
Abbildung 18) und die Detektion somit erschwert. In
Ubereinstimmung mit der Literatur konnte gezeigt werden,
dass die Spaltung von racemischem Linalyl-R-D-glucosid
durch AR 2000 keine Enantiodiskriminierung durch das
Spaltenzym erfahrt (vgl. Abbildung 44) (Gunata et al., 1990;
Licker et al., 2001).
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Abbildung 44: Racemisches Linalyl-8-D-glucosid nach
enzymatischer Hydrolyse mit AR 2000

Overlay der SPME-GC-MS Chromatogramme eines (R)-
Linalool-Referenzstandards (grau) und eines racemischen
Linalyl-B-D-glucosid-Standards nach enzymatischer
Hydrolyse (schwarz).

VvGT14 zeigte eine leichte Enantiopraferenz gegeniber dem

(R)-Enantiomer des Linalools (vgl. Abbildung 43).

In frilheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in Rebsorten
wie Morio Muscat oder Muscat  Ottonel die
Enantiomerenreinheit flr freies (S)- Linalool grof3er ist als fir
das Linalyl-3-D-glucosid. Dies spricht fir eine Diskriminierung

des (S)-Enantiomeres bei der Glycosylierungsreaktion (Luan
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et al., 2004). Da die VvGT14 eine leichte Praferenz fur das
(R)-Enantiomer aufweist, ist eine Bedeutung der VvGT14 fir

die Glycosylierung von Linalool nicht ausgeschlossen.

2.4.4 ldentifizierung potentieller natiirlicher Subs  trate
der Monoterpenyl-glycosyltransferasen durch

LActivity-Based Metabolomic Profiling*

Zur Messung der Aktivitat der rekombinanten Enzyme wurden
diese jeweils mit einzelnen Terpensubstraten in Anwesenheit
von UDP-Glucose umgesetzt und der Umsatz mittels LC-
MS/MS  Uberpraft (vgl. 2.4.2). Hierbei zeigten sich

verschiedene Aktivitaten auf die 0.g. Substrate.

Sofern eine Glycosyltransferase in vitro ein Substrat in
Anwesenheit von UDP-Glucose umsetzt, ist damit die
biologische Relevanz in vivo noch nicht bestatigt. Zur
Identifizierung weiterer naturlicher Substrate wurden die vier
VVGTs zusatzlich zu den verschiedenen, einzelnen Terpenen
mit einem Aglykon-Extrakt eines Gewdrztraminers 11-18 Gm,
der zahlreiche potentielle, natirliche Substrate enthalt,
umgesetzt. Mit Hilfe dieser Technik kann zum Beispiel die
Préferenz fur Terpene in Gegenwart anderer Substanzklassen
Uberpruft werden bzw. neue Substrate identifiziert werden (de
Carvalho et al., 2010). Die Massenspektrometrie eignet sich
hierbei als gutes Verfahren zur Detektion mdglicher Substrate

(Barglow und Cravatt, 2007).
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Es wurden Beerenhaute eines Gewirztraminers 11-18 Gm
eines frihen (8 Wochen nach Blite) und spéaten (16 Wochen

nach Blute) Erntetermins des Jahrganges 2012 extrahiert.

Zunachst wurde das ABMP mit dem Extrakt des spateren
Lesetermins (18 Wochen nach Blute, 2012) durchgefihrt.
Hierzu wurde das SPE-Eluat, das alle glycosidisch
gebundenen Analyten enthielt, mit AR 2000 hydrolysiert und
die freigesetzten Verbindungen mittels GC-MS vermessen
(vgl. 3.5.1, Abbildung 45). Danach erfolgte der Umsatz dieser
freigesetzten Aglykone in Anwesenheit von UDP-Glucose
(radioaktiv-markiert und nicht-markiert). (Friedericke Bonisch,
TU Minchen, Arbeitsgruppe Prof. Schwab, Technologie der

Naturstoffe)
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Abbildung 45: Probenaufarbeitungsschema zur ldentifizierung
potentieller, natiirlicher Substrate durch Anwendung des ABMP

Nach dem Umsatz wurden freie, nicht umgesetzte Aglykone
vermessen sowie die Monoterpen-3-D-glucoside mittels LC-
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MS/MS bzw. alle gebundenen Aglykone nach enzymatischer
Hydrolyse mittels GC-MS (vgl. Abbildung 45).

Da die LC-MS/MS-Methode spezifisch auf den Nachweis von
Monoterpen-R3-D-glucosiden optimiert wurde, konnten hiermit
dementsprechend auch nur diese Analyten nachgewiesen
werden. Es wurden weiterhin die enzymatisch freigesetzten
Analyten Uber GC-MS vermessen. Die GC-MS Messungen
lieferten Aussagen Uber etwaige andere madgliche Substrate,

die nicht der Substanzklasse der Monoterpene angehdren.

In vitro glycosyliert VVGT7 bei Verarbreichung der einzelnen
Substrate Nerol, Geraniol und Citronellol. Im Gegensatz dazu
zeigte VVGT7 keinen Umsatz der Terpene aus dem
Gewdrztraminer-Extrakt. Es konnte lediglich durch Anwendung
dieser Methode Geranylsdure (als freies Aglykon nach
enzymatischer Hydrolyse) als weiteres Substrat identifiziert
werden. Geranylsadure spielt bei dem Aroma der Weinbeeren
keine Rolle, kommt jedoch in der Weinbeere vor (Rocha et al.,
2007; Sanchez-Palomo et al., 2009). Die Gehalte an freier

Geranylsaure wurden ebenfalls bestimmt (vgl. Abbildung 46).
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Abbildung 46: Bestimmung freier Geranylsaure in Bee renhauten
GC-MS Messungen der freien Geranylsaure in
terpenreichen Sorten wie Muskateller (schwarz) und
Gewdlrztraminer 11-18 Gm (grau) wahrend des
Reifeverlaufes 2011.
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Abbildung 47: Detektion potentieller natiirlichen Substrate der
VvGT14 und VvGT15 mittels LC-MS/MS und GC-MS

Nachweis der potentiellen, natlrlichen Substrate von
VvGT14 (2) und VvGT15 (3) mittels LC-MS/MS (links) und
GC-MS (rechts). links: (1) Standardgemisch bestehend
aus Linalyl-(nicht beschriftet), Neryl(A)-, Geranyl (B)- und
Citronellyl (D)-B-D-glucosid; (2) Detektion der
Monoterpen-B8-D-glucoside nach Umsetzung eines
Aglykon-Extraktes des Gewdlrztraminers 11-18 Gm (18
Wochen nach Blite) mit UDP-Glucose durch VvGT14; (3)
Detektion der Monoterpen-B3-D-glucoside nach Umsetzung
durch VvGT15; Die Chromatogramme sind als TIC der
MRM-Ubergénge dargestellt rechts: (1) Standardgemisch
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bestehend aus Citronellol (A), Nerol (B) und Geraniol (C);
(2) SPME-GC-MS Chromatogramm der freigesetzen
Terpene nach Umsatz des Aglykon-Extraktes mit UDP-
Glucose durch VvGT14, (3) SPME-GC-MS
Chromatogramm nach Umsatz mit VvGT15; dargestellt
sind die charakteristischen SIM-Spuren (69, 81) der
Terpene; Glattung wurde angewendet.

VWGT14 und VVGT15 glycosylierten Nerol, Geraniol und
Citronellol nach Umsatz mit dem Gewurztraminer-Extrakt (18
Wochen nach Blite, vgl. Abbildung 47). Die Analyten konnten
sowohl mittels LC-MS/MS als auch als freigesetzte Aglykone

Uber GC-MS nachgewiesen werden.

Nach Umsatz des Extraktes des spateren Lesetermins (18
Wochen nach Blite) wurden neben den aufgeflihrten
Terpenalkoholen weitere potentielle Substrate von VWwGT14
Uber GC-MS detektiert. Das Experiment wurde aus diesem
Grund wiederholt. Aufgrund von Probenmangel wurde hierbei
der Gewdlrztraminer-Extrakt des friheren Lesetermins (8

Wochen nach Bliite) verwendet.

Der Umsatz der VvGT14 mit dem Gewdlrztraminer-Extrakt
(frGherer Erntetermin, 8 Wochen nach Bliite) zeigte sich erneut
deutliche Aktivitat auf Nerol, Geraniol und Citronellol. Ferner
wurden Phenylalkohol und Benzylalkohol als weitere
Substrate identifiziert (vgl. Abbildung 48). Die Nachweise an
Monoterpenen sind mit dem Ansatz des friiheren Erntetermins
des Gewdrztraminers (vgl. Abbildung 48) um ein Vielfaches

deutlicher als beim ersten Ansatz des spateren Erntetermins
122



(vgl. Abbildung 47). Viele Faktoren kénnen hierfiir eine Rolle
spielen. Zu Beginn des Profilings wurden die Monoterpene
sowohl Uber GC-MS als auch Uber LC-MS/MS Messungen
detektiert, um eine doppelte Absicherung des Ergebnisses zu
erhalten. Es waren hierfur zahlreiche Aufarbeitungsschritte
notwendig, die zu Analytverlusten gefuhrt haben kénnen. Im
Rahmen des Folgeexperimentes mit dem frihen
Gewdlrztraminer-Extraktes wurde auf die LC-MS/MS Detektion
verzichtet. Dieser wurde nur nach enzymatischer Hydrolyse
mittels GC-MS vermessen, da sich fur die Suche nach
unbekannten Substraten die LC-MS/MS Methode nicht

eignete.

123



MCounts F
1

5_ 3

9 10 11 12 13
minutes

MCounts
2 3

1.254 G E

1.004

0.754 E
0.504 E

025 A
Cm
0.00

8 8 10 11 12

13
minutes

Abbildung 48: Identifizierung moglicher natiirlicher Substrate
der VvGT14 mittels SPME-GC/MS Detektion

SPME-GC/MS Chromatogramme (TIC) der enzymatisch
freigesetzten, glycosidisch gebundenen Aglykone eines
Gewdlrztraminer-Extraktes (friher Lesetermin, 8 Wochen
nach der Blite) vor (pink) und nach (griin) Umsatz mit
UDP-Glucose durch VvGT14. Als Blindmessung wurde der
gleiche Extrakt durch denaturierte VvGT14 umgesetzt
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(blau). 2 stellt eine VergréBerung des Chromatogrammes
1 dar A: Linalool; B: Neral; C: Geranial, D: Citronellol; E:
Nerol; F: Geraniol; G: Benzylalkohol; H: Phenylethanol

Weiterhin waren die Analyten Geranial und Neral in geringen
Mengen nachweisbar (vgl. Abbildung 48, B und C). Da es sich
bei den Verbindungen um Aldehyde handelt und diese nicht
glycosidisch gebunden vorliegen koénnen, sind diese
wahrscheinlich auf Aufarbeitungs- oder enzymatischen
Artefakten aus Verunreinigungen zuriick zu fiihren. Zudem
wurde nach Umsatz durch die VvGT14 Linalool nachgewiesen
(vgl. Abbildung 48), welches im urspringlichen Extrakt nach
enzymatischer Hydrolyse und vor Umsatz mit der jeweiligen
GT (vgl. Abbildung 48; pink) nicht detektiert wurde. Wie auch
schon in den Profilen des Gewirztraminers zu erkennen war,
konnte Linalyl-R-D-glucosid selten nachgewiesen werden (vgl.
Abbildung 32, B). Linalool ist demnach kein charakteristisches
Substrat fur Gewdlrztraminer-Rebsorten. Es scheint somit
wahrscheinlich, dass auch die Bildung von Linalool bzw.
Linalyl-glucosid auf Nebenreaktionen der exprimierten

Enzyme zuriickzufiihren ist.

Die Ergebnisse des ABMP zeigen deutliche Hinweise, dass es
sich bei den exprimierten VvGTs (VwGT14 und VvGT15) um
potentielle TerpenGTs handeln kann. VWGT7 zeigte lediglich
sehr geringen Umsatz gegeniber Geranylsdure beim ABMP,
so dass weitere natirliche Substrate fur diese

Glycosyltransferase noch identifiziert werden missen.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Probenmaterial

Die Analyse von Monoterpenalkoholen und ihren gebundenen
Analoga erfolgte in verschiedenen Rebsorten und Geweben.
Das jeweilige Probenmaterial wurde von der Hochschule
Geisenheim (Abteilung Rebenziichtung) zur Verfligung
gestellt. Dieses wurde in verschiedenen Jahren im
Reifeverlauf gelesen und bis zur Analyse bei -20°C

eingefroren. Es wurden hierbei folgende Rebsorten beprobt:

» Muscat a petits grains blanc FR 90,
Gelber Muskateller

*  Gewdrztraminer 11-18 Gm

*  Gewdrztraminer FR 46-107

* Weiler Riesling 239-34 Gm

* Weiler Riesling 24-196 Gm
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Tabelle 12: Gewebe und Lesetermine

Anzahl der
Gewebe ) Lesedaten
Termine
6,9, 11, 13, 15, 17 Wochen nach
Beerenhaute 6
der Blite (2011)
4 und 2 Wochen vor der Vollbliite
Gescheine 3 sowie die Woche der Vollblite
(2012)
Blatter 3 1, 3 und 5 Wochen alt (2012)
Zwei-Augensteckling;
Wurzel 1 gesteckt: 13.01.2011, geerntet:
20.04.2012

Zur Analyse von freien und gebundenen Terpenen in
Beerenhauten wurden die Beeren des Jahrgangs 2011

verwendet.

Die Gehaltsbestimmungen in anderen Geweben wie Blattern
(Abbildung A 1), Gescheinen (Abbildung A 2) und Wurzeln
erfolgte mit Material aus dem Jahre 2012. Die Analysen
wurden hierbei nur mit den Rebsorten Gewdirztraminer 11-18
Gm und Weil3er Riesling 239-34 Gm durchgefihrt.

Zur Bestimmung der Terpene in Wurzeln wurden Zweiaugen-
Stecklinge in einem Zeitraum von einem Jahr herangezogen.
Gesteckt: 13.1.2011, Geerntet: 20.4.2012
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Fur das ,Activity-Based Metabolomic Profiling® wurden

Gewdrztraminer 11-18 Gm Proben mit den Ernteterminen 8

und 16 Wochen nach Blite aus 2012 verwendet.

3.2 Chemikalien

Tabelle 13: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Acetonitril; HPLC grade

Acetylbromglucose, = 95 %

Amberlite IR-120

Ammoniakldsung 25 %

AR 2000, Rapidase ®

tert-Butylmethylether, = 99,5 %

Citral, 95 %

Citronellol, 2 95 %

Citronensaure-Monohydrat

Diethylether

3,7-Dimethyl-6-Octensaure, = 94 %

VWR, Leuven (Belgien)

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Fluka
Merck, Darmstadt

DSM Food Specialities B.V.,
Delft (Niederlande)

Roth, Karlsruhe

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma Adrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
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Dichlormethan, GC Ultra Grade

Ethanol, vergallt mit Petrolether

Ethylacetat,
Grade

Analytical  Reagent

Ethylenglycol

Geraniol, 2 90 %

Geranylsaure, 85 %

Glucanex® , Lysing Enzymes from
Trichoderma harzianum

Hexan, p.a.
Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat
Kieselgel 40-63 um, Normasil 60
Linalool, rein

Linalylacetat, = 97 %

Lithiumaluminiumdeuterid

Lithiumaluminiumhydrid

Methanol, Gradient Grade

di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

Roth, Karlsruhe

Julius Hoesch GmbH und
Co. KG, Diren

Fisher
Loughborough (UK)

Scientific,

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma  Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
VWR, Leuven (Belgien)

Roth, Karlsruhe

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer

(Niederlande)

Merck, Darmstadt
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Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumhydroxid Platzchen, z.A.

Natriummolybdat-Dihydrat

Natriumsulfat, wasserfrei

Natriumsulfid
Nerol, 97 %

2-Octanol

Quecksilber(ll)cyanid

Salzsaure, 1 M

Selendioxid, 98 %
Silbercarbonat, 99,5 %
a-Terpineol, 96 %
Tetrahydrofuran, dried, p.A.
Wasserstoffperoxid, 33 %

Zinksulfat-Heptahydrat

Merck, Darmstadt

Th. Geyer GmbH und Co.
KG, Renningen

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

KMF Laborchemie Handels
GmbH

Merck, Darmstadt
Alfa Aesar, Karlsruhe

ZVE Chemikalienlager,
Universitat Bonn

Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Fisher Scientific,
Loughborough (UK)

Merck, Darmstadt
Alfa Aesar, Karlsruhe
Alfa Aesar, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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3.3 Synthese von Referenzsubstanzen

Kéauflich nicht erhaltliche Referenzsubstanzen wurden nach
bereits bekannten Synthesewegen synthetisiert. Die
Charakterisierung der Substanzen erfolgte mittels GC-MS, LC-
MS/MS und NMR-Techniken (**C- und 'H-NMR). Bei den
NMR-Daten sind die chemischen Verschiebungen in ppm
relativ. zu dem internen Standard Chloroform angegeben,
0=7,26 (Singulett, "H-NMR), 77 (Triplett, "*C NMR). "H-NMR
und *C-NMR Spektren wurden auf einem Bruker Avance
300DPX Spektrometer aufgenommen (300 MHz firr *H NMR
und 75 MHz fiir *C NMR Spektren).

Die angegebenen NMR-Daten wurden mit Literaturdaten
verglichen und stimmen mit diesen nahezu Uberein (Konda et
al., 1997; Paulsen et al., 1985; Salles et al., 1991a; Weckerle
et al., 2003).

3.3.1 3,7-Dimethyl-1,5-octadien-3,7-diol (Diendiol 1) und
3,7-Dimethyl-1,7-Octadien-3,6-diol (Diendiol I1)

Ein Gemisch aus Diendiol | und Il wurde in einer
Oxygenierungsreaktion mit generiertem Singulett-Sauerstoff

aus dem Linalool gemaR (Alsters et al., 2010) synthetisiert.
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Abbildung 49: Strukturformeln des Diendiol | und Di endiol 11

Chemikalien:

m (Linalool): 2,4098 g (0,016 mol)
m (Na,MoO, x 2 H,0): 167,6 mg

V (Ethylenglykol): 15 mL

m (Na,SO,): 193¢

Ausbeute (Rohprodukt) 4,6 g

Auf eine saulenchromatographische Aufreinigung wurde

verzichtet.

Aus 0,016 mol Edukt sind nach der Reaktion 0,01 mol Produkt

entstanden, was einer Ausbeute von 64 % entspricht.

MS (EI, iontrap) (Diendiol 1): 67 (100), 82 (94,8), 71 (69,5), 43
(65,8), 41 (16,5), 55 (14,7), 83 (14,4)

MS (EI, iontrap) (Diendiol I1): 67 (100), 43 (59,9), 71 (44,5), 55
(24,7), 41 (20,8), 68 (18,3), 82 (17,5), 39 (14,8), 69 (11,1)
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3.3.2 Synthese von 2,6-Dimethyl-2,7-octadien-1,6-di ol
(8-Hydroxylinalool)

Die Darstellung erfolgte nach  bereits bekannten
Synthesewegen (Schwab, 1989).

trans-8-Hydroxyl- cis-8-Hydroxyl-

linalool linalool
Abbildung 50: Strukturformeln des cis- und trans-8-
Hydroxylinalool
Chemikalien:
m (Linalylacetat): 4,0101¢g (0,02 mol)
m (Se0,): 1149
V (EtOH) 30 mL

Ausbeute (Rohprodukt; 1. Reaktionsschritt) 4,69

Das Rohprodukt wurde im Anschluss mittels LiAlH; in THF

reduziert.
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Das Produkt wurde nach Reduktion in Aliquoten mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel 40-63 um) durch

Hexan/Ethylacetat (1:1; v:v) aufgereinigt.

Bei der Reduktion wurde nicht das komplette Rohprodukt
eingesetzt. Es wurden aus dem Aliquoten Teil Rohprodukt
0,002 mol Produkt erhalten.

MS: 67 (100), 43 (95), 71 (71,7), 55 (38,2), 79 (36,8), 93
(33,4), 41 (31,2), 68 (24,4), 81 (23,5), 96 (23,5), 95 (19,2), 123
(5.6)

'H NMR (300 MHz, CDCly): 0=1,27 (3H, s, 10-H); 1,52-1,6
(2H, m, 4-H); 1,63 (3H, s, 9-H); 2,0-2,1 (2H, m, 5-H); 3,96 (3H,
s, 8-H), 5,05 (1H, dd, 1a-H); 5,2 (1H, dd, 1b-H); 5,41 (1H, t, 6-
H); 5,89 (dd, 1H, 2-H)

3.3.3  Synthese von [ ?H,]-Citronellol

OH D,
o LAD, OH
—_—
e

Abbildung 51: Synthese von [ 2H2]-Citronellol
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Die Synthese von isotopenmarkiertem Citronellol erfolgte
durch Reduktion der Citronellylsaure mit
Lithiumaluminiumdeuterid (LIAID,) (WUst et al., 1998).

Dazu wurde Citronellylsdure tropfenweise zu, mit LiAID,
versetzter, etherischer Lésung gegeben. Das Ganze wurde
eine Stunde unter Rihren gekocht. Nach dem Abkihlen wurde
der Uberschuss an LiAID, mit Wasser hydrolysiert und der
Niederschlag mit verdiunnter H,SO4-Lésung gelést. Das

Produkt wurde mit 70 mL Diethylether ausgeschuttelt.

Chemikalien:
m(Citronellylsaure): 2,4812 g (15 mmol)
m(LiAID,4 in Diethylether, 1 M): 25 mL (17,75 mmol)

15 mmol Edukt ergaben 9,65 mmol Produkt, was einer

Ausbeute von 66 % entspricht.

MS: 69 (100), 83 (81,4), 41 (59,5), 97 (42,3), 55 (34,4), 125
(17,8), 140 (9,8)

3.3.4 Synthese von Monoterpenyl- R-D-glucosiden

Die Glycosylierung von primaren Terpenalkoholen zu den
entsprechenden Monoterpenyl-3-D-Glucosiden erfolgte nach

der bereits etablierten ,Koenigs-Knorr-Methode" (Paulsen et
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al., 1985). Alle hier durchgefiihrten Synthesen wurden nach

dieser Methode synthetisiert.

Hierzu wurde das jeweilige Aglykon in Anwesenheit von
Silbercarbonat mit a-Acetyloromglucose umgesetzt. Die
nucleophile Substitution (Sy2) von Brom durch das
Monoterpenol erfolgte bei Raumtemperatur in Dichlormethan
in Abwesenheit von Licht und Sauerstoff unter Stickstoff-
Atmosphéare. Das acetylierte Terpenglucosid wurde im
Anschluss durch Natriummethylat in methanolischer Losung
deacetyliert (vgl. Abbildung 52).

CH,OAc Ag,COs CH,OH
(0] —_— o0
HO CH,Cl,
OAc + NaOCHs OH
—_—
OAC Br | CH,OH OH |
OAc OH
a-Acetylbromglucose Citronellol Citronellyl-8-D-glucosid
0]
Ae =)J\

Abbildung 52: Koenigs-Knorr-Synthese am Beispiel vo n
Citronellyl- 3-D-glucosid

Zur Synthese von Monoterpenyl-3-D-glucosiden mit tertidren
Terpenalkoholen wurde ein modifiziertes Koenigs-Knorr-
Verfahren angewendet, bei dem anstatt Silbercarbonat
Quecksilbercyanid als Katalysator verwendet wurde (Hattori et
al.,, 2004). Die Deacetylierung erfolgte mittels Kaliumcarbonat

in methanolischer Losung.
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Die Rohprodukte wurden mittels Flash-Chromatographie mit
Kieselgel 60 als stationare Phase und

Hexan/Ethylacetat/Methanol (5:5:1; v:v) aufgereinigt.

3.3.4.1 (E)-3,7-dimethyl-2,6-octadienyl [-D-
glucopyranosid (Geranyl- 3-D-glucosid)

Abbildung 53: Geranyl- [3-D-glucosid

Chemikalien:

m (Geraniol): 329,8 mg

m (Ag,COs): 1,1573 g

m (a-Acetylbromglucose) 1,8494 g

Das Produkt wurde anschlieBend Uber

Saulenchromatographie  mit  Hexan/Ethylacetat/Methanol

(5:5:1; viv) aufgereinigt.

Ausbeute: 31 %
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'H NMR (300 MHz, CDCly): 6=1,59 (s, 3H, 9-H), 1,65 (s, 3H,
8-H), 1,67 (s, 3H, 10-H), 2,0-2,1 (m, 4H, 4-H, 5-H), 3,23-3,69
(m, 10H), 4,16-4,36 (m, 2H, 1-H), 5,05-5,09 (m, 1H, 1'-H),
5,32-5,39 (t, 1H, 2-H, 6-H)

3.3.4.2 (2)-3,7-dimethyl-2,6-octadienyl 3-D-
glucopyranosid (Neryl- 3-D-glucosid)

Abbildung 54: Neryl- R-D-glucosid

Chemikalien:

m (Nerol): 586,5 mg (3,68 mmol)

m (Agch3) 2 g

m (a-Acetylbromglucose) 3,13¢g (7,6 mmol)

m (Molsieb, 3A) 1649

Das Produkt wurde anschlieBend Uber

Saulenchromatographie  mit  Hexan/Ethylacetat/Methanol

(5:5:1; viv) aufgereinigt.

138



'H NMR (300 MHz, CDCly): 0=1.58 und 1.66 (2s, 6H; 8-H, 10-
H), 1.73 (s, 3H, 9-H), 2.04-2.08 (m, 4H, 4-H, 5-H), 3.21-3.90
(m, 10H), 4.15-4.35 (m, 2H, 1-H), 5.0-5.1 (m, 1H, 1"-H), 5.35
(m, 1H, 2-H)

3.3.4.3 (R,S)-3,7-dimethyl-1,6-octadienyl 3-D-
glucopyranosid (Linalyl- 3-D-glucosid)

"CHOH

Abbildung 55: Linalyl- R-D-glucosid

Chemikalien:

m (Linalool): 2,5270 g
m (Hg2(CN)y): 49

m (a-Acetylbromglucose) 2,5000 g
V (Acetonitril, trocken) 26 mL

Die Synthese von Linalyl-3-D-glucosid erfolgte nach der
modifizierten Koenigs-Knorr-Methode mit Quecksilbercyanid
als Katalysator (Hattori et al., 2004).

Das acetylierte Rohprodukt wurde vor Deacetylierung mittels

Saulenchromatographie  aufgereinigt (stationare Phase:

139



Kieselgel 40-63 ym; mobile Phase: Hexan/Ethylacetat (4/1;

Viv)).

Die Deacetylierung erfolgte mittels Kaliumcarbonat in
wasserfreier methanolischer Lésung. Hierflr wurden 30 mmol
Produkt in 60 mL Methanol (wasserfrei) gelést und 3,2 mmol
Kaliumcarbonat hinzugefiigt. Der Ansatz wird 12 h bei RT

geruhrt.

Das Produkt  wurde anschlieBend wieder Uber
Saulenchromatographie  mit  Hexan/Ethylacetat/Methanol

(5:5:1; viv) aufgereinigt.

Fur die Reaktion wurden 0,016 mol Edukt eingesetzt. Es
wurden davon 1015 mg acetyliertes Rohprodukt aufgereinigt.
Hiervon ergaben sich 0,5 mmol Produkt (Linalyl-3-D-glucosid).

'H NMR (300 MHz, CDCly): 0=1.57 und 1.66 (2s, 6H; 8-H, 10-
H), 1.31 (s, 3H, 9-H), 1,62 (m, 2H, 4-H) 1,89-2.04 (m, 2H, 5-
H), 3,31-3.85 (m, 9H), 4,11 (m, 1H, 1'-H), 5,05 (t, 1H, 6-H)
5,10-5,26 (2H, m, 1-H), 5,82 (dd; 1H, 2-H), 5,96 (dd, 1H, 2-H)
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3.3.4.4 (3R,3S)-3,7-dimethyl-6-octenyl R-D-glucopyranosid
(Citronellyl- 3-D-glucosid

“CH,OH

Abbildung 56: Citronellyl- -D-glucosid

Chemikalien:

m (Citronellol): 506 mg
m (Ag,COs): 1,7258 g
m (a-Acetylbromglucose) 2,5540 g
m (Molsieb, 3 A) 149

Das Rohprodukt wurde mittels Flash Chromatographie mit
Kieselgel 40-63 pum (Normalsil 60) als stationarer Phase und

Hexan/Ethylacetat/Methanol (5/5/1; v:v) aufgereinigt.

'H NMR (300 MHz, CDCly): 0=0,92 (d, 3H, 9-H); 1,62 und 1,70
(2s, 6H, 8- und 10-H); 1,9-2,0 (m, 2H); 3.27-4,0 (m, 12H); 4.34
(d, 1H, J= 6,1 Hz, 1 -H ); 5.08 (t, 1H, 6-H)

*C NMR (75 MHz, CDCly): 17,6; 19,5; 25,4; 25,7; 29,5; 36,5;
37,2; 61,1; 68,9; 69,0; 73,2; 75,5; 76,2; 102,7; 124,6; 131,9
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3.3.4.5 1,1-[°H,]- (3R,3S)-3,7-dimethyl-6-octenyl R-D-
glucopyranosid (1,1-[ 2H2]-Citronellyl- 3-D-glucosid)

Abbildung 57: [ 2H2]-Citronellyl- 3-D-glucosid

Chemikalien:

m (1,1-[2H2]-Citronellol): 509,5 mg
m (Ag,COs): 1,7767 g
m (a-Acetylbromglucose) 2,5062 g
m (Molsieb, 3 A) 15111 g

Das Rohprodukt wurde mittels Flash Chromatographie mit
Kieselgel 40-63 pm (Normalsil 60) als stationarer Phase und

Hexan/Ethylacetat/Methanol (5/5/1; v:v) aufgereinigt.

3,22 mmol Edukt ergaben 1,61 mmol Produkt, was einer

Ausbeute von 50 % entspricht.

'H NMR (300 MHz, CDCly): 6=0,88 (d, 3H, 9-H); 1,58 und 1,66
(2s, 6H, 8- und 10-H); 1,1-1,57 (m, 5H); 1,9-2,0 (m, 2H, 5-H),
3.15-3.9 (m, 7H); 4.29 (d, 1H, J=7,8 Hz); 5.09 (t, 1H, 6-H)
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¥*C NMR (75 MHz, CDCly): 17,6; 19,4; 25,4; 25,7; 29,5; 36,2;
37,2; 60,4; 73,3; 75,5; 76,3; 102,5; 124,5; 131,2

3.3.4.6 (2E)2,6-Dimethyl-2,7-octadien-1,6-diol- R-D-
glucopyranosid (8-Hydroxylinalyl-  3-D-glucosid)

CH,OH
o
OH |
OH |
OH OH

Abbildung 58: 8-Hydroxylinalyl-  3-D-glucosid

Chemikalien:

m (8-Hydroxylinalool): 248 mg (0,0015 mol)
m (Hg2(CN).: 410 mg

m (a-Acetylbromglucose) 200 mg

8-Hydroxylinalool wurde, wie in 3.3.2 beschrieben,
synthetisiert. Analog zum Linalyl-B-D-glucosid erfolgte auch
hier die Synthese nach der modifizierten Koenigs-Knorr-
Reaktion (Hattori et al., 2004).

Die Deacetylierung erfolgte in 10 mL 60 % MeOH und Zugabe
von 400 pL Ammoniak (25 %). Der Ansatz wurde insgesamt

24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 12 h wurden erneut
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100 L Ammoniak hinzugegeben. Es wurden 467,1 mg
Rohprodukt erhalten.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash Chromatographie mit
Kieselgel 40-63 pum (Normalsil 60) als stationarer Phase und
Hexan/Ethylacetat (1/2; v:v) aufgereinigt. Es wurden 35 mg
Produkt erhalten.

0,0015 mol Edukt ergaben 0,0001 mol Produkt, was einer

Ausbeute von 10 % entspricht.

Eine NMR-Messung war aufgrund der zu geringen Ausbeute
nicht moglich. Das erhaltene Produkt wurde dennoch mittels
LC-MS/MS charakterisiert. Es zeigten sich jedoch plausible
MRM-Ubergange von m/z 331—119 bzw. 179. Die Wahl des
Katalysators begunstigt die Glycosylierung an der tertidren
Hydroxylgruppe. Es ist also davon auszugehen, dass die

Bindung an dieser Position (vgl. Abbildung 58) erfolgte.

3.4 Probenaufarbeitung zur Bestimmung von freien
und gebundenen Terpenen in verschiedenen
Geweben mittels GC-MS bzw. LC-MS/MS

Die Gehalte an freien Terpenen und Monoterpen-R3-D-
glucosiden wurden in Geweben wie Beerenhauten, Bliuten,
Blattern und Wurzeln bestimmt. Fur die Terpenanalyse wurden
10 g Beerenhaute bzw. 4 g der anderen Gewebe bendtigt. Die

Trauben wurden zunachst geschalt und die Beerenhaute von
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anhaftendem  Fruchtfleisch und Zellsaft befreit. Das
Probenmaterial wurde mit flissigem Stickstoff zu einem
homogenen Pulver vermahlen und mit einer
Phosphatpufferlésung (0,1 M Na,HPO,/NaH,PO,; pH 7) und
13% Ethanol unter Licht- und Sauerstoffausschluss extrahiert
(24h, RT) (JesUs Ibarz et al., 2006). Zur Bestimmung von
freien Terpenen wurde 2-Octanol als interner Standard
eingesetzt. Fir die Bestimmung von Monoterpen-R3-D-
glucosiden wurde eine Stabilisotopen-Verdiinnungsanalyse
angewendet, indem [2H2]-Citr0nelIyI-B-D-qucosid als Interner
Standard eingesetzt wurde (vgl. Tabelle A 5). Die
Konzentration an zugesetztem Standard hing vom Reifegrad
sowie der Art des Probenmaterials ab und musste
dementsprechend angepasst werden. 2-Octanol wurde in
Mengen von 0,3-6,8 mg/kg Probenmaterial, [°H,]-Citronellyl-R-
D-glucosid in Konzentrationen von 0,1-3,5 mg/kg
Probenmaterial zugesetzt. Carrez-Reagenzien (Carrez | und Il
je 1 mL) wurden zur Abtrennung von Proteinverbindungen
hinzugefiigt und der auftretende Niederschlag zusammen mit
anderen Ruckstédnden und Trubstoffen der Extraktion durch

Zentrifugation abgetrennt (14500 rpm, 20 min, 5 °C).

Der klare Uberstand wurde mittels Festphasenextraktion
(SPE) aufgereinigt und aufkonzentriert. Durch Einsatz
verschiedener Ldsungsmittel wurden freie Terpene von

gebundenen Terpenen getrennt.
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Hierzu wurden folgende Bedingungen gewahlt (vgl. Tabelle 14)
(Pifieiro et al., 2004):

Festphasensaulenmaterial: Lichrolut EN, 200 mg, Merck

Tabelle 14: Durchfihrung der Festphasenextraktion

4 mL Dichlormethan, 4 mL

1. Konditionierung Methanol, 4 mL Ethanol (12 %,
Viv)
2. Beladung Probe auf die Saule geben

10 mL Wasser, im Anschluss

3. Waschschritt
trocknen

2 mL Dichlormethan (freie
4. Elution Terpene), 2 mL Methanol
(gebundene Terpene)

Nach der Elution wurde der Dichlormethanextrakt mit
Natriumsulfat getrocknet, auf etwa 200 puL im leichten
Stickstoffstrom eingeengt und mittels GC-MS gemessen. Fir
die direkte Bestimmung der Monoterpen-R-D-glucoside mittels
LC-MS/MS wurde der Methanolextrakt filtriert (Membranfilter,
regenerierte  Cellulose, 0,45pum) und mit Hilfe des
Rotationsverdampfers bis zur Trockne eingeengt. Im
Anschluss wurde der Rickstand in 200 uL  ACN/H,O

(50:50, v:v) aufgenommen.
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3.5 Hydrolyse der Monoterpen- R3-D-glucoside sowie
der gesamten Glycoside

3.5.1 Enzymatische Hydrolyse

Zur Bestimmung der gesamten gebundenen Monoterpen-3-D-
glycoside wurde hier der methanolische Extrakt nach SPE-
Aufreinigung bis zur Trockne eingeengt, in 20 mL Citrat-HCI-
Puffer (0,1 Mol, pH 4) aufgenommen, 2-Octanol als Interner
Standard und 50 mg des Enzyms AR 2000 hinzugefigt. Im
Anschluss wurde die Mischung 24 h unter Lichtauschluss bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach der enzymatischen Hydrolyse
wurden die freigesetzten Terpene mit 20mL tert-
Butylmethylether (MTBE) ausgeschittelt, mit Natriumsulfat
getrocknet und im leichten Stickstoffstrom auf ca. 200 pL
eingeengt. Im Anschluss wurden diese Extrakte mittels GC-

MS gemessen.

3.5.2 Uberpriifung der Ausbeute der enzymatischen

Hydrolyse

Mit Hilfe der synthetisierten Standards wurde die Ausbeute der
enzymatischen Hydrolyse kontrolliert. Es wurde die Menge
und Art des eingesetzen Enzyms optimiert, indem die
Enzympraparate AR 2000 und Glucanex eingesetzt und die
Ansatze mit jeweils 50 mg und 100 mg Enzympraparationen

durchgefuhrt wurden. Weiterhin wurde die Hydrolyseausbeute
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bei einer hoéheren Temperatur (40 °C) als Raumtemperatur

Uberpruft.

Hierzu wurden 50 pL der Stammldsung (0,5 mg/mL) in 20 mL
Citrat-HCI-Puffer (pH 4) geldst. Jeder Analyt wurde einzeln
enzymatisch hydrolysiert, damit etwaige
Umlagerungsreaktionen durch Einsatz der Enzympraparate
leichter nachweisbar waren und den Analyten zuzuordnen
waren. Die Ansatze wurden, wie in 3.5.1 beschrieben, nach

24 h weiter aufgearbeitet.

3.5.3 Saurekatalysierte Hydrolyse

3.5.3.1 Saurekatalysierte Hydrolyse von Citronellyl  -3-D-

glucosid

Zur sauren Spaltung von Citronellyl-R-D-glucosid wurde
dieses mit HCI (2 mL, 0,1 M, pH 1) eine Stunde bei 100 °C
unter Ruhren hydrolysiert (Skouroumounis und Sefton, 2000).
Die Detektion erfolgte mittels SPME-GC-MS.

3.5.3.2 Saurekatalysierte Hydrolyse von Linalyl-  R-D-

glucosid

Linalyl-3-D-glucosid wurde bei milderen pH-Bedingungen (pH
3) mittels 0,03 M Tatrat-Puffer eine Stunde bei 100°C unter
Ruhren hydrolysiert (Mateo et al., 1997). Auch hier erfolgte die

Detektion mittels SPME-GC-MS.
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3.6 Wiederfindung der freien Monoterpene und
Monoterpen- 3-D-glucoside nach der
Festphasenextraktion

Zur Uberprufung der Wiederfindung wéassriger Monoterpen-R3-
D-glucosid Standardlésungen nach SPE-Aufreinigung wurden
Stammldsungen ausgewahlter Monoterpen-R-D-glucoside in
Konzentrationen von 0,1 mg/mL in Methanol angesetzt. Im
Anschluss wurden 500 pL der Geranyl-, Neryl- und Citronellyl-
3-D-glucosid Stammldsungen in einem Phosphatpuffer (0,1 M
Na,HPO,/NaH,PO,; pH 7)/Ethanol-Gemisch geldst. Das
Volumen des Puffer/Ethanol-Gemisches entsprach dem
Volumen, das firr eine Einwaage von 10 g benétigt wird. Die
SPE wurde gemall 3.4 durchgefiihrt und auch hier der
methanolische Extrakt bis zur Trockne eingedampft. Der
Rickstand wurde in ACN/H,O (1:1; viv) aufgenommen, in
einen 5 mL Messkolben Uberfiihrt, 50 puL Octyl-R-D-glucosid
(2 mg/mL) als Interner Standard hinzugefigt und aufgefillt.
Um weitere Aufarbeitungseinflisse und weitere Analytverluste
zu vermeiden, wurde auf eine enzymatische Hydrolyse
verzichtet. Die Analyse der Monoterpen-3-D-glucoside erfolgte
mittels LC-MS/MS. Zur Berechnung der Wiederfindungsraten
wurden Einpunktkalibrierungen durchgefihrt, indem
Referenzstandardlésungen der Konzentration 0,01 mg/mL

mittels LC-MS/MS vermessen wurden.

Fur die Bestimmung von freien Terpenen wurde als Matrix ein

Modellsaft erstellt. Dieser wurde gemafl der amtlichen
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Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB L
00.00.106 angesetzt (2006). Zu 25 mL des Modellsaftes
wurden 100 pL einer Standardlésung (0,01 mg/mL) zugesetzt,
die die Analyten Linalool, Geraniol, Citronellol sowie den

Internen Standard 2-Octanol enthielten.

Die Festphasenextraktion sowie die weitere Aufarbeitung

wurde, wie in 3.4 beschrieben, durchgefihrt.

3.7 Probenaufarbeitung zur Bestimmung der
Monoterpen- 3-D-glucosiden mittels MALDI-TOF-
MS

Fur die Bestimmung von Terpen-3-D-glucosiden in
Weinbeerenhauten wurde eine Ubliche Extraktion von ca. 10 g
Beerenhauten durchgefiihrt und eine SPE angeschlossen (vgl.
3.4.). Das Eluat von 2 mL Methanol wurde fur die weitere
Probenaufarbeitung verwendet. Weiterhin wurden zwei
Standards (Geranyl- und Citronellyl-R-D-glucosid sowie [*H,]-
Citronellyl-3-D-glucosid) mittels MALDI-TOF-MS vermessen.

Ansatz der Matrix (Nasi et al., 2008):

Ein Gemisch aus H,O/ACN (2:8; wviv) und 0,1%
Trifluoressigsdure wurde angesetzt und in 1mL dieses

Gemisches wurden 5 mg Hydroxyzimtsaure gelost.
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Ansatz der Probenlésungen:

Gewdrztraminer-Extrakt: 300 pL Aliquot auf 75 pL Matrix

Standards: 0,5 mg Analyt auf 50 pL Matrix

Die zu untersuchenden Proben wurden jeweils auf die
Messplatte aufgegeben, im Vakuum getrocknet und im
Anschluss mittels MALDI-TOF-MS vermessen (siehe 3.10.5).

3.8 Activity-Based Metabolomic Profiling (ABMP)

Fur das ,Activity-Based Metabolomic Profiling® wurden
Extrakte einer terpenreichen Rebsorte verwendet. Basierend
auf den Gehaltsmessungen aus dem Jahre 2011 wurde der
Gewdrztraminer des zweiten (8 Wochen nach Blite) und
letzten Erntetermines (18 Wochen nach Blute) aus 2012
ausgewahlt. Die potentiellen Glycosyltransferasen VvGT7,
VWGT14 sowie VWGT15 wurden in Anwesenheit von UDP-
Glucose mit dem jeweiligen Extrakt umgesetzt. Weiterhin
wurde die VVGT7 mit einem Muskateller-Beerenhautextraktes,
15 Wochen nach Blite, aus dem Jahre 2011 umgesetzt
(Friedericke Bonisch, Biotechnologie der Naturstoffe, TU
Minchen). Die Extrakte enthielten die extrahierten
glycosidischen Verbindungen, die durch eine enzymatische

Hydrolyse freigesetzt wurden.
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Es wurde wie folgt verfahren:

A) Bereitstellung des Extraktes und Messung der

glycosidisch gebundenen Verbindungen vor dem Umsatz mit

den jeweiligen Glycosyltransferasen

Zur Herstellung des Extraktes mussten die im Extrakt
enthaltenen, gebundenen Verbindungen zunachst tber SPE
angereichert werden und im Anschluss enzymatisch
freigesetzt werden, damit diese dann als freigesetzte Aglykone
fur die jeweiligen Glycosyltransferasen zur Verfliigung standen.
Hierzu wurden die ausgewdahlten Proben, wie in 3.5.1
beschrieben, aufgearbeitet. Der nach SPE erhaltene
methanolische Extrakt wurde zunadchst mittels AR 2000
hydrolysiert (siehe Abbildung 59, Nr. 1). Nach Hydrolyse
wurde ein Aliquot von 1 mL mittels SPME-GC-MS vermessen.
Der restliche Hydrolyseansatz wurde mit MTBE ausgeschuttelt
und sowohl als 1 uL Flissiginjektion nochmals mittels GC-MS
als auch als verdampfter 10 uL-Ansatz (von einem
Gesamtvolumen von 200 pL) mittels SPME-GC-MS
vermessen (siehe Abbildung 59, Nr. 2). Im Anschluss wurden
die MTBE-Extrakte mit den jeweiligen Glycosyltransferasen

und UDP-Glucose umgesetzt (TU Minchen).
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Gewebe-
Extrakt

Festphasen-
extraktion

MeOH-Extrakt jill CH,Cl,-Extrakt

Hydrol
AVF? EAl — 1 mL SPME-GC-MS

1 uL GC-MS
MTBE-Extrakt [N

Umsatz mit

Ve AUPIEE —» SPME-GC-MS
Glucose

1 uL GC-MS
LC-MS/MS < ERSVNHSNEIS CH,Cl,-Extrakt >0 uL SPME-GC-MS

SPME-GC-MS <+—

SPME-GC-MS <— BAUENNIER)]
Hydrolyse

" 1 uL GC-MS
CH,Cl,-Extrakt -* .0 UL SPME-GC-MS

Abbildung 59: Probenaufarbeitungsschema fiir das ,Activity-
Based Metabolomic Profiling“

Die genommenen Messpunkte sowie die Art der Messung
sind in pink gekennzeichnet.
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B) Umsatz der verschiedenen Glycosyltransferasen mit

den_ freigesetzten Aglykonen des Extraktes in Anwesenheit

von UDP-Glucose

Die Genexpression potentieller Monoterpen-GTs sowie der
Umsatz dieser mit den jeweiligen Beerenhautextrakten und
UDP-Glucose wurden an der TU Minchen (TU Minchen)
durchgefinhrt.

C) Detektion nicht umgesetzter, freier Verbindungen und

Trennung der freien und gebundenen Analyten {ber die

Flussig-/Flussigextraktion

Nach Umsatz mit den jeweiligen potentiell aktiven GTs
(Probengesamtvolumen ca. 200 puL) wurden die nicht
umgesetzten, noch frei vorliegenden Terpene in den Extrakten
zunéchst mittels SPME-GC-MS vermessen (siehe Abbildung
59, Nr. 3) und im Anschluss mit Dichlormethan (2x 200 pL)
extrahiert (siehe Abbildung 59, Nr. 4). Zum Extrahieren der
gebundenen Terpene wurde der Extrakt daraufhin zweifach mit
jeweils 200 uL EtAc ausgeschiittelt und mit Wasser
gewaschen. Die vereinigten EtAc-Phasen wurden im
Stickstoffstrom bis zur Trockne eingeengt und in MeOH

aufgenommen (siehe Abbildung 59, Nr. 5).
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D) Detektion gebundener Verbindungen mittels LC-
MS/MS

Die vorliegende MeOH-Phase wurde mittels LC-MS/MS
vermessen (siehe Abbildung 59, Nr. 5). Im Anschluss wurde
der Extrakt zur Trockne eingedampft und es wurde mittels
SPME-GC-MS die Abwesenheit von freien Terpenen Uberpriift
(siehe Abbildung 59, Nr. 6).

E) Enzymatische Hydrolyse der gebundenen

Verbindungen und die Detektion der freigesetzten Aglykone
mittels GC-MS

Danach wurde dieser durch Zugabe von 2 mL Citrat-HCI-
Puffer und 20 mg AR 2000 enzymatisch hydrolysiert (24 h,
RT). Nach der Hydrolyse wurden die freigesetzten Terpene
zunéchst mittels SPME-GC-MS gemessen (siehe Abbildung
59; Nr. 7), im Anschluss mit Dichlormethan extrahiert und der
Extrakt sowohl als 10 pL Aliquot via SPME-GC-MS als auch

als Flussiginjektion vermessen (siehe Abbildung 59; Nr. 8).

Verwendete Blindwerte

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen der oben genannten
Extrakte nach Hydrolyse sowie Blindwerte gemessen, damit

falsch positive Signale aus der Matrix ausgeschlossen werden
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konnten. Diese Blindwerte enthielten die jeweilige

Glycosyltransferase sowie die UDP-Glucose.

Fur die zusatzlichen Messungen mit dem Gewirztraminer-
Extrakt des frihen Lesetermins wurde ein Blindwert
vermessen, der neben der UDP-Glucose sowie der GT auch
Beerenhautextrakt enthielt, bei dem jedoch die zugesetzte GT

durch vorherige Hitzebehandlung inaktiviert wurde.

3.9 Enantioselektive Analysen der
Glycosyltransferasen

Zur Bestimmung der Enantioselektivitat der
Glycosyltransferasen VWGT7, VvGT14 und VvGT15 wurde
racemisches Citronellol bzw. Linalool mit UDP-Glucose in
Anwesenheit der jeweiligen GT umgesetzt (TU Minchen). Zur
Erhéhung der Empfindlichkeit wurden alle Messungen mittels
SPME-GC-MS und nicht Uber Flussiginjektionen durchgefihrt.

Nach der Umsetzung wurde zunéchst nicht-umgesetztes,
freies Substrat gemessen und im Anschluss dieses durch
Extraktion mittels Dichlormethan entfernt. Eine Abwesenheit
freier Substrate wurde durch erneute SPME-GC-MS Messung
Uberpruft.

Im Anschluss wurde das verbleibende Monoterpen-3-D-
glucosid saurehydrolytisch gespalten (vgl. 3.5.3). Im Falle des
Linalyl-3-D-glucosids wurde eine herkdmmliche enzymatische
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Hydrolyse zur Freisetzung des Linalool angewendet (2 mL
Citrat-Puffer, 20 mg AR 2000).

3.10 Chromatographiesysteme und
Detektionsmethoden

3.10.1 GC-MS System

Tabelle 15: GC-MS System

Gaschromatograph
Injektor

Saule

Temperaturprogramm

Tragergas
Detektor

lonisierung

Software

Varian Saturn 3900 GC
Split/Splitless Injektor, 220 °C

Phenomenex Zebron ZB-WAXplus
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)

60°C (3min) // 10 °C/min—250 °C
(5 min)

Helium, Fluss 1 mL/min
Varian Saturn 2100T-MS ion-trap

Electron impact ionization (El), 70eV
lonisierungsenergie; trap-Temperatur
170 °C

Varian Workstation

Die Split-Einstellungen wurden je nach Probenart und

Reifegrad gewahlt. Alle Chromatogramme wurden im ,Full

Scan“ Modus mit m/z 40-300 aufgenommen und im SIM

(selected ion monitoring) Modus auf den spezifischen

lonenspuren der jeweiligen Analyten ausgewertet (vgl. Tabelle

A4).
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3.10.2 Solid Phase Microextraction (SPME) System

Die Bedingungen fir das GC-MS System sind aquivalent zu
3.10.1.

Tabelle 16: Solid Phase Microextraction (SPME)

Agitator-Temperatur 60 °C
Inkubationszeit 30 min

Schutteln wahrend der 500 rpm

Inkubation

Extraktionszeit 10 min

Desorptionszeit 15 min

Fasermaterial Polyacrylat 35 um Film, Supelco

(Bellefonte, USA)

3.10.3 Enantio-GC-MS System

Tabelle 17: Enantio-GC-MS System

Gaschromatogra  Varian GC-450

ph

Injektor Split/Splitless Injektor, 250 °C

Saule DiAcB(heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-O-tert.-
butyldimethylsilyl)-3-cyclodextrin) (26 m x
0,32 mm x 0,1 pum)

Temperatur- 70 °C(3 min)//0,5 °C/min—130 °C//20 °C/min—2

programm 00 °C (3 min)
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Tragergas Helium, Fluss 1 mL/min
Detektor Varian MS-240 ion-trap

lonisierung Electron impact ionization (El), 70eV
lonisierungsenergie; trap-Temperatur 170 °C

Software Varian Workstation

Die Split-Einstellungen wurden je nach Probenart und
Reifegrad gewahlt. Alle Chromatogramme wurden im ,Full
Scan“ Modus mit m/z 40-300 aufgenommen und im SIM
(selected ion monitoring) Modus auf den spezifischen

lonenspuren der jeweiligen Analyten ausgewertet.

3.10.4 LC-MS/MS System

Tabelle 18: HPLC-MS/MS System

HPLC-System HP 1050 HPLC mit manuellem Rheodyne-
Ventil, Probenschleife 10 pL

HPLC-System Shimadzu LC 20 AD mit gekoppeltem

(seit Januar 2013) Autosampler SIL-20 AHT

Séaulenofen 40 °C

Saule Phenomenex Gemini-NX C18, 250 x 3 mm,
4 um
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Fluss 0,4 mL/min

Gradientenelution Linearer Gradient H,O/ACN (7:3; viv) mit
0,2 % NH3 bis 12 min// H,O/ACN (4:6; v:v)
mit 0,2 % NHs bis 18 min

Detektor APl 2000 Quadrupol MS (Applied
Biosytems, AB Sciex)

lonisierung Electrospray-lonisierung  (ESI, negative
lonisierung, Heater probe 450 °C, N als
Curtain, Nebulizing und Collision Gas)

Software Analyst 1.4.2 (AB Sciex),
seit Dezember 2012 Analyst 1.6.1 (AB
Sciex)

Zur Detektion von Monoterpen-B-D-glucosiden wurden die
synthetisierten Referenzstandards zundchst manuell auf
ihre maximalen Anregungspotentiale eingestellt und ihre
charakteristischen MRM-Ubergdnge ermittelt. (Cole et al.,
1989; Salles et al., 1991a) Im Anschluss wurde hieraus
eine Methode flur die vier Monoterpen-R-D-glucoside mit
jeweils zwei charakteristischen MRM-Ubergédngen pro
Analyt geschrieben (vgl. Tabelle A 6).
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3.10.5 MALDI-TOF-MS System

Tabelle 19: MALDI-TOF-MS System

MALDI-TOF-MS Axima Confidence (Shimadzu Biotech)
System

Messmodus curve field reflectron TOF mode

Laser Stickstoff Laser (A= 337 nm)

Power 70

Profiles 500

Shots 20

Software Launchpad 2.8

Mass Resolution

>14000 fwhm
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4, Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine SIVA-LC-MS/MS
Methode zur Bestimmung von Monoterpen-R-D-glucosiden
entwickelt. Hierzu wurden k&uflich nicht erhaltliche Standards
synthetisiert. Zur optimalen Methodenentwicklung wurden die
Monoterpen-R-D-glucosid-Standards weiterhin  mittels LC-
MS/MS sowie MALDI-TOF-MS charakterisiert. Neben der
Analyse mittels LC-MS/MS ergab die MALDI-TOF-MS Analyse
vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf eine schnelle
Analysenmethode ohne ein vorangeschaltetes Trennsystem
wie eine GC- oder HPLC-Trennung. Die géngige Analyse der
gebundenen Terpene nach enzymatischer Hydrolyse und
Messung der freigesetzten Aglykone mittels GC-MS
ermoglichte die Bestimmung der Gesamtglycoside. Allerdings
bestehen bei dieser Technik Schwachstellen, die eine exakte
Analyse der gebundenen Terpene erschweren. Zum einen
verlauft die enzymatische Hydrolyse nicht vollstandig und ist
stark abhéangig vom jeweils eingesetzten Enzympraparat. Zum
anderen kdnnen etwaige Umlagerungsreaktionen die originare
Zusammensetzung des Terpenprofiles verfélschen. Die
saurekatalysierte hydrolytische Spaltung ist hier nicht als
Alternative  anzusehen, da im  starkeren Male

Umlagerungsreaktionen auftreten kénnen.
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Mit der erstellten LC-MS/MS-Methode wurden verschiedene
Pflanzengewebe (Haute, Blatter, Gescheine sowie Wurzeln)
von funf Rebsorten wahrend des Reifeverlaufs auf ihre
Monoterpen- und Monoterpenglucosidgehalte hin analysiert.
Durch Wahl charakteristischer MRM-Ubergéange konnten
weitere Glycoside wie Polyol-glucoside oder

Terpendisaccharide in Weinbeeren nachgewiesen werden.

Die direkte Analyse der Monoterpen-R-D-glucoside wurde
besonders im Hinblick auf die Charakterisierung der

Monoterpenylglucosyltransferasen entwickelt.

Die Anwendung des ,Activity-Based Metabolomic Profiling*
erlaubte die Identifizierung moglicher natirlicher Substrate der
rekombinanten Monoterpenylglucosyltransferasen in
Verbindung mit GC-MS und LC-MS/MS-Techniken.
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5. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine LC-MS/MS Methode mit
stabilisotopen-markiertem Citronellyl-3-D-glucosid entwickelt.

Durch  Messung charakteristischer ~ Ubergénge  der
Terpendisaccharide konnten Signale in den Extrakten der
Weinpflanze nachgewiesen werden, die mit groR3er
Wahrscheinlichkeit diesen Analyten zugeordnet werden
kénnen. Zur sicheren Identifizierung sollte ein Abgleich mit
entsprechend synthetisierten Standards erfolgen, die bislang

kauflich nicht erhaltlich sind.

Die potentiellen natirlichen Substrate der VvGT7 konnten
bislang noch nicht identifiziert werden. Terpene wurden zwar
bei in vitro Messungen und Umsatz mit jeweils einem Analyten
umgesetzt, jedoch konnte beim ,Activity-Based Metabolomic
Profiling® aul’er gegenuber Geranylsdure keine weitere

Aktivitat gegentber Terpenen nachgewiesen werden.
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Anhang

Tabelle A 1: Gehalte an freien Terpenen und Monoter pen-R3-D-
glucosiden in terpenreichen Rebsorten
Wochen nach der Bliite 6 9 11 13 15 17
Gewlirz- frei n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
traminer  Linalool  R-D- n.d. 0.1 n.d. n.d. n.d. n.d.
11-18 glucosid +0.04
Gm frei n.d. n.d. 0.13 0.71+0.04 1.25 1.75
Nerol +0.02 +0.15 +0.05
R-D- n.d. n.d. 0.06 + 0.23+ 0.72 0.87
glucosid 0.01 0.11 +0.22 +0.2
frei 0.44 0.88 0.81 2.62 3.47 5.26
Geraniol +0.06 +0.06 +0.07 +0.38 +0.66 +0.52
R3-D- 0.08 0.04 0.18 0.55 + 1.72 1.53
glucosid  #0 +0.01 +0.01 0.16 +0.18 +0.4
frei 0.12 0.31 0.27 0.49 0.48 0.51
. +0.03 +0.01 +0.02 +0.01 +0.1 +0.02
Citronellol 5 py_ 009 008 012 021 048 029
glucosid +0.01 +0.02 +0.01 +0.06 +0.02 +0.06
L . 1.1 1.14
Diendiol I  frei 1013 10.16 n.d. n.d. n.d. n.d.
Muscat frei 0.06 n.d. n.d. 0.13 3.03 0.62
a petits Linalool +0.02 +0.02 +0.01 +0.12
grains R3-D- 0.11 0.12 n.d. 0.05 0.27 0.37
blanc glucosid +0 +0.03 +0.01 +0.10 1+0.16
FR 90 frei n.d. n.d. 0.16 0.31 0.78 0.94
Nerol +0.03 +0.04 +0.15 +0.05
R-D- 0.03 0.04 n.d. 0.09 0.47 0.57
glucosid +0 +0.02 +0.02 +0.05 +0.10
frei 0.18 0.53 1.64 1.00 1.20 1.21
Geraniol +0.04  +0.06 +0.62 +0.21 +0.21 +0.13
R3-D- 0.03 0.07 0.05 0.09 0.45 0.24
glucosid +0 +0.03 +0.03 +0.02 +0.09 +0.08
frei 0.09 0.11 0.20 0.15 0.21 0.23
. +0.03 +0.01 +0.06 +0.01 +0 +0
Citronellol ¢ n.d. 007 004 004 012  nd.
glucosid +0.04 +0.02 +0.01 +0.05
. . . 25 5.93 1,86 1.46 2.09 2
Diendiol I frei $0,3 061 +1.08  20.42 +0.08  +0.34
n.d.: not detected, nicht bestimmbar -: nicht nachweisbar,

Gehalte sind aufgefihrt in mg/kg Haute; n=2
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Tabelle A 2: Gehalte an freien Terpenen und Monoter pen-(3-D-
glucosiden in terpenarmen Rebsorten
Wochen nach der Blite 6 9 11 13 15 17
Weiler frei n.d. n.d. n.d. n.d. 0.13 n.d.
Riesling Linalool +0.18
239-34 naiool - r p. nd. nd  nd 010 017 171
Gm glucosid +0.08 +0.01 +0.54
frei n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nerol 3-D- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.05
glucosid +0.03
frei n.d. n.d. 0.09 0.25 0.26 n.d.
. +0.01 +0 +0.15
Geraniol 5 nd.  nd  nd  nd 006 014
glucosid +0.02 +0.06
frei n.d. n.d. 0.03 0.05 n.d. n.d.
Citronellol £0.01 £0.01
3-D- n.d. n.d. n.d. 0.03 n.d. n.d.
glucosid 10.02
Diendiol | frei 0.47 2.29 0.83 1.48 0.47 2.23
+0.01 +0.75 +0.06 +0.13 +0.14 +0.5
WeilRer frei n.d. n.d. n.d. n.d. 0.11 n.d.
Riesling Linalool 10
24-196 3-D- n.d. n.d. n.d. 0.07 0.27 0.61
Gm glucosid 10.02 10.02 +0.1
frei n.d. n.d. n.d. n.d. 0.08 n.d.
+0
Nerol o p. nd  nd  nd  nd 00l nd
glucosid +0.01
frei 0.11 0.06 0.17 0.24 0.48 0.67
. +0.03 +0 +0 +0.02 +0.01 +0.04
Geraniol 5 . nd.  nd  nd 002 007 014
glucosid +0 +0.02 +0.02
frei 0.05 n.d. n.d. 0.06 0.09 n.d.
Citronellol 0 002 £0.01
3-D- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
glucosid
L . 1.12 0.77 0.85 1.8 0.69
Diendiol | frei 104 %01 006 056 3% 1011

192



Gewiirz- frei n.d. n.d. n.d. - n.d.

traminer Linalool 3-D- n.d. n.d. n.d. - n.d.
FR 46-107 glucosid

frei n.d. n.d. n.d. - n.d.

Nerol 3-D- n.d. n.d. n.d. - 0.01

glucosid +0.01

frei n.d. 0.11 n.d. - 0.20

+0.01 +0.01

Geraniol 3-D- 0.02 n.d. 0.01 - 0.03

glucosid +0.02 +0.00 +0.04

2

frei n.d. n.d. n.d. - n.d.

Citronellol  3-D- n.d. n.d. n.d. - n.d.
glucosid

Diendiol |~ frei - - - - -
n.d.: not detected, nicht bestimmbar nicht nachweisbar,

Gehalte sind aufgefuhrt in mg/kg Haute; n=2
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Tabelle A 3: Freie Terpene und Monoterpen- [3-D-glucoside in
Geweben von Vitis vinifera

Gesl Ges2 Ges3 Blatt1 Blatt2 Blatt3  Wurzel

Weilzer frei 0.17 n.d. n.d. 0.02 n.d. n.d. n.d.
Riesling 1+0.06 +0.04
239-34 Lin
Gm R-D- 4.78 3.18 7.91 1.41 0.45 1.14 n.d.
gluco- +1.64 +0.63 +4.09 +1.10 +0.31 +0.71
sid
frei n.d. n.d. n.d. 0.04 n.d. n.d. n.d.
+0.06
Ner  R-D- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
gluco-
sid
frei 2.93 2.07 1.79 3.57 2.42 0.74 0.57
+0.28 +0.62 +0.39 +0.92  10.29 +0.32 +0.19
Ger R-D- 2.28 2.00 5.32 3.01 1.30 2.42 1.52
gluco- +0.93 +0.56 *1.86 +1.30 +0.11 +2.60 +0.68
sid
frei 0.39 0.42 n.d. n.d. n.d. n.d. 0.27
+0.20 $0.21 +0.02
Citr R-D- 0.06 n.d. n.d. 0.28 n.d. 0.19 n.d.
gluco- +0.09 +0.20 +0.10
sid
. . 0,86 1.04 2.14
Dien frei 536 - 1027 068 - -
Gewirz frei 0.32 0.28 0.44 0.28 n.d. n.d. n.d.
traminer +0.01 +#0.04 +0.03 +0.02
11-18 Lin R-D- 10.74 10.43 106.25 2.60 0.98 0.67 n.d.
Gm gluco- +1.13 +0.04 $45.92 #1.52 +0.13 +0.07
sid
frei 0.66 0.28 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
+0.38  +0.09
Ner  R-D- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
gluco-
sid
frei 20.63 7.7 9.33 8.07 3.12 2.06 1.20
+12.6 2.4 1+0.57 +0.18 +0.55 +0.16 +0.19
3
Ger pp. 790 546 9422 195 267 047 826
gluco- +1.52 +0.90 £16.03 £1.23 +2.60 +0.10 +3.62
sid
frei 1.46 1.32 n.d. n.d. n.d. 0.08 0.18
+0.85 $0.41 +0.13 +0.01
Citr R-D- 1.00 0.75 1.27 0.17 n.d. n.d. 0.96
gluco +0.20 0.1 +1.79 +0.08 +1.36
sid
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5.79 217 3.48

Dien frei 1521 +0.43 1072 . .
n.d.= nicht detektierbar. Das Probenmaterial wurde 2012
geerntet. Bei der Wurzel handelt es sich um Zwei-

Augenstecklinge, die in einem Zeitraum von einem Jahr
herangezogen wurden. Gesteckt: 13.1.2011, Geerntet:
20.4.2012; Ges 1: Geschein, vier Wochen vor der Vollblute; Ges
2: Geschein, zwei Wochen vor der Vollblite; Ges 3: Geschein,
Woche der Vollblite; Blatt 1: eine Woche alt; Blatt 2: zwei
Wochen alt; Blatt 3: drei Wochen alt; Gehalte sind aufgefihrt in
mg/kg Geschein, n=2; Lin= Linalool, Ner= Nerol, Ger= Geraniol,
Citr= Citronellol, Dien= Diendiol I.
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Tabelle A 4: SIM-Spuren der analysierten Terpene

Analyt SIM-Spuren (m/z)
Citronellol 69, 81, 123
Diendiol | 82,71, 43
Linalool 71, 93

Nerol 69, 93

Geraniol 69, 93, 123
Geranylsaure 69, 100, 123

Tabelle A 5: Responsefaktoren der Terpene und Terpe  nglucoside

in Abhangigkeit ihrer Internen Standards

Analyt 2-Octanol  1- [*Hal- Octyl -
Octanol Citronellyl- Glucosid

Glucosid

Citronellol 1,83 0,98 - -

Diendiol | 1,20 0,56 - -

Linalool 1,36 0,77 - -

Nerol 1,66 0,93 - -

Geraniol 1,37 0,82 - -

Linalyl- - - 0,37 1,62

glucosid

Neryl- 0,33 1,36

glucosid

Geranyl- 0,28 0,93

glucosid

Da fur Citronellyl-glucosid der isotopenmarkierte Standard

verwendet wurde,

wurde

in dieser Tabelle hierfir kein

Responsefaktor aufgefuhrt, da er dem Wert 1 entsprechen
wirde. Die Responsefaktoren der Terpene gelten fir die in
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3.10.1 aufgefihrte GC-MS Sé&ule, analog dazu fiur die
Terpenglucoside die in 3.10.4 aufgefiihrte LC-MS Séaule.
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Tabelle A 6: MRM-Ubergange
ESI-MS/MS-Methode

und Anregungsspannungen

der

Q1 Q3 Dwell
Analyt Masse Masse Zeit DP FP EP CEP CE CXP
[Da] [Da] [msec]
. 315,1 119,0 150 -11 -350 -11 -28 -12 24
Linalyl-,
Neryl- und
Geranyl- 315,1 112,9 150 -11 -350 -115  -28 20 -22
glucosid
3151 160,8 150 -11 -350 -115 -28 -6 -32
. 317,1 101 150 -56 -350 -7,5 -18 -18  -20
Citronellyl-
glucosid
317,1 160,8 150 -56 -260 -7,5 -18 -12 -30
291,1 101,0 150 -51 -300 -9 -16 -18  -24
Octyl-
glucosid
291,1 161 150 -51 -300 -9 -6 -12 -30
[2H2]- 319,0 101,0 150 -136 -90 -8,5 -18 -18 -20
Citronellyl-
glucosid 3190 160,8 150 -136 -90 -85 -12 20 -32
331 119 150 -66 -350 -11 -17 -16 -22
Diolglucosid
331 178,9 150 -66 -350 -11 -17 -16 22
447 315 150 -20 -350 -11 20  -12 -22
447 149 150 -20 -350 -11 -20 -12 22
Terpen-
Apiosyl- 447 131 150 -20 -350 -11 -20 -12 22
glycoside
449 317 150 -56 -260 -7,5 -20  -12  -30
449 149 150 -56 -260 -7,5 -20  -12  -30
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Terpen-
Rutinoside

449

461

461

461

463

131

315

149

131

317

150

150

150

150

150

-56

-20

-20

-20

-56

-260

-350

-350

-350

-260

-20

-20

-20

-20

-20

-12

-12

-12

-12

-12
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Abbildung A 1: Blatter der Rebsorten Gewiirztraminer 11-18 Gm
(A) und des WeiBen Rieslings 239-34 Gm (B)

Zur Analysen wurden Blatter zweier Rebsorten wahrend
des Wachstums vermessen. Zur Messung des Alters der
Blatter wurden jeweils einige Blattknospen an den
Rebstdécken markiert und wochenabhangig gesammelt. (1)
Blatt eine Woche alt, (2) 3 Wochen alt (3) 5 Wochen alt.
(Fotos: Johanna Frotscher, Hochschule Geisenheim)
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Abbildung A 2: Gescheine des Gewiirztraminers 11-18 Gm (A)
und des WeiBen Rieslings 239-34 Gm (B)

Abbildungen der Gescheine 4 Wochen vor der Blite (1), 2
Wochen vor der Blite (2) und zum Zeitpunkt der Vollblite
(3). (Fotos: Johanna Frotscher, Hochschule Geisenheim)
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