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New monoterpenediols in grape must and wine and in cultures of Botrytis cinerea

Summary: In CFCly/CH,yCl; extracts from grape must and wine, cv. Morio-Muskat, (E)-
and (Z)-8-hydroxylinalool were identified. Both compounds are original constituents of the must
and wine flavour. It could be shown by model experiments that these compounds are also produced
by Botrytis cinerea from linalool.
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Einleitung

Monoterpene wurden bisher erfolgreich zur Sortencharakterisierung von Weifi-
weinen herangezogen (5, 6, 7, 8, 9, 15, 16). Neben Terpenethern und Monoterpenalkoho-
len wurden fir diesen Zweck auch Monoterpendiole benutzt — eine Verbindungs-
klasse, aus der mehrere fliichtige Terpene des Weinaromas entstehen. Dies erklart das
besondere Interesse, das wir diesen Verbindungen widmen. Durch eine speziell ausge-
arbeitete Anreicherungstechnik in Kombination mit der GC-MS-Analytik konnten bis-
lang 10 Monoterpendiole (10, 11, 12, 13, 14, 20) im Weinaroma nachgewiesen werden.
Von den noch unaufgekldrten Komponenten dieser Stoffgruppe gelang es uns nun,
zwei weitere Monoterpendiole zu identifizieren, worliber wir im folgenden berichten.

Material und Methoden

Probenmaterial

— Traubenmost der Rebsorte Morio-Muskat (1981) aus einem Gebinde der Gebiets-
winzergenossenschaft Rietburg e. G. (Rhodt, Rheinpfalz)

— Morio-Muskat Q.b. A. (1981); Gebietswinzergenossenschaft Deutsches Weintor
e. G. (Ilbesheim, Rheinpfalz)

— Botrytis-cinerea-Kulturen:

Eine 3 %ige Malzextraktlosung (Merck, Darmstadt) wurde 20 min bei 121 °C autokla-

viert. Von dieser Losung wurden aliquote Teile mit B. cinerea inkubiert und im Dun-

keln bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach 10d wurden die Kulturen jeweils mit

einem der Monoterpenalkohole [I a—IV a] (s. Abb.) versetzt (0,4 mg/l Kulturldsung). Als

Kontrolle diente eine Kultur ohne Terpenzusatz. Nach weiteren 14 d wurden 100 ml

1) Auszug aus der Diplomarbeit von H. MANDERY, Universitit Karlsruhe, 1986.



80 A. Raprp, H. MANDERY und H. NIEBERGALL

Néhrmedium mit 50 ml Wasser versetzt, 2 min lang homogenisiert und anschlieend
mit Monofluortrichlormethan/Dichlormethan (90 + 10; v/v) nach RAPP et al. (13) extra-
hiert.

Anreicherung und Auftrennung der Aromastoffe

Die Aufarbeitung, Extraktion, Konzentrierung und gaschromatographische Auf-
trennung der Aromastoffe wurde, wie von Rarp et al. (13) beschrieben, durchgefiihrt.

Referenzsubstanzen

Die Darstellung der Monoterpendiole [I b—IV b] (Abb.) erfolgte durch allylische
Oxidation der Acetate von {I a—IV a] mit tertifirem Butylhydroperoxid und katalyti-
schen Mengen von Selendioxid gemé&f} der Vorschrift von UMBREIT und SHARPLESS (19)
und anschliefende Verseifung mit methanolischer Natronlauge.

Die Aldehydverbindung [I d] wurde aus [I b] durch MnO,-Oxidation in CCl, herge-
stellt.
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Monoterpendiole in Traubenmost, Wein und Kulturen von Botrytis cinerea.

Monoterpenediols in grape must, wine and cultures of Botrytis cinerea.

Identifizierung der Aromastoffe

Die Identifizierung der Aromakomponenten erfolgte durch Vergleich der Reten-
tionsdaten mit denen von Referenzsubstanzen sowie mit Hilfe der Massenspektrome-
trie und 'H-NMR-Spektroskopie.

Gaschromatographie-Massenspektrometrie:

Gerat: Finnigan 3200 (Quadrupol) mit INCOS-System

Tréagergas: He

Temperaturprogramm: 50—160 °C/min

Glaskapillarsaule: 60 m Fused Silica Durabond-Wax (0,25 pm Filmdicke, 0,32 mm

i.D.)
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Anregungsenergie: 70 eV

8-Hydroxylinalool (Ib): m/z 43 (100), 71 (71), 67 (57), 41(35), 55(34), 68 (25), 29 (18),
82 (18); weitere wichtige Fragmente: 93 (13), 96 (10), 110 (8),
119 (7), 134 (1), 137 (5), 152 (1)

8-Oxolinalool (I d): m/z 71 (100), 43 (86), 55 (38), 41 (35), 67 (26), 82 (24), 39 (20); fer-
ner 135 (1), 150 (1)

Bei der GCMS-Analyse der Oxidationsprodukte von [I a]-Acetat und anschlieBen-
der Hydrolyse tauchte u. a. neben [I b] bei kiirzerer Retentionszeit ein weiterer Peak
[x] auf, der ein nahezu gleiches Massenspektrum lieferte wie [I b]. Zur Gewinnung von
Reinsubstanzen fir die Aufnahme von NMR-Spektren wurden praparative DC- und
HPLC-Trennungen durchgefiihrt. Die DC-Trennung erfolgte an Kieselgel 60 F,;,-Plat-
ten (Merck) mit Dichlormethan als Laufmittel. [I b] und [x] wurden so von den restli-
chen Oxidationsprodukten abgetrennt und gemeinsam einer NMR-Analyse unterzo-
gen, Die priaparative Trennung von [I b] und [x] gelang mittels HPLC:

Geriat: Waters-HPLC

Phase: 250 x 3 mm; RP-8 (Superspher; Merck)

Laufmittel: A = Methanol; B = 10 % Methanol und 2 % Essigsaure in Wasser.

Gradient: 8 min B (0,6 ml/min); ab 8. min B + 10 % A; ab 50. min B + 30 % A; ab
110. min B + 50 % A (0,8 ml/min)

Detektor:  UV-Detektor (Waters 440); Wellenldnge 256 nm.

'H-NMR-Spektroskopie:

'H-NMR-Spektren der in CDCIl, bzw. CD,Cl, gelosten Substanzen wurden aufge-
nommen an 250- und 500-MH,-Geridten der Fa. Bruker?). Die erhaltenen Spektren von
[Ib] und [x] waren identisch mit den bereits von TSCHESCHE et al (18) publizierten
Daten fiir (E)- und (Z)-8-Hydroxylinalool [I b, I ¢].

Die Daten fir [II b—IV b; Il c—IV ¢; II d—IV d] werden an anderer Stelle publi-
ziert.

Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen unserer Untersuchungen iliber die Terpenzusammensetzung des
Weinaromas stieBen wir in Most- und Weinextrakten der Rebsorte Morio-Muskat auf
zwei weitere Verbindungen, deren Retentionsverhalten sowie Massenspektren fiir
Monoterpendiole charakteristisch waren.

Die Ubereinstimmung der Massenspektren lieB auf Konfigurationsisomere schlie-
Ben. Das Fehlen des Molekiilpeaks im Massenspektrum deutete auf eine tertidre
Hydroxylgruppe hin; die m/e-Werte bei 134 und 137 sprachen fiir die Abspaltung eines
zweiten Molekiils Wasser bzw. einer Methylgruppe. Aus der Molekularmasse von 170
ergab sich die Summenformel C,,H,;O,, d. h. eine doppelt ungesittigte Verbindung. Das
Signal bei m/e 71 (C,;H,0+) ist wegen der bevorzugten Spaltung am tertidren C-3-Atom
bei Linalool und davon abgeleiteten Verbindungen meistens sehr intensiv.

Die beiden Spektren wurden als (E)- und (Z)-8-Hydroxylinalool [Ib] bzw. [Ic]
interpretiert und durch Synthese der Referenzsubstanzen bestétigt. Im tH-NMR-Spek-

2) Wir danken Herrn Dr. Spraui, Fa. Bruker Meftechnik, 7500 Karisruhe/Rheinstetten, fiir die
Erstellung der NMR-Spektren.
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trum unterschieden sich die beiden konfigurationsisomeren Diole in den Signalen der
folgenden Protonen:

Ib Ic
8—H 1,64 (s; 3 H) 4,08 (bs; 2 H)
9-H 3,96 (bs; 2 H) 177(s; 3H)
10-H 1.25(s; 3H) 126(s; 3H)

Das Verhiltnis der isomeren Diole in dem Extrakt aus Morio-Muskat-Wein betrug
ca. 3 : 1 (E/Z); bei der Synthese der Referenzsubstanz wurde eine Verteilung von 95 :5
(E/Z) erhalten. Ob die (Z)-Verbindung ein Artefakt darstellt, konnte bisher noch nicht
gekléart werden.

Auch in Modellversuchen, in denen im Nihrmedium mit B. cinerea als einziges
Monoterpen Linalool angeboten wurde, konnte u. a. die Bildung der Diole [I b] und [I ¢]
(96 : 1) beobachtet werden. In einer fritheren Arbeit (14) hatten wir schon angedeutet,
daB} fur die Bildung einiger Monoterpendiole in Wein auch B. cinerea verantwortlich
sein konnte. Diese Aussage resultierte aus der Beobachtung, dal} bei edelfaulen Mus-
kattrauben die Gehalte von Monoterpenen des priméren Traubenaromas mit zuneh-
mendem Wachstum von B. cinerea abnehmen. Nun konnten wir anhand von Modell-
versuchen, iiber die im Detail noch an anderer Stelle berichtet wird, zeigen, daB3 B.
cinerea aus den in Traubenmost und Wein am héufigsten vorkommenden Monoterpen-
alkoholen Linalool [I a], Citronellol {II a], Geraniol [III a] und Nerol [IV a] die entspre-
chenden 8-Hydroxyverbindungen [I b], [II b], [III b] und [IV b] bildet. In dem Versuch
mit Linaloolzusatz hatte B. cinerea neben [I b] und [I c¢] auch noch den Aldehyd [I d]
gebildet, dessen Nachweis in Most- und Weinproben bisher negativ verlief.

Auch konnten die von B. cinerea in Modellversuchen gebildeten Diole [II b], [III b]
und [IV b] bisher nicht in Mosten und Weinen gefunden werden. In diesem Zusam-
menhang sei nur angefiigt, daB die Diole [III b] und [IV b] Vorstufen fiir die Biosyn-
these von Loganin und Indolalkaloiden sein kénnen (1, 2).

Eine Infektion mit B. cinerea kann bei der untersuchten Most- und Weinprobe
ausgeschlossen werden, weshalb eine Bildung von [I b] und [I c] in der Rebe bzw. Beere
angenommen wird.

Uber das Vorkommen der Diole [I b] und (I ¢] in der Natur wird von verschiedenen
Autoren berichtet. Beide Monoterpendiole sind als Aglykone Bestandteil von Glucosi-
den, die aus Birkenblédttern und Friichten von Chaenomeles japonica isoliert wurden
(18). Suca und Mitarbeiter (3, 17) berichten, dal Kalluskulturen von Nicotiana tabacum
selektiv die trans-Methylgruppe des Isopropylidenrestes von Linalool sowie einiger
seiner Derivate in eine Hydroxymethylgruppe umwandeln kdnnen.

MADYASTHA et al. (4) isolierten aus dem Boden einen Pseudomonas-Stamm, der in
der Lage ist, mit Linalool als einziger C-Quelle auszukommen, wobei u. a. auch Diol
[I b] gebildet wird.
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Zusammenfassung

(E)- und (Z)-8-Hydroxylinalool wurden in CFCly/CH,Cl,-Extrakten von Morio-

Muskat-Most und -Wein nachgewiesen. Die beiden Verbindungen sind originire
Inhaltsstoffe des Trauben- und Weinaromas. In Modellversuchen konnte gezeigt wer-
den, daf diese Verbindungen auch durch Botrytis cinerea aus Linalool gebildet werden
kénnen.
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Eingegangen am 10. 4. 1986 Prof. Dr. A. RApPP
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