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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Wein ist eine komplexe Losung bestehend aus verschiedensten Komponenten wie Alkohol,
Polyphenolen, Polysacchariden, Sulfiten und auch Proteinen. Auch wenn Proteine nur in
geringen Mengen im Wein enthalten sind, beeinflussen sie die Qualitdt maflgeblich. Hier ist
zum einen deren potentielle Unvertraglichkeit bis hin zur Allergie zu nennen, und zum

anderen der Einfluss der Weinproteine auf die Tribung.

Im Rahmen einer epidemiologischen Studie der Arbeitsgruppe Fronk/Decker wurde
festgestellt, dass es in der Weinregion Mainz ein starkes Interesse gibt die Ursache einer
Weinunvertraglichkeit zu untersuchen. Fir weiterfihrende Untersuchungen wurde im
Rahmen meiner Arbeit das Lipid Transfer Protein (LTP), welches als einziges Allergen der
Traube bekannt ist, aus Trauben und Wein in hohem Reinheitsgrad isoliert. Es konnte
gezeigt werden, dass dessen Struktur bei der Weinherstellung nicht maf3geblich verandert
wurde. In einer klinischen Studie mit 29 Probanden wurde die potentielle Allergenitat von
Weinproteinen, im Besonderen des LTPs untersucht. Allerdings konnte bei den untersuchten
Probanden keine echte IgE-Antikorper-vermittelte Allergie auf das LTP nachgewiesen
werden. Daher wird die Ursache der beschriebenen Unvertraglichkeiten bei anderen

Weininhaltsstoffen oder auch auf pollenassoziierten Kreuzreaktionen vermutet.

Bei der Entstehung einer Weintribung sind zahlreiche Inhaltstoffe beteiligt. Die Rolle der
Proteine ist in diesem Zusammenhang noch nicht abschlieBend geklart. In dieser Arbeit
wurde die Komplexitat der Proteinzusammensetzung in Abh&angigkeit von Lage, Jahrgang,
Rebsorte sowie Behandlungsmaflinahmen gezeigt. Hinsichtlich der Stabilisierung und
Tribungsrelevanz der Weinproteine konnte mittels biochemischer, bioinformatischer und
biophysikalischer Methoden gezeigt werden, dass nur ein Teil der im Wein enthaltenen
Thaumatin-ahnlichen Proteine und Chitinasen an der Trubbildung beteiligt sind. Die
Invertase hingegen denaturiert erst ab einer Temperatur von ca. 83 °C und aggregiert in der
Tribung. Somit fuhrt dieses Protein bei Warmetests zu Bentonitbedarfsermittlung in diesem
Temperaturbereich zu einer Uberschatzung. Die Versuche zur temperaturabhangigen
Aggregation von Proteinen zeigen, wie wichtig die Bertcksichtigung der Umgebungsfaktoren
bei der Trubbildung ist. So konnten unterschiedliche Wechselwirkungen im Puffer- und
realen Weinsystem von potentiell tribungsstabilisierenden Polysacchariden mit den
Weinproteinen detektiert werden. FiUr das Arabinogalactan beispielsweise wurde in den
Versuchen im Weinsystem eine destabilisierende Wirkung gefunden, wahrend es bei den

Versuchen im Puffersystem eine positive Wirkung auf die Stabilisierung der Probe zeigte.

Es zeigte sich, dass die verschiedenen Weininhaltsstoffe in einer komplexen

Wechselwirkung zueinander stehen und somit eine molekulare Interpretation erschweren.
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Abstract

Abstract

Wine is a complex solution of various components such as: alcohol, polyphenals,
polysaccharides, sulfites, and proteins. Although proteins are present in only small amounts
in wine, they can influence the quality significantly. Not only can wine proteins trigger allergic

reactions, they can also influence turbidity.

Within the framework of an epidemiological study conducted by the Fronk/Decker working
group, it was discovered it would be of great interest to examine the causes of wine
intolerances within the wine region of Mainz. In further studies, | was able to purify the lipid
transfer protein (LTP), considered as the single grape allergen, from grapes and wine of high
degree. lIts structural stability during the vinification process could be demonstrated. In a
clinical study of 29 participants, the potential for an allergic reaction to the wine proteins,
particularly LTP, was examined. The members of the subject group exhibited no true IgE-
mediated allergy to the LTP. Therefore, the cause of the described intolerance reactions is

suspected to be either other wine components or pollen-associated cross-reactions.

Numerous components are likely to influence haze formation in wine. In this context, the role
of proteins is not fully understood. | was able to show the complexity of the protein
composition is a function of the growing region, vintage, grape variety, and oenological
practices. In regard to the stabilization and turbidity relevance of wine proteins, it could be
shown that only part of the thaumatin-like proteins and chitinases are involved in the turbidity
using biochemical, bioinformatics, and biophysical methods. In contrast, the invertase
denatured above a temperature of 83 °C and then affected the haze formation. Thus, this
protein increases the bentonite dosage rate in the heat test using that range of temperature.
The experiments for the temperature-dependent aggregation of proteins show the
importance of taking into account the environmental factors of haze formation. Therefore,
different interactions in the buffer and real wine system could be detected by potential haze
stabilizing polysaccharides with wine proteins. For example, arabinogalactan shows a
destabilizing effect in the experiments within the real wine system, while there is a positive

effect on the haze stabilization using the experiments within the buffer system.

It was found that the various components of wine interact in a complex manner and

complicate the molecular behavior.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Wein

Seit Hunderten von Jahren beschéftigen sich die Menschen mit dem Anbau, der Kultivierung
und dem Ausbau von Wein. Auch heutzutage ist die Weinrebe Vitis vinifera eine der
bedeutendsten landwirtschaftlichen Nutzpflanzen weltweit. Nicht nur Wein wird aus den
Rebfrichten produziert, sie werden auch als Tafeltrauben oder Rosinen in den Handel
gebracht. Gerade bei der Produktion von Wein zéhlen Spanien, Italien und Frankreich

weltweit zu den grofdten Anbaugebieten [1].

Es wird seit der frihesten Geschichte daran gearbeitet Wein in jeglicher Hinsicht zu
optimieren und zu verbessern. Auch heutzutage besteht gro3es Interesse an den
unterschiedlichsten den Wein betreffenden Themengebieten zu forschen. Viele
Arbeitsgruppen sind damit beschéaftigt neueste Erkenntnisse zum Thema Wein zu
publizieren. Im Rahmen dieser Arbeit werden verschiedene den Wein betreffende Aspekte
naher betrachtet. Dabei liegt der Fokus auf den im Wein enthaltenen Proteinen und deren

Einfluss auf die Vertraglichkeit und die Trubentstehung.

Wein ist eine sehr komplexe Ldsung. Um sie zu verstehen, ist es wichtig, die
Herstellungsschritte von der Traube bis zum fertigen Wein zu kennen. Durch diese Schritte
gelangen Proteine unterschiedlicher Quellen in den Wein, die einen malRgeblichen Einfluss
auf die Qualitat der Weine nehmen. Im Folgenden werden die wichtigsten Schritte bei der

Weinherstellung kurz erlautert.

1.1.1 Weinherstellung
Von der Traube bis zum verzehrfertigen Wein wird eine Reihe von Mal3nahmen getroffen.

Dabei gibt es einige Unterschiede gerade bei der Herstellung von Rot- und Weil3wein.

Der erste Schritt nach der Lese ist die Pressung der Trauben zur Gewinnung des Mostes.
Hier gibt es bereits zwei verschiedene Verfahren: die Ganztraubenpressung und die
Maischepressung. Wahrend bei der Ganztraubenpressung die Stiele und Stangel der
Trauben noch vorhanden sind, werden diese zuvor bei der Maischepressung entfernt. Durch
die Ganztraubenpressung wird sich erhofft weniger Gerb- (Tannine) und Bitterstoffe im Wein
zu erhalten. Der Vorteil der Maischepressung ist, dass mehr farb- und aromagebende
Phenole aus den Beerenschalen in den Most tbertragen werden. Aus beiden Varianten wird
die sogenannte Maische gewonnen, die noch alle festen Rickstdnde der Trauben enthélt.

Wahrend beim Rotwein die G&rung bereits in der Maische gestartet wird, missen die festen
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Bestandteile der Trauben (Trester) fur die Produktion von WeiRweinen vor der Garung von
dem Most entfernt werden. Bei diesen Schritten l6sen sich die traubeneigenen Proteine,
Phenole und Polysaccharide teilweise aus den Schalen, dem Fruchtfleisch und auch aus den
Stangeln und Kernen und gelangen in den Most.

Die weitere Behandlung der Weine ist annahernd gleich. Den Weinen wird Schwefel in Form
von Schwefeldioxid oder schwefliger Saure zugefigt, um das Wachstum unerwinschter
Mikroorganismen, die zur Entwicklung von Fehlténen fuhren kénnen, zu unterbinden. Durch
die Schwefelung werden auch Oxidationen der farbgebenden Phenole verhindert und so
einer unerwiinschten Braunfarbung vorgebeugt [2-4]. Zur Garung kénnen verschiedene
Hefestdmme von Saccharomyces cerevisiae eingesetzt werden, die das natirliche Aroma
der verschiedenen Rebsorten besser zum Ausdruck bringen. Es wird unterschieden
zwischen der Reinzucht- und der Spontangarung. Bei der Reinzuchtgarung werden zuvor
mittels Kurzzeiterhitzung des Mostes oder der Schwefelung die Mikroorganismen abgetotet,
die durch die Oberflache der Trauben in den Most gelangten [5]. Erst dann werden speziell
charakterisierte und gezilchtete Hefestamme von Saccharomyces cerevisiae fur die
Fermentation eingesetzt. Fir die alkoholische Garung werden speziell geziichtete
Hefestamme kultiviert, die die im Most enthaltenen Zucker zu Alkohol verarbeiten. Bei der
Spontangarung hingegen wird der Most durch die Mikroorganismen bzw. Hefen der
Umgebung und denen auf den Trauben vergoren. Nach Beendigung der Garung werden die
abgestorbenen Hefen durch Filtration entfernt und der Wein wird in Fassern oder Tanks
aufbewahrt, wobei Hefertickstande den Wein reifen lassen. Wahrend der Reifung kann der
Wein Aroma- und Farbstoffe aus den Holzfassern aufnehmen und so zu einem

charakteristischen Geschmack fiuihren.

Bevor es zur Flaschenabfillung der Weine kommt, ist die Schénung als weiterer Schritt
durchzufiihren. Hierbei werden dem Most oder auch dem fertigen Wein Substanzen
zugefiigt, welche aufgrund ihrer Ladungs- bzw. Bindungseigenschaften unerwiinschte
Inhaltsstoffe adsorbieren und dann durch Filtration oder Sedimentation aus dem Wein
entfernt werden [6, 7]. Durch diese Schénung kann sowohl eine Verbesserung des
Geschmacks und des Mundgefiihls erfolgen [7]. Gerade Rosé- und Weildweine werden

entsprechend behandelt.

Um das Mundgefihl zu verbessern, werden vorwiegend Tannine aus den Weinen entfernt.
Tannine lassen den Wein bitter schmecken und filhren zu einem pelzigen Gefiihl auf der
Zunge, der Adstringenz [8]. Da dies eher unerwiinscht ist, erfolgt eine Schdnung mit
naturlichen Bestandteilen wie Hausenblase, Kasein, Hihnereiwei3 oder auch Gelatine [9].
Um Tribungen in dem Wein zu vermeiden, wird bevorzugt das Tonmineral Bentonit

eingesetzt. Das Mineral entfernt aufgrund seiner Kationenaustauscheigenschaften sehr
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effektiv kationische Bestandteile (z.B. Proteine, Polyphenole) aus dem Wein [10]. Eine
weitere MalBnahme zur Schonung bzw. Stabilisierung des Weins ist der Einsatz von
Polysacchariden wie Carboxymethylcellulose, die unter anderem die Bildung von Weinstein
verhindern sollen oder auch in der Sektherstellung bei der Schaumstabilisierung eingesetzt
werden [11, 12].

Bei diesem Prozess ist eine Vielzahl von variablen Komponenten daran beteiligt, dass der
Konsument einen ihn ansprechenden Wein erhélt. Nicht nur durch die verschiedenen
Rebsorten, sondern auch durch den Ausbau der Weine durch den Winzer ist es mdglich eine
groRe Vielfalt an Weinen zu produzieren. Dies macht das Forschungsgebiet ,Wein*
interessant und vielfaltig. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stehen die enthaltenen
Proteine im Fokus. Es wird betrachtet, wie sie in den Wein gelangen und welche

Auswirkungen sie im Wein haben kénnen.

1.2 Bestandteile des Weins und ihre Herkunft

Wein enthélt eine Vielzahl von verschiedensten Inhaltsstoffen. Die gréf3ten Anteile nehmen
Wasser mit bis zu 90 % und Ethanol mit 9 - 16 % ein. Bei den restlichen Bestandteilen
handelt es sich um verschiedene S&auren, wie Wein- oder Apfelsaure, Farb- und Aromastoffe,

Kohlenhydrate, Mineralstoffe sowie Proteine [13].

Auf einige wichtige Stoffgruppen wird hier naher eingegangen. Bei den im Folgenden
beschriebenen Gruppen handelt es sich um Phenole als sekundéare Pflanzenstoffe der
Trauben und verschiedene Polysaccharide, die zum einen in der Traube vorkommen oder
zur Verbesserung des Mundgefiihls eingesetzt werden [13, 14]. Im Besonderen wird auf die

Proteine und ihre Herkunft eingegangen.

1.2.1 Phenole

Die im Wein enthaltenen Phenole bzw. Polyphenole sind maRgeblich fir die Farb- und
Aromavielfalt verantwortlich. Die zumeist wasserldslichen Flavonoide gelangen vorwiegend
durch die Traubenbeeren in den Wein, die bei der Pressung in den Most diffundieren
kénnen. Nur wenige der Polyphenole befinden sich im Fruchtfleisch, die meisten dieser
Stoffe sich in der Schale lokalisiert. Basierend auf der Herstellungsweise von Rot- und
Weildwein gelangen durch die Maischegérung mehr dieser Flavonoide in den Rotwein. Im
Weil3wein sind zu viele dieser Polyphenole meist nicht erwiinscht, da bei der Reifung die

Flavonoide oxidieren und zu Farbveranderungen fihren kénnen [2].
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Polyphenolen wird eine gesundheitsfordernde Wirkung nachgesagt. Hier ist vor allem das in

Rotweinen enthaltene Resveratrol oder Quercetin zu nennen [15-18].

Viele der fir das Aroma relevanten Phenole liegen zum Teil in ihrer glycosylierten Form vor.
Erst durch enzymatische Abspaltung der Zuckerreste wird das volle Aroma entfaltet [19-22].
Dadurch ist auch die Wahl des Hefestamms fur die Garung entscheidend. Diese Stamme
enthalten Enzyme, die spezialisiert auf solche Reaktionen und so fur die Auspragung des
Weinaromas mafRgeblich sind [23]. Im Besonderen ist dies bei aromaintensiven Sorten wie
Riesling, Gewdrztraminer und Muskat relevant [24]. Eines der hier eingesetzten Enzyme ist
die B-Glucosidase. Dieses Enzym hydrolysiert verschiedene 1,4-B-D-glykosidische
Bindungen [24-28]. Es wird auch von der Traube selbst gebildet, allerdings nur mit geringer
Aktivitat. Daher ist hier der Einsatz von speziellen Enzympréparaten bevorzugt.

1.2.2 Polysaccharide

Weitere sehr wichtige Komponenten sind die Kohlenhydrate der Trauben, wobei es sich
sowohl um Monosaccharide als auch Polysaccharide handelt. Die haufigsten Polysaccharide
sind das Arabinogalactan und die Pektinbestandteile Rhamnogalacturonan | und Il [29-31].
Zusatzlich sind im Wein noch Mannoproteine enthalten, die einen grol3en Bestandteil der

Polysaccharide im Wein ausmachen [29, 32].

In der Oenologie werden auch verschiedene Polysaccharide als Zusatzstoffe eingesetzt.
Dabei handelt es sich um das Gummi arabicum und die Carboxymethylcellulose. Beide
werden bevorzugt zur Verbesserung des Mundgefiihls oder zu Vermeidung von
Metalltribungen verwendet [11, 33, 34].

Diese vier Polysaccharide werden im Folgenden néher beschrieben.

Arabinogalactan

Arabinogalactan ist das am meisten in der Traube gebildete Polysaccharid [35]. Es ist aus
einem Ruckgrat aus Galactankomponenten mit verzweigten Anhangen aus den
Monosacchariden Arabinose und Galactose aufgebaut [29]. In Abbildung 1 ist eine
vereinfachte Darstellung einer mdoglichen Zusammensetzung von Arabinogalactanen
aufgefihrt.

Es gehdrt zu der Gruppe der neutralen Carbohydrate und weist nur eine geringe Affinitat zu
Polyphenolen auf [36]. Generell ist Uber die Verwendung von Polysacchariden zur

Stabilisierung von Weinen nur sehr wenig bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass
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Arabinogalactan Trub reduziert [37]. Hierzu zahlen auch die Arabinogalactan-Proteine die

sich in einem Molekulargewichtsbereich von 48 -192 kDa finden [29].

D— Galactose B
.— Arabinose

A
Abbildung 1: Schematische Darstellung von Arabinogalactan | und Il. Vereinfachte Darstellung

zweier Arabinogalactane in Anlehnung an die Arbeit von Vincken et al. 2003 [38]. A: Arabinogalactan
I; B: Arabinogalactan Il

Rhamnogalacturonane

Von diesen Pektinbestandteilen sind zwei Isoformen Rhamnogalacturonan | und Il bekannt
(Abbildung 2), die sich in der Zuckerzusammensetzung unterscheiden [29]. Sie enthalten
verschiedene Verhéltnisse von Arabinose und Galactose zu Rhamnose [32].

.— Rhamnose .— Fuctose B

C)— Galacturonsdure ‘— Apiose -
D— Galactose .— Glucose

.— Arabinose —C)

@

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Rhamnogalacturonan | und Il. Vereinfachte
Darstellung der Pektinbestandteile in Anlehnung an die Arbeit von Vincken et al. 2003 [38]. A:
Rhamnogalacturonan I; B: Rhamnogalacturonan .

Rhamnogalacturonan findet Einsatz bei der Weinsteinstabilisierung, bei der Verbesserung
des Mundgefiihls und der Aromaverbesserung [39]. Aufgrund des ionischen Charakters und
dem Gehalt an Uronsduren wie der Galacturonsaure ist Rhamnogalacturonan effektiv bei der
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Vermeidung der Weinsteinkristallisierung [40]. Um dies zu erklaren wird das sogenannte
,E£9g-Box-Model“ herangezogen. Dies geht davon aus, dass im Besonderen bei der
Dimerisierung von Rhamnogalacturonan | Ca*-lonen umschlossen werden, so dass
Chelatkomplexe entstehen [40]. Die Kationen konnen nicht mehr mit der Weinsaure
reagieren und die Weinsteinausfallung bleibt aus.

Carboxymethylcellulose

Das Derivat der Cellulose Carboxymethylcellulose (CMC) ist auch als
Lebensmittelzusatzstoff E466 bekannt. Hierbei handelt es sich um ein langkettiges Polymer
aus modifizierten Glucosebausteinen (Abbildung 3) [41]. Dieser Zusatzstoff wird unter
anderem zur Schaum- und Weinsteinstabilisierung eingesetzt [11, 34]. Hier wird davon
ausgegangen, dass die negativen Ladungen des CMC mit den Kationen der Lésung
reagieren und so die Komplexierung der Kationen mit der Weinsaure verhindern. Ein Ausfall

von Weinstein bleibt aus [42].

.— Glucose
R -CH,COOH
R
X 1-x

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Cellulosederivates Carboxymethylcellulose.
Verandert nach Su et al. 2010 [43].

Gummi arabicum

Aus dem Pflanzensaft von Akaziengewachsen wird das ebenfalls als Lebensmittelzusatzstoff
E414 verwendete Polysaccharid Gummi arabicum gewonnen. Es besteht aus den
Monosacchariden Arabinose, Galactose, Rhamnose und Glucoronsaure im Verhéltnis
3:3:1:1, womit es in den Hauptbestandteilen dem Arabinogalactan ahnelt [8]. Bei
Untersuchungen des Naturstoffs Gummi arabicum wurden durch verschiedene
Arbeitsgruppen Unterschiede in dessen Zusammensetzung gefunden [44, 45]. Eine mdgliche

Struktur des Gummi arabicums ist in Abbildung 4 dargestellt.

Im Gegensatz zu Arabinogalactan ist Gummi arabicum negativ geladen. Es kénnen sich
Kationen anlagern und die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu Polyphenolen
ist moglich. Daher wird es bei der Stabilisierung von Kupfer- oder Eisentriibung,
Weinsteinausfall, Gerbstoffausflockung und zur Verbesserung des Geschmacks und des

Mundgefiihls eingesetzt [46].
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.— Galactose
.— Arabinose
.— Glucuronsdure

O 0

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Gummi arabicum Molekils. Vereinfachte
Darstellung eines Strukturvorschlags in Anlehnung an die Arbeit von Street et al. 1983 [47].

1.2.3 Proteine

Proteine gelangen durch verschiedene Quellen in den Wein. Zum einen wird durch die
Traube selbst ein Grof3teil der Proteine in den Wein eingetragen [7, 48]. Zum anderen
werden durch die eingesetzten Hefen bzw. deren Lysate Mannoproteine oder auch Enzyme
freigesetzt [7, 49]. Eine weitere zurzeit stark diskutierte Quelle fur Proteine sind diverse
Schonungsmittel, wie Hausenblase, Ovalbumin und Kasein [9, 50, 51]. Diese Mittel werden
zur Verbesserung des Mundgefiihls bzw. zur Reduzierung der enthaltenen Tannine
eingesetzt [9]. Sie komplexieren mit den Tanninen, fallen aus und kénnen mittels Filtration
wieder aus dem Wein entfernt werden. Da diese Bestandteile als Allergene bekannt sind,
missen sie sobald der Grenzwert von 0,25 mg/l im Wein Uberschritten wird nach der EU-
Richtlinie 2000/13/EC auf den entsprechenden Flaschen deklariert werden [52].

In der Literatur finden sich verschiedene Angaben zu den Proteinkonzentrationen in Weinen.
Im Schnitt werden Mengen von 20 - 300 mg/l nachgewiesen [53, 54]. Es gibt eine Vielzahl
von Faktoren, die den Anteil an Proteinen im Wein beeinflussen, wie die Lage und das
Klima, aber auch die Art der Weinherstellung (Vinifikation). Viele dieser im Wein befindlichen
Proteine werden diskutiert, an der Entstehung der Trlibung beteiligt zu sein. Darunter fallen
die Invertasen, die Chitinasen und die Thaumatin-&hnlichen Proteine, die den Grol3teil der
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Proteine im Wein ausmachen [7, 55-57]. Aber auch die protektive Wirkung der Glykoproteine
auf die Trubentstehung wird diskutiert [58, 59].

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Proteinzusammensetzung im Wein ist die
Schoénung. Durch den Einsatz des Schonungsmittels Bentonit werden erhebliche Mengen
der Proteine aus dem Wein entfernt. Allerdings ist im Einzelnen nicht bekannt, welche
Proteine und auch andere Inhaltsstoffe an das Mineral adsorbieren. Daher ist es von grof3em
Interesse, die Eigenschaften der Proteine im Wein zu untersuchen. Es muissen die
Wechselwirkungen der Proteine mit dem Mineral besser verstanden werden, um eventuell

neue Strategien zu deren Entfernung zu entwickeln.

Glykoproteine
Es gibt verschiedene glykosylierte Proteine im Wein. Das sind zum einen die traubeneigenen

Glykoproteine und zum anderen die durch die Hefen frei werdenden Mannoproteine.

Der Grol3teil dieser Proteine gelangt durch die Hefen wahrend der alkoholischen Géarung in
den Wein. Mannoproteine konnten in verschiedenen Weinsorten nachgewiesen werden [48,
49, 54]. Fur die in dieser Arbeit untersuchten Weine wurde zur Vergarung die Hefe
Saccharomyces cerevisiae eingesetzt. Aus der Zellmembran dieser Hefen werden die
Mannoproteine wahrend der Garung freigesetzt. Hierbei weisen sie Molekulargewichte von
51 - 527 kDa auf, der Proteinanteil liegt zwischen 1 - 9 % [29]. Die Autoren geben keine
genaue Erklarung fir die grof3e Bandbreite der ermittelten Proteine an. Da Mannoproteine
Zellwandbestandteile der Hefen sind, kénnten diese unterschiedlich groRen Molekiile bei der
Zelllyse entstanden sein und es sich somit zum Teil auch um Fragmente der Mannoproteine
handeln. Der GroRteil des Glykoproteins wird durch verzweigte Mannosereste gebildet [60,
61]. Im Wein bewirken sie sowohl eine Aroma- als auch eine Farbstabilitat, ebenso sind sie

in der Lage Tribungen im Wein zu reduzieren [62].

Invertase

Bei der Invertase handelt es sich um ein ca. 70 kDa grol3es Protein [63]. Dieses Enzym
spaltet Saccharose in den Traubenbeeren hydrolytisch in Fructose und Glucose und
erleichtert somit deren Transport in die Zellen. Dadurch tragt die Invertase einen wichtigen
Teil bei der Reifung und der Energieversorgung (Metabolite der Glykolyse) der
Traubenbeeren bei. Sie wird vermehrt kurz vor der Veraison, dem Beginn der Reifung,

exprimiert [64].
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Chitinase

Dieses Protein gehdrt zu der Gruppe der PR-Proteine (pathogenesis-related proteins,
Familie 4) [65]. Es ist in der Lage Chitin zu hydrolysieren, welches in den Zellmembranen
verschiedener Pilze vorkommt. Hierbei ist es von Vorteil, dass das Enzym nicht nur in den
Blattern, sondern auch den Wurzeln, Stangeln oder auch Beeren der Pflanze exprimiert wird
[66]. Dort ist sie sowohl im Apoplast und den Vakuolen der Pflanzenbestandteile lokalisiert
[67]. Chitinasen befinden sich im Molekulargewichtsbereich von 28 — 32 kDa [68, 69]. Sie
machen neben den Thaumatin-dhnlichen Proteinen einen Groliteil der Weinproteine aus
[70].

Man unterscheidet bei den Chitinasen verschiedene Klassen [71]. Besonders wahrend der
Reifung werden vermehrt Chitinasen exprimiert. Die Klasse VI Chitinase macht mit ca. 40 %
den grofRten Anteil an aktiven Chitinasen in der reifen Traube aus [72]. Dabei handelt es sich
um ein ca. 31 kDa groRes Enzym, das die Keimfahigkeit der Gonaden des Pathogens
Botrytis cinerea inhibiert [72].

Thaumatin-ahnliche Proteine

Die Thaumatin-ahnlichen Proteine (TLP) gehéren zu der Familie 5 der RP-Proteine [65, 73].
Sie werden zum Beispiel bei Pathogenbefall als Abwehrstoffe, als Antwort auf diese
Stressreaktionen, von der Pflanze gebildet [65, 73-78]. Sie sind in der Lage das Wachstum
von Pathogenen zu inhibieren, indem sie fungale Membranen lysieren oder zumindest deren
Permeabilitéat erhdhen [73, 74, 77].

Die TLPs erhielten ihren Namen aufgrund der Sequenzhomologie zu dem siR
schmeckenden Protein Thaumatin aus der Katamfe Thaumatococcus daniellii, einer

tropischen Staude [79].

Sie machen einen Grof3teil der in der Traube bzw. im Wein enthaltenen Proteine aus [80].
Man findet diese Proteine mit einem Molekulargewichtsbereich von 20 - 24 kDa im
Fruchtfleisch, der Beerenschale sowie in den Kernen der Weintraube [73]. Des Weiteren

werden die TLPs in Zusammenhang mit der Entstehung von Weintriibung gebracht [57, 81].
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Lipid Transfer Protein

Das Lipid Transfer Protein (LTP) ist mit ca. 9 — 12 kDa ein kleines Protein mit einem hohen
isoelektrischen Punkt (pl) von ca. 9 [82], fur Vitis vinifera (GenBank 1D: AAO33394) kalkuliert
mit ProtParam [83]. Es zahlt zu der Familie 14 der PR-Proteine und dient somit unter
anderem dem pflanzlichen Abwehrsystem bei biotischem und abiotischem Stress [84-86].
Hierzu gibt es verschiedene Ansatze wie das LTP bei der Abwehr eingesetzt wird. Da bei
Pathogenbefall Cutin, als Komponente der Cutikula, verstarkt gebildet wird, ist auch die
Expression von LTP zum Transport von dafiir bendtigten Carbonylkomponenten angeregt
[87]. Zusétzlich wird fur das LTP eine inhibierende Wirkung auf das Pathogenwachstum
beschreiben, da es die Permeabilitat der Zellemembranen erhdhen soll [85].

Die Aminosauresequenzen verschiedener LTPs weisen eine hohe Identitat auf, was auf eine
ahnliche Struktur hindeutet [85]. An einer Auswahl von LTPs ist dies in Abbildung 5
dargestellt.

* 20 - 40 :
Mal d 3 -ITckEQVTSSLAPCIGYVRSGGAVPPA-CCNGIRTINGLARTTADRQTAC| : 48
Pyr c 3 -ITclkQVSANLAPCINYVRSGGAVPPA-CCNGIKTINGLAKTTPDRQAAC| : 48
Pru d 3 -ITckEQVSSNLAPCINYVKGGGAVPPA-CCNGIRNVNNLARTTADRRAAHC| : 48
Pru p 3 -I7MclEQVSSSLAPC PYVRGGGAVPPA-CCNGIRNVNNLARTTPDRQAAC| : 48
Pru av 3 : -LYCEQVSSNLADCIAYVRGGGAVPPA-{CCNGIRNINNLAKTTADRQTHC| : 48
Fra a 3 —-ITcEQVASSIAPCYNYVKSGGAVPAR-{CCNGVRSLNSAAKTTADRQTIC| : 48
vit v 1 TVCEQVASALSPCL SYLQRGGAVPAGCLSGIKSLNSARKTTGDRQAAC| : 49
Hev b 12 : -ITMCEQVQSALVPCLSYLRKTTGPTPPATCLNGVRTINNAAKTTADRRTAC| : 49
Cor a 8 SLYCPQIKGNLTPCVLYLKNGGVLPPS-{CCKGVRAVNDASRTTSDRQSHC| : 49
Mus a 3 -FYCQVEACLTRCLTYLTGQQPAPTPACCPGVRRLENMGITPAERQFAC] : 49
& = s 3 1P Identitit | Ahnlichkeit

Mal d 3 RNLAGSISGVNPNNAAGLPGKCSVNVPYRISTSTNCRTVR : 91 TN L e

- ! ; Mal d 3 55 % 73%
Pyr c 3 RNLAGSVSGVNPGNAESLPGRCGVNVPYRKISTSTNCRTVRK : 91
Pru d 3 RKQLSGSIPGVNPNNAAALPGRCGVNVPYRISASTNCRTVK : 91 Pyrc3 57 % 73%
Pru p 3 KQLSASVPGVNPNNAAALPGRCGVSIPYKISASTNCATVK : 91 |Prud3 54.% 74%
Pru av 3 KQLSASVPGVNANNAAARLPGKCGVNVPYRISPSTNCRTVK : 91 | Prup3 56 % 75 %
Fra a 3 KQASGAIKGLNPNLAAGLPGRCGVNVPYRISTSTNCRBAVK : 91 | pruavs 57% 75 %
vit v 1 RTFSSSVSGINYGLASGLPGKCGVSVPYRISPSTICERVT : 92 [fraa3 56 % 76%
Hev b 12 KSAAGSVKGLNPTTVAGLPGRCGVNIPYKISLSTNCRTVK : 92

B Hev b 12 55 % 76 %
Cor a 8 KDTAKGIAGLNPNLAAGLPGRCGVNIPYKISPSTNCNNVK : 92 Cores oy —
Mus a 3 KHAAAHFPNLKDDAVSDLPRLCATPLPFPISLEFICSK-- : 90 ora 0 0

Mus a 3 34% 49 %

Abbildung 5: Alignment verschiedener pflanzlicher LTPs. A: Sequenzalignment der
Aminosaurezusammensetzung verschiedener LTPs (Signalpeptide wurden zuvor mittels Signal P 4.1
Server detektiert und entfernt [88]); B: Tabelle der Identititen und Ahnlichkeiten der Aminosauren zu
denen von Vit v 1. Die konservierten Cysteine in dem Alignment wurden passend zu ihren jeweiligen
Bindungspartnern farblich markiert. Mal d 3: Apfel Malus domestica (GenBank: AAV64878.1); Pyr c 3:
Erbse Pyrus communis (GenBank: AAF26451.1); Pru p 3: Pfirsich Prunus persica (GenBank:
AAV64877.1); Pru av 3: Kirsche Prunus avium (GenBank: AAF26449.1); Pru d 3: Pflaume Prunus
domestica (UniProtKB/Swiss-Prot: P82534.1); Fra a 3: Erdbeere Fragaria ananassa (GenBank:
AAY83343.1); Vit v 1. Traube Vitis vinifera (GenBank ID: AAO33394); Cor a 8: Haselnuss Corylus
avellana (GenBank: AAK28533.1); Hev b 12: Latex Hevea brasiliensis (GenBank: AAL25839.1); Mus
a 3: Banane Musa acuminata (GenBank: ABF69976.1). Verwendete Programme: ClustelX 1.8,
GeneDoc 2.6.

Durch Kristallstrukturaufklarung konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem LTP um ein

Protein bestehend aus vier a-Helices handelt, die durch vier Disulfidbriicken stabilisiert
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werden [86, 89-94]. Diese Proteine zeigen Resistenzen gegeniber sauren und
proteolytischen Bedingungen sowie Hitzeeinwirkung [95-97]. Aufgrund dieser Eigenschaften
handelt es sich hierbei um Hauptallergene in Steinobstgewachsen wie Pfirsich und Kirsche
[93, 98, 99]. Auch in anderen Friichten, wie auch in der Traube oder in Pollen ist es als
Allergen bekannt [98-101]. Hier ist bislang das LTP Vit v 1 als einziges Allergen der Traube
beschrieben (www.allergen.org, Stand Oktober 2014).

Dieses Protein ist vor allem in Rotweinen auf Grund der Herstellungsweise zu finden [48], da
durch die Maischegdrung mehr Proteine aus den Schalen, wie das LTP, in den Most
gelangen konnen. Allerdings lassen sich auch in WeiBweinen LTPs oder dessen
Hydrolyseprodukte nachweisen [102, 103].

1.3 Weinunvertraglichkeit

In den letzten Jahren sind vermehrt Allergien nachgewiesen worden. Als Grinde hierfur
werden die vermehrte Luftverschmutzung und der Anstieg an Hygiene- bzw.
Sterilisationsprodukten angebracht [104, 105]. Daher wurde 2007 die Deklarierungspflicht fir
Allergene auf Lebensmitteln eingefihrt (laut Richtlinie 2007/68/EG der Kommission vom 27.
November 2007 zur Anderung von Anhang llla der Richtlinie 2000/13/EG des Europaischen
Parlaments und des Rates hinsichtlich bestimmter Lebensmittelzutaten). Hierzu z&hlen
Produkte wie Eier, Fische, Milch, Schwefeldioxid und die daraus gewonnenen Erzeugnisse.

Da diese Produkte auch zum Teil bei der Weinherstellung eingesetzt werden, ist es von
groRem Interesse auch deren Relevanz als Allergen im Wein zu untersuchen. Erganzend
kommt hinzu, dass auch durch die Traube selbst potentiell allergenwirkende Proteine
eingetragen werden. Allerdings ist Gber deren Allergenitat wenig bekannt.

Fur die deklarierungspflichtigen Ausléser von Unvertraglichkeitsreaktionen wurden
Testverfahren eingefiihrt. Erst bei der Uberschreitung von festgelegten Grenzwerten missen
diese Stoffe auf Lebensmitteln kenntlich gemacht werden [106]. Ein Beispiel hierfur ist der

Aufdruck ,Enthalt Sulfite“ bei den meisten Weinen.

Wie bereits erwdhnt besteht Wein aus einer Vielzahl verschiedener Inhaltsstoffe, welche zu
Aroma, Qualitat und somit zur Vielfaltigkeit der Weine beitragen. Allerdings kann diese
Vielfalt sich in Unvertraglichkeiten auswirken [107-110]. Besonders im mediterranen Raum
wurden einige Untersuchungen hinsichtlich des allergenen Potentials von Weinproteinen
durchgefuhrt [101, 111-118]. Gerade im Zusammenhang mit einer Weinunvertraglichkeit

wurden auch in Deutschland zwei Fallstudien publiziert [119, 120].

( ]
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Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde im Jahr 2010 unter der Leitung von Dr. Petra
Fronk und Univ.-Prof. Dr. Heinz Decker (Institut fir Molekulare Biophysik, Mainz) eine
Fragebogenerhebung in der Stadt Mainz durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Studie wurden den
Teilnehmern verschiedene Fragen zu ihrem Weinkonsum und dem mdglichen Auftreten von
Uberempfindlichkeitsreaktionen nach Weinkonsum gestellt. Von den 948 befragten Personen
gaben 7,2 % nach eigener Einschatzung an, eine Weinunvertraglichkeit zu besitzen [110].
Allerdings war es nicht moglich aus diesen Daten Ursachen der Uberreaktionen

einzugrenzen.

Im Wein sind viele Stoffe enthalten, die Uberempfindlichkeitsreaktionen hervorzurufen. Dazu
zahlen unter anderem biogene Amine [121], Alkohol [116, 122] oder der Zusatz von
Schwefel, der bereits deklarierungspflichtig ist [108, 123]. Eine weitere wichtige Quelle dieser
unerwinschten Reaktionen sind die im Wein befindlichen Proteine, die bereits als Allergene
in anderen Pflanzen beschrieben wurden [124-130]. Besonders sollte das LTP in den Fokus
ricken, da es sich hierbei um das einzige bislang gelistete Traubenallergen handelt
(www.allergen.org, Stand Oktober 2014).

Diese Inhaltsstoffe l6sen verschiedene Reaktionen im Kdrper der Konsumenten aus. Das
Auftreten von Unvertraglichkeitsreaktionen reicht von Brennen im Hals bis hin zu einem
Kreislaufzusammenbruch (Anaphylaktischer Schock). Man unterscheidet medizinisch
zwischen einer Allergie und einer Unvertraglichkeitsreaktion.

1.3.1 Allergie
Allergien sind Uberempfindlichkeitsreaktionen des Korpers, die durch das Immunsystem
reguliert werden. Allergien werden je nach Mechanismus und Ausléser in vier Typen
unterteilt [131]:

Bei einer Typ | oder auch Soforttyp Allergie handelt es sich um das Auslésen von
Uberempfindlichkeitsreaktionen des Korpers unmittelbar nach dem Kontakt mit dem
Allergen. Die auftretenden Reaktionen werden durch die korpereigenen IgE-Antikorper
ausgelost. Diese induzieren bei den Mastzellen eine Histaminausschittung, die sich in
Symptomen, wie Hautausschlagen, Juckreiz der Haut, Brennen im Hals bis hin zu einem

Kreislaufzusammenbruch auswirken kann.

Die Allergietypen 1l und Ill werden durch IgG-Antikérper vermittelt und treten erst Stunden

nach dem Kontakt mit dem Allergen auf.

Auch die Typ IV Allergie tritt erst nach Stunden bis Tagen auf, daher auch der Name Spattyp

Allergie. Es handelt sich hierbei um eine T-Lymphozyten vermittelte Reaktion.
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Bei den Untersuchungen in dieser Arbeit sollte festgestellt werden, ob es sich bei den nach
moderatem Weinkonsum auftretenden Unvertraglichkeitsreaktionen um eine Allergie des
Soforttyps handelt.

1.3.2 Kreuzallergenitat

Bei den meisten Allergenen handelt es sich um Proteine. Da sich gerade die exprimierten
Proteine bei Pflanzen von ihrer Struktur und Aminosdurezusammensetzung stark ahneln,
kommt es bei Allergikern haufig zu den sogenannten Kreuzreaktionen. Hier ist das LTP zu
nennen, welches als Panallergen bezeichnet wird [132, 133]. Panallergene zeichnen sich

durch ihre hohe Hitzestabilitdt und Resistenz gegeniber proteolytischem Verdau aus.

Bei einer Kreuzallergie erkennen die IgE-Antikdrper einer bereits vorliegenden Allergie auch
Bindungsmotive (Epitope) von Allergenen anderen Ursprungs [134]. Auch hier treten die
allergieahnlichen Symptome kurz nach dem Verzehr oder dem Kontakt mit diesen Proteinen
auf. Ein sehr bekanntes Beispiel hierfir ist die pollenassozierte Nahrungsmittel-Allergie
(OAS) [135]. Bei dem Vorliegen einer Pollenallergie, wie auf Birkenpollen, ist es
wahrscheinlich auch eine Nahrungsmittelallergie auf Apfel, Kirschen oder Pfirsiche zu
ermitteln [136-138].

Nicht nur die strukturelle Ahnlichkeit von Proteinen ist eine mdogliche Ursache fiir das
Auftreten der Kreuzallergenitdt, sondern auch die sogenannten kreuzreaktiven
Kohlenhydratdeterminanten (CCD) [139-142]. Bei dieser Art der Wechselwirkung werden
auch IgE-Antikdrper gebildet, die spezielle Oligosaccharidstrukturen erkennen [141]. Diese
Antikorper lassen sich mittels immunologischer Testverfahren, wie dem ImmunoCAP (Phadia

AB, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), im Allergikerserum nachweisen.

Mannose a

6 Mannose B —— 4 N-Acetylglucosamin B — 4 N-Acetylglucosamin p —
2 3

Xylose B Fucose a

Abbildung 6: Struktureller Aufbau des Oligosaccharidepitops MUXF3. Die N-glykosidischen
Bindungen verlaufen Uber die in der Graphik angegebenen Positionen. Verandert nach Altmann
(2007) [141].

Als  Bindungspartner der CCD-spezifischen  IgE-Antikérper wird u.a. das
Oligosaccharidepitop MUXF3 (vgl. Abbildung 6) des Ananasenzyms Bromelain eingesetzt,

da es eine fur pflanzliche N-Glykane typische Struktur aufweist [141-143]. Die meisten
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Kohlenhydratdeterminanten basieren auf Fucose oder Xylose, die fur die Bindung der IgE-
Antikorper verantwortlich sind [144]. Die Testung auf CCD-spezifische IgE-Antikorper wird
bevorzugt bei Bienengift-, Wespengift- und Nahrungsmittelsensibilisierung eingesetzt
aufgrund der Glykosylierung vieler dieser Allergene [141, 145-147].

1.3.3 Ursachen fur Weinunvertréglichkeiten

Bei Weinunvertraglichkeitsreaktionen handelt es sich nur in den seltensten Féllen um echte
IgE-Antikdrper vermittelte Typ | Allergien. Viel haufiger finden sich sogenannte
nichtimmunologische Reaktionen, die von Ethanol, Sulfiten oder biogenen Aminen ausgeltst
werden koénnen [109, 148]. Diese Stoffe fluhren bei einer Unvertraglichkeit auch zu

allergiedahnlichen Symptomen.

Alkohol

Bei der Verstoffwechselung der Weininhaltstoffe sind verschiedene Enzyme beteiligt. Ethanol
wird durch das Enzym Alkohol-Dehydrogenase (ADH) in Azetaldehyd umgewandelt. Dieses
toxische Produkt wird durch die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH-2) zu Azetat, das im
Citratzyklus abgebaut wird. Wenn diese beiden Enzyme in ihrer Aktivitdt beeintrachtigt sind
(ADH hochreguliert und/ oder ALDH-2 runterreguliert), kommt es zu einer Anreicherung des
Azetaldehyds im Korper. Die entstehende Vergiftung wird auch als Flush-Syndrom

bezeichnet. Dies spiegelt sich in Rétungen der Haut wieder [109, 149].

Sulfite

Bei der Weinherstellung werden Weine durch den Zusatz von Schwefeldioxid mikrobiell
stabilisiert. Durch die Deklarierungspflicht von Unvertraglichkeiten-hervorrufenden Zusétzen
mussen Sulfite ab einer Konzentration von 10 mg/l auf den Produkten vermerkt werden
(Richtlinie 2007/68/EG der Kommission vom 27. November 2007 zur Anderung von Anhang
llla der Richtlinie 2000/13/EG des Europaischen Parlaments). Gerade bei Asthmatikern
bestent eine erhohte Neigung zu Unvertraglichkeitsreaktionen nach Verzehr von
sulfithaltigen Lebensmitteln, wobei auch hier die genaue Ursache fiir das Auftreten der
Symptome nicht klar ist [108, 123]. Diese Reaktionen weisen allergiedhnliche Symptome,
wie z.B. Atemnot und Hautrétungen, auf sind aber nicht Gber Antikdrper vermittelt. Hier

handelt es sich um pseudoallergische Reaktionen [109].
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Biogene Amine

Das bekannteste biogene Amin, das im Zusammenhang mit Weinunvertraglichkeit genannt
wird, ist das Histamin. Die biogenen Amine werden in Mikroorganismen durch die
Decarboxylierung von Aminosauren produziert und freigesetzt [150]. Sie entstehen bei der
Fermentation, der Lagerung und dem Verderb von Lebensmitteln. Dabei konnen die Gehalte
an biogenen Aminen und im Speziellen an Histamin stark variieren [151]. In Wein werden
viele dieser biogenen Amine wéahrend des biologischen S&ureabbaus durch die dabei
verwendeten Bakterien (z.B. Oenococcus sp., Lactobacillus sp.) produziert [109, 152].
Dadurch ergeben sich Konzentrationsschwankungen der biogenen Amine in den Weinen,
wobei sich meistens in Rotweinen hohere Gehalte nachweisen lassen als in Weildweinen
[152, 153].

Nach Verzehr von histaminhaltigen Lebensmitteln wird Histamin durch die Enzyme
Monoaminooxidase (MAO) und Diaminooxidase (DAO) im Dinndarm abgebaut. Liegt nun
bei diesen Enzymen, im Besonderen bei der DAO, eine Fehlfunktion vor, fuhrt dies aufgrund
der Anreicherung des Amins und dessen Transfers in die Blutbahn zu allergiedhnlichen
Symptomen. Gerade bei der DAO ist bekannt, dass diese Funktionsstérung auch

genetischen Ursprunges sein kann [154].

Die Vielzahl der unterschiedlichen Komponenten im Wein erschwert die Suche nach dem
eigentlichen Ausloser einer Unvertraglichkeitsreaktion. Gerade weil sich diese Komponenten
auch gegenseitig beeinflussen und miteinander in Wechselwirkungen treten [17]. Die bei
dem Abbau der einzelnen Komponenten beteiligten Enzyme werden vielseitig beeinflusst,
auch durch die Weininhaltsstoffe selbst. Hier ist als Beispiel der inhibierende Einfluss von
Alkohol auf die DAO zu nennen [155]. Ebenfalls sollte die gefal3erweiternde Wirkung von
Alkohol bertcksichtigt werden, wodurch die Zuganglichkeit der Pseudoallergene in die
Blutbahn erhoht wird [16, 156, 157]. Auch durch genetische Veranderungen an den
Stoffwechselenzymen ist eine reduzierte Aktivitat dieser Enzyme moglich. Die
Stoffwechselprodukte werden nicht in ausreichendem Malf3e abgebaut und I6sen durch ihre
Anreicherung Unvertraglichkeitsreaktionen aus [149, 154, 158].

1.4 Malnahmen zur Entfernung von Proteinen aus dem Wein

Es gibt verschiedene Griinde fur die Entfernung von Proteinen aus dem Wein. Zum einen
sollten die zu Unvertréglichkeiten fihrenden Komponenten nach Moglichkeit nicht mehr in
nachweisbaren Konzentrationen im Wein enthalten sein. Hierzu zdhlen auch einige

Schonungsmittel wie Gelatine, Huhnereiweil3 und Lysozym [9, 50, 51]. Durch deren
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Entfernung soll die Deklarierung dieser Stoffe vermieden werden. Zum anderen kdnnen
andere Proteine im Wein zu Trubungen fiihren. Da ein triber Wein von den Konsumenten
bislang nicht akzeptiert wird, kann dies zu massiven Verlusten fiur den Winzer fuhren. Aus

diesen Grinden miussen Mal3nahmen zur Trubvermeidung ergriffen werden.

Um effektive Methoden zu entwickeln, miussen die Ursache und die beteiligten Faktoren der

Trubentstehung verstanden werden.

1.4.1 Tribung und ihre Ursachen

Bei der Tribung handelt es sich um eine Aggregation verschiedener Partikel in einer sonst
klaren Flussigkeit. Es gibt viele Ursachen fur die Bildung von Trubung. Sie kann durch
Mikroorganismen, aber auch durch Rickstande von Filtermaterialien, Korken oder anderen
Feststoffen eintreten [159]. Wobei eine haufigere Ursache der Trubentstehung die durch
Wechselwirkungen der verschiedenen Inhaltstoffe im Wein ist. Hier sind Proteine und Metalle

wie Eisen und Kupfer zu nennen, aber auch durch Tannine ist dies méglich [37, 160-163].

Besonders die im Wein enthaltenen Proteine bieten ein breites Feld deren Relevanz bei der
Trubentstehung zu untersuchen [70, 164-166]. Es werden verschiedene Proteine diskutiert
daran beteiligt zu sein, wie die Invertase, p-Glucosidase, Chitinasen und auch die TLPs [55-
57, 167-169]. Allerdings finden sich Uber die Beteiligung der Proteine und deren molekulare

Wechselwirkungen keine einheitlichen Aussagen.

Es gibt verschiedenste Faktoren, die die Entstehung der Tribung beeinflussen. Zu diesen
Faktoren zahlen der pH-Wert, der Ethanolgehalt, Phenole sowie Polysaccharide [37, 58, 59,
61, 161, 162, 169-177]. Hier ist zu erwdhnen, dass einige Polysaccharide, wie auch
Mannoproteine eine protektive Wirkung auf die Trubentstehung zeigen [58, 59, 61, 178].

Zu der Vermeidung bzw. Vorbeugung der Triibung sind bereits einige Strategien entwickelt
worden. Viele dieser MalRnahmen basieren auf Erfahrungswerten der Anwender [179, 180].
Dadurch ist es zwar moglich Tribungen vorzubeugen, allerdings werden dadurch Verluste in

der Qualitat bzw. auch Quantitat in Kauf genommen.

Im Folgenden wird néher auf die Schénung und ihre Folgen fur das Produkt eingegangen. Es
wird sich beschrankt auf die géngigsten Methoden zur Vermeidung und Entfernung der

Trubung.
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1.4.2 Schdnung

Durch die Schonung wird Wein, aber auch andere Getranke wie Bier und Saft optimiert. Es
werden nicht nur die Trubstoffe aus dem Wein entfernt, sondern auch der Geschmack und
das Mundgefuhl (z.B. Adstringenz) verfeinert [12, 181-184]. Bislang gibt es verschiedene
Moglichkeiten dies zu erzielen. Zu diesen Mdoglichkeiten zahlen Filtrationen oder auch der
Zusatz spezieller Substanzen.

Bei der Verfeinerung des Mundgefiihls und der Reduktion der Tannine im Wein werden
Hausenblase, Eiweil3, Gelatine oder auch Kasein eingesetzt [9, 155, 185, 186]. Es soll
vermieden werden die festgelegten Grenzwerte dieser Stoffe zu tberschreiten und somit
Hinweise auf dessen Vorhandensein auf den Flaschen kenntlich zu machen [52, 187].
Zurzeit wurden Verbraucher Weine mit Angaben wie ,Enthalt Huhnerei“ nicht akzeptieren,

daher sind andere Materialien gefordert die Tribung zu reduzieren.

Zur Vermeidung der Trubentstehung auch nach der Abfiillung des Weins werden bevorzugt
Bentonite eingesetzt [188]. Dies sind sehr zuverldssige aber unspezifische Adsorber, die
nicht nur die tribungverursachenden Teilchen entfernen sondern auch Farb- und
Aromastoffe dem Wein entziehen. Im Folgenden wird im Einzelnen auf die Beschaffenheit
und Eigenschaften des Bentonits eingegangen.

1.4.3 Bentonit

Bei Bentonit handelt es sich um ein tonhaltiges Gestein, das durch Verwitterung vulkanischer
Aschen vor etwa 12 - 14 Millionen Jahren entstanden ist. Seinen Namen erhielt Bentonit
nach der ersten Fundstatte bei Fort Benton in Montana (USA). Der Hauptanteil von 75 —
85 % bildet das Montmorillonit, einem Dreischicht-Silikat der Smektitgruppe [189]. Durch
dieses Mineral erhélt das Bentonit seine Eigenschaften bezlglich der Quellfahigkeit und
Adsorbierbarkeit [190]. In unterschiedlichen Anteilen enthalt Bentonit auch Quarz, Glimmer,
Feldspat und Kalk [189].

Montmorillonit ist ein Aluminiumhydrosilikat, das in einer Blatterstruktur aufgebaut ist. Dieses
sogenannte Dreischichtsilikat ist aus einer Schicht aus Al,Os;-Oktaedern und zwei diese
umschlieRenden Schichten SiO,-Tetraedern aufgebaut (Abbildung 7) [191-193].

Die Aluminium-lonen kénnen durch andere, wie Mg, Fe**, Fe** ersetzt werden [191, 194].
In die Zwischenraume der Tetraederschichten lagern sich weitere Kationen ein (Ca**, Mg*",
Na"), die entscheidend die Eigenschaften des Minerals beeinflussen [193, 195-198]. Dadurch

erhalt es sein Kationenaustauschvermogen [193, 199].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der molekularen Struktur des Montmorillonits. A:
Darstellung der Lammellenstruktur veréandert nach Erbsloh Bentonit Informationen — holzeis: Bentonit
Kompendium, Erbsloh Geisenheim Getranketechnologie GmbH & Co. KG, Geisenheim (2004); B:
VergroRRerte Darstellung der Kristallstruktur einer Lamelle aus Grim (1962) [200].

Die innerkristalline oder osmotische Quellung des Montmorillonit wird durch verschiedene
Umgebungsparameter beeinflusst, wie die umgebenden Elektrolyte in der Ldsung oder
Alkohol [188, 190, 201, 202]. Damit geht auch die Beeinflussung der Adsorbierbarkeit einher.
Denn ein hoher Gehalt an Ca®*- oder Mg*-lonen in der Lésung wirkt inhibierend auf die
Adsorption. Diese lonen komplexieren starker mit den Tetraedern, wodurch die madgliche
Austauschflache reduziert wird [193].

Wechselwirkung mit Proteinen

Bentonit wird bevorzugt fur die Entfernung der triibungsverursachenden Weinbestandteile
eingesetzt. Gerade bei der Proteinentfernung erweist sich Bentonit als eine sehr effektive
Methode. Es ist noch nicht abschliel3end bekannt welche Proteine von dem Bentonit entfernt
werden und wie diese mit dem Mineral in Wechselwirkung treten. Verschiedene Faktoren
kénnen die Adsorption der Proteine beeinflussen. Der pH-Wert der Losung ist dabei ein sehr
entscheidender Faktor. Durch den pH-Wert wird entsprechend die Eigenladung der Proteine
beeinflusst und somit auch deren Wechselwirkung mit dem Kationenaustauschmaterial. Die
meisten Weinproteine weisen einen pl zwischen 4,0 und 5,0 auf [10, 164, 171, 203]. Somit
liegen bei einem Wein pH-Wert von 3,5 — 4,0 die meisten dieser Proteine vorwiegend mit
einer positiven Ladung vor und binden an das Montmorillonit. Wie sich die Proteine an das
Mineral anlagern ist nicht genau bekannt. Hierzu boten Rodriguez et al. (1977) bereits einige
Vorschlage zur Bindung der unterschiedlich grof3en Proteine an die Austauschoberflache
[198]. Nach dieser Arbeitsgruppe dringen kleine, flexible Proteine in den Interlamellarraum

des Montmorillonit ein und besonders grofie Proteine lagern sich ausschlieBlich an der
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Oberflache der Schichten an [198]. Hier sollte auch darauf hingewiesen werden, dass sich
die Struktur des Bentonits in Losung unterscheiden kann. Wie bereits erwdhnt wird Bentonit
durch Elektrolyte beeinflusst. Dadurch ist es mdglich, dass sich die Montmorillonitschichten
in sogenannte Taktoide stapeln (10 - 15 Schichten gestapelt) oder sich in einer sogenannten
Kartenhausstruktur anordnen [193, 204]. Dementsprechend ergeben sich verschiedenen
Zwischenstufen mit variierender Zugénglichkeit der Kationenaustauschoberflache fur die
Proteine.

Bentonitbedarf

Es ist schwierig, den benétigten Bedarf des Minerals zu ermitteln, um den Wein zu
stabilisieren. Daher wurden verschiedene Testverfahren entwickelt mit denen sich der
Bentonitbedarf einschatzen lasst. So soll eine Uber- oder Unterschatzung des bendtigten

Bentonits vermieden werden.

Einige der Tests erzeugen durch S&uredenaturierung der Proteine eine Tribung, die einen
Hinweis (ber den Bentonitbedarf geben soll (Bentotest® Richard Wagner Kellereibedarf,
Alzey; ProtoCheck, Esseco Group, San Matrtino, Italien) [184].

Bei einem anderen Test wird sich die Interaktion von Tanninen mit den Weinproteinen zu
nutzen gemacht. Die Proteine komplexieren mit den Tanninen und fallen aus (Proteotest®,
Enologica Vason, Verona, ltalien) [7, 175]. Neben diesen Tests ist der Warmetest der
verbreiteteste und zuverlassigste. Hier wird der Wein bei einer bestimmten Temperatur
inkubiert und die entstehende Tribung kann wie bei den anderen Tests auch mittels
Trubungsphotometrie (Nephelometrie) bestimmt werden [184, 205]. Bei dem Warmetest
handelt es sich nicht um eine standardisierte Methode, da jedes Testlabor andere
Temperaturen und Inkubationszeiten einsetzt. Das DLR Mosel empfiehlt basierend auf den
Ergebnissen von Sauvage et al. (2010) in einer Arbeit von Achim Rosch eine Inkubation von
4 h bei 70°C [10, 208].

Allerdings ermitteln diese Testverfahren eine Uberschatzung der Bentonitbedarfs, dessen

Einsatz zu Qualitats- und Quantitatsverlusten fihrt.
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1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des allergenen Potentials von
Weinproteinen sowie die Entstehung und die Vermeidung von Tribung im Wein. In beiden
Bereichen wird der Fokus auf die Untersuchung und die Charakterisierung der beteiligten

Proteine gelegt.

Unvertraglichkeitsreaktionen nach dem Konsum von Wein sind nach einer Umfrage unter der
Mainzer Bevdlkerung relativ verbreitet. Eine mdogliche Ursache konnte das im Wein
vorhandene LTP sein. Dies ist bislang das einzig gelistete Traubenallergen. In einer
klinischen Studie soll es als Ausloser der Unvertraglichkeiten untersucht werden.

Da auch bei der Weintribung die enthaltenen Proteine eine grof3e Rolle spielen, wird der
Einfluss oenologischer und weinbaulicher MaRnahmen auf die Proteinzusammensetzung
untersucht. Aufbauend werden Untersuchungen zur Weinstabilisierung unter Verwendung
von verschiedenen Polysacchariden vorgenommen. Ihre Wirkung bei der Weinstabilisierung
soll demonstriert werden. Diese Versuche tragen dazu bei die Tribung und dessen Bildung
besser zu verstehen. Erst mit diesen Erkenntnissen und einem besseren Verstandnis tber
die Adsorptionseigenschaften des Bentonits, lassen sich neue Strategien zur
Trubvermeidung entwickeln. Die Spezifitat und Adsorption des Schdnungsmittels Bentonit

wird an zwei Weillweinen charakterisiert.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit soll ein umfassendes Bild Uber Wein als biologisches
System erstellt werden. Es handelt sich bei Wein um ein Gemisch verschiedenster
Komponenten, die unterschiedliche Wirkungen aufweisen, auch auf den Konsumenten.
Durch diese Betrachtungen wird sich erhofft einen weiteren Einblick in die

Wechselwirkungen des komplexen Systems Wein zu erlangen.
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2 Materialien

2.1 Gerate
Gerat Produktname Hersteller
2D Apparaturen IEF-Gelelektrophoreseapparatur Amersham Pharmacia

IPGphor
Hoefer Electrophorese Unit SE600

Biotech, Schweden

Blot-Apparatur

Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell

BioRad, Miinchen

CD J-810 Spectropolarimeter Spectrometer | Jasco GmbH Germany,
Paris, France

DSC VP-DSC Microcalorimeter MicroCal, Northampton,
USA

Dynamische Zetasizer Nano S Size, He-Ne-Laser Malvern Instruments Ltd.,

Lichtstreuung

633 nm

Worcestershire, United

Kingdome
Eismaschine ZBE 30-10 Ziegra-Eismaschinen,
Isernhagen
Fluorimeter Hitachi F-4500 Fluorescence Uwe Benninger Analytik,
Spectrophotometer Schwéabisch Gmiind
FPLC BioLogic DuoFlow Workstation Bio-Rad, Miinchen

Auto-Injection Valve AV 7-3
Fraction Collector BioFrac
Software: Biologic DuoFlow 5.0
BioLogic HR Workstation
Auto-Injection Valve AV 7-3
Fraction Collector Model 2128
Software: BioLogic HR 2.1

Gefriertrocknung

ALPHA 1-4 LSC

Inklusive Vakuumpumpe RZ-2

Martin CHRIST
Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode
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Geldokumentation

Scanner: GS-800 Calibrated
Densitometer

Software: Quantity One v4.5.2
Scanner: ChemiDoc™ MP Imaging
System

Software: Image Lab 4.1

Scanner: EPSON PERFECTION V750
PRO

Software: EPSON Scan V 3.2

Bio-Rad, Miinchen

Suwa, NGN, Japan

Geltrocknungsanlage

Vakuum-Geltrockner

von Keutz Laborgerate,

Reiskirchen
Heizblock TK 10 HLC BioTech, Bovenden
Kaltebad Kaltebad mit Umwalzthermostat F34- JULABO Labortechnik,
ED Seelbach
KZE Kurzzeiterhitzungsanlage mit Holstein & Kappert,
Plattenwarmeaustauscher Dortmund
Magnetruhrer RCT basic IKA Labortechnik, Staufen
Mixer MX 32 Braun AG, Frankfurt a. M.

Nephelometer

Tribungsfotometer Nephla, Type LPG
239.52

Dr. Lange, Dusseldorf

pH-Meter 766 Calimatic Knick Elektronische
Messgerate GmbH & Co
KG, Berlin

Photometer Cary 300 Bio Uv-Visible Varian, Darmstadt

Spectrophotometer
Hitachi U-3000 Spectrophotometer

Uwe Benninger Analytik,
Schwabisch Gmiind

Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Minigel-Laufkammer

Keutz Laborgeréte,
Reiskirchen

Pressanlage

Europress Px3

Euro Machines USA

Reagenzglasschittler

VM3

IKA Labortechnik, Staufen

Reinstwasseranlage

Milli-Q Plus PF
Milli-Q Advantage A 10 Systems

Millipore, Eschborn

Rotationsverdampfer

RE-11

Buchi Laboratoriums-
Technik AG, Flawil,

Schweiz
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Schiittler

Mini Rocking Platform
Schuttler Duomax 1030

Biometra GmbH,
Gottingen

Heidolph Instruments
GmbH & Co KG, Kelheim

Spannungsquellen

Power Supply Model 200/2.0
Power-Pac 3000
Serva BluePower 300 Netzgeréat

Bio-Rad, Minchen

Serva, Heidelberg

Taumelrollenmischer

RM5-30V

neolab, Heidelberg

Ultrafiltrationsanlagen

Sartorius Slice System, Pumpe:
SartoJet
Taumelkolbenmembranpumpe,
Sartorius Slice Flachmembran
Hydrosart , Cutoff 5 & 10 kDa, 0,1 m?
Filtrationsflache

Sartorius Sartocon beta System,
Sartocon Flachmembran Hydrosart,
Cutoff 10 kDa, 0,6 m? Filtrationsflache

Sartorius, Goettingen

Vakuumpumpe Mz 2C Vakuubrand GmbH,
Wertheim

Waagen A 200S Sartorius GmbH,

MJ 3000 Gottingen

YMC Co. Ltd., Kyoto,
Japan

Warmeschrank Heraeus B 6120 Heraeus instruments
GmbH, Hanau

Zentrifugen Universal 16R Andreas Hettich GmbH &

Universal 32R

Co KG, Tuttlingen
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Produktname

Hersteller

Antikorper

Anti-Thaumatin (Plant), Polyclonal IgY
Antibodies
Anti-Chicken 1gG (AP)

Gt Anti-Human IgE (g), HRPC

Conjugate

GenWay Biotech, San
Diego CA, USA

Acris Antibodies,
Hiddenhausen
Invitrogen™, Life
Technologies GmbH,

Darmstadt

Arabinogalactan

103,89 g, 50 mM Fraktion, 1-3-6
Arabinogalactan

Hochschule Geisenheim,
Geisenheim

Blotting Filterpapier

Blotting Papers BG002

Schleicher und Schuell,
Dassel

Calcium-Bentonit

SIHA Bentonit G

Eaton Technologies

GmbH, Langenlonsheim

Carboxymethylcellulose

Cellulose Gum Charge 6 K 531

Dow Wolff Cellulosics,

Bomlitz

Cover Fluid

plusone DryStrip Cover Fluid

Amersham Pharmacia
Biotech AB, Schweden

Dialyseschlauch

Regenerierte Cellulose; MWCO 3,5
kDa; Spectra/Por®

Roth, Karlsruhe

FPLC Saulen Kationentauscher UNO S-1 % S-6 Bio-Rad, Miinchen
Anionenaustauscher UNO™ Q-12
HiTrap™ HIC Selection Kit : Amersham Pharmacia
Phenyl Sepharose™ 6 Fast Flow (low | Biotech
sub)
Phenyl Sepharose™ 6 Fast Flow (high
sub)

Glasplatten SE6102 Glass Plates (PR) GE Healthcare, Uppsala

Gummi arabicum

SIHA Gummi Arabicum Granulat

Eaton Technologies

GmbH, Langenlonsheim

IEF-Strips

Immobiline™ DryStrip pH 3-10, 11 cm

GE Healthcare, Freiburg

Kalium-Bentonit

Plusgran Juice K

Enologica Vason S.p.A.,

Verona, Italia

Keramikschiffchen

Strip holder, 11 cm

Amersham Pharmacia
Biotech AB, Schweden
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Membran Filter Supor®-200; 0,2 ym Pall GmbH, Dreieich
Natrium-Bentonit Plusgran® V Enologica Vason S.p.A,,
Verona, ltalia
Natrium-Calcium- Na-Calit Erbsloh Geisenheim AG,
Bentonit Geisenheim
Paraffin Paraffin, dickflissig Merck, Darmstadt
Reinigungslésung IPGphor Stripholder Cleaning Solution | Amersham Pharmacia
Biotech, Schweden
Rhamnogalacturonan 247,20 g, 500 mM Fraction, Hochschule Geisenheim,
Rhamnogalacturonan-Fraction Geisenheim
Spritzenfilzer Rotilabo®-Spritzenfilter, steril; 0,22um; | Roth, Karlsruhe
Polyethersulfon (PES), @ 33 mm

2.3 Chemikalien

Alle Chemikalien werden pro analysis Qualitat bezogen.

2.3.1 Puffer

Chemikalie

Hersteller

Cironensaure Monohydrat

Roth, Karlsruhe

Na,HPO, Roth, Karlsruhe
Na-Citrat Dihydrat Roth, Karlsruhe
NacCl Roth, Karlsruhe
NaH,PO, Roth, Karlsruhe
(NH,),SO0, Roth, Karlsruhe
EDTA Roth, Karlsruhe
Natrium Azid Roth, Karlsruhe
Tween 20 Roth, Karlsruhe

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma Aldrich, Steinheim

2.3.2 Bradford Assay

Chemikalie

Hersteller

BioRad Protein assay nach Bradford

Biorad, Miinchen

Trypsin-Inhibitor

Sigma Aldrich, Steinheim
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2.3.3 Gelelektrophorese

Chemikalie Hersteller

Agarose Roth, Karlsruhe

APS Roth, Karlsruhe

BPB Roth, Karlsruhe

CHAPS Roth, Karlsruhe
Coverfluid Pharmacia Biotech, Upsala, Schweden
DTT Sigma Aldrich, Steinheim
Glycerin Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe

Glyzerin Roth, Karlsruhe
Harnstoff Roth, Karlsruhe
IPG-Puffer GE Healthcare, Uppsala

Kaleidoskop Prestained Standard Marker

Biorad, Miinchen

Nativ Marker Liquid Mix for BN/CN

Serva, Heidelberg

Precision Plus Protein Unstained Standard
161-0363

Biorad, Minchen

Precision Protein Plus Dual Xtra Standard,
Prestained

Biorad, Minchen

Rotiphorese 30

Roth, Karlsruhe

RunBlue Dual Color SDS Marker

Expedeon, Harston, Cambridgeshire,United

Kingdom
SDS Roth, Karlsruhe
TEMED Roth, Karlsruhe
Tris-HCI Roth, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol

Serva, Heidelberg

2.3.4 Proteinfarbungen

Chemikalie

Hersteller

AgN03

Roth, Karlsruhe

Aluminiumsulfat-Hydrat

Roth, Karlsruhe

Citronenséure Monohydrat

Roth, Karlsruhe

Coomassie G 250

Roth, Karlsruhe

Eisessig Roth, Karlsruhe
Ethanol (99 %) Roth, Karlsruhe
Formaldehyd Roth, Karlsruhe

——

26

'



Materialien

Methanol

Roth, Karlsruhe

Na,CO;

Roth, Karlsruhe

Na,S,03 * 5 H,O

Roth, Karlsruhe

Na,S,03 * 5 H,O

Roth, Karlsruhe

o-Phosphorséaure

Roth, Karlsruhe

2.3.5 Glykoproteinfarbungen

Chemikalie Hersteller

Alcian Blau Roth, Karlsruhe
Essigsaure Roth, Karlsruhe
HCI Roth, Karlsruhe
Methanol Roth, Karlsruhe

Natriumbisulfit

Sigma Aldrich, Steinheim

Perjodséaure

Sigma Aldrich, Steinheim

Schiff's Reagenz

Roth, Karlsruhe

2.3.6 Western Blot

Chemikalie Hersteller

BCIP Roth, Karlsruhe
Bromelain Sigma Aldrich, Steinheim
BSA Sigma Aldrich, Steinheim
Glycin Roth, Karlsruhe

Magermilchpulver

Sucofin, Zeven

Methanol Roth, Karlsruhe
MgCl,*6 H,O Roth, Karlsruhe
NacCl Roth, Karlsruhe
NBT Roth, Karlsruhe

Pierce® ECL Plus Western Blotting Subtrate
Detection Solution A & B

ThermoScientific, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA

Ponceau S

Roth, Karlsruhe

SDS

Roth, Karlsruhe

Sulfonsalicylsaure

Merck, Darmstadt

Trichloressigsaure

Serva, Heidelberg

TRIS

Roth, Karlsruhe

Tween 20

Roth, Karlsruhe

—
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2.4 Pufferlosungen

Alle Lésungen wurden mit Wasser aus der Milli-Q Advantage A 10 Systems-Anlage

angesetzt.

2.4.1 Proteinaufreinigung
Die verwendeten Puffer

Raumtemperatur hergestellt.

wurden nach der Methode nach Holzhauer (1997) bei

Niedrigsalzpuffer

Hochsalzpuffer

0,01 M Phosphatpuffer pH 7

0,01 M Phosphatpuffer pH 7 + 1M NaCl

0,1 M Phosphatpuffer pH 7

0,1 M Phosphatpuffer pH 7 + 1 M NaCl

0,1 M Citratpuffer pH 3,5

0,1 M Citratpuffer pH 3

0,1 M Citratpuffer pH 3 + 1 M NaCl

0,03 M Citratpuffer pH 3,5

0,05 M Citratpuffer pH 4

0,05 M Citratpuffer pH 4 + 1,25M (NH,),SO,

0,05 M Citratpuffer pH 5

0,05 M Citratpuffer pH 5 + 1,25M (NH,),SO,

Bezeichnung Zusammensetzung
Traubenextraktionspuffer 0,1 M Phosphatpuffer pH 7
0,02 M EDTA

0,003 M Natrium Azid
0,5 % TWEEN 20

Proteaseinhibitor

2.4.2 Gelelektrophorese

Bezeichnung

Zusammensetzung

Acrylamidlésung

Rotphorese Gel 30; 37,5:1

Agaroseldsung

0,5 % Agarose in SDS-Laufpuffer

APS

2 % APS in Wasser

Denaturierungspuffer

5 ml Sammelgelpuffer

8 ml einer 10 %igen SDS-L6sung
1 ml Wasser

4 ml Glyzerin

2ml B-Mercaptoethanol

1 Spartelspitze BPB

——
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Nativer Laufpuffer

0,1 M Tris
0,75 M Glycin

1:4 mit Wasser verdinnt

Nativer Probenpuffer

50 % Glycerin
0,1 % BPB
in Wasser

Rehydrationspuffer

8 M Harnstoff
2 % CHAPS

vor Gebrauch Zugabe von 5.6 mg DTT und

10 pl IEF-Puffer je 2 ml (entsprechend dem

pH-Bereich des IEF-Strips, Pharmacia)

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (22 °C)

SDS-Aquilibrierungspuffer pH=6.8

50 mM Tris

6 M Harnstoff
2 % SDS

30 % Glycerin

Vor Gebrauch Zugabe von 100 mM DTT

SDS-Laufpuffer

0,1 M Tris
0,75 M Glycin
0,4 % SDS

1:4 mit Wasser verdinnt

SDS-Losung

10 % SDS in Wasser

TEMED

unverdinnt verwenden

Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (22 °C)

Pipettierschema SDS-Gele (Angabe fiur 2 Gele)

Trenngel Angaben fur 2 Gele Sammelgel Angaben fur 2
Gele

Prozentigkeit 12,5 % 15% Prozentigkeit 3 % Minigel

Rotiphorese 30 | 5,83 ml 7ml Rotiphorese 30 1ml

Trenngelpuffer 3,5ml 3,5ml Sammelgelpuffer | 2,5 ml

Wasser 4,18 ml 3,01 ml Wasser 6,15 ml

SDS (10 %) 280 pl 280 pl SDS (10 %) 200 pl

TEMED 28 l 28 yl TEMED 40 pl

APS (2 %) 420 pl 420 pl APS (2 %) 300 pl

—
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Pipettierschema native Gele (Angabe fir 2 Gele)

Trenngel Angaben fir 2 Sammelgel Angaben fur 2 Gele
Gele

Prozentigkeit 10 % Prozentigkeit 3 % Minigel

Rotiphorese 30 4,67 ml Rotiphorese 30 1ml

Trenngelpuffer 3,5ml Sammelgelpuffer 2,5ml

Wasser 5,62 ml Wasser 6,35 ml

TEMED 28 pl TEMED 40 pl

APS (2 %) 420 pl APS (2 %) 300 pl

Pipettierschema 2D-SDS-Gele (Angabe fir 1 Gel)

Trenngel Angaben fir 1 Gel | Sammelgel Angaben fur 1 Gel
Prozentigkeit 15% Prozentigkeit 3 % Minigel
Rotiphorese 20 ml Rotiphorese 1,67 ml
Trenngelpuffer 10 ml Sammelgelpuffer 2,5ml
SDS, 10 % 0,4 ml SDS, 10 % 0,1 ml

H,O 9,3 ml H,O 5,34 ml
TEMED 15 pl TEMED 4 ul

APS (10 %) 300 pl APS (10 %) 75 ul
gesamt: 40 ml gesamt: 10 ml

2.4.3 Farbemethoden

2.4.3.1 Coomassie nach Kang

Bezeichnung Zusammensetzung

Farbelésung

0,2 g Coomassie G 250

50 g Aluminiumsulfat-Hydrat
100 ml Ethanol (99 %)

20 ml o-Phosphorsaure

830 ml Wasser

Entfarber

100 ml Ethanol (99 %)
20 ml o-Phosphorsaure
880 ml Wasser

——
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2.4.3.2 Silberfarbung

Bezeichnung

Zusammensetzung

50 %ige Methanol-Ldsung

500 ml Methanol
100 ml Essigsaure
400 ml H,O

5% Methanol-Losung

50 ml Methanol
70 ml Eisessig
880 ml Wasser

Enhancer

0,2 g Na28203 *5 Hzo
1000 ml Wasser

Farbelbsung: frisch ansetzen

0,4 g AgNOs;
150 pl Formaldehyd
Wasser auf 200 ml aufftillen

Entwickler

60 g Na,CO3;

40 mg Na,S,0;3 * 5 H,0

500 pl Formaldehyd

Wasser auf 1000 ml auffillen

Stopp-Ldsung

420 g Citronensaure

Wasser auf 1000 ml auffillen

2.4.3.3 Glykoproteinfarbung

Bezeichnung

Zusammensetzung

50 %ige Methanol-Ldsung

50 % Methanol
10 % Essigsaure
40 % H,0

Waschlésung

7,5 % Essigsaure

1 %ige Perjodsaure

1 g Perjodsaure
100 ml H,O

Schiff's Reagenz

1 % (w/v) basisches Fuchsin
1,9 % Natriumbisulfit
0,15 N HCI

Badlésung

1% Natriumbisulfit
1 N HCI

0,01 % Alcian Blau-Losung

10 mg Alcian Blau 8 Gx
3 ml Essigsaure (konz.)
97 ml H,O

—
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2.4.4 \Western Blot

Bezeichnung Zusammensetzung
Transferpuffer 2,9 g Glycin

589 TRIS

0,37 g SDS

200 ml Methanol
Wasser auf 1000 ml auffillen

Ponceau S Ldsung

7,5 g Trichloressigsaure
7,5 g Sulfonsalicylsaure
0,5 g Ponceau S

Wasser auf 250 ml auffillen

TBS: TRIS buffered saline 12,1 g TRIS

81,8 g NaCl

Wasser auf 1000 ml auffillen
TBST: TRIS buffered saline + Tween 100 mI TBS

3 ml Tween 20
900 ml Wasser

Magermilchpulver (5 %)

5 g Milchpulver

100 ml TBST
BSA (3 %) 3gBSA

100 mI TBST
Entwicklungspuffer (10x) 12,1 g TRIS

58,4 g NaCl

10,2 g MgCl,*6 H,0

Wasser auf 1000 ml auffillen

Entwicklungslosung fur die Alkalische
Phosphatase

1 ml Entwicklungspuffer (10x)

33 pl BCIP (50 mg/ml
Bromchloroindolylphosphat (BCIP) in DMF)
66 il NBT (50 mg/ml p-Nitrobluetetrazolium
(NBT) in 70 % (v/v) DMF)

9 ml Wasser

Entwicklungslésung fur die

Meerrettichperoxidase

Pierce® ECL Plus Staining Solution:
1 ml Lésung A
25 pl Lésung B

——
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Angaben zur Verwendung der Antikorper

Chemikalie

Menge fir 10 ml

Anti-Thaumatin (Plant),

Antibodies

Polyclonal

IgY

1:20000 mit 5 % Milchpulver in TBST

Anti-Chicken 1gG

1:20000 mit 5 % Milchpulver in TBST

Anti-Human

IgE (¢)

1: 5000 mit 3 % BSA in TBST

Humanes Serum

Unverdinnt

2.5 Verwendete Weine

Nr. Wein Produktinformationen Bemerkungen
Auxerrois Auxerrois, D. Endt (2009) [207] frak. UF >10kDa
Rhein Riesling Nr. 43750200409, 2008, Weingut
Classic der Stadt Mainz, Weingut
Fleischer, Rheinhessen

Dornfelder Weingut der Stadt Mainz, Mainz,
13,5 %vol, 2009, Weingut
Fleischer, Rheinhessen

Riesling Weingut der Stadt Mainz, Mainz,
12,5 %vol, 2009, Weingut
Fleischer, Rheinhessen

Avelsbacher Staatliche Weinbaudomaéane Trier,

Hammerstein 12 %vol, 2009

Spéatburgunder

Grauburgunder | Staatliche Weinbaudomane Trier,
12,5 %vol, 2009

Mosel Riesling: | Staatsweingut Mosel, Bernkastel-

Bernkasteller Kues, 2009, 11 %vol

Badstube

MM_O Riesling Mosel St. Michael Riesling QbA,

2011
>200 g/hl Bentonit,
Moselland eG Manuel Brixius
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MM_2

Portugieser

mit Bento

Rheinhessen Qualitatswein
Portugieser Weil3herbst, 2011
Halbtrocken, 400 g/hl Bentonit,
Moselland eG Manuel Brixius

bereits mit

Bentonit geschont

MM_3

Portugieser

Rheinhessen Qualitatswein
Portugieser Weil3herbst, 2011
Halbtrocken,

Moselland eG Manuel Brixius

MM_5

Blanc de Noir

Blanc de Noir, 2011
120 g/hl Bentonit,
WZG Mdoglingen

MM_6

2008 OB

Riesling

Riesling, Lage: Ehrenfels
(Rudesnheimer Berg)
Versuchswein Forschungsanstalt
Geisenheim,

mit Restzucker,

2008er: Weinnr. 08612,

ohne Bewasserung

MM_7

2008 MB
Riesling

Riesling, Lage: Ehrenfels
(Rudesnheimer Berg)
Versuchswein Forschungsanstalt
Geisenheim,

mit Restzucker,

2008er: Weinnr. 08613,
mit Bewasserung, 5

Bewdésserungstermine

MM_4 T7

WeilRburgunder

Weingut U. Litzkendorf, Bad
Kdsen; 2011
Z. Hd. Sobe (Erbslth), 450 g/hl

Bentonit

MM_4 T9

Traminer

Weingut U. Litzkendorf, Bad
Kdsen; 2011

z. Hd. Sobe (Erbslth), > 450 g/hl
Bentonit

MM_8

Riesling

Most Einfluss Trockenstress,
2012

Bewdéssert, UF >10 kDa

MM_9

Riesling

Most Einfluss Trockenstress,
2012

Unbewassert,
UF >10 kDa

MM_10

Riesling

Most Ausbauvarianten, 2012

UF >10 kDa

MM_11

Riesling

Most Entsaftungsvarianten, 2012

Maischepressung,
UF >10 kDa
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MM_12 Riesling Most Entsaftungsvarianten, 2012 | Ganztraubenpressung,
UF > 10 kDa
MM_13 Riesling MM_4 T10 Weingut, Bad Kdsen, | Sephadex G25 >5 kDa
Riesling, 2011
MM_14 Riesling MM_4_T10 Weingut, Bad Kdsen, | Ultrafiltration, Retentat
Riesling, 2011 >5 kDa
MM_21 Riesling Wein Kontrolle a + Hefe, UF >10 kDa
MM_22 Riesling Wein Kontrolle b + Hefe, UF >10 kDa
MM_23 Riesling Wein Ausbauvariante V l1a, 2012 | + Hefe + Vit B 1,
UF >10 kDa
MM_24 Riesling Wein Ausbauvariante V 1b, 2012 | + Hefe + Vit B 1,
UF >10 kDa
MM_25 Riesling Wein Ausbauvariante V 2a, 2012 | + Hefe + Vitamon
Combi, Erbsloh,
UF >10 kDa
MM_26 Riesling Wein Ausbauvariante V 2b, 2012 | + Hefe + Vitamon
Combi, Erbsloh,
UF >10 kDa
MM_27 Riesling Wein Ausbauvariante V 3a, 2012 | + Hefe + SIHA Proferm
H+2, Begerow,
UF >10 kDa
MM_28 Riesling Wein Ausbauvariante V 3b, 2012 | + Hefe + SIHA Proferm
H+2, Begerow,
UF >10 kDa
MM_29 Riesling Wein Ausbauvariante V 4a, 2012 | + Hefe + SIHA Proferm
Fit, Begerow,
UF >10 kDa
MM_30 Riesling Wein Ausbauvariante V 4b, 2012 | + Hefe + SIHA Proferm
Fit, Begerow,
UF >10 kDa
MM_31 Riesling Wein Ausbauvariante V 5a, 2012 | + Hefe + VitaFerm Ultra
F3, Erbsloh, UF >10 kDa
MM_32 Riesling Wein Ausbauvariante V 5b, 2012 | + Hefe + VitaFerm Ultra
F3, Erbsloh, UF >10 kDa
MM_33 Riesling Wein Ausbauvariante V 6a, 2012 | + Hefe + Hefacell,

Erbsloh, UF >10 kDa
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MM_34 Riesling Wein Ausbauvariante V 6b, 2012 | + Hefe + Hefacell,
Erbsloh, UF >10 kDa

MM_37 Riesling Wein Entsaftungsvarianten Maischepressung,
UF >10 kDa

MM_38 Riesling Wein Entsaftungsvarianten Ganztraubenpressung,
UF >10 kDa

W7044 Portugieser unbehandelt
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3 Methoden

3.1 Bradford Assay

Der Bradford Assay ist eine photometrische Methode zur Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration  [208-210].  Hierbei wird die  Verschiebung des
Absorptionsmaximums des verwendeten Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G250 von
465 nm zu 595 nm bei Bindung an basische und hydrophobe Aminosauren der Proteine
ausgenutzt [211]. Der Farbstoff komplexiert mit den entsprechenden Seitenketten und geht
in eine stabile unprotonierte, anionische Sulfat-Form Uber. Die Ermittlung der
Gesamtproteinkonzentration der Probenlésung erfolgt mittels einer Eichgerade [208-210].
Als Standardprotein hierfur wird der Trypsin-Inhibitor aufgrund der &hnlichen

Zusammensetzung an basischen Aminosauren zu den Weinproteinen verwendet.

Die Messldsungen enthalten jeweils 100 pl der zu bestimmenden Probe und 900 pul des 1:4
verdinnten Reagenzes (BioRad Protein Assay nach Bradford, Biorad Minchen). Nach einer
10 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wird die Absorption bei 595 nm gemessen
(Einmalkivetten, Schichtdicke von 1 c¢cm) und entsprechend der Eichgerade ausgewertet.
Alle Messungen erfolgen in 3fach-Bestimmung.

3.2 Dialyse

Zur Vorbereitung fir die Gefriertrocknung missen aus den Most- und Weinproben Salze,
Zucker, Farbstoffe und auch Alkohol méglichst entfernt werden. Dazu wird die Probe gegen
Wasser in  einem semipermeablen Celluloseschlauch mit einer molekularen

AusschlussgréRe von 3,5 kDa dialysiert.

Der Dialyseschlauch muss vor seiner Verwendung in Wasser eingeweicht werden und wird
erst dann mit der Probe befiillt. Hier werden ca. 100 ml Probe gegen 4,5 | Aqua dest. bei
4 °C unter standigem Rihren dialysiert. Nach mehreren Stunden stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen der Salzkonzentration im Dialyseschlauch und der Umgebung ein. Um einen
moglichst niedrigen Gehalt der zu entfernenden Molekilen zu erhalten, wird das

Dialysewasser tiber den gesamten Zeitraum téaglich zweimal gewechselt.

Die Dauer der Dialyse ist abhangig von der Probe. Weildweine werden ca. 3 Tage, Rotweine

und Moste 6 bis 7 Tage dialysiert.
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3.3 Lyophilisation

Bei der Lyophilisation wird dem zuvor dialysierten Most bzw. Wein Wasser per Sublimation
entzogen. Dazu wird die Probe in einem Rundkolben gleichmafiig und vollstandig bei -25 °C
eingefroren und anschlielend an die Gefriertrocknungsanlage unter Vakuum (Druck:
0,94 mbar, T= -56 °C) angeschlossen. Die Proben bleiben bis zur vollstdndigen Trocknung
(ca. 24 h) an der Anlage angeschlossen. Mit dieser fir die Proteine schonenden Methode

erhalt man das sog. Lyophilisat, das fur die weiteren Proteinanalysen eingesetzt wird.

3.4 PVP-Fillung

Da vor allem bei Rotwein nicht alle Polyphenole durch die Dialyse entfernt werden kénnen,
wird die PVP (Polyvinylpyrrolidon) Fallung eingesetzt um flr weitere Analysen stérende
Polyphenole aus der Probenldsung zu entfernen [212, 213]. Die stark polaren
Pyrrolidoneinheiten sind in der Lage mit den Polyphenolen Wasserstoffbriicken auszubilden
[213]. Da es sich bei PVP um ein sehr schwer losliches Polymer handelt, ist es moglich die
komplexierten Polyphenole mit dem PVP durch Zentrifiugation von der Probenlésung

abzutrennen.

Dazu werden 300 mg Lyophilisat in 30 ml Puffer (hier 0,01 M Phosphatpuffer pH 7) geldst,
mit 5 % (1,5 g) des schlecht wasserldslichen PVPs versetzt und tber Nacht unter stdndigem
Ruhren bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 5000 rpm, 4 °C) wird der
verbleibende Uberstand erneut mit 10 % PVP versetzt und wieder fir ca. 1 h bei 4 °C
inkubiert. Nach Entfernung des PVP und vor weiteren chromatographischen
Reinigungsschritten wird die Probe mittels 0,22 um Spritzenfilter steril filtriert, um auch die

letzten Reste des PVP zu entfernen.

3.5 Polyacrylamidgelelektrophorese

Bei der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wird ein Verfahren nach Laemmli (1970)
durchgefiihrt, das Modifikationen nach See und Jackowski (1989) beinhaltet [214, 215]. Die
Basis der PAGE bilden die Polyacrylamidgele, welche durch die Quervernetzungen von
Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid (Verhéltnis 37,5:1) ein Molekularsieb bilden, in
dem Proteine ihrer GroRe, Form und Ladung nach aufgetrennt werden konnen. Die
radikalische Polymerisierung dieser beiden Acrylamide wird durch Ammoniumpersulfat
(APS) initiiert und durch Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) katalysiert.

Man bezeichnet dieses Gelsystem als diskontinuierlich, da es aus einem Trenn- und einem

Sammelgel zusammengesetzt ist. Nach Auftragung der Proben in die dafir vorgesehenen
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Probentaschen im Sammelgel wird eine Spannung an das Gel angelegt. Die Proben
konzentrieren sich an der Front zum Trenngel. Das in den Laufpuffern enthaltene Glycin liegt
im Sammelgel (pH 6,8) als Zwitterion vor und ist so nur schlecht in der Lage bei der
angestellten Spannung in Richtung Anode zu wandern. Die ebenfalls enthaltenen Chlorid-
lonen weisen dagegen eine hohe Mobilitdt auf. Im Bereich zwischen diesen lonen wandern
die Proteine. Beim Wechsel in das alkalische Trenngel (pH 8,8) liegt Glycin als Anion vor,
welches nun zusammen mit den Chlorid-lonen starker als die Proteine von der Anode
angezogen werden. Dadurch wandern die negativ geladenen Proteine zur Anode und die
positiv geladenen Proteine zur Kathode entsprechend ihrer Ladung und Masse im
elektrischen Feld.

Zur Visulisierung der Proteinbanden nach der PAGE in den Gelen werden verschiedene
Farbungen eingesetzt (vgl. 3.7, 3.8, 3.9).

3.5.1 SDS-PAGE

Bei den SDS-Gelen werden die Proteine vor der Auftragung auf das Gel fir etwa 10 min bei
95 °C mit Denaturierungspuffer inkubiert. Das im Denaturierungspuffer enthaltene
Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich an das Proteinriickrad an und verleiht dem Protein
somit eine negative Eigenladung (pro 1 g Protein lagern sich ca. 1,4 g SDS an). Das
ebenfalls im Denaturierungspuffer enthaltene B-Mercaptoethanol unterstitzt die
Denaturierung, indem es fur die Spaltung der Disulfidbricken innerhalb der Peptidkette
sorgt. Nach dieser Behandlung liegen die Proteine in ihrer Primarstruktur mit gleichem
Masse-zu-Ladungsverhéltnis vor, so dass sie ausschliel3lich entsprechend ihrer Grof3e
aufgetrennt werden. Unter Verwendung der Molekulargewichtsmarker lassen sich im SDS-

Gel die Molekulargewichte der Proteinbanden abschatzen.

Die hierfir verwendeten Puffer sind unter 2.4.2 aufgelistet.

3.5.2 Native PAGE
Im Gegensatz zu der SDS-PAGE werden bei der nativen PAGE die Proben nicht vor der
Beladung auf das Gel denaturiert. Hier werden die Proteine nach ihrer Eigenladung und ihrer

molekularen Struktur aufgetrennt.

Die fur diese Variante verwendeten Losungen befinden sich im Kapitel 2.4.2.
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3.6 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-Gelelektrophorese) ist eine Kombination aus
zwei Methoden. In der ersten Dimension wird eine isoelektrische Fokussierung (IEF)
durchgefuhrt. Bei der IEF wird ein auf einem Applikatorstreifen befindlicher pH Gradient
(pH 3 — 10, 11 cm) eingesetzt. Die Rehydratation des sog. IPG-Streifens erfolgt mit der
Probe (200 ul, gemischt mit Rehydratationspuffer) in einem Strip-Holder, der fir mindestens
16 h an eine Spannungsquelle (IEF-Gelelektrophoreseapparatur IPGphor) angeschlossen
ist. Dies beinhaltet eine 10-stiindige Rehydratation der Strips in der Probenlésung, gefolgt
von der Fokussierung(1. 500 V 1h; 2. 1000 V 1h und 3. 8000 V 4h bei 50 pyA/Strip, 20 °C).
Um den Streifen fur diese Zeit vor der Austrocknung zu schitzen, wird er mit einem Cover
Fluid Uberschichtet (max. 150 pl).

AnschlieRend erfolgt in der zweiten Dimension eine Auftrennung der Proteine entsprechend
ihres Molekulargewichtes in einer 15 %igen SDS-PAGE (vgl. 3.5.1). Dazu wird der
Applikatorstreifen nach Ende der IEF fir 15 bis 20 min in SDS-Aquilibrierungspuffer
inkubiert. Auch hier wird ein Molekulargewichtsmarker (20 ul) aufgetragen und wie der auf
dem Sammelgel platzierte IPG-Streifen mit der Agarosel6sung luftblasenfrei Gberschichtet.
Das Gel wird mit 45 mA pro Gel in der Hoefer Electrophorese Unit SE600 Apparatur an das
Serva BluePower 300 Netzgerdt angeschlossen. Die Elektrophorese wird wahrend ihrer
Dauer von ca. 4 h mit Eis gekuhlt. AnschlieBend kann das Gel mittels Coomassie (vgl. 3.7)
oder Silberfarbung (vgl. 3.8) behandelt werden.

Die verwendete Zusammensetzung der Gele und der Ldsungen sind in Kapitel 2.4.2

aufgelistet.

3.7 Coomassie-Farbung

Die kolloidale Coomassie-Farbung nach Kang et al. (2002) ist eine sensitive Methode um
Proteine in einem Polyacrylamidgel anzufarben. Die Untergrenze liegt bei ca. 10 ng Protein
pro Bande [216].

Bei der Coomassie-Farbung werden die zu farbenden SDS-Gele fiir mindestens eine Stunde
unter Schutteln in die Farbelbsung gelegt (vgl. 2.4.3.1), wobei zuvor bei den denaturierenden
Gelen das SDS vollstdndig durch Wassern entfernt werden muss. Dabei bindet das
Coomassie Brilliantblau G250 vorwiegend an die basischen Seitenketten der Aminoséuren
und die Proteinbanden farben sich blau an. Um das ungebundenen Coomassie zu entfernen,

legt man die Gele in den Entfarber bis die Banden deutlich zu erkennen sind (vgl, 2.4.3.1).
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3.8 Silberfarbung

Bei der Silberfarbung nach Blum et al. (1987) handelt es sich um eine sensitive, aber
unspezifischere Methode Proteine anzufarben [217]. Die untere Nachweisgrenze fur Proteine
pro Bande liegt bei dieser Methode bei 0,1 bis 1ng. Der Nachteil der Silberfarbung ist, dass
sie nicht nur Proteine sondern auch Nukleinsauren, Lipopolysaccharide, Lipide und

Glykolipide anfarben kann.

Silberionen lagern sich an Aminoséaurereste (Glutamat, Aspartat, Cystein) der Proteine an.
Die Entwicklung der braunen Farbe erfolgt Uber die Reduktion des Silberions zu
molekularem Silber, ausgeldst durch die Inkubation mit einer alkalischen Formaldehydlésung
(vgl. 2.4.3.2). Das Farbeprotokoll ist im Folgenden aufgefuhrt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Versuchsprotokoll zur Silberfarbung. Die Zeitangaben entsprechen der Farbung eines
Minigels.

Dauer Arbeitsschritt Loésung

60 min/Uber Nacht Fixierung 50 % Methanol-Lésung
20 min Spulen 5 % Methanol-Ldsung
20 min Spulen Wasser

1 min Vorbehandlung Enhancer

3x20s Spullen Wasser

20 min Farben Farbelbsung

3x20s Spullen Wasser

Gel beobachten Entwicklung Entwickler

einige Sekunden Stoppen Stopp-Ldsung

3.9 Glykoproteinfarbung
Zur ldentifizierung von Glykoproteinen kdnnen verschiedene Farbungen herangezogen
werden, die unterschiedliche Eigenschaften der Zuckerkomponenten ausnutzen. In dieser
Arbeit werden zwei Methoden verwendet, zum einen die Alcian Blau Farbung und zum
andern die Perjodsaure-Schiff-Farbung. Beide Farbungen sind kombinierbar und werden
nach einer PAGE durchgefuhrt.

3.9.1 Alcian Blau Farbung

Bei der Alcian Blau Farbung (AB-Farbung) werden saure Zuckerkomponenten detektiert. Der
kationische Farbstoff Alcian blau 8 GS ist ein kupferhaltiges Phthalocyanin, welches saure
Polysaccharide wie Mucopolysaccharide anfarbt [218-221]. Dieser Farbstoff reagiert mit den

Sauregruppen der Zucker und bildet einen blauen Komplex mit diesen aus. Das Protokoll der
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Farbung ist in Tabelle 2 dargestellt und die Zusammensetzung der verwendeten Losungen

ist in Kapitel O aufgelistet.

Tabelle 2: Versuchsprotokoll der Alcian Blau Farbung. Die Zeitangaben sind an ein Minigel
angepasst.

Dauer Arbeitsschritt LOosung

60 min Fixierung 50 % Methanol-Lésung
2x 1 min Waschen H,O

60 min AB-Farbung AB-Farbeldsung

2x 1 min Waschen H,O

60 min Hintergrundentfarbung Waschldsung

3.9.2 Perjodsaure-Schiff-Farbung

Die Perjodsaure-Schiff-Farbung (PAS-Farbung) reagiert mit den 1,2-Diolgruppen neutraler
Zuckerkomponenten von glykosylierten Proteinen [219, 221]. Durch die Inkubation mit
Perjodséure werden die Diole zu Aldehyden oxidiert. In einem nachsten Schritt bilden diese
mit dem schwefelsauren Fuchsin (farblos, Schiff's Reagenz) durch Abspaltung eines
Sulfonat-lons einen basischen magentafarbenen Komplex aus. Das in der Badlésung
enthaltene Natriumbisulfit Gberfihrt ungebundenes basisches Fuchsin wieder in seine
transparente Form, und verhindert somit ein Nachfarben des Gels [222]. In Tabelle 3 ist das
Versuchsprotokoll der PAS-Farbung dargestellt.

Tabelle 3: Versuchsprotokoll der Perjodsaure-Schiff-Farbung. Die Zeitangaben sind an ein
Minigel angepasst.

Dauer Arbeitsschritt Losung

60 min Fixierung 50% Methanol-Losung
2x 1 min Waschen Waschldsung

20 min Oxidation 1 %ige Perjodsaure
2x 1 min Waschen Waschldsung

10 min Farbung Schiff's Reagenz

2x 1 min Waschen Wasser

2x 5 min Waschen Badlésung

2x 1 min Waschen Wasser
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3.10 Chromatographie

Die chromatographische Aufreinigung verschiedener Weinproteine erfolgt mittels einer
FPLC-Anlage. Diese besteht aus einer Pumpe, einem Injektionssystem, einem
Fraktionssammler und einem UV-Detektor. Die Pumpe sorgt fir einen konstanten Fluss der
Puffer zur entsprechenden Saule, wobei man beachten sollte, dass der Laufpuffer vor der
eigentlichen Verwendung vakuumfiltriert (Membranporengréfe: 0,22 um) und entgast ist, um
Schaden an den Séaulen zu vermeiden. Vor der Injektion der Probe in das FPLC-System wird
diese steril filtriert (Rotilabo®-Spritzenfilter, steril; 0,22 um; Polyethersulfon), um
unerwinschte Rickstande (z.B. PVP) zu entfernen. Mit Hilfe des Injektionssystems gelangt
die Probe luftblasenfrei auf die Saule und kann Uber das entsprechende Trennprinzip

aufgereinigt werden. Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.10.1 GroRBenausschlusschromatographie

Bei der SEC (GroRenausschlusschromatographie, engl.: Size Exclusion Chromatography)
erfolgt die Auftrennung nach der Gré3e der Molekile. Dabei eluieren grol3e Molekile vor den
kleineren, da diese mit dem Saulenmaterial in Wechselwirkung treten und die Elution so
verzdgert wird. Fir diese Methode wird eine Sephacryl S-200 XK 16/60 Saule mit einem
Volumen von 120 ml verwendet. Das Saulenmaterial besteht aus Dextran und N,N-
Methylenbisacrylamid-Komponenten. Durch den grof3en Trennbereich von 5 bis 250 kDa

eignet sich diese Saule zur Vorreinigung der Gesamtproteinfraktionen aus dem Wein.

Die Aufreinigung erfolgt mit einem 100 mM Phosphatpuffer pH 7. Die Elution wird mittels UV-
Detektion bei 280 nm verfolgt (Protokoll siehe Tabelle 15).

3.10.2 Kationenaustauschchromatographie

Die Kationenaustauschmaterialien der eingesetzten Saulen (UNO S-6 & S-1) enthalten
terminale quartare Ammoniumgruppen (-N(CHa)s). Diese stark basischen Gruppen binden
anionische Substanzen, die durch einen ansteigenden Salzkonzentrationsgradienten wieder

von der Saule eluieren.

Die verwendeten Puffer sind unter 2.4.1 aufgelistet. Angaben zu den Versuchsprotokollen
sind im Anhang abgebildet (vgl. 8.1). Die Elution des LTP wird bei 214 nm und die der TLP
bei 280 nm detektiert.

Bei der LTP Aufreinigung werden je Lauf 4 ml der PVP-geféllten Most-bzw. Weinproben (vgl.
3.4) auf die S-6 Saule (6 ml Saulenvolumen) injiziert und mit einem 10 mM Phosphatpuffer
bei pH 7 eluiert. Die Detektion der Elution erfolgt bei 214 nm (vgl. Tabelle 16). Bei der
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Chromatographie der TLPs werden 2 ml auf die kleinere S-1 Saule (1,3 ml Saulenvolumen)
aufgetragen. Fur diese Aufreinigung wird ein 100 mM Citratpuffer-System bei pH 3
verwendet und die Elution wird bei 280 nm verfolgt (vgl. Tabelle 17).

3.10.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Bei der Hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC) werden hydrophobe
Wechselwirkungen der Proteine mit den Salzen der verwendeten Puffer ausgenutzt. Durch
die Inkubation der Proteine in einem Hochsalzpuffer wird die Hydrathllle der Proteine
reduziert, die dabei freigelegten hydrophoben Reste interagieren mit der Gelmatrix aus
Phenylsepharose. Erst wenn die Salzkonzentration im Elutionspuffer erniedrigt wird, bilden

die Proteine wieder eine Hydrathille aus und I6sen sich von dem S&ulenmaterial.

Bei dieser Methode wird ein Gradient aus Hoch- und Niedrigsalzpuffer verwendet. Der
eingesetzte Puffer ist ein 50 mM Citratpuffer, der mit Ammoniumsulfat angereichert wird. Die
Elution wird bei 280 nm aufgezeichnet. Das vollstandige Versuchsprotokoll ist im Anhang

aufgefuhrt (vgl. Tabelle 18).

3.11 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zum spezifischen Nachweis von Proteinen mit Hilfe von
Antikérpern. Dazu werden die zu untersuchenden Proteine nach der PAGE auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran® BA 83; 0,2 um, Schleicher und Schuell, Dassel)
Ubertragen. Das angewendete Verfahren ist der Semi-Dry-Blot [223], bei dem ein sog.
Sandwich aus Filterpapieren, Membran und dem Gel (alles getrankt in Transferpuffer) in die
Blotapparatur eingespannt wird und durch Anlegen einer Spannung die Proteine in Richtung
Membran (Anodenseite) wandern. Nach dem Blotten wird der Transfer durch eine reversible

Farbung mit dem Azofarbstoff Ponceau S tberpruft.

Bevor die Membran mit dem Primarantikorper inkubiert wird, missen die unspezifischen
Proteinbindestellen der Membran geblockt werden. Dadurch wird eine Steigerung der
Empfindlichkeit fir die Bindung des Priméarantikdrpers an das gewiinschte Protein erzielt. Zu
beachten ist die Wahl der Blocklosung, da diese mit der Detektionsreaktion in
Wechselwirkung treten und das Ergebnis verfdlschen kann. Gerade im Hinblick auf
immunologische Versuche mit humanem Serum eignet sich das sonst Ubliche Milchpulver

nicht als Blocklésung. In diesem Fall wird BSA (Bovines Serumalbumin) eingesetzt.

Nach dem Blocken wird die Membran tber Nacht mit dem Priméarantikrper behandelt, der

spezifisch an das zu detektierende Protein bindet. Nach einigen Waschschritten mit TBST
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(TRIS buffered saline + Tween) kann die Membran mit dem Sekundarantikérper inkubieren,
der durch ein gekoppeltes Enzym fir die eigentliche Detektion der Proteinbanden zusténdig
ist. Man unterscheidet zwei Arten der Detektion, zum einem eine colorimetrische Reaktion
mittels der alkalischen Phosphatase und zum anderen eine Detektion mittels
Chemilumineszenz, bei der die Meerrettichperoxidase (HRP) an den Antikoérper gekoppelt
ist.

Tabelle 4: Versuchsprotokoll fir den Western Blot.

Dauer Arbeitsschritt Losung
ca. 90 min, 100V | PAGE Laufpuffer
30 min Inkubation des Gels und der | Transferpuffer
Nitrocellulosemembran unter Schutteln
2-4 h bei RT; Semi Dry Blotten Transferpuffer
0,8 mA x cm?
1 min, RT Anfarben Ponceau S-L6sung
1 min, RT Waschen TBST
15h,4°C Blocken Blocklésungen
Uber Nacht, 4 °C Inkubation mit Primarantikorper Primarantikorper in
Blocklésung
3x 10 min, 4 °C Waschen TBST
2h,4°C Inkubation mit Sekundarantikorper Sekundarantikorper in
Blocklosung
3x 10 min, 4 °C Waschen TBST
bis Banden | Entwicklung Entwicklungsldsung
sichtbar
2x30s Waschen Wasser
Trocknen

Die alkalische Phosphatase spaltet Phosphatgruppen der zugefigten Substrate BCIP
(Bromchloroindolylphosphat) und NBT (p-Nitrobluetetrazolium) ab. Das BCIP wird nach der
enzymatischen Abspaltung des Phosphats mit dem Luftsauerstoff zu einem Indigo-Farbstoff
oxidiert, wahrend NBT zum Formazanfarbstoff reduziert wird. Die detektierten Banden
werden blau-violett angefarbt. Die HRP oxidiert das in der Pierce® ECL Plus Western Blotting
Losung enthaltene Luminol, die dabei entstehende Chemilumineszenz ist mittels Rontgenfilm
oder auch speziellen Aufnahmegeraten detektierbar. Diese beiden Reaktionen ermdglichen

es, die von den Antikdrpern erkannten Proteinbanden zu identifizieren. Der Vorteil dieser
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indirekten Proteindetektion liegt darin, dass durch die Markierung mit einem zweiten

Antikorper das Signal verstarkt werden kann.

Die verwendeten Losungen fir den Versuchsablauf (Tabelle 4) sind in Kapitel 2.4.4

aufgelistet.

3.12 Massenspektrometrie
Die massenspektrometrischen Analysen zur Proteinidentifizierung werden in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe Schild/Tenzer des Institutes fir Immonulogie an der Universitadtsmedizin

Mainz durch Dr. Stefan Tenzer durchgefihrt.

Bei der Elektronenspray lonisations Massenspektrometrie (Waters Q-TOF Premier API
system) mussen die Proteine zuerst tryptisch in Gel oder in Lésung verdaut werden. Vor der
eigentlichen massenspektrometrischen Untersuchung werden die Proben mit einer an die
kapillare HPLC (Waters NanoAcquity UPLC system) gekoppelten 75 um x 150 mm BEH C18

Umkehrphasensaule vorgereinigt.

Die ermittelten Daten werden mit Hilfe des PROTEINLYNX GLOBAL SERVER, Ver. 2.3.
(Waters) und einer dafir erstellten Datenbank, die alle bekannten Proteinsequenzen aus
Vitis, Saccharomyces cerevisiae und moglichen Kontaminationen (Trypsin, humanes

Keratin) enthalt, abgeglichen und zusammengestellt.

3.13 Homology Modelling

Zur Erstellung von Homologie-Modellen der Weinproteine wird das Internet Tool Swiss
Modell eingesetzt [224-226]. Basierend auf der bekannten Aminosauresequenz eines
Traubenproteins und einer bereits bekannten Proteinstruktur mit hoher Sequenzidentitat wird
eine dreidimensionale Proteinstruktur berechnet. Diese Struktur lasst sich anschlie3end
durch das Programm UCSF Chimera [227] visualisieren und bearbeiten. Dies ermdoglicht
Eigenschaften der Proteine und Wechselwirkungen mit anderen Komponenten zu

analysieren.
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3.14 Cirkulardichroismus Spektroskopie

Bei der Cirkulardichroismus Spektroskopie (CD-Spektroskopie) wird der Anteil an rechts und
links polarisiertem Licht von chiralen Substanzen betrachtet. Bei einer Messung im Fern-Uv
Bereich (170 bis 250 nm) wird die Sekundarstrukturzusammensetzung von Proteinen
betrachtet, wahrend im Nah-UV Bereich (250 bis 300 nm) die Tertiarstruktur analysiert wird.

Die dabei gemessene Grofe ist die sog. Elliptizitat 6,:

tan 0, = (Ir = 1)/(Ir + 1) Ir/I.: Intensitat des rechts bzw. links polarisierten Lichtes
Verknupft man diese Formel mit dem Lambert-Beer'schen Gesetz erhadlt man fir die
Beschreibung der Elliptizitat folgende Formel:

0,=In10*(180°/41r)*(e_-er)*cnd €: Extinktionskoeffizient fiir rechts bzw. links polarisiertes

Licht

c: Konzentration [g*cm™]

d: Schichtdicke [dm]
Bei der Messung wurde die Elliptizitdt (angegeben in millidegree) gegen die Wellenléange
aufgetragen. Die Spektren wurden in einem Wellenldngenbereich von 195 bis 260 nm bei
22 °C an dem J-810 Spectropolarimeter Spectrometer (Jasco GmbH Germany, Paris,
Frankreich) aufgezeichnet. Die Proben befanden sich in einem 10 mM Phosphatpuffer bei
pH 7. Die Messungen wurden mit Hilfe von Dr. Stephan Hobe im Institut fir Allgemeine

Botanik der Uni Mainz durchgeflhrt.

3.15 Fluoreszenz

Mittels der Fluoreszenzspektroskopie werden Emissionsspektren von Proteinlésungen
aufgezeichnet. Die Detektion erfolgt im 90 ° Winkel zu Anregungsrichtung. Durch diese
Messungen kann man einen Hinweis auf die Reinheit der Probenldésung erhalten. Im
Besonderen bei LTP sollte aufgrund des Fehlens von Tryptophanen in der

Aminosauresequenz keine Emission bei 320 - 350 nm nach Anregung bei 295 nm auftreten.

Die Emissionsspektren werden bei Anregungswellenlangen von 280 und 295 nm mit dem
Hitachi F-4500 Fluorescence Spectrophotometer (Uwe Binninger Analytik, Schwabisch-
Gmind, Germany) in einem Bereich von 290 bis 410 nm aufgezeichnet. Die
Exitationsspektren werden in einem Bereich von 250 bis 300 nm bei verschiedenen
Emissionswellenlangen (310, 320 & 350 nm) gemessen. Alle Versuche erfolgen in 10 mM
Phosphatpuffer bei pH 7 und bei 20 °C.
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3.16 Dynamische Differenzkalorimetrie

Bei der Dynamischen Differenzkalorimetrie (engl.: Difference Scanning Calorimetry, DSC)
kann die Enthalpieanderung beim Ubergang des nativen Proteins in den denaturierten
Zustand ermittelt werden [228]. Das Messprinzip der DSC erfordert, dass die Temperatur in
der Referenzelle (R) und der Probenzelle (P) gleich ist. Dazu wird eine adiabatische
Betriebsart bendtigt, d.h. es darf kein Warmeaustausch mit der Umgebung stattfinden. Aus
diesem Prinzip resultiert die MessgréRe als Anderung der Heizleistung AP von Referenz zu
Probe: AP = Py - Pr

Daraus lasst sich die Anderung der Warmekapazitat AC(T) bei bekannter Heizrate B

ermitteln:

AC(T)=Cp - Cr=AP(T)/IB C: Warmekapazitat

B: Heizrate AT/At
Wenn man bei einer untergrundkorrigierten Messung den Bereich von der Anfangs- (T,) bis
zur Endtemperatur (T,) des Ereignisses integriert, berechnet sich aus dieser Flache die
Enthalpieanderung AH bei der Denaturierung:

T2
f C(T) + AT = AH

T1

Die Messungen an dem VP-DSC Microcalorimeter (MicroCal, Northampton, USA) erfolgten

mit einer Heizrate von 60 °C/h. Bei allen Versuchen wurde zusétzlich die Reversibilitat der
Proteindenaturierung untersucht. Dazu wurde in einem ersten Lauf die Probe von 20 °C auf
120 °C erhitzt, daraufhin wieder auf 20 °C abgekthlt und erneut auf 120 °C erhitzt.

3.17 Dynamische Lichtstreuung

Bei der Dynamischen Lichtstreuung (DLS) wird die Brown’sche Molekularbewegung von
Partikeln gemessen. Die in Losung befindlichen Partikel werden in dem Zetasizer Nano S
Size (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdome) durch einen Helium-
Neon-Laser (633 nm) angeregt und die Intensitatsdnderungen des Streulichtes in einem
Winkel von 173° (Back Scatter Detection) aufgezeichnet. Aus der Anderung der
Photonenanzahl des Streulichtes pro Zeiteinheit kann der Diffusionskoeffizient der Teilchen
ermittelt werden. Ist die Viskositat der Losung bekannt, lasst sich der hydrodynamische
Radius der Partikel mittels der Stokes-Einstein-Gleichung berechnen und man kann die

Grofe der Partikel abschatzen:
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Rs = kg T/61TTnD D: Diffusionskoeffizient

kg: Boltzmann Konstante

n: Viskositat des Lésungsmittels

Rs: Stokes Radius od. Hydrodynamischer Radius
Fur die hier dargestellten Versuche wurde eine Trendmessung zur Untersuchung der
temperaturabhéngigen Aggregation der Partikel im Wein durchgefuhrt. Dazu wurde die
Streuung der Probe von 26 °C bis 82 °C in 2 °C Schritten gemessen. Bei jeder
Temperaturstufe aquilibrierte die Probe fir 3 min Damit wurde gewahrleistet, dass auch in
der Kivette die zu untersuchende Temperatur erreicht wird. Jeweils 100 pl der
entsprechenden Proben wurden in Dreifachbestimmung untersucht. Da es bei den im
Echtweinsystem untersuchten Proben zu vermehrter Verdunstung wahrend der Messung

kam, wurden diese Proben mit 100 ul Paraffin Gberschichtet.

3.18 Halo-Test

Der Halo-Test wird zur Untersuchung der Kationenaustauschkapazitat von Tonmineralien
eingesetzt. Bei neutralem pH-Wert lasst sich durch das adsorbierte Methylenblau die
Oberflache der Bentonite berechnen. Dabei wird angenommen, dass ein
Methylenblaumolekil eine Flache von 1,3 nm? besitzt, bei einem millimol Teilchen entspricht
dies einer Flache von 782,86 m? [229, 230]. Dieser Wert wird mit der entsprechend titrierten
Menge der 10 mg/ml Methylenblauldsung multipliziert und man erhdlt eine Einschatzung fir
die austauschfahige Oberflache. Die optische Bestimmung erfolgt durch Auftropfen der
Suspension auf ein Filterpapier. Bei der Ausdehnung der Flissigkeit auf dem Papier

erscheint am Endpunkt der Titration ein hellblauer Halo um das blaugefarbte Bentonit.

Um den genauen Gehalt an verwendetem Methylenblau zu berechnen, wird die Suspension
filtriert, der noch in der Lésung befindliche Farbstoff photometrisch bestimmt (664 nm) und
von der eingesetzten Menge an Methylenblau abgezogen. Der Versuch erfolgt bei
Raumtemperatur. Vor der eigentlichen Titration werden 0,5 g Bentonit in 100 ml Wasser

unter Rihren fir 2 h vorgequollen.

3.19 Klinische Studie zur Untersuchung der Relevanz des LTP als

Trauben-Allergen
Das allergene Potential von Traubenproteinen, im speziellen des LTP, sollte im Rahmen
einer klinischen Studie untersucht werden. Die Untersuchungen fanden in der Hautklinik der

Universitatsmedizin Mainz unter Aufsicht von Herrn Prof. Dr. med. Joachim Saloga und Frau
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PD Dr. rer. nat. Iris Bellinghausen statt. Bei diesen Untersuchungen wurde ein Pricktest bei
den Probanden durchgefuhrt und Blut fur weitere Testungen entnommen. Teilnehmen
konnten Probanden, die an einer Wein- oder Traubenunvertraglichkeit leiden. Jeder
untersuchte Proband unterschrieb eine Einwilligungserklarung zur Teilnahme an den

Untersuchungen.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitatsmedizin Mainz und des Landes

Rheinland-Pfalz genehmigt.

3.19.1 Pricktest

Fur den Pricktest wurden verschiedene Traubenprodukte ausgewahlt. Neben der Positiv-
und Negativkontrolle (Histamin & NaCl) wurden einheimische Weine (Tabelle 5), rote und
weille Trauben sowie Traubensaft aus dem Supermarkt untersucht. Bei dieser Methode wird
die Reaktivitat der Haut auf die Stimulation durch mégliche Allergene getestet. Dazu werden
Tropfen der zu testenden Lésungen auf den Unterarm aufgetragen, anschlieBend wird die
Haut mit einer Pricktest-Lanzette durch den Tropfen oberflachlich eingestochen. Nach einer
30 minitigen Beobachtungsphase wird das Ergebnis der Prickung abgelesen. Hierbei
werden die Quaddelbildung und die umgebende Hautrétung betrachtet und als Durchmesser
in mm abgelesen. Man spricht von einer positiven Reaktion ab einem Quaddeldurchmesser

von 3 mm.

Diese Untersuchung wurde an der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz unter arztlicher
Aufsicht durchgefihrt.

Tabelle 5: Liste der getesteten Weine.

Wein Produktinformationen

Dornfelder Weingut der Stadt Mainz, Mainz, 13,5 %vol, 2009,
Weingut Fleischer, Rheinhessen

Riesling Weingut der Stadt Mainz, Mainz, 12,5 %vol, 2009,
Weingut Fleischer, Rheinhessen

Avelsbacher Hammerstein Staatliche Weinbaudoméane Trier, 12 %vol, 2009

Spéatburgunder

Grauburgunder Staatliche Weinbaudomaéne Trier, 12,5 %vol, 2009

Bernkasteller Badstube, Staatsweingut Mosel, Bernkastel-Kues, 11 %vol, 2009

Riesling
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3.19.2 ImmunoCAP

Im Rahmen der allergologischen Untersuchungen wurden auch die Gesamt-IgE-Antikorper
und die Menge an spezifischen IgE-Antikérpern (Weintraube, Produktcode: f259; rPru p 3:
f420) mit dem ImmunoCAP System der Firma Phadia AB (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) untersucht. Zur Untersuchung der Relevanz von kreuzreaktiven
Kohlenhydratdeterminanten (CCD) wird auch das Phadia System (CCD/MUXF3,
Produktcode: 0214) verwendet.

Diese standardisierte Methode wird mit dem humanen Serum an der Universitatsmedizin
Mainz durchgefihrt. Es handelt sich hierbei um einen sog. Fluoroenzymimmunoassay, bei
dem durch indirekte Detektion der spezifischen IgE-Antikorper (ahnlich dem Western Blot)
deren Konzentration anhand der Fluoreszenzintensitat Gber eine Eichkurve bestimmt wird.
Das Ergebnis der Untersuchungen wird in verschiedene CAP Klassen unterteilt, die einen
Hinweis auf das Vorliegen einer Sensibilisierung geben (Tabelle 6). Auch der Gesamt-IgE-
Antikodrper-Spiegel liefert einen Hinweis auf das Vorhandensein einer Allergie (<20 kU/I:
Allergie unwahrscheinlich; 20 — 100 KkU/l: Allergie mdglich; >100 kU/l: Allergie
wahrscheinlich).

Tabelle 6: Einteilung und Beurteilung der CAP Klassen nach Angaben des Herstellers Phadia
AB (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

CAP Klasse | Konzentration des spezifischen IgE | Beurteilung

0 <0,35 kUl negativ

1 0,35-0,70 ku/l grenzwertig positiv
2 0,70 — 3,50 ku/I schwach positiv

3 3,50 -17,5 kU/l positiv

4 7,50 — 50,0 kU/I stark positiv

5 50,0 — 100 kU/I sehr stark positiv
6 >100 ku/l sehr stark positiv

3.19.3 Cellular Allergen Stimulation Test
Der CAST (Cellular Allergen Stimulation Test) ist ein sehr empfindliches Testverfahren zur
Untersuchung der Sensibilitat von Leukozyten auf Allergene. Er ist sensitiver als die

Hauttestung oder die Betrachtung der spezifischen IgE-Antikorper.

Der BUHLMANN CAST®-2000 ELISA (Buhlmann Laboratories AG, Schdonenbuch, Schweiz)
ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von Sulfidoleukotrienen
(SLT). Der Test ist unterteilt in drei Abschnitte: der Leukozytenisolation, deren Stimulation mit
dem Antigen und der Messung der Leukotrienausschuttung. Die isolierten Leukozyten der

Probanden werden durch die Zugabe des Interleukin 3 (IL-3) fur die anschlieRende
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Inkubation mit dem Antigen vorbereitet. Als Allergen diente das gereinigte LTP aus
Dornfelder Wein [231]. Nach einer Inkubationszeit von 40 min bei 37 °C wird der Gehalt an
SLT im Zelliberstand mit enzymgekoppelten Antikdrpern untersucht. Dabei wird die
enzymatische Umsetzung des Substrates pNPP (p-Nitrophenylphosphat) photometrisch bei
405 nm quantifiziert. Daraus ergibt sich eine Korrelation zu den freigesetzten sLT. Ab einer
sLT-Konzentration von 200 pg/ml spricht man von einer positiven Reaktion. Der Test wurde
an der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrt.

3.19.4 ImmunoBlots mit humanem Serum

Der ImmunoBlot folgt dem Prinzip des Western Blots (vgl. 3.11). In diesem Fall wird als
Primarantikérper das humane Serum verwendet. Ein zusatzlicher Punkt der hier getestet
wird ist der Einfluss der kreuzreaktivien Kohlenhydatdeterminanten (CCD). Dazu wird zuvor
ein Teil des Serums mit Bromelain (Sigma Aldrich, Steinheim) oder mit 20 pug/ml CCD-
Blocker (ProGlycAn, Wien, Osterreich) inkubiert (1 h, 4 °C) und erst dann erfolgen die
weiteren Schritte des Western Blots. Zur Detektion der bindenden IgE-Antikoérper wird ein
Anti-Human IgE Antikorper (Gt Anti-Human IgE (¢) HRPC Conjugate, Invitrogen) eingesetzt,
der mit einer Meerrettichperoxidase fur die Visualisierung gekoppelt ist. Die zu
untersuchenden Proben wurden in einem 15 %igen SDS-Gel aufgetrennt und entsprechend
dem Versuchsprotokoll des Western Blots weiterverarbeitet (Tabelle 4). Das Blotten der
Proteine auf die Nitrocellulosemembran dauerte 4 h bei einer Stromstéarke von 0,05 A pro

Minigel.

Die Visualisierung der gebundenen IgE-Antikorper erfolgte mittels Chemilumineszenz (vgl.
3.11).

3.20 Verwendete Software

Zur Erstellung der Diagramme und einzelner Graphiken wurde Origin 7 verwendet. Zur
Darstellung der Sequenzalignments wurden die Programme ClustelX 1.8 [232] und GeneDoc
2.6 (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/) eingesetzt.

Sofern weitere Software verwendet wurde, ist dies bei den jeweiligen Ergebnissen

angegeben.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Schwerpunkte hinsichtlich der Proteine im Wein
betrachtet. Zum einen wurde das allergene Potential des einzig gelisteten Traubenallergens,
das Lipid Transfer Protein (LTP), untersucht. Dazu konnte das LTP chromatographisch
aufgereinigt und physiko-chemisch charakterisiert werden. Anschlieend wurde eine
klinische Studie mit dem Ziel durchgefuhrt, die Relevanz des LTPs als Traubenallergen in
der Region Mainz zu untersuchen. Die Kklinischen Untersuchungen erfolgten in
Zusammenarbeit mit der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz (Arbeitsgruppe
Saloga/Bellinghausen).

Der zweite groRe Themenbereich befasste sich mit der Untersuchung der Weintribung, ihrer
Entstehung, Vermeidung und der Identifizierung der dabei beteiligten Komponenten. Diese
Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem DLR Mosel (Achim Rosch) sowie der
Hochschule Geisenheim (Arbeitsgruppe Dietrich/Will) durchgefinhrt.

4.1 Isolierung und Charakterisierung des Lipid Transfer Proteins

Um das LTP hinsichtlich seines allergenen Potentials zu untersuchen, musste dieses in
einem ersten Schritt aufgereinigt werden. Da das LTP aus der Traube bereits als Allergen
beschrieben ist (IUIS Allergen Nomenclature Home Page, www.allergen.org, Stand Oktober
2014), stellte sich erganzend die Frage, ob dieses Protein auch nach der Weinbereitung
noch als Allergen wirken kann. Daher wurde nicht nur das LTP aus Trauben, sondern auch

das aus dem entsprechenden Wein chromatographisch isoliert.

Als Probenmaterial dienten hierfir Dornfelder Trauben aus dem Jahr 2010 und Dornfelder
Wein aus dem Jahr 2009 (13,5 %vol Alkohol, Gesamt-S&aureanteil: 4,8 g/l, Zuckergehalt:
0,1 g/l, Gesamt-Schwefelsadure: 74 mg/l, pH 3,8). Die Trauben sowie der Wein wurden
freundlicherweise von dem Weingut der Stadt Mainz (Familie Fleischer, Hechtsheim) zur
Verfligung gestellt.

4.1.1 Probenvorbereitung

Um fur die weiteren Untersuchungen stérende Substanzen aus dem Probenmaterial zu
entfernen, missen diese entsprechend vorbehandelt werden. Ein wichtiger Schritt bei diesen
Behandlungen ist zum einen die Dialyse (vgl. 3.2) oder auch die PVP Fallung (vgl. 3.4), die
unter anderem dazu dient, Polyphenole aus der Probenldsung zu entfernen. Polyphenole

storen die verschiedenen Untersuchungen zur Proteinbetrachtung. Durch ihre Entfernung
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aus den Proben ist es moglich ein klares Bandenmuster in den SDS-Gelen darzustellen.
Andernfalls kdnnte man nur einen Schmier erkennen, der den Vergleich der Proteinbanden
erschwert. Dazu wurden die Dornfelder Trauben mit einem Extraktionspuffer puriert und mit
PVP behandelt (vgl. 3.4). Der Dornfelder Rotwein musste zuvor gegen das zwanzigfache
Volumen an Wasser dialysiert werden (vgl. 3.2), um fir die weiteren Analysen stérende
Komponenten wie Alkohol und Zuckerreste zu entfernen. AnschlieRend wurden die Proben
gefriergetrocknet (vgl. 3.3), bevor auch mit diesen Proben eine PVP-Fallung durchgefihrt
werden konnte. Erst nach diesen Behandlungen erfolgte die chromatographische
Auftrennung der Proben nach dem Protokoll in Tabelle 16 (vgl. 3.10.2).

4.1.2 Isolierung des Lipid Transfer Proteins aus Dornfelder Trauben und Wein
Charakteristisch fir das LTP (GenBank ID: AAO33394) ist ein hoher isoelektrischer Punkt
(pl) von ca. 9 (kalkuliert mit ExXPASy ProtParam Tool [83]). Da es sich durch den pl bereits
stark von anderen in Trauben und Wein enthaltenen Proteinen unterscheidet, war es
maoglich, das LTP mittels entsprechend angepasster Kationenaustauschchromatographie
(pH-Wert 7) in hoher Reinheit zu isolieren. Das zugrundeliegende Aufreinigungsprotokoll ist
im Anhang aufgefiihrt (vgl. 8.1). Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte mit einem
NaCl-Gradienten.

In Abbildung 8 sind die Elutionsprofile der Trauben- und Weinproben dargestellt. Der erste
Peak eluierte nach ca. 6 min und enthielt alle Proteine, die nicht an die Saule gebunden
haben (Traube: T1: Fraktionen 5 — 20; Wein: W1: Fraktionen 5 - 14). Erst mit der Erh6hung
der Salzkonzentration im Elutionspuffer wurden auch die tbrigen Proteine von der Saule
gewaschen. Hier lieBen sich Unterschiede in der Elution der beiden Proben erkennen.
Wahrend bei der Traube im Verlauf der ansteigenden Salzkonzentration von 0 - 50 % 1 M
NaCl drei Peaks detektiert wurden, liel3en sich bei dem Wein sechs Bereiche eingrenzen und
miteinander vereinigen (Traube: T2: Fraktionen 31 - 35; T3: Fraktionen 39 - 41; T4:
Fraktionen 49 - 52; Wein: W2: Fraktionen 25 - 31; W3: Fraktionen 32 - 34; W4: Fraktionen 35
- 36; W5: Fraktionen 38 - 39; W6: Fraktionen 40 - 42; W7: Fraktionen 44 - 46).

Nach Aufkonzentration aller Fraktionen (Traube: T1: Fraktionen 5 — 20, T2: Fraktionen 31 -
35; T3: Fraktionen 39 - 41; T4: Fraktionen 49 - 52; T5: Fraktionen 62 - 63; Wein: W1.:
Fraktionen 5 — 14, W2: Fraktionen 25 - 31; W3: Fraktionen 32 - 34; W4: Fraktionen 35 - 36;
WS5: Fraktionen 38 - 39; W6: Fraktionen 40 - 42; W7: Fraktionen 44 - 46; W8: Fraktionen 62 -
63) mittels Zentrifugalkonzentratoren (MWCO: 3 kDa) wurden die Proben auf ein 15 %iges

SDS-Gel aufgetragen und hinsichtlich ihres Molekulargewichts und ihrer Reinheit untersucht.
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Durch den Vergleich dieser Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass nach ca. 25 min

Proteine eluierten, die die gleiche molekulare Masse von ca. 11 kDa aufwiesen (T3, W6).
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Abbildung 8: Isolierung des LTP aus der Dornfelder Traube und dem Wein mittels
Kationenaustauschchromatographie. Dargestellt sind die Ergebnisse der Elution der
Traubenproben (oben) und der Weinproben (unten). A: Elutionsprofil der LTP Aufreinigung; B:
VergroRerter Ausschnitt (Minute 18 - 34) des Elutionsprofils der LTPs. Die Elution erfolgte mit einem
0,01 M Phosphatpuffer pH 7 und 1 M NaCl. Die Flussrate betrug 2 ml/min (vgl. Tabelle 16). C:
15 %ige SDS-Gele zur Uberpriifung der Fraktionen (Coomassie Farbung). T1: Fraktionen 5 - 20; T2:
Fraktionen 31 - 35; T3: Fraktionen 39 - 41; T4: Fraktionen 49 - 52; T5: Fraktionen 62 - 63; W1:
Fraktionen 5 - 14; W2: Fraktionen 25 - 31; W3: Fraktionen 32 - 34; W4: Fraktionen 35 - 36; W5:
Fraktionen 38 - 39; W6: Fraktionen 40 - 42; W7: Fraktionen 44 - 46; W8: Fraktionen 62 - 63; M:
Precision Plus Protein Unstained Standard, BioRad [231].

Die aufgetragenen Proteine wurden massenspektrometrisch analysiert. In den Proben T3
und W3 - W6 wurden das LTP Isoform 4 aus Vitis vinifera (GenBank ID: AAO33394) und das
LTP aus Vitis aestivalis (GenBank ID: AAQ96338) identifiziert (Abbildung 9). Diese beiden
Proteine weisen eine Sequenzidentitat von 89 % auf (vgl. 0). Bei den MS Ergebnissen zeigte
die Probe W6 die hochste Ubereinstimmung mit dem LTP Isoform 4 aus V. vinifera mit 77,2
% und 34,8 % mit dem LTP aus Vitis aestivalis (Abbildung 9). Die detektierten Peptide dieser
beiden Untergattungen unterschieden sich nur in einer Position (S116T) voneinander. Es ist
denkbar, dass es sich hierbei auch um eine weitere Isoform des LTP von V. vinifera mit
einem Einzel-Aminosaure-Austausch am C-Terminus handeln kénnte, da der Ursprung fir

das LTP aus V. aestivalis nicht bekannt ist.

Die beiden Proben T3 und W6 enthielten die gleichen LTPs und wiesen zusatzlich die
gleichen Eigenschaften bei der Elution mittels Kationenaustauschchromatographie (KEC)

auf, weshalb im Folgenden diese beiden Proben naher betrachtet wurden.
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Mapping of the detected peptides A0A033394 AAQ96338
overage Coverage
* 20 * 40 * 60
ARO33394 : MGSSGAVKLACVMVICMVVAAPAVVEATVTCGQVASALSDCISYLOKGGAVPAGCCSGIK : 60
ARQ96338 : MGSSGAVKLACVMVICMVMAAPAARVEAAITCGQVASALSPCISYLQKGGAVPPACCSGIK : 60
MGSSGAVKLACVMVICMV AAPA VEA TCGQVASALSPCISYLQKGGAVP CCSGIK
G4 62.0% 30.4%
* 80 * 100 *
ARO33394 : SLNSAAKTTGDRQAACKCLKTESSSVSGINYGLASGLBGKCGVSVBYKISBSTDCSKVT : 119
ARQ96338 : SLNSSAKTTADRQAACKCLKNFSSTVSGINLSLASGLPGKCGVSVPYKISPSTDCTKVT : 119
SLNS AKTT DRQAACKCLK FSS VSGIN LASGLPGKCGVSVPYKISPSTDC KVT
* 20 * 40 * 60
ARO33394 : MGSSGAVKLACVMVICMVVAAPAVVEATVTCGOVASALSDCISYLQKGGAVPAGCCSGIK : 60
ARQ96338 : MGSSGAVKLACVMVICMVMAAPAAVEAARITCGQVASALSPCISYLQKGGAVPPACCSGIK : 60
MGSSGAVRLACVMVICMV AAPA VEA TCGQVASALSPCISYLQRGGAVP CCSGIR
W3 63.0% 18.5%
* 80 * 100 *
AR033394 : SLNSAARTTGDRQAACKCLKIESSSVSGINYGLASGLBGKCGVSVPYKISPSTDCSKVT : 119
ARQS6338 : SLNSSAKTTADRQAACKCLRENFSSTVSGINLSLASGLPGKCGVSVPYKISPSTDCTRVT : 119
SLNS AKTT DRQAACKCLK FSS VSGIN LASGLPGKCGVSVPYKISPSTDC KVT
* 20 * 40 * 60
AR033394 : MGSSGAVKLACVMVICMVVAAPAVVEATVTCGQVASALSPCISYLQKGGAVPAGCCSGIK : 60
ARQ96338 : MGSSGAVKLACVMVICMVMAAPAAVEAARITCGQVASALSPCISYLQKGGAVPPACCSGIK : 60
MGSSGAVKLACVMVICMV AAPA VEA TCGQVASALSPCISYLQKGGAVP CCSGIK
w4 54.4% 9.8%
* 80 * 100 *
ARO33394 : SLNSAAKTTGDRQAACKCLKTESSSVSGINYGLASGLEGKCGVSVPYKISDSTDCSKVT : 119
ARQ96338 : SLNSSAKTTADRQAACKCLKNFSSTVSGINLSLASGLPGKCGVSVPYKISPSTDCTKVT : 119
SLNS AKTT DRQAACKCLK FSS VSGIN LASGLPGKCGVSVPYKISPSTDC KVT
* 20 * 40 * 60
ARO33394 : MGSSGAVKLACVMVICMVVAAPAVVEATVICGQVASALSPCISYLOKGGAVPAGCCSGIK : 60
AAQ96338 : MGSSGAVKLACVMVICMVMAAPAAVEAAITCGQVASALSPCISYLQKGGAVPPACCSGIK : 60
MGSSGAVERLACVMVICMV AAPA VEA TCGQVASALSPCISYLQRGGAVP CCSGIRK
W5 70.7% 34.8%
* 80 > 100 *
AR033394 : SINSAAKTTGDRQAACKCLKTESSSVSGINYGLASGLBGKCGVSVBYKISPSTDCSKVT : 119
ARQ96338 : SLNSSAKTTADRQAACKCLENFSSTVSGINLSLASGLPGKCGVSVPYRISPSTDCTRVT : 119
SLNS AKTT DRQARACKCLK FSS VSGIN LASGLPGKCGVSVPYKISPSTDC KVT
* 20 * 40 * 60
ARO33394 : MGSSGAVKLACVMVICMVVAAPAVVEATVICGQVASALSBCISYLOKGGAVPAGCCSGIK : 60
AAQ96338 : MGSSGAVKLACVMVICMVMAAPAAVEAAITCGQVASALSECISYLQRGGAVPPACCSGIK : 60
MGSSGAVKLACVMVICMV AAPA VEA TCGQVASALSPCISYLQRGGAVP CCSGIK
W6 77.2% 34.8%
* 80 * 100 *
ARO33394 : SINSAAKTTGDRQAACKCLKTESSSVSGINYGLASGLPGKCGVSVDYKISDSTDCSKVT : 119
ARQ96338 : SLNSSAKTTADRQAACKCLKNFSSTVSGINLSLASGLPGKCGVSVPYKISPSTDCTKVT : 119
SLNS AKTT DRQAACKCLK FSS VSGIN LASGLPGKCGVSVPYKISPSTDC KVT

Abbildung 9: Zuordnung der detektierten Peptide der LTP Proben nach der
massenspektrometrischen Analyse. Anteilig wird die Ubereinstimmung mit den identifizierten LTP
Isoformen angegeben: LTP Isoform 4 aus Vitis vinifera (GenBank ID: AAO33394); LTP aus Vitis
aestivalis (GenBank ID: AAQ96338). Grau hinterlegt sind die detektierten Peptidbereiche [231].

4.1.3 Charakterisierung der Lipid Transfer Proteine

Zur Untersuchung der Reinheit der Proben wurden verschiedene Emissions- und
Excitationsspektren aufgezeichnet (Abbildung 10). Hierbei kann ausgenutzt werden, dass
das LTP keine Tryptophane enthalt. Daraus folgt, dass bei einer Anregungswellenlange von

295 nm kein Fluoreszenzsignal vorliegen diirfte.
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Abbildung 10: Fluoreszenzmessungen zur Untersuchung der Reinheit der W6 LTP-L6sung. A:
Excitation; B: Emission. Die Anregungen erfolgten bei den entsprechend in den Graphiken
angegebenen Wellenlangen.

Anhand dieser Spektren konnte gezeigt werden, dass die Proben nicht durch andere
Proteine verunreinigt wurden. Ein Signal bei 320 nm nach Anregung bei 295 nm war nicht zu
sehen. Dieses deutete darauf hin, dass die Proben eine hohe Reinheit aufwiesen und sich
keine Proteine in der Losung befanden, die Tryptophane enthielten. Daraufhin wurden CD-
Spektren der Proben aufgenommen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: CD-Spektren der beiden LTP-Proben aus der Dornfelder Traube und dem
Dornfelder Wein. Aufgezeichnet bei 20 °C. Die Konzentrationen der Proben betrugen fir das
Trauben LTP T3: 0,48 mg/ml und fiir das Wein LTP W6: 0,52 mg/ml.

Durch diese Analyse sollte herausgefunden werden, ob sich das LTP wahrend der
Weinbereitung strukturell verénderte. Anhand der Spektren ist die a-helikale Struktur der
beiden Proteine zu erkennen, wie es bereits fur weitere LTPs dokumentiert wurde [89-91, 94,
233]. Zwischen den beiden Spektren in Abbildung 11 sind nur kleinere Unterschiede zu
erkennen. Die Minima bei 208 nm und 222 nm sind bei dem Wein LTP starker ausgepragt

und der Winkel bei 195 nm beginnt um ca. 3 mdeg tiefer. Diese Anderungen sind nicht
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ausschlielllich auf die unterschiedlichen Konzentrationen zuriickzufihren. Dennoch kann
basierend auf diesen Daten die Aussage getroffen werden, dass die Weinbereitung keine

massiven Veranderungen an der Sekundarstruktur des Proteins verursachte.

4.2 Klinische Studie zur Untersuchung einer Weinunvertraglichkeit

Die bisher durchgefuihrten Untersuchungen zur Charakterisierung des LTP wiesen keine
gravierenden Unterschiede zwischen dem LTP aus der Traube und dem aus dem Wein auf.
Aus diesem Grund lag die Vermutung nahe, dass das LTP auch nach der Weinbereitung als
Allergen wirksam sein konnte. Um das allergene Potential dieser Proteine und deren
Relevanz als Allergen zu untersuchen, wurde darauf aufbauend eine klinische Studie

gestartet.

Bereits im Vorfeld wurde am Institut fir Molekularer Biophysik eine epidemiologische Studie
zur Untersuchung des Vorkommens einer Weinunvertraglichkeit in Mainz durchgefuhrt [110].
In dieser Studie gaben 7,2 % von 948 Teilnehmern aus der Mainzer Bevolkerung an, dass
der moderate Konsum von Trauben bzw. Wein bei ihnen zu Unvertréaglichkeitsreaktionen
fuhrt. Da es sich gerade bei Wein um ein Genussmittel mit einer sehr komplexen
Zusammensetzung handelt, sollte mittels klinischer Untersuchungen auch die Relevanz der
Ubrigen traubeneigenen Proteine als potentielle Ausldser dieser Unvertraglichkeiten getestet

werden.

Die Untersuchungen, wie die Testung der Reaktivitat der Haut, die Blutentnahme und die
damit durchgefihrten Tests, wie der ImmunoCAP oder die Messung der
Leukotrienausschittung, wurden an der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz in
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Joachim Saloga und PD Dr. Iris Bellinghausen
durchgefuhrt. Bei den Probanden wurden mit verschiedenen Trauben (rote & weilRe
Trauben), Traubensaft und Weinen (Riesling, Grauburgunder, Spatburgunder, Dornfelder)
Prick-Tests an der Haut durchgefihrt (vgl. 3.19.1). Zusatzlich wurde das Gesamt-IgE und die
Menge an spezifischen IgE-Antikorpern auf Weintraube (f259) mit dem ImmunoCAP System
der Firma Phadia AB (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) im Serum der Probanden
untersucht (vgl. 3.19.2). Die Freisetzung der Sulfidoleukotriene nach Stimulation mit
spezifischen Antigenen wurde mit dem CAST (Cellular Allergen Stimulation Test) der Firma
Bihlmann Laboratories AG (Schonenbuch, Schweiz) quantitativ ermittelt (vgl. 3.19.3). Als
Allergen diente das gereinigte LTP aus Dornfelder Wein (vgl. 4.1). Zuséatzlich wurde die
Reaktion der Serum IgE-Antikorper einzelner Probanden auf die verschiedenen Trauben-
und Weinproteine mittels ImmunoBlots betrachtet (vgl. 3.19.4). Dabei wurden das gereinigte

LTP aus der Traube und dem Wein eingesetzt [231].
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4.2.1 Probanden Rekrutierung

Im Rahmen der epidemiologischen Studie wurden die Teilnehmer nach Symptomen befragt,
die nach dem moderaten Konsum von Wein (1 Glas a 0,2 I) bei ihnen auftreten. Basierend
auf diesen Daten und einem zugrundeliegenden Allergie Score zur Priorisierung der
Schwere der Unvertraglichkeiten wurden 68 Personen ermittelt, bei denen eine Kklinische
Testung von Interesse ware. Davon gaben 65 Personen an fir eine weitere
Kontaktaufnahme zur Verfligung zu stehen und wurden schriftlich kontaktiert mit der Bitte um
die Teilnahme an den klinischen Untersuchungen. Zusatzlich wurde ein zweiter Fragebogen
konzipiert mit dessen Hilfe die Ursache der Unvertraglichkeiten genauer erfasst werden
sollten. Diese 65 Personen wurden insgesamt zweimal angeschrieben, da es nur wenige
Ruckmeldungen bzw. freiwillige Teilnahmen an den Untersuchungen gab. Von den
angeschriebenen Personen konnten 10 Personen aufgrund von Umzug nicht mehr erreicht
werden. Insgesamt erschienen vier Personen dieser 65 angeschriebenen Personen zu den

klinischen Untersuchungen.

Die epidemiologische Studie erweckte weiteres Interesse in der Region Mainz, so dass sich
weitere 41 Personen meldeten um eine mdgliche Weinallergie klinisch abzuklaren. Allerdings

erschienen auch aus dieser Gruppe nur 12 Personen tatsachlich in der Hautklinik.

Nach einer weiteren willkirlichen Rekrutierung von zusétzlichen Teilnehmern ohne
Unvertraglichkeitsreaktionen nach dem Konsum von Trauben bzw. Wein, konnten insgesamt
29 Personen untersucht werden. Diese 29 Personen (6 Manner, 23 Frauen) waren im Alter
von 22 - 63 Jahren (Mittelwert: 40; Median: 39 Jahre). Davon gaben 19 Personen an, an
einer Weinunvertréglichkeit zu leiden (Tabelle 7, Nr. 1-16, Nr. 20, 22, 29).

4.2.2 Allgemeine Informationen uber die untersuchten Probanden

Weinkonsum

Nach Angaben der Probanden tranken die Frauen dieser Gruppe (n=22; n=1 keine Angaben)
3,4 + 3,2 Glaser Wein a 0,2 | pro Woche und die Manner (n=6) 2,5 + 2,9 Glaser a 0,2 | pro
Woche. Zudem gaben 12 Personen an ausschlieBlich Wein zu trinken. Ein Teilnehmer
erklarte keinen Alkohol zu trinken.

Symptome der Probanden nach Weinkonsum
Ahnlich wie in der epidemiologischen Studie [110] wurden den Probanden Fragen zu ihren
Symptomen nach dem Verzehr von Wein gestellt. Auch bei den klinisch untersuchten

Probanden wurden als auftretende Symptome eine verstopfte Nase, Juckreiz an der Haut
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und Durchfall am haufigsten angegeben. In Abbildung 12 sind die angegebenen Symptome
mit der entsprechenden Haufigkeit dargestellt. Zu erwéhnen ist, dass 10 (2 Manner,
8 Frauen) von den 19 untersuchten Personen mit einer Weinunvertraglichkeit angaben die
Produkte zu meiden, welche Ausloser dieser Reaktionen zu sein scheinen. Bei weiterer
Nachfrage, um welche Produkte es sich im Speziellen handelte, gaben sieben (1 Mann,
6 Frauen) dieser 10 Personen an vor allem den Verzehr von Rotweinen zu vermeiden. Diese
Tendenz konnte in den Daten Uber die Menge und die Art des konsumierten Weines nicht
konkret gezeigt werden. Im Durchschnitt gaben von allen Probanden (n=28; n=1 keine
Angaben) an etwas mehr Weil3- als Rotwein zu verzehren (WeiRwein: 1,6 + 2,0 Glaser a
0,2 | pro Woche; Rotwein: 1,3 + 1,8 Glaser a 0,2 | pro Woche; Roséwein: 0,3 £ 0,9 Glaser a
0,2 | pro Woche).

8 B Gesamt
nach Weillwein
I nach Rotwein
6 [ nach WeiRk- und Rotwein

Haufigkeit

NI @ 3 NP
& 1 o O ® @ (@ G S o
o VP o€ W o o o % 0 0
se QB & WO &
\[\o‘Q la -

Abbildung 12: Ubersicht der Haufigkeiten der auftretenden Symptome nach Weinkonsum. Die
Daten basieren auf den Eigenangaben der Probanden (n=29).

Bekannte Allergien

Um eventuell vorliegende Kreuzreaktionen zu anderen Allergenen zu berlcksichtigen,
wurden die Probanden nach dem Vorhandensein von Allergien bzw. nach weiteren
Auslosern von Unvertraglichkeiten befragt. Nach deren subjektiven Angaben wurden

hauptséchlich Pollen (n=10) und Hausstaub (n=7) als weitere Ausldser genannt (Tabelle 7).

60

——
| —



Ergebnisse

Tabelle 7: Ubersicht der Teilnehmer an den klinischen Untersuchungen. w: weiblich; m:
mannlich; k.A.: keine Angaben

Proband | Alter | Geschlecht | Weitere Unvertraglichkeiten

1 58 m Histamin-Intoleranz, Schimmelpilz

2 39 m Pollen, Hausstaub, Apfel, Wein, Katze

3 56 w Hausstaub, Medikamente, Nusse, Trauben, Wein

4 60 w Medikamente

5 35 m Hausstaub

6 41 w Milchzucker, Pollen, Graser, Roggen

7 23 w Pollen, Hausstaub, Erdbeeren, Apfel, Pflaume, Pfirsich,
Kiwi, M6hre, Wein

8 60 w Pollen, Trauben, Wein

9 42 w Nickel in Nahrungsmitteln

10 58 w Alkohol, Wein, Bier

11 41 w k.A.

12 54 W /

13 24 w Pollen

14 30 W /

15 30 w Pollen, Hausstaub, NUsse, Kiwi, Paprika, Meeresfriichte

16 50 w Wein

17 45 w Pollen, Hausstaub, Austern

18 34 w /

19 63 m Dosenpilze

20 41 W /

21 30 W /

22 28 w Fructoseintoleranz, Hausstaub, Tierhaare

23 60 w Pollen, Niisse, Apfel

24 29 w Pollen

25 27 w /

26 28 m /

27 22 W /

28 28 w /

29 24 m Pollen
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4.2.3 Klinische Untersuchungen
Die Ergebnisse der klinischen Untersuchungen zur Ursache der Weinunvertraglichkeit sind in
Tabelle 8 zusammengefasst.

Pricktest

Verschiedene Losungen wurden an den Unterarmen der Probenden getestet, nach einer 15
minutigen Inkubationszeit wurden die Werte an den Prickstellen abgelesen. So konnte ein
Maf fur die Reaktivitat der Haut erhalten werden.

Bei 26 der 29 Personen wurde ein Pricktest durchgefiihrt. Von diesen reagierten sieben
Probanden auf die verschiedenen Produkte positiv (Quaddelbildung von > 2 mm). Drei
(Nr. 2, 8, 16) dieser sieben Probanden reagierten auf Trauben- und Weinprodukte, eine nur
auf Weine (Nr. 4). Zwei weitere Personen reagierten ausschlieBlich auf rote bzw. weil3e
Trauben (Nr. 7: hier wurde auch positiv auf Pfirsich und Kiwi getestet, Nr. 23), eine weitere
Person (Nr.15) auf roten Traubensaft (Tabelle 8). Bei der Probandin Nr. 7 sind alle weiteren
Testungen ebenfalls positiv (Gesamt IgE 910 kU/I, CAP Klasse 2 fir Weintraube (f259), CAP
Klasse 6 fur Graser, CAP Klasse 3 fir MUXF3).

ImmunoCAP
Dieser standardisierte Test gibt einen weiteren Hinweis Uber das Vorliegen einer Allergie
anhand der Messung der im Blutserum vorliegenden IgE-Antikérper und ist somit bereits

spezifischer als der Pricktest.

Insgesamt wiesen 11 Probanden (Nr. 2, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 16, 19, 26, 27) einen Gesamt-
IgE-Antikdrper Wert Gber 100 kU/I auf, was auf eine mdgliche Allergiebereitschaft (atopische
Diathese) hindeutet. Von diesen Personen reagierten vier positiv im Pricktest (Nr. 2, 7, 15,
16). Nur bei einer Probandin konnte zuséatzlich eine Reaktion im ImmunoCAP auf
Weintrauben (CAP Klasse 2) ermittelt werden. Diese Probandin Nr. 7 ist auch eine starke
Pollenallergikerin (Graser: CAP Klasse 6; Birke CAP Klasse 5), die ebenfalls auf
kreuzreaktive Kohlenhydratdeterminanten (CCD/MUXF3: CAP Klasse 3) reagierte.

CAST

Zusatzlich zu diesen Standardtestungen zur Abklarung einer Allergie wurde mittels CAST an
isolierten Leukozyten von 25 Probanden die Freisetzung der Sulfidoleukotriene nach
Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des gereinigten LTPs (576 ng/ml - 10 pg/ml)

aus dem Wein bestimmt. Insgesamt reagierten die basophilen Granulozyten von vier dieser

62

——
| —



Ergebnisse

Probanden auf das gereinigte LTP mit einer vermehrten Ausschittung der Leukotriene
(Sulfidoleukotrien > 200 pg/ml). Hier konnte eine Korrelation zwischen dem Ergebnis des
CAST und dem Pricktest hergestellt werden, da von zwei (Nr. 7, 15) dieser vier Personen
(Nr. 7, 13, 15, 29; Nr. 13 liel3 keinen Pricktest durchfiihren) ein positiver Pricktest vorlag. Im
Gegensatz dazu wiesen drei weitere Personen (Nr. 4, 8, 16) mit positivem Ergebnis im
Pricktest keine vermehrte Leukotrienausschittung auf das LTP auf.

ImmunoBlot

Mittels ImmunoBIlot wurde die Reaktivitdt der im Serum enthalten IgE-Antikdrper auch auf
weitere Trauben- und Weinproteine betrachtet. Durch diese Methode und den gezielten
Einsatz von Inhibitoren lassen sich mégliche Kreuzreaktionen als Ursache der Symptome

ausschlieRen bzw. bestatigen.

Der ImmunoBlot der Probandin Nr. 7 zeigte eine starke Reaktion der IgE-Antikérper mit den
verschiedenen Trauben- und Weinproteinen (Abbildung 13 B), als Vergleich diente das

dazugehorige SDS-Gel mit den getesteten Proteinproben (Abbildung 13 A).

48kDa

33kDa

28kDa
22 kDa

12 kDa

7,6kDa .

A B

Abbildung 13: ImmunoBlots - Untersuchung der IgE-Antikdrperreaktion mit verschiedenen
Trauben- und Weinproteinen. A) Comassie gefarbtes 15%-SDS-Gel, B) ImmunoBlot mit Serum der
Probandin (Nr. 7). Proben: 1: Pfirsich; 2: Rote Traube (Supermarkt); 3: Dornfelder Traube (Weingut
Fleischer, Mainz); 4: WeilRe Traube (Supermarkt); 5: Dornfelder Wein (PVP-geféllt, Weingut Fleischer,
Mainz); 6: LTP aus Dornfelder Wein (Weingut Fleischer, Mainz) [231]; 7: gereinigtes LTP aus der
Dornfelder Traube (Weingut Fleischer, Mainz) (15); 8: Riesling (Lyophilisat); 9: RunBlue Dual Color
SDS Marker, Expedeon. Aufgetragen wurden jeweils 30 ul des entsprechenden Extraktes, der zuvor
3:1 mit Denaturierungspuffer versetzt und fur 10 min bei 95 °C inkubiert wurde (vgl. 3.19.4).

Es wurden verschiedene Trauben- und Weinsorten sowie gereinigte LTPs (aus Dornfelder
Trauben und Wein) und ein Pfirsichextrakt auf das Gel aufgetragen. In dem ImmunoBIlot
(Abbildung 13 B) kann man neben der starken Reaktion der IgE-Antikdrper mit diversen
Trauben- und Weinproteinen auch die Reaktion mit Pfirsichproteinen deutlich erkennen. Es

ist nur eine sehr schwache Reaktion auf das LTP aus dem Wein sichtbar. Die Seren der
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Ubrigen Probanden wurden diesbeziiglich auch getestet, zeigten allerdings keine Reaktionen

im ImmunoBlot.

Zur Untersuchung der kreuzreaktiven Kohlenhydratdeterminanten (CCD) wurden
entsprechende Produkte eingesetzt, um die IgE-Antikorper, die gegen diese CCDs gerichtet
sind zu inhibieren. Die Versuche mit den entsprechenden CCD-Inhibitoren wiesen eine
deutliche Reduktion der IgE-Antikdrperbindung an die verschiedenen getesteten Proteine auf
(vgl.  3.19.4). Auch ein zusatzlicher ImmunoCAP fir die kreuzreaktiven
Kohlenhydratdeterminanten (CCD/MUXF3) mit vorheriger Inkubation des Serums dieser
Probandin mit 20 pg/ml CCD-Blocker reduzierte die gemessenen spezifischen IgE-Antikorper
um ca. 82 % (von 18,9 kU/I auf 3,47 kU/I).

4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den klinischen Untersuchungen
Anhand der Daten, die dank der Teilnahme der 29 Personen generiert werden konnten, ist
es moglich Erkenntnisse zur Ursache von Weinunvertraglichkeiten zu erhalten. Besonders

die Relevanz des LTP als Traubenallergen wurde hier untersucht.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte keine IgE-Antikbrper vermittelte Allergie
festgestellt werden. Somit scheint, zumindest bei diesen Probanden eine Allergie auf
Traubenproteine, wie sie im mediterranen Raum haufiger auftritt [93, 101, 111, 112], keine

Relevanz zu haben.

In diesem Zusammenhang sollten in zukilnftigen Untersuchungen auch andere
Weininhaltsstoffe, die zu Unvertraglichkeiten fuhren konnen, berucksichtigt werden, wie

Histamin oder auch Sulfite.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse der klinisch untersuchten Probanden (h= 29). m:
mannlich; w: weiblich; neg: negativ; pos: positiv; +++: sehr starke Reaktion; ++: starke Reaktion ; +:
schwache Reaktion; -: keine Reaktion; /: es wurde kein Test durchgefiihrt; x: Test wurde durchgefihrt,
allerdings mit negativem Ergebnis; CAP Klassen (spezifisch fir spezifisches IgE): 0 (<0,35 kU/l), 1
(0,35 - 0,70 ku/l, 2 (0,70 — 3,50 ku/), 3 (3,50 — 17,5 kuU/), 4 (7,5 — 50,0 ku/l), 5 (50,0 — 100 kU/l), 6
(>100 kU/l). Die Pricktest-Ergebnisse werden dargestellt als Durchmesser der Quaddel und der

Roétung, jeweils in Millimeter. Angaben zu den verwendeten Weinen siehe Tabelle 5 (vgl. 3.19.1).
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4.3 Einfluss von Rebsorte, Lage und Klima auf die

Proteinzusammensetzung in Weinen
Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Trubentstehung.
Nicht nur die Bildung des Trubs wurde untersucht, sondern auch deren Vermeidung.
Zusatzlich wurde der Effekt der Schonung, als Stabilisierungsmalinahme zur
Trubvermeidung auf die Proteinzusammensetzung in Weinen betrachtet. Der Fokus dieser
Untersuchungen lag bei den Proteinen im Wein. Es wurde ihre Funktion bei der Trubbildung
und ihre Wechselwirkungen mit verschiedenen Weininhaltstoffen analysiert.

Die Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Dienstleistungszentrum Landlicher
Raum (DLR) Mosel (Achim Rosch) und der Hochschule Geisenheim (Institut fur Weinanalytik
und Getrankeforschung, Prof. Dr. Helmut Dietrich, Prof. Dr. Frank Will, Miriam Meier)
durchgefihrt. Die verwendeten Proben, die von der Hochschule Geisenheim zur Verfligung
gestellt wurden, konnten direkt fur die weiteren Untersuchungen eingesetzt werden, da diese
bereits entsprechend von Frau Miriam Meier (Hochschule Geisenheim) ultrafiltriert und
gefriergetrocknet wurden. Die Proben des DLR Mosel mussten vor deren Analyse dialysiert
und auch gefriergetrocknet werden (vgl. 3.2 & 3.3).

4.3.1 Vergleich der Proteinzusammensetzung verschiedener Rebsorten

Es wird diskutiert, dass die Zusammensetzung der exprimierten Proteine in Trauben stark
von &auferen Faktoren abhéngt. Zu diesen Faktoren gehéren, neben dem Einfluss der
Witterung und Temperatur, auch der Einfluss der Rebsorte, der Bodenbeschaffenheit und
nicht zuletzt auch der Einfluss von Pathogenbefall [48, 78, 234-238]. Um dieses Phanomen
naher zu betrachten, wurden mit Unterstlitzung des Bundesministeriums fir Wirtschaft und
Energie (BMWi, Projekt: AiF 17338N) verschiedene Weine hinsichtlich ihrer

Proteinzusammensetzung analysiert.

In der folgenden Abbildung wurden Verdinnungsreihen verschiedener Weinlyophilisate
dargestellt (Abbildung 14). Es konnten funf verschiedene Rebsorten miteinander verglichen

werden: Riesling, Spatburgunder, Portugieser WeiRherbst, Traminer und WeilRburgunder.

In diesen Proben zeigten sich auch die hdufig beschriebenen Proteinbanden bei 10 kDa, 20 -
30 kDa, 70 kDa sowie oberhalb von 250 kDa. Die angegebenen Bereiche lassen sich
verschiedenen Proteinklassen zuordnen. Wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben, findet sich
auch in WeiBweinen bei ca. 10 kDa das LTP. Im Molekulargewichtsbereich von 20 — 30 kDa
werden vorwiegend die TLPs und die Chitinasen nachgewiesen. Bei der 70 kDa Bande

konnte es sich um die Invertase handeln und in dem hohen Molekulargewichtsbereich
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(>250 kDa) lassen sich Glyko- bzw. Mannoproteine anfarben (Glykoproteinfarbung hier nicht

dargestellt).

Unterschiede finden sich im Bereich von 10 - 30 kDa und auch im Bereich von 45 - 70 kDa.
Hier unterscheiden sich die Proteinbanden vorwiegend in ihrer Intensitét, was gerade bei den
Banden zwischen 20 und 30 kDa besonders auffallt.

M Stamm 1:2 1:5 1:10 1:20 Stamm 1:2 M 1:5 1:10 1:20 Stamm M 1:2 1:5 1:10 1:20
= - W —

75 kDa e

49 kDa 50 kDa s
37 kDa wie

25 kDa e

20kDa w
19kDa —p

13kpa _12KD2

10 kDa =

A

Stamm 1:2 1:5 1:10 1:20 M Stamm 1:2 1:5 1:10 M 1:20

75 kDa

49 kDa 20KD
37 kDa

25kDa

20kDa
19kDa —p

15 kDa
13kDa

10kDa

D E

Abbildung 14: Betrachtung der Proteinzusammensetzung verschiedener Rebsorten. A: Riesling
(MM_0); B: Spatburgunder, ausgebaut als Blanc de Noir (MM_5); C: Portugieser Wei3herbst (MM_3);
D: Traminer (MM_4 T9); E: WeilRburgunder (MM_4 T7). Alle Weinproben stammen aus dem Jahrgang
2011 (vgl. Tabelle 5). Als Stamm wurde eine Losung aus 20 mg Lyophilisat in 1000 pl H,O eingesetzt
und entsprechend der Angaben an den Taschen verdinnt. Die rot markierten
Molekulargewichtsbanden weisen auf die Bereiche mit den markantesten Unterschieden zwischen
den Rebsorten. 12,5 % SDS-Gele, Coomassie Farbung, M: Precision Plus Protein Unstained
Standard, BioRad.

AulRer bei dem Riesling (Abbildung 14 A) wurde eine Bande bei ca. 49 kDa bei den anderen
Weinen detektiert. Auch in den Bereichen von 12 - 20 kDa sind Unterschiede bei den Proben
zu erkennen. Die Proteinzusammensetzung des Traminers und des Weil3burgunders
(Abbildung 14 D & E) ahneln sich sehr. Beide weisen neben den bereits beschriebenen
Banden auch eine intensiv gefarbte Bande bei ca. 13 kDa und bei ca. 19 kDa auf. Diese
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Banden lassen sich auch bei den anderen Proben erkennen, allerdings nicht in
vergleichbarer Intensitat. Hier ist darauf hinzuweisen, dass diese beiden Weinproben aus der
gleichen Region stammen (Weingut U. Lutzkendorf, Bad K&sen). Auch der Riesling und der
Spatburgunder wurden im gleichen Weingut an der Mosel produziert (Moselland eG Manuel
Brixius, Bernkastel-Kues). An diesen Proben kann man bereits einen Eindruck von der
Einflussnahme der Lage auf die Proteinzusammensetzung in den Weinen erlangen. Auch
wenn es sich bei diesen beiden Weingutern jeweils um unterschiedliche Rebsorten handelt,
scheint zumindest in den SDS-Gelen die Proteinzusammensetzung in den entsprechenden
Proben relativ ahnlich zu sein. Genauere Aussagen dariber wirden sich nur mit MS-

Analysen treffen lassen.

4.3.2 Vergleich der Proteinzusammensetzung verschiedener Jahrgdnge und Lagen

Bereits im vorherigen Abschnitt konnte die Einflussnahme der Lage auf die
Proteinzusammensetzung in Weinen angedeutet werden (vgl. 4.3.1). Im Folgenden wird dies
anhand der Rebsorte Riesling naher betrachtet (Abbildung 15). Hier liel3 sich besser zeigen,
welchen Einfluss der Jahrgang und auch die Lage der Gewdachse auf die
Proteinzusammensetzung haben. Aufgetragen wurden Verdinnungsreihen eines Rieslings
aus dem Jahr 2011 von der Mosel (Moselland eG Manuel Brixius, Bernkastel-Kues,
Abbildung 15 A) und Rieslinge von der Hochschule Geisenheim aus den Jahrgangen 2008
und 2012 (Abbildung 15 B & C). Letztere sind aus den Trauben der gleichen Lage
(Rudesheimer Berg, Geisenheim) hergestellt worden. Bei diesen Proben sind auch die
prominenten Proteinbanden bei 10 kDa (LTP), 20 - 30 kDa (TLPs, Chitinasen), 70 kDa
(Invertase) sowie oberhalb von 250 kDa (Mannoproteine) zu sehen. Auch hier lassen sich
Unterschiede in den Bandenzusammensetzungen der Proben erkennen. Im
Molekulargewichtsbereich von 20 - 30 kDa &hneln sich die Proben sehr. Allerdings ist ein
Unterschied zu dem Riesling von der Mosel zu erkennen (Abbildung 15 A). Die Banden bei
22 kDa und 30 kDa (moglicherweise die B-Glucosidase, vgl. 4.5.1) weisen fast die gleiche
Intensitat auf, wahrend die 30 kDa Bande bei den anderen Proben deutlich schwacher
gefarbt ist. Ahnlich wie in Abbildung 14 sind auch hier deutliche Unterschiede im Bereich von
10 - 20 kDa zu sehen. Besonders ist der Unterschied der beiden Jahrgdnge des Rieslings
vom Riudesheimer Berg zueinander. Bei der Probe aus dem Jahr 2012 ist zusatzlich eine
intensiv gefarbte Bande bei ca. 19 kDa sichtbar, die im Jahr 2008 nicht so ausgepragt
erscheint (Abbildung 15 B & C). Ein weiterer Unterschied zwischen diesen beiden Proben ist
auch die Bande bei ca. 70 kDa (vermutlich die Invertase), die im Jahr 2012 scheinbar

weniger exprimiert wurde.
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Es ist zu berlcksichtigen, dass es sich bei den hier untersuchten Proben um bereits fertige,
mit Hefen vergorene Weine handelte (Abbildung 15). Dadurch sind einzelne Unterschiede in
der Proteinzusammensetzung auch mit der Vergarung erklarbar. Zugefiigte Hefen
verwenden die in den LOsungen enthaltenen Proteine als Stickstoffquellen fur ihren
Stoffwechsel, sofern keine weiteren Quellen vorhanden sind [239, 240]. Dazu bilden sie
Proteasen, die die Proteine zu kleineren Peptiden spalten und nutzen diese fir ihr
Wachstum. Hier kdnnen sich die unterschiedlichen Proteasen auf den Gehalt der Proteine
auswirken.

M Stamm 1:2 1:5 1:10 1:20 Stamm 1:2 1:5 1:10 1:20 M Stamm 1:2 1:4 1:10 1:20 M
- — ' ' = ) ==
—

70 kDa 75 kDa wess ——
-

50 kDa s —

37 kDa wiw

—

-
C

Abbildung 15: Vergleich der Proteinzusammensetzung verschiedener Riesling Weine. A:
Riesling aus dem Jahr 2011 von der Mosel (MM_0); B: Riesling aus dem Jahr 2008 aus Geisenheim
(MM_7); C: Riesling aus dem Jahr 2012 aus Geisenheim (MM_21), dieses SDS-Gel wurde im
Rahmen der von mir mitbetreuten Bachelorarbeit von J. Roth (2013) angefertigt (vgl. Tabelle 5). Als
Stamm wurde eine Lésung aus 20 mg Lyophilisat in 1000 pl H,O eingesetzt und entsprechend der
Angaben an den Taschen verdunnt. Die rot markierten Molekulargewichtsbanden weisen auf die
Bereiche mit den markantesten Unterschieden. 12,5 % SDS-Gele, Coomassie Farbung, M: Precision
Plus Protein Unstained Standard, BioRad.

Bei dem Riesling von der Mosel war es nicht mehr nachvollziehbar welche Hefe zur
Vergarung eingesetzt wurde. Die Rieslinge aus Geisenheim wurden dagegen mit
unterschiedlichen Hefen vergoren. Fir den Wein aus 2008 wurde von der Firma Erbsloh
Oenoferm® Klosterneuburg eingesetzt, eine Reinzuchthefe (Saccharomyces cerevisiae,
Stamm: LW 415-58). Die SIHA® Aktivhefe 7 der Firma Eaton Begerow wurde fiir die Weine
aus dem Jahr 2012 eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine aus deutschem Rieslingmost
extrahierte Hefe, die speziell die typische Rieslingaromatik fordern soll. Laut der
Produktangaben unterscheiden sich diese beiden Hefen nicht wesentlich voneinander und
zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Bildung von Garnebenprodukien bzw. das
Wachstum wilder Hefen unterdricken kénnen. Um eine bessere Einschatzung Uber die
Einflussnahme der Lage und der Jahrgénge durchfiihren zu konnen, hatten alle Proben

gleich behandelt bzw. die entsprechenden Moste erganzend betrachtet werden missen.
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Unabhéngig von der Weinherstellung lieBen sich die traubeneigenen Proteine im Wein
betrachten, die Unterschiede in der Proteinzusammensetzung sind dann auf die Lage und

Jahrgénge zurtckzufihren.

4.3.3 Untersuchung der Denaturierungseigenschaften der Proteine in Weinen
verschiedener Rebsorten

Eine weitere Methode, die herangezogen wurde, um Weine miteinander zu vergleichen, ist
die DSC (vgl. 3.16). Mit diesen Versuchen war es mdglich temperaturinduzierte
Denaturierungsprofile der in den Proben enthaltenen Proteine zu betrachten. Hierbei handelt
es sich um eine sehr sensitive Methode bei der temperaturabhéngige Entfaltungsprozesse
Uber die freiwerdende Warmekapazitat gemessen werden. Bei diesem Versuch stellte sich
die Frage, ob es moglich ist, einzelne Rebsorten anhand der DSC Ergebnisse zuordnen zu
kénnen. Die Versuchsbedingungen wurden in mehreren Ansatzen getestet, bis sich flr diese
Proben die geeigneten Voraussetzungen fanden (Daten hier nicht dargestellt). Es wurde eine
einheitliche Proteinkonzentration von 0,13 mg/ml fur die einzelnen Proben eingesetzt.
Verschiedene Rebsorten wurden getestet und zusammen in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Vergleich der DSC Messungen von verschiedenen Weinen. Bei jeder Messung
wurden ca. 500 pl einer 0,13 mg/ml Proteinlésung von 20 °C bis 120 °C mit einer Scannrate von
60 °C/h untersucht. Die Proben wurden in H,O gel6st. WeiBburgunder: MM_4 T7; Spatburgunder:
ausgebaut als Blanc de Noir (MM_5); Portugieser a: Portugieser Weil3herbst (MM_3); Auxerrois:
Modellweinproteine; Portugieser b: W7044, siehe Kapitel 2.5.

Bei den Messungen war ein Anstieg der Warmekapazitat zu erkennen fir zwei Peaks
zwischen 60 und 80 °C sowie ein anschliel3ender Abfall der Messkurve. Die Peaks weisen
auf Denaturierungsvorgénge ab einer Temperatur von ca. 60 °C hin und gehen ab ca. 80 °C
in vermehrte Aggregation der Proben lber (Abfall der Messkurven). Bei allen Weinen sind
zwei Peaks besonders ausgeprégt, der erste erreicht sein Maximum bei ca. 67 °C und der

zweite bei ca. 76 °C. Hier unterscheiden sich die verschiedenen Proben in der Auspragung
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der Peaks voneinander. Der erste Peak bei dem WeilRburgunder, dem Auxerrois und bei
dem Portugieser (b) weist eine hohere relative Warmekapazitat auf als der zweite Peak. Bei
den anderen Weinen (Spatburgunder, Portugieser (a)) sind die zweiten Peaks bei ca. 76 °C
deutlich ausgeprégter. Bei diesen Proben wurde die Reversibilitat der Entfaltungsereignisse
der Proteine untersucht (vgl. 3.16). Allerdings weisen diese Messverlaufe keine weiteren
Peaks auf, so dass scheinbar die Proteine vollstandig in die Aggregation lbergegangen sind.
Auf die Betrachtung der Reversibilitat wird in Kapitel 4.7.1 genauer eingegangen.

Aussagen Uber die denaturierten Proteine kdnnen an dieser Stelle nicht getroffen werden.
Hierzu hétten bei den einzelnen Temperaturen Proben entnommen werden missen, um
diese auch massenspektrometrisch zu analysieren. Aufgrund der bisher gewonnenen
Erkenntnisse ist es wichtig fur die weiteren Versuche zur Untersuchung der Stabilitéat oder
der Proteinisolierung ein einheitliches Modellsystem zu wéhlen. Dadurch lassen sich
Unterschiede in den Messergebnissen nicht mit verschiedenen Proteinzusammensetzungen

oder daraus folgenden Effekten erklaren.

4.4 Untersuchung von oenologischen und weinbaulichen

Einflussfaktoren auf die Proteinzusammensetzung in Most und Wein
Im Rahmen des Projektes zur Untersuchung der Tribung wurden auch verschiedene
Behandlungsmaf3nahmen und deren Einfluss auf die Proteinzusammensetzung untersucht.

Zu diesem Zweck wurde im Jahr 2012 in den Versuchsweinbergen am Ridesheimer Berg

der Hochschule Geisenheim ein Riesling entsprechend kultiviert und ausgebaut.

Einfluss auf Weinbau und Oenologie

Ausbauvarianten? Entsaftungsvarianten?
* Kontrolle K*: ausschlieflich Hefe * Maischepressung
+ VarianteV 1*: Most Uber KZE, ca. 10 sec, 90 °C+ Vit B1 * Ganztraubenpressung
* V2* ultrafiltrierter Most (Permeat) + Vitamon Combi
(Erbsléh)

V3*: + SIHA Perform H*? (Eaton Begerow)
V4*: + SIHA Perform Fit (Eaton Begerow)
V5*: + Vitaferm Ultra F3 (Erbslch)

V6*: + Hefacell (Erbsldh)

e
g
| omeewer

+ Bewdsserte Variante: 5 zusatzliche Bewdsserungstermine

Einfluss Trockenstress?

*SIHA Aktivhefe 7 (Eaton Begerow) zur Vergdrung * Unbewisserte Variante: ohne zusatzliche Bewasserung

Abbildung 17: Aufstellung der oenologischen Ausbauvarianten zur Untersuchung des
Einflusses von Weinbau und Oenologie auf die Proteinzusammensetzung in Most und Wein der
Hochschule Geisenheim. *: in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Weinbau (Herrn Dr. Manfred Stoll
& Herrn Dr. Bernd Gruber), Hochschule Geisenheim; % in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Oenologie (Herrn Dr. Maximilian Freund), Hochschule Geisenheim.
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Verschiedene potentielle Einflussfaktoren wurden getestet, wie diverse Garhilfsstoffe,
Entsaftungsvarianten sowie der Einfluss von Trockenheit wurde n&her betrachtet. Eine
genaue Auflistung der untersuchten Varianten ist in Abbildung 17 dargestellt.

Die Ausbauvarianten wurden mit der gleichen Rieslinghefe (SIHA Aktivhefe 7, Eaton-
Begerow, Langenlonsheim) vergoren. Fir die Vergarung der Varianten zur Untersuchung der
Entsaftung und den Trockenstress wurde von der Firma Erbsloh Oenoferm® Klosterneuburg
eingesetzt. Die gewonnenen Moste und die entsprechenden Weine wurden durch Frau
Miriam Meier (Hochschule Geisenheim) fur weitere Analysen aufbereitet, d.h. die Proben
wurden ultrafiltriert und gefriergetrocknet, um auch dort fir weitere Untersuchungen wie
Zucker-, Aminosdure- oder Polyphenolanalyse (Hochschule Geisenheim) und die
Proteinbetrachtung  eingesetzt zu werden. Die Ausbauvarianten wurden in
Doppelbestimmungen hergestellt, d. h. separat voneinander wurde derselbe Ansatz in zwei
verschiedenen Gargefalien (sog. Kegs) ausgebaut.

Im Folgenden werden nicht nur die beschriebenen oenologischen und weinbaulichen
Varianten ndher betrachtet, sondern es wird zusatzlich auf den Einfluss des Bentonits als
Weinschdnungsmittel ndher eingegangen.

4.4.1 Einfluss der oenologischen BehandlungsmafRnahmen

Die Doppelbestimmungen der oenologischen Ausbauvarianten erwiesen sich als relativ
identisch bei den Versuchen, daher wurde in den folgenden Abbildungen jeweils nur eine der
Proben aufgetragen. Eine weitere Gemeinsamkeit war, dass sich generell im Most bis zu

90 % mehr Proteine als in dem entsprechenden Wein befanden (Bradford Assay, vgl. 3.1).

Der Ausbau der Entsaftungsvarianten erfolgte durch das Institut fir Oenologie der
Hochschule Geisenheim. Diese Proben wurden in Zusammenarbeit mit Frau Miriam Meier

(Hochschule Geisenheim) fir die weiteren Analysen aufbereitet.

Ausbauvarianten

Die getesteten Ausbauvarianten (Abbildung 18) kénnen in Behandlungen unterteilt werden,
die bereits mit dem Most durchgefiihrt wurden und die, die erst bei der Vergarung eingesetzt
wurden. Zu den MostbehandlungsmalRhahmen zahlen die Varianten 1 und 2. In Variante 1
(V1) wurde der Most vor der Vergarung mittels einer Kurzzeiterhitzungsanlage (Holstein &
Kappert, Dortmund) fir 10 - 15 sec auf 90 °C erhitzt und wieder mittels Rickverkihlung auf
20 °C abgekihlt. Dies ist eine Malinahme, die eingesetzt wird um unerwinschte

Milchsaurebakterien oder auch Hefen im Most abzutéten um eine Reinzuchtgarung
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ermdglichen zu kénnen und um somit einen Eintrag von Fehlténen durch Wildhefen, wie z.B.
Pichia oder Candida, vorzubeugen [241]. Bei der zweiten Variante (V2) handelt es sich um
einen Most, dem vor der Vergarung Bestandteile grof3er als 10 kDa mittels Ultrafiltration
(Sartorius Sartocon beta System, Sartorius, Goettingen) entzogen wurden. Mit dieser
Variante sollte die Relevanz der Traubenproteine auf die Trubentstehung demonstriert
werden. Bei den ubrigen Varianten (V3 - V6) wurde der Einfluss von verschiedenen
Garhilfsstoffen auf die Weinproteine getestet. Die Praparate wurden von der Firma Eaton
Begerow (Langenlonsheim) und der Erbsloh GmbH (Geisenheim) zur Verfligung gestellt.

In Abbildung 18 sind die extrahierten Lyophilisate aus diesen Proben mit den
entsprechenden Kontrollen, d. h. dem Most und dem Wein (Ausbau nur mit der Rieslinghefe
(SIHA Aktivhefe 7, Eaton Begerow, Langenlonsheim) dargestellt. Auch hier sind die bereits
beschriebenen Proteinbanden (vgl. 4.3) sowohl im Most als auch in den meisten Weinen
ersichtlich. Die Proteinbanden sind vorwiegend im Bereich von 10 - 30 kDa zu erkennen,
wobei bei dem Kontrollwein KO und den Varianten 3 - 6 eine Bande bei ca. 70 kDa vorliegt.
Tatsachlich unterschieden sich die Bandenmuster der Weine in der Regel nicht voneinander,
aul3er im Vergleich zu Variante 2. Bei dieser Probe wurden bereits vor der Vergéarung alle
traubeneigenen Proteine aus dem Most entzogen. Hier sind nur die durch die Hefe
eingetragenen Proteine zu erkennen, vor allem im Molekulargewichtsbereich von ca. 17 kDa.
Es handelt sich vorwiegend um glykosylierte Proteine (Glykoproteinfarbung hier nicht
dargestellt) bzw. Bruchstiicke dieser [60, 62]. Glykosylierte Proteine oberhalb von 250 kDa

lieRen sich auch in den anderen Proben nachweisen.

M  Most KO Vi V2 V3 \Z: V5 V6

75 kDa we
50 kDa wee
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25kDa e
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Abbildung 18: Ubersicht der oenologischen Ausbauvarianten eines Rieslings (Jahrgang 2012)
von dem Ridesheimer Berg (Geisenheim). Die Bezeichnungen entsprechen den Abklrzungen aus
Abbildung 17. Auszug aus der von mir mitbetreuten Bachelorarbeit von J. Roth (2013); 12,5 % SDS-
PAGE, Coomassie Farbung, M: Precision Plus Protein Unstained Standard, BioRad.
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Die Proteingehalte, bestimmt mittels Bradford Assay (vgl. 3.1), der untersuchten Varianten
sind mit ca. 13 + 4 mg/l sehr ahnlich. Allerdings wurde dieser Wert auch bei der Variante 2
ermittelt, in Variante 1 betragt dieser das Doppelte.

Bei der kurzzeiterhitzten Variante V1 lasst sich der erhdhte Proteingehalt mit der Auffaltung
der enthaltenen Proteine bei 90 °C erklaren. Es ist moglich, dass der Coomassie Farbstoff
des Bradford Assay’s eine bessere Zuganglichkeit zu den positiven und hydrophoben
Aminosauren (AS) der Proteine erhalt, die zuvor im Inneren der Proteine abgeschirmt
wurden als Konsequenz aus der Teildenaturierung der Proteine bei Hitzeeinwirkung. Durch
diese zusatzlichen Bindungen wird eine Verstarkung des Absorptionssignals bei 595 nm
erzeugt und fuhrt bei der Berechnung mittels Eichgerade zu einem hoheren Proteingehalt
(vgl. 3.1). Auch die Variante 2 ist hinsichtlich ihrer Proteinkonzentration aufféllig, da sich in
dieser Probe der gleiche Proteingehalt messen lie? wie im Kontrollwein oder den anderen
Varianten 3 - 6, obwohl dem Most vor der Vergarung die traubeneigenen Proteine entzogen
wurden. Es scheint, als hétte durch die Hefe ein vermehrter Proteineintrag in den Wein
stattgefunden trotz der Zugabe des Nahrstoffpraparates, der in den Gbrigen Proben ausblieb.
Ein moglicher Grund hierfur kénnte ein N&hrstoffmangel fur die Hefen sein, der zu einer
vermehrten  Zelllyse  flhrte. Massenspektrometrische  Untersuchungen  missten
angeschlossen werden, um hier eine genaue Aussage Uber die Herkunft der Proteine zu

treffen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Behandlungsmal3nahmen, wie die
Kurzzeiterhitzung (KZE) sowie die angegebenen Garhilfsstoffe scheinbar keinen Einfluss auf
die Proteinzusammensetzung der Ausbauvarianten nahmen. Allerdings fihrte die
Ultrafiltration des Mostes vor der Vergarung zu einem vermehrten Eintrag an Hefeproteinen

in den Wein.

Entsaftungsvarianten

Der Unterschied der Maische- (MP) und der Ganztraubenpressung (GTP) ist, dass bei der
Ganztraubenpressung die Trauben nicht zuvor entrappt und so von den Stangeln und Stielen
befreit werden. Vergleicht man nun die beiden Moste der unterschiedlichen Behandlungen
dann zeigt sich, dass sich die Proteinbanden in der SDS-PAGE nicht unterscheiden
(Abbildung 19).

Im Most befinden sich Proteine im Bereich von 10 — 30 kDa und oberhalb von 250 kDa. Die
entsprechenden Weine weisen ein dhnliches Bandenmuster wie die Moste auf, auch wenn
hier die Proteinbanden weniger intensiv angefarbt sind. Auch die Bande bei ca. 30 kDa

sowie die oberhalb von 250 kDa sind nicht mehr mittels Comassiefarbung (vgl. 3.7)
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darstellbar. Ansonsten &hneln sich auch die Weine untereinander in ihrer
Bandenzusammensetzung sehr. Wéahrend der Vergarung wurden traubeneigene Proteine
durch die Hefen abgebaut oder durch Trubbildung mit der Hefe sedimentiert. Mittels Filtration

konnten sie so aus dem Wein entfernt werden.

MP GTP
Most Wein Most Wein M
>250 kDa ey p—
75kDa _—
50 kDa —
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30kDa —p A —
25kDa — —
— -
20kDa
15 kDa

Abbildung 19: Vergleich der Entsaftungsvarianten hinsichtlich der Proteinzusammensetzung in
Most und Wein. MP: Maischepressung; GTP: Ganztraubenpressung; 12,5 % SDS-PAGE, Coomassie
Farbung, M: Precision Plus Protein Unstained Standard, BioRad.

Unterschiede in der Proteinzusammensetzung dieser beiden Varianten sind in der SDS-
PAGE nicht zu sehen. Erst mit der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde
eine Erhéhung der Proteingehalte bei der Ganztraubenpressung nachgewiesen. Durch die
Ganztraubenpressung wurden in den Most ca. 36 % mehr Proteine (GTP: 82,5 mg/l)
eingetragen als durch die Maischepressung (MP: 52,8 mg/l). Auch noch nach der Vergéarung
ist die Proteinkonzentration im fertigen Wein der GTP-Variante hoher (MP: 2,9 mg/l; GTP:
5,1 mg/l). Massenspektrometrische Untersuchungen mussten angeschlossen werden, um
die Proteine zu identifizieren und so auf ihren Ursprung aus den Pflanzenbestandteilen zu

schliel3en.

4.4.2 Einfluss der weinbaulichen Variante Trockenstress

Es wurde der Einfluss von Trockenstress auf die Rebe und somit auf den Proteingehalt
untersucht. Dazu wurde in den Versuchsweinbergen der Hochschule Geisenheim ein Teil
der Reben wahrend der Beerenreife zusatzlich bewassert. Anschlie3end wurde der Most aus
den Trauben mit zusétzlicher Bewéasserung und denen ohne Bewasserung vergoren. Auch

diese Most- und Weinproben wurden hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung betrachtet.
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In der folgenden Abbildung kann man sehen, wie sich die Proben in der
Proteinbandenzusammensetzung ahneln (Abbildung 20) auch im Vergleich zu den Proben
aus dem vorherigen Kapitel (Abbildung 19). Es lassen sich vergleichbare Unterschiede
zwischen dem Most und dem entsprechenden Wein, gerade bei der 30 kDa Bande und
oberhalb von 250 kDa erkennen.

Bewdssert  Trockenstress

M Most Wein Most Wein
>250 kD@ o0y —

75kDa =
50kDa =

37 kDa

30kDa — - o
25kDa

20kDa

15kDa

Abbildung 20: Einfluss weinbaulicher MalRnahmen auf die Proteinzusammensetzung im Wein,
Riesling von dem Ridesheimer Berg (Geisenheim, 2012). Aufgetragen wurden Moste bzw. Weine
von bewdésserten und nicht zusatzlich bewéasserten (Trockenstress) Trauben. 12,5 % SDS-PAGE,
Coomassie Farbung; M: Precision Plus Protein Unstained Standard.

Auch hier ist der Unterschied erst mit der Messung der Proteinkonzentration ersichtlich. Die
trockengestresste Probe wies im Most einen um ca. 44 % hoheren Proteingehalt
(Trockenstress: 106,3 mg/l; bewdassert: 74,0 mg/l, vgl. 3.1) auf als die bewasserte Variante.
Dies konnte ebenfalls in diesen Weinproben und denen eines friheren Jahrgangs

beobachtet werden (Riesling 2008, Hochschule Geisenheim).

Um ein deutlicheres Bild von den Unterschieden der beiden Varianten zu gewinnen, wurde
eine zweidimensionale Gelelektrophorese der Versuchsweinproben aus dem Jahr 2008
durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Methode ist die zusatzliche Untersuchung der Proteine
hinsichtlich ihrer isoelektrischen Punkte (pl). Bei naherer Betrachtung der beiden Gele in
Abbildung 21 lassen sich kleinere Unterschiede bei der Proteinzusammensetzung erkennen.
Die meisten angefarbten Proteine befinden sich zwischen pH 3 - 6. In diesem Bereich lassen
sich drei intensiv gefarbte Bereiche erkennen: bei 15 — 18 kDa, 20 — 25 kDa und bei ca.
70 kDa. Diese Bereiche setzten sich aus Spots verschiedener Durchmesser zusammen. Bei
der trockengestressten Variante lassen sich zuséatzlich kleine Spots bei ca. 12 kDa
(Abbildung 21 B') und zwei Spots bei ca. 19 kDa erkennen (Abbildung 21 B**3, rot umkreist).
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Bei dem Spot bei 12 kDa kénnte es sich um ein LTP handeln, obwonhl fur dieses Protein der
pl mit ca. 4 sehr niedrig ware. Den beiden anderen Spots konnten TLPs zugeordnet werden.

pH 3 pH 10 pH 3 pH 10

M
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—
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e
15kDa ‘ ‘
- !
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A B
Abbildung 21: Vergleich einer bewé&sserten mit einer trockengestressten Riesling Wein
Variante des Jahrgangs 2008. Eingesetzt wurde jeweils 1 mg Lyophilisat der entsprechenden Probe.
Erste Dimension: IEF im Bereich pH 3 - 10; 2. Dimension: 15 % SDS-PAGE. A: Riesling Wein mit
zusatzlichen Bewdasserungsterminen (MM_7); B: Riesling Wein ohne weitere Bewaésserung
(trockengestresst, MM_6). rot umkreist: Unterschiede in der Proteinzusammensetzung. Coomassie
Farbung, M: Precision Plus Protein Unstained Standard, BioRad.

Um bessere Informationen Uber die genaue Zusammensetzung der Proteine in diesen
Proben zu erhalten, erfolgte eine massenspektrometrische Untersuchung. Dazu wurden bei
der MS-Analyse 20 pg Gesamtprotein tryptisch in Losung verdaut und untersucht. Es
konnten 25 verschiedene Proteine in den beiden Proben mit und ohne zusétzliche
Bewdasserung detektiert werden. Darunter befanden sich traubeneigene Proteine (15) und
einige Proteine aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae (10) (Tabelle 9).

An den Daten lasst sich erkennen, dass der Anteil der traubeneigenen Proteine in den
Proben am starksten beeintréchtig wurde. Bemerkenswert sind hier die in zum Teil stark
variierenden Anteilen vorliegen funf TLPs (Accession Nummer: CAN66515.1, CAB85636.1,
ABD64682.1, CAB85637.1, AAF82264.1). Dies wird vor allem bei dem TLP mit der
Accession Nummer ABD64682.1 deutlich. Wahrend das Protein in der bewésserten Probe
noch mit einem Anteil von 0,795 mg/l nachweisbar war, befanden sich in der
trockengestressten Probe nur noch ca. 0,009 mg/lI davon. Insgesamt liegen drei dieser TLPs
in der gestressten Probe zu einem hoheren Anteil als entsprechend in der bewdasserten
Probe vor. Eine konkrete Zuordnung einzelner in der Massenspektrometrie ermittelten
Proteine zu den Spots in den 2D-Gelen ist nur begrenzt mdglich. Bei den MS Daten wurden
vorwiegend Proteine mit einem pl von 4 - 5 detektiert, die auch zum Teil mit den
entsprechenden Molekulargewichten den Bereichen im 2D-Gel zu zuordnen sind. Allerdings

liegen die Spots in dem Gel zu nah beieinander um eine klare Zuordnung festlegen zu
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kénnen. Ebenfalls sind in den MS Daten Proteine mit pl’s im alkalischen Bereich (pl 7 - 9)
ermittelt worden, die nicht im Gel sichtbar sind. Es kann ausgeschlossen werden, dass diese
Proteine durch eine Vorbehandlung der Weine aus den Proben entfernt wurden. Daher
konnte dies zum einen auf eine zu geringe Konzentration fir die Visualisierung mit
Coomassie zuruckzufihren sein. Oder es handelt sich bei den detektierten Proteinen
lediglich um Bruchsticke dieser, die wahrend der Weinbereitung entstanden sind und so nur
bei der MS nachweisbar waren. Bei der MS handelt es sich um eine sehr sensitive Methode,
die Proteine im ng-Bereich nachweisen kann [80]. Generell sollte bei den MS Daten
berticksichtigt werden, dass nur Peptide identifiziert wurden, die den vollstdndigen
Aminosauresequenzen der Proteine zugeordnet wurden. Diese werden als Ergebnisse

verwendet.

Tabelle 9: Ergebnisse der MS-Analyse der bewasserten und der entsprechend nicht
bewdasserten Riesling Weine. Die Ergebnisse wurden anteilig auf die 20 ug Gesamtprotein in %
bestimmt und auf den Gesamtproteingehalt umgerechnet. Die Werte fur die pl's und die
Molekulargewichte MW wurden (ber die Aminosduresequenzen berechnet. hellblau hinterlegt:
traubeneigene Proteine. MB: mit Bewasserung, 6,75 mg/l (MM_7); OB ohne zusatzliche
Bewasserung, 9,28 mg/l (MM_6); MW: Molekulargewicht.

MB OB
Accession _ MW
Beschreibung pl Gehalt [mg/l]
Nummer [Da]
CANG66515.1 hypothetical protein VITISV 021587 | 4,4 24850 | 1,350 | 2,410
Vitis vinifera (TLP homolog)
XP_002265534.1 | PREDICTED: beta- 4,3 60784 | 1,098 | 0,788

fructofuranosidase, soluble

isoenzyme |-like [Vitis vinifera]

XP_002282964.1 | PREDICTED thaumatin like protein | 4,5 24828 | 0,974 | 0,962

Vitis vinifera

CAB85636.1 putative thaumatin like protein Vitis 43 20977 | 0,857 1,467
vinifera

ABD64682.1 thaumatin like protein Vitis vinifera 43 24904 | 0,795 0,009

XP_002282910.1 | PREDICTED pathogenesis related 4,9 24915 | 0,740 1,830

protein R major form Vitis vinifera

AAB47171.1 vacuolar invertase 1 GIN1 Vitis 4.4 71832 | 0,549 0,394
vinifera grape berries Sultana

berries Peptide 642 aa

CAB85637.1 putative thaumatin like protein Vitis 4.8 24963 | 0,326 1,066

vinifera

NP_012827.1 Cwplp Saccharomyces cerevisiae 4.3 24268 | 0,016 0,018
Stamm S288c
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XP_002264720.1 | PREDICTED pathogenesis related 7,8 15569 | 0,015 | 0,048
protein PR 4B Vitis vinifera

NP_011770.3 Enolp Saccharomyces cerevisiae 6,2 46873 | 0,006 | 0,007
Stamm S288c

XP_002269916.2 | PREDICTED aspartic proteinase like | 4,0 31613 | 0,004 | 0,004
protein 1 like partial Vitis vinifera

NP_014239.1 Ygplp Saccharomyces cerevisiae 51 37442 | 0,003 | 0,005
Stamm S288c

AAO33394.1 lipid transfer protein isoform 4 Vitis 8,6 12256 | 0,003 0,001

vinifera

NP_013719.1 PIb2p Saccharomyces cerevisiae 4.3 76026 | 0,003 | 0,006
Stamm S288c

P47033.1 PRY3 YEAST RecName Full Cell 4,3 89780 | 0,002 | 0,003
wall protein PRY3 AltName Full
Pathogen related in Sc 3 Flags Prec

XP_002277446.1 | PREDICTED glucan endo 1 3 beta 8,8 36734 | 0,002 | 0,007

glucosidase Vitis vinifera

XP_002266308.2 | PREDICTED: oryzain alpha chain- 4,0 42455 | 0,002 | 0,001

like [Vitis vinifera]

NP_014038.1 Gaslp Saccharomyces cerevisiae 43 60381 | 0,002 0,001
Stamm S288c

P00925.2 ENO2 YEAST RecName Full 5,6 46971 | 0,001 | 0,002
Enolase 2 AltName Full 2 phospho
D glycerate hydro lyase 2 AltName
Full

AAQ10093.1 class IV chitinase Vitis vinifera 5,3 28384 | 0,001 | 0,004

NP_011705.1 Crhlp Saccharomyces cerevisiae 4,3 52872 | 0,3 pg/l | 0,5 g/l
Stamm S288c

P15703.1 BGL2 YEAST RecName Full Glucan | 4,1 34347 | 0,1 pg/l | 0,0 ug/l
1 3 beta glucosidase AltName Full

Exo 1 3 beta glucanase AltName

P00724.1 INV2 YEAST RecName Full 4.4 60754 | 0,1 pg/l | 0,2 pg/l
Invertase 2 AltName Full Beta
fructofuranosidase 2 AltName Full

Sacchar

AAF82264.1 thaumatin like protein Vitis vinifera 8,1 25285 | 0,000 0,247
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass anhand beider Analysemethoden, MS und 2D-
SDS-PAGE, zu erkennen ist, dass die Rebe auf Stress durch Trockenheit mit einer
Anpassung der Proteinexpression reagierte und dies in den Weinen zu einer

unterschiedlichen Proteinzusammensetzung fuhrt [235-237].

4.4.3 Einfluss der Schonung auf der Proteinzusammensetzung

Die Schonung von Wein ist eine sehr wichtige oenologische MalRhahme um den Wein zu
stabilisieren und so eine Nachtrilbung in der Flasche zu verhindern. Im Folgenden ist die
Proteinzusammensetzung in einem Portugieser Wein vor und nach der Schonung mit

400 g/hl Bentonit néher betrachtet worden.

pH3 pH 10 pH 3 pH 10

<

75kDa |
50kDa |
37 kDa

25kDa S “
-~
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: A &~ 3
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Abbildung 22: Vergleich eines unbehandelten und bentonitgeschdnten Portugieser Weins.

Weine der Winzergenossenschaft Mosel (MM_3 & MM_2). Erste Dimension: IEF im Bereich pH 3 - 10;

2. Dimension: 15 % SDS-PAGE. A: unbehandelter Wein; B: Wein geschént mit 400 g/hl Bentonit. Rot

umkreist: Nicht entfernte Proteinbereiche. Coomassie Farbung, M: Precision Plus Protein Unstained
Standard.
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Zur Untersuchung der Proteinzusammensetzung wurden von den Proben 2D-SDS-Gele
angefertigt (Abbildung 22). Durch die Schénung wurden ca. 81 % der Gesamtproteine aus
dem Wein entfernt (unbehandelter Wein 22,63 mg/l (MM_3); geschonter Wein, 4,27 mg/l
(MM_2)), was man anhand der Gele erkennen kann. Bei dem Vergleich der beiden Gele ist
eine starke Reduktion der Proteinintensitéat vor allem im Molekulargewichtsbereich von 18 -
30 kDa zu erkennen (Abbildung 22 B). Auffallig sind drei kleinere (Abbildung 22 B*****) und
ein groRBer Spot (Abbildung 22 B?%), die durch die Schénung nicht maRgeblich entfernt
wurden. Unklar ist, um welche Proteine es sich hier tatsachlich handelt, allerdings kann man
aufgrund der Molekulargewichte sowie der folgenden MS Daten (vgl. Tabelle 10)
spekulieren, dass er sich bei dem Spot Nr. 1 um die Invertase (ca. 70 kDa) und bei dem Spot

Nr. 2 um ein Profilin (PR-Protein, Familie 4, ca. 15 kDa) handeln konnte. Da bei der
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Glykoproteinfarbung auf Hohe von ca. 17 kDa (Abbildung 23 A) eine Farbung nachweisbar
war, kann daraus geschlossen werden, dass es sich bei dem groRen Spot Nr. 4 bei ca.
17 kDa und dem kleineren Spot Nr. 3 (Abbildung 22 B) um Mannoproteine bzw. um
Bruchstiicke eines Mannoproteins handelt. Auch wenn dies hier nur in einem SDS-Gel (ohne
vorherige IEF) durchgefuhrt wurde, sind die angefarbten Bereiche sehr &hnlich von ihrem
Molekulargewicht.

WmS WoS WmsS WoS
M 1:10 1:20 1:5 1:10 1:20 M 1:5 1:10 120 1:5 1:10 1:20

W E "I
75 kDa -
50 kDa -
37 kDa —
20kDa —

17 kDa e

15 kDa - . J———

Abbildung 23: PAS-Farbung des bentonitgeschdnten und des unbehandelten Portugieser
Weins. Winzergenossenschaft Mosel (MM_3 & MM_2). Als Stamm wurde eine Lésung aus 20 mg
Lyophilisat in 1000 ul H,O eingesetzt und entsprechend der Angaben an den Taschen verdinnt. A:
PAS- Farbung; B: PAS-Farbung mit Coomassie nachtraglich eingefarbt. WmS: geschonter Wein;
WoS: Wein ohne Schénung. 12,5 % SDS-PAGE, M: Precision Plus Protein Unstained Standard,
BioRad.

Auch diese Proben wurden hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung
massenspektrometrisch untersucht. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse dieser
Analyse aufgeflihrt. Durch  Korrelation dieser Daten mit der eingesetzten
Gesamtproteinmenge konnte anteilig nachvollzogen werden, welche Proteine aus dem Wein
entfernt wurden (Tabelle 10). In der unbehandelten Probe wurde mit 15,6 mg/l die Klasse IV
Chitinase (Accession Nummer: AAQ10093.1) als Hauptbestandteil ermittelt. Auch
verschiedene TLPs und eine Invertase (Accession Nummer: XP_002265534.1) konnten in
groRReren Konzentrationen (0,2 - 2,7 mg/l) nachgewiesen werden (Tabelle 10) Die Invertase
kénnte dem Spot Nr. 1 in der Abbildung 22 B zugeordnet werden. Neben den insgesamt 14
verschiedenen Traubenproteinen wurden auch 11 aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae
ermittelt. Durch die Behandlung mit Bentonit wurden einige dieser Proteine aus dem Wein
entfernt. Am deutlichsten lasst sich dies am Beispiel der Klasse IV Chitinase (Accession
Nummer: AAQ10093.1) zeigen. Dieses Protein macht einen Anteil von 69 % des

Gesamtproteingehalts aus, davon wurden 96 % durch die Bentonitschonung aus der Losung
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entfernt. Es konnten sechs verschiedene TLPs nachgewiesen werden, von denen vier zum
Teil stark durch die Schonung um bis zu 98 % reduziert wurden (Accession Nummer:
ABD64682.1, XP_002282964.1, CAB85637.1, AAF82264.1). Der Anteil der anderen Beiden
stieg dagegen an. Griinde hierfiir kdnnten sein, dass sich vermehrt Bruchstiicke der anderen
TLPs gebildet haben, die aufgrund ihrer dhnlichen Aminoséurezusammensetzungen diesen

Proteinen zugeordnet wurden.

Tabelle 10: Ergebnisse der MS-Analyse eines Portugieser Weins ohne und mit
Bentonitschdnung. Der Wein wurde mit 400 g/hl Bentonit geschont. Die Ergebnisse wurden anteilig
auf die 20 pg Gesamtprotein in % bestimmt und auf die Gesamtproteinkonzentration im Wein
umgerechnet. Die Werte fir die pl's und die Molekulargewichte MW wurden (ber die
Aminosauresequenzen berechnet. hellblau hinterlegt: traubeneigene Proteine. WoS: Wein ohne
Schdnung, 22,63 mg/l (MM_3); WmS: geschdnter Wein, 4,27 mg/l (MM_2); MW: Molekulargewicht.

WoS WmS
Accession : MW
Beschreibung pl Gehalt [mg/l]
Nummer [Da]
AAQ10093.1 class IV chitinase Vitis vinifera 5,3 | 28384 | 15,628 | 0,572
ABD64682.1 thaumatin like protein Vitis vinifera 43 (24904 | 2,682 | 1,553

XP_002265534.1 | PREDICTED: beta-fructofuranosidase, 4,3|160784 | 1,584 | 0,334
soluble isoenzyme I-like [Vitis vinifera]

XP_002282964.1 | PREDICTED thaumatin like protein Vitis | 4,5 | 24828 | 1,439 | 0,093

vinifera

XP_002282988.1 | PREDICTED: thaumatin-like protein 4,4 1 24850 | 0,314 | 0,656
[Vitis vinifera]

CAB85637.1 putative thaumatin like protein Vitis 4.8 | 24963 | 0,240 | 0,004
vinifera

AAB47171.1 vacuolar invertase 1 GIN1 Vitis vinifera 4471832 | 0,234 | 0,289
grape berries Sultana berries Peptide
642 aa

NP_014239.1 Ygplp Saccharomyces cerevisiae 5,1 |37442 | 0,074 | 0,194
Stamm S288c

NP_011705.1 Crhlp Saccharomyces cerevisiae 4,3 52872 | 0,050 | 0,084
Stamm S288c

P15703.1 BGL2 YEAST RecName Full Glucan 13 | 4,1 | 34347 | 0,045 | 0,031

beta glucosidase AltName Full Exo 1 3

beta glucanase AltName

NP_014038.1 Gaslp Saccharomyces cerevisiae 4,3|60381 | 0,043 | 0,054
Stamm S288c
AAF82264.1 thaumatin like protein Vitis vinifera 8,1 | 25285 | 0,039 | 0,001

NP_011770.3 Enolp Saccharomyces cerevisiae S288c | 6,2 | 46873 | 0,038 | 0,020
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NP_009720.1 Toslp Saccharomyces cerevisiae 4,3 148679 | 0,037 | 0,026
Stamm S288c¢

XP_002266308.2 | PREDICTED: oryzain alpha chain-like 4,0 | 42455 | 0,033 | 0,082
[Vitis vinifera]

P47033.1 PRY3 YEAST RecName Full Cell wall 4,3 189780 | 0,022 | 0,042
protein PRY3 AltName Full Pathogen
related in Sc 3 Flags Prec

NP_013719.1 PIb2p Saccharomyces cerevisiae Stamm | 4,3 | 76026 | 0,022 | 0,053
S288c

AAO33394.1 AF467946 1 lipid transfer protein isoform | 8,6 | 12256 | 0,020 | 0,001
4 Vitis vinifera

P00925.2 ENO2 YEAST RecName Full Enolase 2 | 5,6 | 46971 | 0,016 | 0,006
AltName Full 2 phospho D glycerate
hydro lyase 2 AltName Full

CAB85636.1 putative thaumatin like protein Vitis 4,3 | 20977 | 0,015 | 0,101
vinifera

XP_002264720.1 | PREDICTED pathogenesis related 7,8 | 15569 | 0,013 | 0,000
protein PR 4B Vitis vinifera

XP_002271843.2 | PREDICTED: chitotriosidase-1-like [Vitis | 8,6 | 39739 | 0,013 | 0,010
vinifera]

NP_014465.1 Dse4p Saccharomyces cerevisiae 421121179 | 0,010 | 0,030
Stamm S288c

AAB61590.1 VVTL1 [Vitis vinifera] 4,9 | 24915 | 0,006 | 0,007

NP_012827.1 Cwplp Saccharomyces cerevisiae 4,3 | 24268 | 0,005 | 0,005

Stamm S288c

Die detektierten Proteine weisen vorwiegend pl’s im Bereich von 4 — 5 auf, was auch bei den

Daten im vorherigen Kapitel der Fall war (vgl. 4.4.3). An dieser Stelle kann ebenfalls

ausgeschlossen werden, dass die Proteine mit einem hdheren pl zumindest aus der Probe

ohne vorherige Schdonung nicht anderweitig aus dem Wein entfernt wurden. Hier scheinen zu

geringe Konzentrationen oder auch nur der Nachweis einzelner Peptide dieser Proteine ein
Grund fur deren Abwesenheit in der 2D-PAGE (Abbildung 22 A) zu sein. Auch hier ist eine
eindeutige Zuordnung einzelner Spots nicht exakt moglich. Dies zeigt sich auch am Beispiel
des Spots bei ca. 17 kDa (Abbildung 22 B?*). Durch den Vergleich der Glykoproteinfarbung

(Abbildung 23) mit dem 2D-Gel kénnte es sich bei diesem Spot um ein glykosyliertes Protein

handeln. Allerdings lassen sich dem Molekulargewicht von ca. 17 kDa und dem pl von ca. 4
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eindeutig keine MS Daten zuordnen. Dies bekréftigt die Vermutung, dass es sich um ein

Bruchsttick eines entsprechenden Glykoproteins handeln kénnte.

4.5 Wirkungsweise von Bentonit

Da es sich bei Bentonit um einen unspezifischen Adsorber handelt, ist es fur das Verstandnis
um dessen Wechselwirkungen mit der Weinumgebung von grofdem Interesse dies naher zu
betrachten. Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit dem DLR Mosel wurden Weine mit
verschiedenen Bentoniten behandelt. Diese Proben wurden anschlieRend dialysiert und
gefriergetrocknet, bevor sich weitere Analysen anschlossen. Bei diesen Versuchen wurde
die Effektivitdt verschiedener Typen von Bentonit betrachtet sowie deren Einfluss auf die

Proteinzusammensetzung in den Weinen.

M 1 2 3 1 2 3 M
75kDa e -
50kDa —
37kDa
25kDa s - [ -
-w
20 kDa
15 kDa

Abbildung  24:  Betrachtung der Wirkung von  Na'Ca’*-Bentonit auf die
Proteinzusammensetzung zweier Weine: Grauburgunder und Riesling. A: Grauburgunder aus
dem Jahr 2011; B. Riesling aus dem Jahr 2011. Es wurden jeweils 150 ml jeder Probe dialysiert und
gefriergetrocknet. Das resultierende Lyophilisat von den entsprechenden Kontrollen ohne Behandlung
im Vergleich mit der Behandlung mit Na‘Ca’*-Bentonit, wurde in 5 ml H,O geldst und anschlieend flr
die Gele 1:2 mit H,O verdinnt bevor sie aufgetragen wurden. Die rot umrandeten Banden wurden
mittels MS analysiert. 1: Kontrolle 1:2 verd.; 2: Na‘Ca®-Bentonit 200 g/hl 1:2 verd.; 3: Na'Ca*'-
Bentonit 400 g/hl 1:2 verd.; 12,5 %ige SDS-PAGE, Coomassie Farbung, M: Precision Plus Protein
Unstained Standard.

Hierzu wurden zwei Rebsorten von der Mosel aus dem Jahr 2011 eingesetzt. Ein Riesling
und ein Grauburgunder wurden mit unterschiedlichen Mengen (200 & 400 g/hl) und
unterschiedlichen Bentoniten (NaCaIit® PORE-TEC, Ca-Granulat, GranuBent® PORE-TEC,
von der Erbsloh Geisenheim AG, Ridesheim) behandelt. Nach Gefriertrocknung von jeweils
150 ml der entsprechenden Proben wurden die Lyophilisate je in 5 ml H,O gel6st und
anschlieRend mittels SDS-PAGE néaher betrachtet. Zur besseren Ubersicht wurde in

Abbildung 24 nur ein Teil der Behandlungen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen
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aufgetragen. Dabei fiel auf, dass bei einer Bentonitdosage von 200 g/hl NaCalit® PORE-TEC
eine Proteinbande bei ca. 30 kDa im Grauburgunder sowie im Riesling vollstandig entfernt
wurde. Die ubrigen Banden wiesen lediglich einen leichten Ruckgang in ihrer Intensitét auf.
Dies konnte auch bei den anderen Bentoniten beobachtet werden (Daten hier nicht
dargestellt).

Tabelle 11: Ergebnisse der MS-Analyse der markierten Proteinbande aus dem Grauburgunder

Wein (vgl. Abbildung 24 A). Die Werte fir die pl’s und die Molekulargewichte MW wurden tber die
Aminosauresequenzen berechnet. hellblau hinterlegt: traubeneigene Proteine.

Accession _ MW Gehalt Anteil
Beschreibung pl

Nummer [Da] [ng] [%]

XP_002277446.1 | PREDICTED glucan endo 1 3| 8,8 | 36653 | 347,5 91,65
beta glucosidase Vitis vinifera

NP_011798.1 Bgl2p Saccharomyces cerevisiae | 4,1 | 34097 | 7,1 1,89
Stamm S288c

AAQ10093.1 class IV chitinase Vitis vinifera 5,3 | 27510 | 6,9 1,82

XP_002282988.1 | PREDICTED thaumatin like 4,4 | 23864 | 5,3 1,39
protein Vitis vinifera

NP_011770.3 Enolp Saccharomyces 6,2 | 46787 | 3,1 0,82
cerevisiae Stamm S288c

P00925.2 ENO2 YEAST RecName Full 5,6 | 46885 | 2,4 0,63

Enolase 2 AltName Full 2
phospho D glycerate hydro lyase

2 AltName Full

CAB85637.1 putative thaumatin like protein 4,7 | 24035 | 2,3 0,61
Vitis vinifera

AAB61590.1 VVTLL1 Vitis vinifera 4,9 | 23953 | 2,3 0,61

CAN79256.1 hypothetical protein VITISV 4,7 | 28127 | 0,8 0,21
009139 Vitis vinifera

P39005.1 KRE9 YEAST RecName Full Cell | 9,4 | 29969 | 0,6 0,16

wall synthesis protein KRE9

Flags Precursor

XP_002277511.1 | PREDICTED glucan endo 1 3 9,6 | 37478 | 0,5 0,14
beta glucosidase basic isoform

Vitis vinifera

CBI19479.3 unnamed protein product Vitis 4,8 | 42575 | 0,4 0,10

vinifera
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Tabelle 12: Ergebnisse der MS-Analyse der markierten Proteinbande aus dem Riesling Wein
(vgl. Abbildung 24 B). Die Werte fur die pl's und die Molekulargewichte MW wurden (ber die
Aminosauresequenzen berechnet. hellblau hinterlegt: traubeneigene Proteine.

Accession : MW Gehalt Anteil
Beschreibung pl
Nummer [Da] [ng] [%]

XP_002277446.1 | PREDICTED glucan endo 1 3 8,8 | 36653 | 248,49 84,87
beta glucosidase Vitis vinifera

XP_002282988.1 | PREDICTED thaumatin like 4,4 | 23864 | 26,46 9,04
protein Vitis vinifera

NP_011770.3 Enolp Saccharomyces 6,2 | 46787 | 3,27 1,12
cerevisiae Stamm S288c

CAN71350.1 hypothetical protein VITISV 11,0 | 11490 | 3,10 1,06
023813 Vitis vinifera

AAB61590.1 VVTLL1 Vitis vinifera 4,9 | 23953 | 2,27 0,77

AAB65776.1 class IV endochitinase Vitis 53 | 27224 | 2,12 0,73
vinifera

CAB85637.1 putative thaumatin like protein 4,7 | 24035 | 1,99 0,68
Vitis vinifera

AABG5777.1 class IV endochitinase Vitis 53 | 27519 | 1,77 0,61
vinifera

NP_012044.1 Eno2p Saccharomyces 5,6 |46885 | 1,18 0,40
cerevisiae Stamm S288c

P15703.1 BGL2 YEAST RecName Full 4,1 | 34097 | 0,81 0,28

Glucan 1 3 beta glucosidase
AltName Full Exo 1 3 beta

glucanase AltName

XP_002283042.1 | PREDICTED thaumatin like 7,7 | 24139 | 0,69 0,24
protein Vitis vinifera
XP_002282964.1 | PREDICTED thaumatin like 4,5 |23842 | 0,64 0,22

protein Vitis vinifera

Die in Abbildung 24 rot markierten Banden wurden mittels MS analysiert. Sowohl fir den
Grauburgunder als auch fur den Riesling Wein wurde in dieser Bande die PREDICTED
glucan endo 1-3 beta glucosidase aus Vitis vinifera (Accession Nummer: XP_002277446.1)
mit einem Anteil von mindestens 85 % identifiziert (vgl. Tabelle 11, Tabelle 12). Die -
Glucosidase hydrolysiert 1-3-B-D-glycosidische Bindungen zu 1-3-B-D-Glycanen. Dadurch
spielt sie eine Rolle bei der Abwehr gegen fungale Pathogene [242, 243].
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4.5.1 Charakterisierung der B-Glucosidase

Bei der B-Glucosidase handelt es sich um ein ca. 36676 Da grol3es Molekil, bestehend aus
340 Aminosauren (AS) und einem theoretischen pl von 8,45 (Daten wurden mittels EXPASy
ProtParam ermittelt [83]). Bei naherer Betrachtung der AS-Sequenz fallt auf, dass dieses
Enzym nur ein Cystein enthalt und somit auch keine Disulfitbriicken zur Stabilisierung
ausbilden kann. Die Anzahl an negativ und positiv geladenen AS ist mit 23 und 25
annahernd gleich (Abbildung 25).

Im Folgenden ist mittels des Programms SwissModel [224-226] eine Raumstruktur der 3-
Glucosidase erstellt worden. Dabei diente die B-Glucosidase aus der Banane (PDB: 2cyg)
als Template [128]. Beide Enzyme haben eine Sequenzidentitat von 59 % und eine 75 %ige
Ahnlichkeit in den physiko-chemischen Eigenschaften der AS. Bereits im Vorfeld wurde der

AS-Bereich des Signalpeptids mit dem SignalP 4.1 Server [88] berechnet und fir das
Alignment entfernt.
A

p* 60
V.vinifera : IGVCf! GNNLPAP VALYNQYN s ILGVP LONIASSQAN. : 80
Banana : IGVC(I LGNNLEPPP VSLYKSNNI VLLDVP VQSLASNPSA : 80

100 120 140 160
V.vinifera : LN- IAVG E SPSGAQAQFVLPAMONINNAISSAGLGNQIKNSTA GVLGVSYPPSSGSHHSGVLSFLTSIIS : 159
Banana : WPS IAVG E IPGSDLAQYILPAMRNIYNALSSAGLQONQIRNSTA GVLGTSYPPSAGAHYSAAQAYLSPIVQ : 160
* 200 220 240
V.vinifera : FL H NAPLLVNLYPYFSDLSN--——— LNYALFTAPGVVVQDGQLG LFDAILDAVYSA GGSSLEKIVV GWP : 234
Banana : FL'E GAPLLVNVYPYFSY[PGNPGQISLPYALFTASGVVVQDGRFS LFDAIVDAVFAA GGANVAVVV GWP : 240

260 * 300
V.vinifera : SAGG-TQTT YNSNLIQH GT TGPI YVFAMF KT WGLELPD TINEN : 306
Banana : SAGGGAEAS ¥YNQNLIRH GT GREIERYIFEMEF KA FGLFYP QISF- : 312

[1* 60
V.vinifera : IGVCYJRNGNNLPAP VALYNQYN HLILGVP LONIASSQAN. : 80
Banana : IGVCYGMLGNNLEPP VSLYKSNNI QQVLLDVP VQSLASNPSA : 80

100 120 140 160
V.vinifera : LN- IAVGNENSPSGAQAQFVLPAMONINNAISSAGLGNQIKNSTA GVLGVSYPPSSGSHHSGVLSFLTSIIS : 159
Banana : WPS IAVGNELIPGSDLAQYILPAMRNIYNALSSAGLONQIKNVSTA GVLGTSYPPSAGAHYSARAQAYLSPIVQ : 160

* 200 220 240
V.vinifera : ! NAPLLVNLYPYFYDLSN----- LNYALEFTAPGVVVQDGQLG LFDAILDAVYSA GGSSLKIVV GWP : 234
Banana : ASNGAPLLVNVYPYFSY[PGNPGQISLPYALFTASGVVVQDGRFS LFDAIVDAVFAA GGANVAVVV GWP : 240

260 * 300
V.vinifera : SAGG-TQTT YNSNLIQH GT TGPI YVFAMF KT WGLFLD TINEN : 306
Banana : SAGGGAEAS YNQNLIRH GT GREIERYIFEMEF KA FGLFYP QISF- : 312

Abbildung 25: Sequenzalignment der B-Glucosidase (Accession Nummer: XP_002277446.1)
aus Vitis vinifera und Banane (PDB: 2CYG) von den AS 35 - 339. A: Grauburgunder; B: Riesling.
Die durch MS identifizierten AS sind grau hinterlegt. gelb umrandet: das einzige Cystein der
Sequenzen; rot umrandet: positiv geladene AS (Arg, Lys); blau umrandet: negativ geladene AS (Asp,
Glu). Verwendete Programme: ClustelX 1.8, GeneDoc 2.6.
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Anhand des Models wurden mit Hilfe von UCSF Chimera [227] Grafiken erstellt, die die
Tertiarstruktur sowie deren entsprechende Oberflache zeigen (Abbildung 26). Dabei scheint
sich die Struktur aus a-Helices und (3-Faltblattern zusammenzusetzen. Basierend auf dem
zugrundeliegenden Template bezeichnet man diese Struktur als a/f - TIM-barrel Motiv [128].
Wahrend die Faltblatter eher einen Tunnel durch das Protein bilden, sind die Helices um die
Faltblatter herum nach auf3en ausgerichtet angeordnet.

Um eine Erklarung dafir zu finden, warum dieses Protein in solch einem Ausmald aus dem
Wein entfernt wurde, wurden mit Hilfe von UCSF Chimera die Verteilung der positiv und
negativ geladenen AS im Molekul betrachtet. In Abbildung 26 sind diese Grafiken dargestellt.

A B

Abbildung 26: Darstellung der Tertiarstruktur mit den entsprechenden Oberflachen des mit
Hilfe von SwissModel erstellten Modell der B-Glucosidase aus Vitis vinifera (Accession
Nummer: XP_002277446.1). Oben: Tertiarstruktur; unten: Oberflache des Models. Bilder wurden mit
USCF Chimera 1.6.2 erstellt. Modelldarstellung der positiven (Arg, Lys) und negativen (Asp, Glu) AS
am Proteinriickrad und an der Oberflache. rot: positiv geladene AS (Arg, Lys); blau: negativ geladenen
AS (Asp, Glu); grun: sonstige AS.

Bei genauer Betrachtung der Abbildung fallt auf, dass sich viele der positiv geladenen AS an
der leicht nach auRen gewdlbten Seite des Proteins befinden (vgl. Abbildung 26 A & D).
Dagegen sind viele der negativ geladenen AS-Reste in der Nahe der von dem Protein
gebildeten Tasche lokalisiert (vgl. Abbildung 26 B & C). Dies zeigt sich vor allem in
Abbildung 26 D. Auf Grund der Ladungsverteilung ist es denkbar, dass sich das Protein mit
der gewolbten, positiv geladenen Seite an die Bentonit-Lamellen, die als
Kationenaustauscher fungieren, anlagern konnte. Da die negativen Ladungen vorwiegend im
inneren Bereich der Tasche lokalisiert sind, kdnnte es sein, dass die abstof3enden Kréafte der

88

——
| —



Ergebnisse

Ladungen von Bentonit und der Tasche nicht ausgepragt genug sind um eine stabile
Anlagerung des Proteins zu verhindern. Des Weiteren handelt es sich bei der B-Glucosidase
um ein sehr flexibles Protein, das im Gegensatz zu den meisten anderen Traubenproteinen
keine stabilisierenden Disulfitbricken ausbilden kann. Auch diese Flexibilitat ist vorteilhaft fur
das Eindringen des Proteins zwischen die Lamellen des Bentonits.

Die Oberflachenladungsverteilung der B-Glucosidase und ihre hohe Flexibilitat begunstigen

die besondere Adsorbierbarkeit durch das Bentonit.

In diesem Zusammenhang wird die Beschaffenheit der Bentonite ndher betrachtet, da diese
aufgrund der molekularen Zusammensetzung in ihrer Wirksamkeit durch viele Faktoren

beeinflusst werden.

4.5.2 Untersuchung verschiedener Bentonite

Bentonit besteht zum uUberwiegenden Teil aus Montmorillonit, einem stark quellfahigen
Tonmineral, das bei der Quellung schichtférmige Hohlrdume bildet. Dieses Mineral wirkt als
unspezifischer Adsorber flr positiv geladene Teilchen. Die meisten Weinproteine liegen im
sauren pH-Wert des Weins (pH 3 - 4) positiv geladen vor [7]. Diese Eigenschaft beglinstigt
die Bindung an die negativ geladene Oberflaiche der Bentonitpartikel. Der Nachteil des
Bentonits ist, dass es unspezifisch auch Farb- und Aromastoffe aus dem Wein adsorbiert
und somit die Qualitat des Weins maf3geblich beeinflussen kann [182, 244]. Deshalb wird es

insbesondere bei Rotweinen nicht gerne eingesetzt.

Es gibt verschiedene Typen von Bentonit. Dazu gehéren die natirlich vorkommenden
Natrium- oder Calcium-Bentonite sowie Mischbentonite. Aufgrund ihres besseren
Quellvermdgens sind Na‘- und Na'Ca**-Bentonite wirksamer als Ca**-Bentonite [188, 193],
wobei die Wirksamkeit besonders bei Ca®*-Bentonit mit der Senkung des pH-Wertes steigt.
Im Folgenden werden vier verschiedene Bentonittypen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit
miteinander verglichen: Na'Ca®*-Mischbentonit, Na*-, K*- sowie Ca**-Bentonit. Bei diesen
Untersuchungen steht der Vergleich des Einflusses der verschiedenen Betonite auf die
Proteinzusammensetzung eines einheimischen Rotweines im Fokus, da nur wenige
Untersuchungen zu diesem Thema vorliegen. AulR3erdem ist besonders bei Rotwein auch die
Frage nach der Entfernung der LTPs als potentielle Traubenallergene von Interesse (vgl. 4.1
& 4.2). Vorwiegend wird die Bentonitschonung jedoch bei Weil3- und Roséweinen eingesetzt.
Die bekannte Literatur zur Rotweinschdonung betrachtet dagegen vorwiegend den Einfluss
auf die Farb- und Aromastoffe [181, 245]; der Einfluss auf die Proteine wird nur beilaufig in

diesem Zusammenhang erwahnt [246].
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Fur die Versuche wurde ein Dornfelder Wein aus dem Jahr 2009 (Weingut der Stadt Mainz,
Rheinhessen) sowie ein Dornfelder Most aus dem Folgejahr verwendet. Die zu
untersuchenden Bentonite wurden vom Weingut Gres (Appenheim, Rheinhessen) zur
Verfugung gestellt (Calcium-Bentonit, SIHA Bentonit G, Eaton Technologies GmbH,
Langenlonsheim; Natrium-Bentonit, Plusgran® V, Enologica Vason S.p.A., Verona, Italien;
Natrium-Calcium-Bentonit, Na-Calit, Erbsloh Geisenheim AG, Geisenheim; Kalium-Bentonit,
Plusgran Juice K, Enologica Vason S.p.A., Verona, Italien). Die Proben wurden mit 50 g/hl
Bentonit behandelt und anschlieBend fur die weiteren Analysen aufbereitet (vgl. 3.2, 3.3,
3.4).

Zur besseren Ubersicht wurden diese Behandlungen mit der entsprechenden Kontrolle in
einer SDS-PAGE aufgetragen und in Abbildung 27 dargestellt. Vorwiegend wurden die
Proteine in einem Molekulargewichtsbereich von 10 - 12 kDa und im Bereich von 20 - 30 kDa
reduziert. Bei diesen GrofRen werden Proteine wie das LTP (ca. 11 kDa) und auch die
potentiell triibungsrelevanten Proteine wie die TLPs und Chitinasen vermutet [48, 231]. Vor
allem im Molekulargewichtsbereich von 20 - 30 kDa kann man die Unterschiede der
Bentonitbehandlungen im Vergleich zu der unbehandelten Weinprobe erkennen. Abbildung
27 zeigt, dass die Intensitaten der Proteinbanden bei Na*- und K*-Bentonit nur noch schwach
ausgepragt sind, gefolgt von der Behandlung mit Na*Ca?*-Mischbentonit. Am intensivsten
lassen sich noch die Banden bei der Behandlung mit Ca**-Bentonit erkennen. Auffallig ist,
dass gerade die Banden am oberen Bereich der Gele kaum durch die Bentonitbehandlung
beeinflusst werden. Hierbei handelt es sich um Glykoproteine, die dafir bekannt sind, dass

sie die Entstehung von Tribungen reduzieren kénnen [39, 62].

M 1 2 3 4 5

75kDa ——
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37 kDa s
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Abbildung 27: Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Bentonite im Dornfelder Rotwein. Die
Konzentration der Bentonite betrug je 50 g/hl. 1: unbehandelter Rotwein; 2: Behandlung mit Na*Ca®-
Bentonit; 3: Behandlung mit Na'-Bentonit; 4: Behandlung mit Ca**-Bentonit; 5: Behandlung mit K-
Bentonit; 12,5 % SDS-Gel. Coomassie-Farbung, M: Precision Plus Protein Unstained Standard. (von
mir mitbetreute Bachelorarbeit von Isabell Piroth, 2012)
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Zusatzlich zu der Betrachtung in dem Gel wurde die Proteinkonzentration bestimmt (vgl. 3.1).
K-Bentonit reduziert die Proteinkonzentration um ca. 40 % (Kontrolle: 88,9 + 5,0 mg/l, K*-
Bentonit: 53,4 + 5,4 mg/l, n=3 Messungen) wahrend bei den anderen Bentoniten eine
Reduktion um ca. 30 % zu beobachten ist (Na*Ca**-Bentonit: 66,5 + 5,0 mg/l; Na*-Bentonit:
67,6 = 2,9 mg/l; Ca**-Bentonit: 64,4 + 3,4 mg/l, n=3 Messungen).

Bei dieser Untersuchung war die Betrachtung der Kationenaustauschkapazitat der Bentonite
von Interesse, da man Uber diese eine definierte GroRe zum besseren Vergleich der
Bentonite erhdlt. Die Kationenaustauschkapazitat lasst sich mit dem Halo-Test Uber die
relative Oberflache des eingesetzten Adsorbers Methylenblau bestimmen (vgl. 3.18).
Dadurch liel3 sich unter standardisierten Bedingungen die austauschfahige Oberflache der
Tonmineralien ermitteln und miteinander vergleichen. Bei diesen Untersuchungen wies Ca*-
Bentonit die geringste Oberflache mit 415 m?g auf, wéhrend bei der gleichen Menge Na'-
Bentonit die 2,5-fache Oberflache (997 m?/g) ermittelt wurde, gefolgt von K*-Bentonit (1,4-
fache Oberflache, 586 m?/g) und Na*Ca?*-Mischbentonit (1,2-fache Oberflache, 511 m?/g).

Bei diesem Test wurde fiir Ca**-Bentonit die kleinste austauschfahige Oberfliche ermittelt.
Dies bestétigt, dass es sich bei Ca**-Bentonit um einen weniger effektiven Adsorber handelt
als bei den Ubrigen getesteten Mineralen. Im Gegensatz dazu miisste Na*-Bentonit, aufgrund
der sehr groRBen austauschfdhigen Oberflaiche die beste Wirksamkeit aufzuweisen.
Allerdings sollte hier beriicksichtigt werden, dass verschiedene Faktoren, wie Temperatur,
pH-Wert und lonenstarke, die Quellfahigkeit und somit auch die mogliche
Kationenaustauschkapazitat der Bentonite beeinflussen [191]. Gerade bei Ca®*-Bentonit wird
die Wirksamkeit durch den pH-Wert beeinflusst und kann durch eine Erniedrigung des pH-
Wertes unter 3,5 zur Effektivitatssteigerung fihren [193].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Glykoproteine kaum durch die
Bentonitbehandlung aus dem Wein entfernt wurden. Hier wurden vor allem die zur
Diskussion stehenden Proteine der Trubbildung sowie das potentielle Allergen LTP entfernt.
Diese Wirkung kdnnte durch eine Erniedrigung des pH-Wertes des Weines noch verbessert
werden (Daten hier nicht dargestellt). Bei diesen Untersuchungen erwiesen sich besonders
die hierzulande nicht zugelassenen Na’- und K'-Bentonite als sehr effektiv bei der
Reduzierung des Proteingehalts. Der Einfluss des Bentonits auf die Farbe und den

Geschmack bei diesem Rotwein musste erganzend untersucht werden.

Ausziige dieses Kapitels werden im Deutschen Weinbaujahrbuch 2016 publiziert [247].
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4.6 Aufreinigung tribungsrelevanter Weinproteine

Verschiedene Proteine sind an der Entstehung von Trubung im Wein beteiligt. Dabei
scheinen vor allem die TLPs eine grof3e Rolle zu spielen. Und zwar nicht zuletzt da sie mit
den Chitinasen den grofdten Anteil an Proteinen im Wein einnehmen [167]. Fir die
Charakterisierung dieser Proteine werden davon erhebliche Mengen bendtigt, darum wurden
die folgenden Versuche mit einem Modellwein von der Hochschule Geisenheim
durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um das Lyophilisat eines Weines der Rebsorte
Auxerrois. Diese Probe wurde bereits im Rahmen der Diplomarbeit von Daniela Endt (2009)
an der Forschungsanstalt Geisenheim isoliert und untersucht. Im Folgenden wird diese
Probe als Basis fir die Proteinaufreinigung und weitere Untersuchungen zur Trubentstehung

verwendet, da sie in ausreichenden Mengen zur Verfligung stand.

Das Ziel der Proteinaufreinigung sollte sein, verschiedene TLPs aus diesem Lyophilisat zu
isolieren. Dazu wurden verschiedene chromatographische Trennprinzipien angewendet. In
einem ersten Schritt wurde eine GroéRenausschlusschromatographie (SEC) durchgefiihrt, um
die enthaltenen Proteine ihrer GroRe nach aufzutrennen. In Abbildung 28 ist das
Elutionsprofil des Modellweinlyophilisats dargestellt (vgl. 3.10.1). Hier wurden 25 mg des
Lyophilisats (720 mg/l wurden extrahiert [207]) in Phosphatpuffer gelést und auf die Saule
aufgetragen.
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Abbildung 28: Elutionsprofil nach GréRenausschlusschromatographie des Modellweinsystems
als Basis flur die Aufreinigung verschiedener Weinproteine. Die Elution erfolgte mit einem 0,1 M
Phosphatpuffer pH 7 lGber die Sephacryl S-200 XK 16/60 Saule. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min (vgl.
3.10.1 & Tabelle 15).

Einzelne Peaks wurden mittels SDS-PAGE naher untersucht (Abbildung 29). Es erfolgte eine
Einteilung in einzelne Proteinklassen. Im ersten Peak eluieren die Glykoproteine, die erst
durch eine Glykoproteinfarbung visualisiert wurden (Fraktionen 7 & 8, PAS-Farbung hier

nicht dargestellt). Anschliel3end eluierte die Invertase (Fraktion 10) und in dem grof3ten Peak
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ab ca. 150 min. eluieren die meisten Proteine im Molekulargewichtsbereich von 20 - 25 kDa
(Fraktionen 16 - 20), allerdings konnten diese auch in den vorherigen Fraktionen erkannt
werden. In diesem Bereich befinden sich erfahrungsgeman die TLPs und Chitinasen [48].

M 7 8 10 12 13 14 16 17 18 20 M 21 22 26 30 31 41 46

75kDa
50kDa
37 kDa

25kDa

20kDa -

15 kDa

10 kDa

Abbildung 29: SDS-PAGE einzelner Fraktionen nach dem SEC Lauf. Die Proben sind
entsprechend den Fraktionen aus Abbildung 28 benannt. 12,5 % SDS-Gele, Coomassie Farbung. M:
Precision Plus Protein Unstained Standard, BioRad.

Da sich in diesen Fraktionen verschiedene Proteinbanden befanden, wurden weitere
Aufreinigungsschritte angeschlossen. Dazu wurden die Fraktionen 16 - 20 zusammengefligt
und aufkonzentriert (mittels Zentrifugalkonzentratoren, MWCO 10 kDa). Um diese Proteine
mittels Kationenaustauschchromatographie auftrennen zu kénnen, musste die Probe mit
0,1 M Citratpuffer pH 3 unter Verwendung von Zentrifugalkonzentratoren umgepuffert
werden. Die Elution erfolgte mittels eines Hochsalzgradienten, der an diese Probe des SEC-

Laufs angepasst wurde (Abbildung 30, vgl. Tabelle 17).
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Abbildung 30: Aufreinigung der aufkonzentrierten Fraktionen 16 - 20 des SEC-Laufs (Abbildung

28) mittels Kationenaustauschchromatographie (UNO S-1 S&aule). Die Elution erfolgte mit einem
0,1 M Citratpuffer pH 3 und 1 M NacCl. Die Flussrate betrug 1 ml/min (vgl. 3.10.2 & Tabelle 17).
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Bei dieser Trennmethode eluieren die Proteine mit ansteigender Kationenkonzentration. In
Peak | (Fraktionen 3 — 6) eluierten Bestandteile, die nicht an die Sdule gebunden haben. Mit
Beginn des Salzgradienten eluierten finf Peaks (Abbildung 30, Peaks Il - VI), dabei wiesen
der Peak Il und VI neben dem eigentlichen Hauptpeak Schultern auf. Auch in diesem Fall
wurden die interessanten Fraktionen des Elutionsprofils mittels einer SDS-PAGE néaher
betrachtet (Abbildung 31).

M 4 5 26 30 38 45 46 53 58 M 62 67 70 74 79 87 90
75kDa  ww -
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Abbildung 31: SDS-PAGE einzelner Fraktionen nach der Kationenaustauschchromatographie.
Die Proben sind entsprechend den Fraktionen aus Abbildung 30 benannt. 12,5 % SDS-Gele,
Coomassie Farbung. M: Precision Plus Protein Unstained Standard, BioRad.

In fast allen aufgetragenen Fraktionen sind Proteine im Molekulargewichtsbereich von 15 -
25 kDa nachweisbar. In den Fraktionen 4 und 5 (Peak 1) sind mit dieser Féarbung keine
Proteine zu erkennen, hier kénnten auch kleinere Peptide ein Grund fir die Absorption im
Elutionsprofil sein. In den Ubrigen Fraktionen sind, wenn auch zum Teil eher schwach,
mehrere Banden zu erkennen. Daher wurde eine weitere Methode zur Proteinaufreinigung
angeschlossen, um die bereits nach ihren Ladungseigenschaften aufgetrennten Proteine

noch nach ihrer Hydrophobizitat zu trennen.

Dazu wurden Peak Il (Fraktionen 44 - 52), IV (Fraktionen 53 - 63) und Peak V (Fraktionen
72 — 76) separat aufkonzentriert. Zur weiteren chromatographischen Untersuchung wurde
die Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) durchgefiihrt. Um die Proben mittels HIC
aufzutrennen, wurden diese mit einem Citratpuffer pH 4 mit 1,25 M Ammoniumsulfat unter
Verwendung von Zentrifugalkonzentratoren umgepuffert. Dadurch wurde ein Grol3teil der
Hydrathulle verdrangt und die Proteine konnten an die Saule binden. Am Beispiel des Peaks
IV der Kationenaustauschchromatographie ist exemplarisch das entsprechende Elutionsprofil
dargestellt (Abbildung 32). Man erkennt einen grof3en Peak (nach ca. 90 min) gefolgt von
einem weitaus kleineren Peak (nach ca. 125 min). Beide eluierten erst nach einer Abnahme

der Salzkonzentration um ca. 45 % von der Séule.
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Abbildung 32: Elution der konzentrierten Fraktionen 53 — 63 der Kationenaustausch-
chromatographie (Peak 1V, Abbildung 30) mittels Hydrophober Interaktionschromatographie.
Als Gelmatrix wurde Phenylsepharose eingesetzt. Die Elution erfolgte mit einem 0,05 M Citratpuffer
pH 4 und 1,25 M (NH,4),S0O,. Die Flussrate betrug 2 ml/min (vgl. 3.10.3 & Tabelle 18).

Diese so isolierten Proteine wurden nach den Aufreinigungen aufkonzentriert und
umgepuffert, zur Entfernung der hohen Salzkonzentrationen aus den Ldsungen. Zur
Identifizierung, um welche Proteine bzw. um welche TLP-Isoformen es sich im Einzelnen
handeln konnte, werden Proben dieser Proteine zur massenspektrometrischen Analyse

gegeben. Die Ergebnisse dieser Analyse konnten nicht mehr bertcksichtigt werden.

Die so isolierten Proteine kénnen fir die Untersuchungen der Trilbung gezielt eingesetzt
werden.

4.7 Versuche zur Stabilitat von Wein

Im Rahmen des Forschungsprojektes AiF 17338N sollen die Ursachen der Trubentstehung
sowie die dabei involvierten Komponenten untersucht werden. Hier ist es von Interesse
einzelne Weinkomponenten hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens zu untersuchen.
Speziell in diesem Fall wurde die Wechselwirkung eines Modellweins mit verschiedenen
Polysacchariden untersucht. Neben Hitzestabilitatstests (durchgefiihrt bei 80 °C fiir 3 h an
der Hochschule Geisenheim durch Frau Miriam Meier) wurden weiterfihrende Versuche zur
Verfolgung des temperaturabhangigen Aggregationsverhaltens mittels Dynamischer
Lichtstreuung (DLS) durchgefihrt. Das Denaturierungsverhalten der Komponenten im
Modellweinsystem wurde mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) ndher betrachtet.
Im Fokus der Untersuchungen standen die im Wein enthaltenen Proteine und deren

Wechselwirkungen mit der Umgebung.
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Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden mit verschiedenen Ldsungen
durchgefuhrt. In einem ersten Schritt wurden die zu untersuchenden Komponenten in einem
0,1 M Citratpuffer pH 3,5 geldst. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass die zu
beobachteten Ergebnisse auf den Wechselwirkungen der Proteine mit den zugefugten
Polysacchariden zurtickzufiihren sind. In einem spéateren Schritt wurden diese Versuche mit
einer Echtweinlésung (Rieslingpermeat, cutoff <10 kDa, pH 3,5) wiederholt. Bei diesen
Versuchen konnte zusatzlich der Einfluss der Polyphenole in der Weinldsung bericksichtigt
werden. Zur Untersuchung der Stabilitat wurden dem wieder aufgelosten Weinlyophilisat
verschiedene Polysaccharide (Carboxymethylcellulose, Gummi arabicum, Arabinogalactan,
Rhamnogalacturonan) zugefugt, die unter anderem fir die Metallstabilisierung oder auch
Weinsteinstabilisierung bereits Anwendung finden [11, 34]. Hier wurde das bereits naher

analysierte Auxerroislyophilisat als Modellsystem eingesetzt (vgl. 4.6).

4.7.1 Einfluss von Polysacchariden auf die Tribung im Puffersystem

Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte die Wirkung von vier verschiedenen
Polysacchariden auf die Weintribung untersucht werden. Zwei dieser Polysaccharide sind
naturliche Bestandteile der Weinbeere und somit auch im Wein enthalten. Diese beiden, das
Arabinogalactan und die Rhamnogalacturonane gehdren zu den Hauptbestandteile der
Polysaccharide im Wein, neben den Mannoproteinen [29, 32]. Die beiden anderen
Polysaccharide, Carboxymethylcellulose (CMC) und Gummi arabicum, sind auch als
Lebensmittelzusatzstoffe bekannt. Sie werden bei der Stabilisierung von Kupfer- oder
Eisentribung, Weinsteinausfall, Gerbstoffausflockung und zu Verbesserung des

Geschmacks und Mundgefihls eingesetzt [34, 40, 46].

Ergebnisse der Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung zur Betrachtung des
temperaturabhangigen Aggregationsverhaltens von Weinproteinen

Zur Untersuchung der temperaturabhéangigen Aggregation der Auxerroisproteine als
Modellsystem wurden Trendmessungen mit der dynamischen Lichtstreuung (DLS)
durchgefuhrt (vgl. 3.17). Mit der DLS ist es moglich, den hydrodynamischen Radius von
Molekulen zu beobachten. Da die zu beobachtende Lésung polydispers ist, wird nur die
relative Anderung der TeilchengroRRe verfolgt, die man im Vergleich zu den verschiedenen
Versuchsansatzen betrachtet. Was diese Methode zuséatzlich auszeichnet, ist die
Mdoglichkeit, die Probe wahrend der Messung zu erhitzen und so die Veranderung der

Teilchengrdle in einem Temperaturgradienten zu beobachten.
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Die bei dieser Methode benétigte Proteinkonzentration betrug 1 mg/ml. Pro Messung wurden
100 pl eingesetzt. Durch das fir die DLS grofRe Probenvolumen kann die Verdunstung von
ca. 5 % wahrend der Temperaturerhbhung ausgeglichen und mdogliche Messfehler
vermieden werden. Die Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt, da die
Messwerte sehr schwankten und zum Teil auch sehr stark voneinander abwichen. Die
Ansatze wurden entsprechend Tabelle 13 pipettiert. Alle verwendeten Lésungen wurden in
0,1 M Citratpuffer pH 3,5 geldst.

Tabelle 13: Pipettierschema zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens der
Auxerroisproteine. Fur alle Versuche wurde eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml eingesetzt. Die

Stammldésung aus dem Weinlyophilisat (34 mg/ml) enthielt eine Gesamtproteinkonzentration von
2 mg/ml.

\Verhaltnis ; . 34 mg/ml

Lyophilisat zu 34 mg/ml Weinlyophilisat Polysaccharid Puffer [Endvolumen
Polysaccharid [u] [ [u] [u]

1:0 500 0 (0 mg/ml) 500 1000

1:0,25 500 125 (4,25 mg/ml) 375 1000

1:0,5 500 250 (8,5 mg/ml) 250 1000

1:0,75 500 375 (12,75 mg/ml) {125  |1000

1:1 500 500 (17 mg/ml) 0 1000

Die Messungen wurden von 26 °C bis 82 °C in 2 °C Schritten durchgefiihrt. Bei jeder
Temperaturstufe aquilibrierte die Probe fir 3 min vor der Messung. Nach dem obigen
Pipettierschema wurden die vier Polysaccharide sowie der Modellwein ohne weitere Zusatze
getestet (Tabelle 13). An den Messungen des Modellweines ohne Zusatze ist dies

exemplarisch dargestellt (Abbildung 33).
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Abbildung 33: DLS Messungen der Auxerroisproteine ohne weitere Zuséatze. Die Mittelwerte
dieser Messung dienten als Kontrolle fur alle weiteren Messungen (vgl. 3.17). A: Auftragung des
hydrodynamischen Radius Rs der gemessenen Probe; B: Auftragung der Derived Count Rate zur
Uberpriufung der Qualitat der Messergebnisse. Die Messungen wurden dreimal wiederholt (= a, b, c).
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Ergebnisse

In der Abbildung 33 ist zum einen die Anderung des hydrodynamischen Radius Rs (A) und
die der Derived Count Rate (B) bei der Temperaturerhfhung dargestellt. Wéahrend der
hydrodynamische Radius von der Software des Zetasizers nach der Stokes-Einstein-
Gleichung berechnet wird, gibt die Derived Count Rate die Anzahl der gemessenen
Photonen pro Sekunde an (vgl. 3.17). Dadurch lasst sich die Stabilitat der Probe wahrend
der Messung verfolgen. Hier gilt, je groRer die Partikel im Messbereich sind, desto mehr
Photonen kdnnen detektiert werden. In beiden Graphen dieser Abbildung ist ein Anstieg der
Messwerte ab einer Temperatur von ca. 48 °C bis zu einem Maximum bei 58 °C (ca. Rs =
496,8 £ 110,8 nm; n=3) zu beobachten. Bei den Messungen des hydrodynamischen Radius
folg darauf ein Abfall der Radien, die allerdings noch weit Uber den Werten fir die
anfangliche Messung liegen (bei 26 °C ca. Rs = 6,6 = 0,3 nm; bei 82 °C ca. Rs = 103 £
8,6 nm; n=3). Die Daten der Derived Count Rate steigen dagegen weiter an, wobei hier auch
ein Einbruch der Daten bei ca. 60 °C zu sehen ist, ebenso wie bei den Messungen des
Radius. Aus dem Verlauf der Derived Count Rate lasst sich schlieBen, dass die gemessenen
Partikel nicht sedimentierten (kein Abfall der Messdaten bei hohen Temperaturen, wie bei
den Daten zu Rs), allerdings mussen sich bei diesen hohen Temperaturen vermehrt kleinere
Partikel gebildet haben, wodurch der Anstieg der Rate zu erklaren wéare. Dies zeigte sich
auch bei den weiteren Messungen, weshalb bei den nachfolgenden Ergebnissen darauf

verzichtet wurde die Derived Count Rate anzugeben.

Die Messungen wurden dreimal durchgefihrt. Dadurch wurden starke Schwankungen
zwischen den Messungen deutlich. Daher wurden in den weiteren Ergebnissen die
Mittelwerte der Messpunkte aufgetragen und die Standardabweichung exemplarisch nur bei
der Kontrollmessung angegeben (Abbildung 34). Dadurch soll die Variabilitat der Werte
veranschaulicht werden. Aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit wurde darauf verzichtet

diese auch bei den anderen Kurven einzuzeichnen.

Anhand der Standardabweichungen ist zu sehen, dass die Werte erst ab einer Temperatur
von ca. 50 °C stark schwankten. Das Gleiche war auch bei den Daten der Derived Count
Rate zu beobachten. Bei dieser Temperatur wurde der Beginn der Aggregation vermutet. Da
diese Methode bei den Berechnungen der PartikelgréRe von idealen, kugelférmigen
Partikeln ausgeht, ist es moglich, dass besonders bei den ungeordneten Partikeln der
Aggregate die Daten dazu stark schwanken. Fir die Verfolgung der temperaturabhangigen

Aggregation wird sich vorwiegend auf den Beginn der Aggregation bezogen.
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Abbildung 34: Zusammenfassende Ergebnisse der DLS Messungen zur Untersuchung des
Aggregationsverhaltens der Modellweinproteine mit verschiedenen Polysacchariden bei vier
verschiedenen Konzentrationsverhéltnissen. Zur Vergleichbarkeit wurde eine einheitliche
Achsenskalierung gewahlt und pro Diagramm das entsprechende Verhéltnis von Modellweinlyophilisat
zu dem entsprechenden Polysaccharid aufgetragen. A: Verhéltnis 1:1; B: Verhéltnis 1:0,75; C:
Verhéltnis 1:0,5; D: Verhaltnis 1:0,25. In jeder Graphik wurde zuséatzlich als Kontrolle die Messung der
Modellproteine ohne Polysaccharide mit aufgetragen. schwarz: Modellweinproteine (WP) &
Standardabweichung; rot: Zusatz von Arabinogalactan (AG); grun: Zusatz von Gummi arabicum (GA);
blau: Zusatz von Rhamnogalacturonan (RG); hellblau: Zusatz von Carboxymethylcellulose (CMC).

In Abbildung 34 sind die Ergebnisse der temperaturabhangigen Aggregation unter Einfluss
verschiedener Polysaccharide dargestellt. Es folgt eine phanomenologische Betrachtung der
Ergebnisse, die auch mit weiteren Versuchen, wie dem Stabilitatstest (durchgefuhrt an der

Hochschule Geisenheim durch Frau Miriam Meier) bestatigt werden missen.

Generell zeigen die Ergebnisse bei allen untersuchten Bedingungen einen Anstieg der
Aggregation bei ca. 48 °C wie auch bei der Kontrolle bereits beobachtet wurde (Abbildung
34). Die Messungen mit dem Polysaccharid Carboxymethylcellulose (CMC) wiesen bei allen
getesteten Verhaltnissen von Lyophilisat zu Polysaccharid, die starksten Abweichungen von
der Kontrolle ab einer Temperatur von 58 °C auf. Ab dieser Temperatur liegen die
bestimmten Radien weit Uber denen der Kontrolle (Abbildung 34, CMC: hellblaue

Messkurven; Kontrolle: schwarze Messkurven). In Abbildung 35 ist ein vergroRerter
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Ausschnitt der Messungen dargestellt, um auch die Ergebnisse der anderen Messreihen
besser erkennen zu kdnnen. Hier zeigt sich im Vergleich zur Kontrolle, dass der Zusatz von
Rhamnogalacturonan und Gummi arabicum den Anstieg der ermittelten Radien bereits ab
48 °C merklich reduzierte (Abbildung 35, blaue und griine Kurvenverlaufe). Gerade bei der
Betrachtung des maximalen Wertes der Kontrolle bei 58 °C von ca. Rs = 496,8 + 110,8 nm
weisen diese beiden Polysaccharide, selbst im hdchsten Verhéltnis zueinander eingesetzt
(Abbildung 35 A) Werte von Rs = 99,6 = 43,7 nm fur Gummi arabicum und fir
Rhamnogalacturonan von Rs = 30,1 + 0,7 nm auf. Bei Arabinogalactan konnte ebenfalls eine
reduzierende Wirkung auf die PartikelgroRe beobachtet werden, allerdings nur in geringeren
Verhaltnissen dem Weinlyophilisat zugesetzt (Abbildung 35 C, Rs = 94,5 + 54,4 nm).
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Abbildung 35: Darstellung der DLS Messergebnisse ohne die Daten der CMC-Messreihe zur
besseren Betrachtung des Einflusses der anderen Polysaccharide bei vier verschiedenen
Konzentrationsverhéltnissen. Auch hier wurde zur Vergleichbarkeit eine einheitliche
Achsenskalierung verwendet und pro Diagramm das entsprechende Verhéltnis von Lyophilisat zu dem
entsprechenden Polysaccharide aufgetragen. A: Verhaltnis 1:1; B: Verhaltnis 1:0,75; C: Verhaltnis
1:0,5; D: Verhaltnis 1:0,25. Zum besseren Vergleich wurde in jede Graphik die Messreihe des
Modellweins ohne Zusatze als Kontrolle mit aufgetragen. schwarz: Modellweinproteine (WP) &
Standardabweichung; rot: Zusatz von Arabinogalactan (AG); gruin: Zusatz von Gummi arabicum (GA);
blau: Zusatz von Rhamnogalacturonan (RG).
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Aus den Daten kann geschlossen werden, dass die natlrlicherweise in den Trauben
vorkommenden Polysaccharide Arabinogalactan und Rhamnogalacturonan im Gegensatz zu
CMC einen reduzierenden Einfluss auf die Grol3e der Aggregate haben. Bei den Messungen
mit Arabinogalactan schienen bereits geringe Konzentrationen erheblich auf die Gré3e der
Aggregate zu wirken. Erst mit hoheren Konzentrationen néhern sich die Radien den
GrolRenordnungen wieder der Kontrolle an (Abbildung 35 A & B). Rhamnogalacturonan weist
hier auch den starksten Einfluss auf, da bei allen Messreihen die Grol3e der Aggregate
immer weit unter denen der Kontrolle liegt. Durch den Kontakt mit dem Rhamnogalacturonan
wird eine Interaktion zwischen den Weinproteinen verhindert. Das Polysaccharid komplexiert
mit den Proteinen Uber Wasserstoffbriickenbindungen, ummantelt diese und verhindert so
deren vermehrte Aggregation [8, 248].

Ergénzend zu diesen Versuchen wurde ein Warmetest von Frau Miriam Meier (Hochschule
Geisenheim) durchgefuhrt. Dazu wurden die Proben bei verschiedenen Temperaturen
(20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C) inkubiert. Hier betrug das gemessene
Probenvolumen 20 ml und die Messungen wurden dreimal wiederholt. Jede Probe wurde bei
der entsprechenden Temperatur eine Stunde inkubiert, dann 15 min wieder auf 20 °C
temperiert und anschlieBend mit dem Nephelometer (Streulichtmessung, Winkel 90° bei
860 nm) gemessen. Bei diesen Messungen gelten Werte unterhalb von 2 FNU (Formazine
Nephelometric Units, gemal Norm ISO 7027 flur Tribungsmessung im Streulichtverfahren
bei 860 nm und 90°) als triibungsstabil. Bei den FNU Einheiten handelt es sich um
standardisierte Referenzwerte, die durch Formazin als Eichsubstanz ermittelt werden.
Anhand dieser Daten konnte gezeigt werden, das Rhamnogalacturonan den verwendeten
Modellwein stabilisierte und die Messwerte die Grenze von 2 FNU nicht tberschritten. Die
Zugabe von CMC destabilisierte die Probe, da bereit bei 50 °C eine Trilbung oberhalb der
2 FNU Grenze zu messen war. Bei den Ubrigen Proben war dies erst ab einer Temperatur

von 70 °C der Fall (Daten von Frau Miriam Meier, Hochschule Geisenheim).

CMC schien in diesem System grol3ere Aggregate zu erzeugen als es ohne diesen Zusatz
mdglich ware. Man kann dies als Hinweis darauf deuten, dass dieser Zusatz zu starken
Tribungen fihrt, die nur mit sehr hohen Mengen an Bentonit behoben werden kénnen.

Hinweise aus der Praxis bestatigen diese Beobachtungen [11, 34].

Ergebnisse der Messungen zur Schmelzpunktbetrachtung der Gesamtweinproteine
mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie
Bei den DLS Ergebnissen konnten unterschiedliche Verhaltensweisen bei den

Polysacchariden beobachtet werden (vgl. Abbildung 34). Hier sind die verstarkte Aggregation
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durch die Zugabe von CMC sowie die Verminderung der Aggregatgréf3e durch Zugabe von
Rhamnogalacturonan zu nennen. Daraus stellte sich die Frage, ob die Polysaccharide die
Stabilitat der Modellweinproteine beeinflussen. Um dies zu untersuchen wurden Messungen
mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) durchgefiihrt. Durch Anderungen in der
Warmekapazitat der zu untersuchenden Losung lasst sich bei dieser Methode die Auffaltung

von Proteinen bzw. deren Schmelztemperatur betrachten.

Fur die Messungen wurde eine Gesamtproteinkonzentration von ca. 0,13 mg/ml benétigt,
dies entspricht einer Lyophilisat-Einwaage von ca. 2 mg/ml. Alle Proben wurden in 0,1 M
Citratpuffer pH 3,5 gel6st. Da es aus der Literatur Hinweise auf reversible Faltung einzelner
Proteine nach Hitzeeinwirkung gibt [56], sind die hier beschriebenen Versuche ebenfalls auf
ihre Reversibilitdt hin untersucht worden. Dazu wurden die Proben zunéchst mittels DSC von
20 °C auf 120 °C erhitzt (gekennzeichnet mit 1), von 120 °C auf 20 °C gekuhlt
(gekennzeichnet mit 2) und erneut auf 120 °C erhitzt (gekennzeichnet mit 3). Alle
Messreihen wurden mit einer Heizrate von 60 °C pro Stunde und in Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Im Folgenden ist exemplarisch fir alle weiteren DSC Versuche am Beispiel
des Modellweines ohne weitere Zusétze dieser Ablauf dargestellt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: DSC Messung des Modellweines ohne weitere Zuséatze. Die Messung wurde in
Doppelbestimmung durchgefiihrt (Messung a & b). A: alle Messreihen; B: Vergrof3erung der
Messreihen 1 und 3. 1: Messung von 20 °C nach 120 °C; 2: Messung von 120 °C nach 20 °C; 3:
Messung von 20 °C nach 120 °C; Cp: Warmekapazitat.

In der Abbildung 36 ist die Doppelbestimmung der Auxerroisproteine, die als Modellproteine
dienten, mit den gemessenen Warmekapazitaten aufgeftihrt. Bei diesen Messungen werden
im Besonderen die Verlaufe bei der Aufheizung der Probe betrachtet (Abbildung 36 a/bl,
a/b3), da sich hiertber die Informationen tUber Schmelztemperaturen der Proteine und deren
reversible Auffaltung treffen lassen. Bei den jeweiligen ersten Messungen (Abbildung 36
a/bl) sind Peaks bei 57 °C, 66 °C, 73 °C und 83 °C zu erkennen. Dies lasst sich am besten
bei der Messung b1l beobachten (vgl. Abbildung 36 B). Bei der Messung al sind ab ca. 80 °C
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starke Schwankungen im Verlauf der Warmekapazitdt zu sehen. Hier muss hinzugefugt
werden, dass dieses Verhalten bei jeder Messung beobachtet werden konnte, wenn das
DSC Gerét Uber einige Tage ausgestellt war und zuvor kein Probelauf mit Aqua dest.
durchgefuhrt wurde. Allein anhand dieser Daten kann keine Zuordnung der Peaks zu den
entsprechenden Proteinen erfolgen, lediglich aus der Literatur kbnnte man Ruckschlisse
ziehen um welche es sich handeln kénnte. In diesem Zusammenhang ist beispielsweise
bekannt, dass fir die Invertase eine Denaturierungstemperatur von ca. 83 °C detektiert
wurde [56]. Mit der erganzenden Betrachtung der zweiten Aufheizrate (Abbildung 36 B a/b3)
sollte die potentielle Reversibilitat der Proteinauffaltung detektiert werden. Da bei diesem
wiederholten Erhitzen der Proben keine Peaks im Verlauf der Wéarmekapazitat zu sehen
sind, wird daraus geschlossen, dass die Auffaltung der Proteine in diesen Proben nicht
reversibel ist. Aus diesem Grund wird bei der Darstellung der weiteren DSC Ergebnisse nur

der erste Temperaturverlauf von 20 °C nach 120 °C aufgefiihrt.

Darauf aufbauend wurde betrachtet, ob die zugesetzten Polysaccharide die Auffaltungs-
bzw. Denaturierungstemperaturen der Proteine des Versuchsweines beeinflussen. Das
jeweils zu untersuchende Polysaccharid wurde ebenfalls der Referenzzelle zugesetzt, so
dass ausschlielich die Wirkung auf die enthaltenen Weinproteine beobachtet werden
konnte. In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der vier untersuchten Polysaccharide
zusammengefasst. Auch in diesem Fall wurde von jeder Messung eine Doppelbestimmung
angefertigt. Zur Darstellung und besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde jeweils ein
Offset abgezogen, so dass eine einheitliche Darstellung ermdglicht wurde und die eigentliche
Messung ab 20 °C bei einer relativen Warmekapazitat von Null begann. Bei allen
Messreihen wurde als Kontrolle die Messung der Modellproteine ohne Zusatze mit

aufgetragen.

Generell ist bei diesen Messungen zu sagen, dass die bereits beschriebenen vier Peaks bei
57 °C, 66 °C, 73 °C und 83 °C in allen Messungen zu erkennen sind. Dabei sind die ersten
drei Peaks deutlich zu erkennen, wahrend der vierte weniger ausgepragt erscheint. Auch
durch die Zusatze der Polysaccharide verandern sich die Temperaturmaxima nicht
(Abbildung 37). Dies deutet darauf hin, dass die Zugabe der Polysaccharide die

Denaturierung der Proteine nicht wesentlich beeinflusst.

Die Messung mit CMC fallt am meisten ins Auge (Abbildung 37 D), da im Vergleich zur
Kontrolle bereits der Anstieg der Messdaten viel steiler ausfallt. Auch die Spanne zwischen
den gleichen Temperaturmaxima ist grof3er im Vergleich zu den Messungen mit den anderen
Polysacchariden zu der Kontrolle. Dies deutet darauf hin, dass CMC einen starkeren Einfluss

auf die Warmekapazitat austibt, als die tibrigen Polysaccharide.
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Abbildung 37: DSC Messungen zur Untersuchung des Einflusses verschiedener
Polysaccharide auf die Denaturierungspunkte der Weinproteine. Alle Ergebnisse sind im
Vergleich zu der Messung der Modellweinproteine (WP) aufgetragen. Messungen: 0,13 mg/ml
Gesamtprotein von 20 - 120 °C mit einer Heizrate von 60 °C/h. A: Messung mit Arabinogalactan (AG);
B: Messung mit Gummi arabicum (GA); C: Messung mit Rhamnogalacturonan (RG); D: Messung mit
Carboxymethylcellulose (CMC).

Untersuchung der vier Denaturierungstemperaturen und der dabei entstehenden
Aggregate

Bei der DSC Messung sind bei 57 °C, 66 °C, 73 °C und 83 °C Peaks entstanden. Da es sich
bei der verwendeten Probe um ein Proteingemisch handelte, ist es nicht moglich eine
eindeutige Aussage dariber zu treffen, welches Protein bei welcher Temperatur
denaturierte. Um eine bessere Vorstellung zu bekommen, um welche Proteine es sich dabei
handeln kdnnte, wird jeweils eine Probe des Modelllyophilisats bei der entsprechenden
Temperatur fir 20 min inkubiert und mittels PAGE, nativer und SDS-PAGE, naher
untersucht. In Abbildung 38 ist schematisch die Versuchsdurchfihrung dargestellt. Es
werden zwei Varianten der Proben betrachtet. Zum einen wird der Uberstand der
behandelten Probe betrachtet um einen Eindruck zu erhalten, welche Proteine sich noch
nach der Warmebehandlung in der Lésung bzw. Wein befinden wirden. Zum anderen wird

die homogenisierte Probe betrachtet, die zusatzlich den entstandenen Trub enthalt.
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Abbildung 38: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der
tribungsverursachenden Bestandteile im Modellweinsystem. ' mit Hermle Tischzentrifuge,
15000 rpm, 10 min; % Behandlung ohne den Einfluss von B-Mercaptoethanol und Inkubation bei
95 °C.

Aus dem Vergleich der unterschiedlich behandelten Proben mit der Kontrolle sollte es
madglich sein eine Aussage Uber die bei der Aggregation beteiligten Proteine treffen zu
konnen. In Abbildung 39 sind die Gele aus diesem Versuch zusammengefasst.

Bei allen Gelen wurde das gleiche Volumen an Probenlésung aufgetragen, um eine bessere
Vergleichbarkeit auch zu den Gelen untereinander zu ermdglichen. Es wurde jeweils der
zentrifugierte Uberstand im Vergleich zur homogenisierten Probe betrachtet. Die
interessantesten Erkenntnisse lieferten hier zum einen die nativen sowie die
nichtreduzierenden SDS-Gele ohne vorherige Denaturierung der Proben (vgl. Abbildung 39
A & B). Erkennbar bei den nativen Gelen ist, dass sich mit steigender Temperatur mehr bzw.
groRere Aggregate bilden im Vergleich zu der Kontrolle, welche nicht bzw. kaum ins Gel
einlaufen sowohl bei der homogenisierten als auch bei der vorher zentrifugierten Probe
(Abbildung 39 A'?). Eine weitere Aussage (iber die Zusammensetzung der Aggregate oder

der beteiligten Proteine lasst sich mit dieser Methode nicht treffen.

Bei der Betrachtung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen weist die Kontrolle die
bereits mehrfach beschriebenen typischen Banden der Weinproteine auf, wie die TLPs und
Chitinasen bei ca. 20 — 25 kDa oder die Invertase bei ca. 70 kDa (Abbildung 39 C). Diese
Proteine sind auch nach den entsprechenden Temperaturbehandlungen zu erkennen,
allerdings nimmt deren Intensitat im Vergleich zur Kontrolle deutlich ab. Dies wird besonders
deutlich im Bereich von 20 — 25 kDa in den Gelen, auf die der Uberstand der inkubierten

Proben aufgetragen wurde (Abbildung 39 C, oben).

Bei dem SDS-Gel ohne vorherige Denaturierung der Proben laufen die Proteine im
Molekulargewichtsbereich der TLPs weiter ins Gel ein als im Vergleich zu denen im SDS-Gel

mit vollstandiger Denaturierung der Proben. Ein mdglicher Grund fur dieses Phanomen
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scheint, dass die Disulfidbricken dieser Proteine eine Stabilisierung einer kompakten
Struktur ermdglichen und dadurch besser durch das Netz der Polyacrylamidgele wandern.
Die Invertase (ca. 70 kDa) dagegen scheint in beiden SDS-Gelen auf gleicher Hohe zu
liegen. Ein weiterer Unterschied im Gel ohne Denaturierung ist eine Bande bei ca. 37 kDa,
die ab einer Temperatur von 66 °C deutlich zu sehen ist (Abbildung 39 B®).
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Abbildung 39: Warmetest des Modellweins, durchgefiihrt fir die angegebenen Temperaturen
der DSC Messungen in Citratpuffer. Die Proben wurden bei den entsprechenden Temperaturen fir
20 min inkubiert. Die Kontrolle K inkubierte bei Raumtemperatur. Die roten Pfeile markieren
besondere Proteinbanden, auf die im Text néher eingegangen wird. A: Native PAGE, 10 %, pH 8,8, M:
SERVA Native Marker; B: SDS-PAGE, 12,5 % ohne Denaturierung der Proben (ohne f-
Mercaptoethanol und Hitze), M: Precision Plus Protein Standards Unstained, Bio-Rad; C: SDS-PAGE,
12,5 % mit Denaturierung der Proben, M: Precision Plus Protein Standards Unstained, Bio-Rad; oben:
Auftragung des Uberstandes; unten: Auftragung der homogenisierten Proben (Uberstand und Pellet);
Coomassie Farbung.

Bei beiden SDS-Gel Varianten mit der homogenisierten und der Probe aus dem Uberstand
fallt auf, dass nach der Inkubation bei 57 °C Proteine unterhalb von 15 kDa nicht mehr
angefarbt werden, die noch in der Kontrolle zu sehen sind (Abbildung 39 B & C). Diese
Banden sind allerdings bei den hoheren Temperaturen wieder zu sehen und auch im
Vergleich zur Kontrolle deutlich intensiver angefarbt. Hierbei kdnnte es sich um Bruchstucke
handeln, die durch die Hitzeeinwirkung entstanden sind und erst bei einer Temperatur von

83 °C zum Teil auch aggregieren. Deutlich erkennt man, dass die Invertase erst bei einer
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Temperatur von 83 °C beeinflusst wird (Abbildung 39 B* und vermutlich besser aggregiert
aufgrund ihrer Auffaltung [56]. Bei der Bande auf Hohe der 37 kDa (Abbildung 39 B) ist nicht
klar, um welches Protein es sich handeln kdnnte. Da diese Bande auch erst durch die
Temperaturbehandlung entstand, ist es moglich, dass es sich hierbei um ein kleineres
Aggregat oder um Bruchsticke anderer Proteine handeln konnte. Gerade bei den
homogenisierten Proben sind Aggregate ab einer Temperaturbehandlung von 66 °C gut
oberhalb von 250 kDa zu erkennen. Diese Aggregate weisen eine hohe Stabilitdt auf, da
diese auch bei der Denaturierung der Proben nicht vollstandig gelost wurden (Abbildung
39 C°).

Aufgrund dieser Gele kann vermutet werden, dass einzelne TLPs als auch die Invertase
(allerdings diese erst ab hohen Temperaturen) bei der Trubentstehung involviert sind.

4.7.2 Einfluss von Polysacchariden auf die Triibung im Echtweinsystem

Im Folgenden wurden die Versuche zur Untersuchung des Einflusses von Polysacchariden
auf die Stabilitat der Weinproteine in einem Echtweinsystem (geldst in Rieslingpermeat,
MWCO <10 kDa) wiederholt. Durch dieses System muss eine zuséatzliche Weinkomponente

mitbetrachtet werden: die Polyphenole des Weines.

Es ist zu erwdhnen, dass sowohl die Modellweinproteine (aus dem Auxerroislyophilisat)
geldst in Citratpuffer als auch eine entsprechende Probe gel6st in Permeat hinsichtlich der
Polyphenole an der Hochschule Geisenheim untersucht wurden (Tabelle 14). Mit dieser
Untersuchung (HPLC Analyse uber Standardkalibrierung nach der SOP-WG2-34,
Hochschule Geisenheim) konnte bestatigt werden, dass sich in dem Modellweinlyophilisat
keine Polyphenole befinden. Das bedeutet auch, dass die Ergebnisse in Kapitel 4.7.1 auf die
Wechselwirkung der Proteine mit den Polysacchariden zurlickzufihren sind und nicht auf
eventuell noch in dem Lyophilisat enthaltenen Polyphenolen beruht. Da fir die weiteren
Versuche ein Rieslingpermeat (MWCO <10 kDa), der Versuchsweine des Jahrgangs 2013,
verwendet wurde, liel3 sich mit dieser Methode (HPLC Analyse Uber Standardkalibrierung
nach der SOP-WG2-34, Hochschule Geisenheim) auch nachweisen, welche Polyphenole
sich darin befinden und somit die Versuche beeinflussen konnten. In Tabelle 14 sind die
nachgewiesenen Polyphenole aufgelistet. Insgesamt konnten in der in Permeat geldsten
Probe 39,8 mg/l Gesamtpolyphenole nachgewiesen werden. Dabei ist die Caftarsaure mit

einem Anteil von 64 % am starksten vertreten.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Polyphenolanalyse des Modellweinlyophilisat geldst in Citratpuffer
und Rieslingpermeat. Die Untersuchung wurde an der Hochschule Geisenheim mittels HPLC

Analyse Uber Standardkalibrierung nach der SOP-WG2-34 durchgefihrt.
Modellweinlyophilisat Modellweinlyophilisat
Probenbezeichnung geldstin gelostin
Citratpuffer pH 3,5 Rieslingpermeat pH 3,5
Konzentration mg/l mg/l
Tyrosol 0 0
Caftarsaure 0 25,6
Glutathionylcaftarsaure 0 6,2
Coumarylglucose 0 0
Coutarsaure 0 3,1
Fertarsaure 0 49
Summe farbloser Phenole 0 39,8

Fur die folgenden Versuche wurden alle bendétigten Losungen mit dem Rieslingpermeat
(cutoff <10 kDa, pH 3,5) hergestellt. Die Modellweinproteine sowie die bislang fur die

Testungen eingesetzten Polysaccharide wurden auch flr diese Versuche eingesetzt.

Ergebnisse der Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung zur Betrachtung des
temperaturabhdngigen  Aggregationsverhaltens der  Modellweinproteine im
Echtweinsystem

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Versuche zur temperaturabhangigen
Aggregation in einem Echtweinsystem dargestellt. Dazu wurden die bereits in den voran
gegangenen Kapiteln beschriebenen Versuche, statt in Citratpuffer, in einem
Rieslingpermeat (MWCO <10 kDa) durchgefihrt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde auch
hier ein pH-Wert von 3,5 eingestellt.

Bei diesen Versuchen mussten die Versuchsbedingungen angepasst werden, da sich die im
Permeat geldosten Proben anders verhielten und bereits bei niedrigen Temperaturen zu
vergleichsweise hohen Messwerten filhrten. Darum wurde fiur diese Versuche eine
Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml eingesetzt. Auch die Konzentrationen der anderen
Stammlésungen wurden halbiert, da so die in Tabelle 13 aufgeflihrten Verhaltnisse von
Weinlyophilisat zu den Polysacchariden dennoch getestet werden konnten. Jede Probe
wurde dreimal gemessen. Pro Messung wurden 100 pl bendtigt. Alle verwendeten Losungen

wurden in Rieslingpermeat pH 3,5 gelost. Wahrend der ersten Untersuchungen wurde
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beobachtet, dass die Flussigkeit in diesen Proben vermehrt verdunstete. Um dem

vorzubeugen, wurden diese Proben mit Paraffin Uberschichtet.

In Abbildung 40 sind die Ergebnisse der DLS Versuche mit Permeat dargestellt. Auch hier
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit die Standardabweichung nur bei der Kontrolle

eingezeichnet (vgl. 4.7.1).
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Abbildung 40: Zusammenfassende Ergebnisse der DLS Messungen zur Untersuchung des
Aggregationsverhaltens der Modellweinproteine mit verschiedenen Polysacchariden (vier
verschiedene Konzentrationsverhdltnisse) in Rieslingpermeat. Zur Vergleichbarkeit wurde eine
einheitliche Achsenskalierung verwendet und pro Graph das entsprechende Verhéltnis von
Modellweinlyophilisat zu dem entsprechenden Zusatz aufgetragen. A: Verhaltnis 1:1; B: Verhaltnis
1:0,75; C: Verhdltnis 1:0,5; D: Verhaltnis 1:0,25. Zum besseren Vergleich wurde in jede Graphik
zusatzlich als Kontrolle die Messung der Modellproteine ohne Zusatze mit aufgetragen. schwarz:
Modellweinproteine (WP) & Standardabweichung; rot: Zusatz von Arabinogalactan (AG); grin: Zusatz
von Gummi arabicum (GA); blau: Zusatz von Rhamnogalacturonan (RG); hellblau: Zusatz von
Carboxymethylcellulose (CMC).

Der Verlauf dieser Messreihen &ahnelt stark denen der Messungen in Citratpuffer (vgl.
Abbildung 34). Betrachtet man zunachst den Verlauf der Kontrolle (Abbildung 40, schwarze
Messkurven) beginnt diese ab einer Temperatur von ca. 36 °C zu steigen bis zu einem
Maximum von Rg = 3069,2 + 132,2 nm bei 50 °C. anschlieRend erfolgt wieder ein Abfall der
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Daten, die auch nicht die GroRenordnungen der Ausgangsradien erreichen (Beginn bei
26 °C: Rs = 17,4 + 4,2 nm, Endpunkt bei 82 °C: Rs = 632,2 £ 270,3 nm). Die Messwerte
begannen erst ab einer Temperatur von ca. 50 °C starker zu schwanken (vgl. Abbildung 40,
schwarze Messkurven mit Standardabweichungen). Im Vergleich zu den Daten der
Messreihen in Citratpuffer beginnt in diesem Fall die Aggregation bereits um ca. 12 °C
niedrigeren Temperaturen. Bei diesen Versuchen konnte eine Sedimentation der Partikel
auch durch den Abfall der Derived Count Rate einiger Messungen verfolgt werden (vgl. 8.3).

Die Messungen mit den entsprechenden Polysacchariden verlaufen ahnlich. Durch den
Zusatz von Arabinogalactan (Verhaltnis 1:1, Abbildung 40 A, rote Messkurve) wird ein
Maximum von Rs = 5643,0 + 373,4 nm bei 50 °C erreicht. Auch die Messungen mit CMC
erreichen dieses Maximum (Rs = 5756,7 £ 850,1 nm ab 58 °C), allerdings erst eingesetzt in
geringeren Konzentrationen (Verhaltnis 1:0,75, Abbildung 40 B, hellblaue Messkurve). Dies
ist auch bei den anderen niedrigeren Verhéltnissen zu beobachten (Abbildung 40 C & D,
hellblaue Messkurve). Hier ist auch kein Abfall der Radiengrof3e zu erkennen. Die Partikel
verbleiben vermehrt in der Schwebe und sedimentieren nicht. Bei den anderen beiden
Polysacchariden, Gummi arabicum und Rhamnogalacturonan, folgen die Messreihen

vorwiegend denen der Kontrolle.

Wahrend bei den Messungen in Citratpuffer die Gréfl3e der Partikel ausschlaggebend fur die
unterschiedliche Wirkung der Polysaccharide war, zeigen sich bei den Proben im
Echtweinsystem die Unterschiede zwischen den Polysacchariden im Beginn der
temperaturabhangigen Aggregation.

Betrachtet man die Polysaccharide Arabinogalactan und Gummi arabicum, werden deutliche
Unterschiede sichtbar (Abbildung 40, rote & griine Kurven). Wéhrend durch den Einsatz von
Arabinogalactan die Aggregation bereits bei 32 °C beginnt, konnte dieser durch den Einsatz
von Gummi arabicum um bis zu 10 °C auf ca. 42 °C verschoben werden. Wie bereits
erwahnt fuhrt der Einsatz von Arabinogalacturonan zu einer vermehrten Aggregation im
Vergleich zur Kontrolle, besonders ab einem Verhdltnis von 1:0,5 eingesetzt (Abbildung 40
C, rote Kurve). Hier lieferte das Gummi arabicum die interessantesten Ergebnisse zur
Trubreduzierung. Durch diesen Zusatz wurde der Beginn der Aggregation zu hoheren
Temperaturen verschoben und auch die Messpunkte lagen zum grofdten Teil unter denen
der Kontrolle (Abbildung 40 C, grine Kurve). Allerdings konnte auch durch den Einsatz von
Rhamnogalacturonan, dass noch eine stabilisierenden Einfluss auf die Trubbildung in
Citratpuffer aufwies, der Beginn der Aggregation leicht zu hoheren Temperaturen
verschoben werden. Aber dies nicht so effektiv wie durch die Verwendung von Gummi

arabicum.
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Bei den von Frau Miriam Meier durchgefiihrten Warmetests an der Hochschule Geisenheim
konnten im Echtweinsystem auch keine massiven Unterschiede zwischen den eingesetzten
Polysacchariden und deren Einfluss auf die Stabilitdt beobachtet werden. Alle Proben wiesen
bereits ab einer Temperatur von 40 °C FNU Werte oberhalb des Grenzwertes von 2 auf.

Ergebnisse der DSC Messungen zur Schmelzpunktbetrachtung

Mit den DSC Messungen sollte der Einfluss der Polysaccharide auf die Stabilitat der
Weinproteine gel6st im Rieslingpermeat verfolgt werden. Fir diese Messungen konnten die
gleichen Konzentrationen eingesetzt werden wie bereits bei den Messungen in Citratpuffer
(vgl. Abbildung 37). Auch hier wurde eine Gesamtproteinkonzentration von ca. 0,13 mg/ml
eingesetzt. Alle Proben wurden in Rieslingpermeat pH 3,5 gelost. Die Messreihen wurden
einmal wiederholt und aufgrund deren quantitativ ahnlicher Verlaufe wurde auch hier nur
eine der Messreihen dargestellt. In Abbildung 41 ist dies am Beispiel der Kontrolle ohne

weitere Zusétze von Polysacchariden aufgefuhrt (vgl. 4.7.1, Abbildung 35).
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Abbildung 41: DSC Messung des Modellweines ohne weitere Zuséatze jedoch in
Rieslingpermeat. Die Messung wurde in Doppelbestimmung durchgefuhrt (Messung a & b). A: alle
Messreihen; B: VergroBerung der Messreihen 1 und 3. 1: Messung von 20 °C nach 120 °C; 2:
Messung von 120 °C nach 20 °C; 3: Messung von 20 °C nach 120 °C; Cp: Warmekapazitat.

In Abbildung 42 sind die Ergebnisse der DSC Messungen dargestellt. Bei der Betrachtung
der Warmekapazitat der Kontrolle kénnen vier Peaks detektiert werden bei 51 °C, 58 °C,
85 °C und 102 °C (Abbildung 42, schwarze Messkurve). Hier sind die ersten beiden Peaks
starker ausgepragt, wahrend die Peaks bei den hdheren Temperaturen eher sehr flach und
breit erscheinen. Im Vergleich zu den Messungen der Proben in Citratpuffer wurden die
Temperaturmaxima in einer kleineren Temperaturspanne aufgezeichnet (57 °C — 83 °C,
Abbildung 37, schwarze Messkurve). Allerdings ist hier das Verhalten der Proben mit den

Polysaccharidzusatzen auch unterschiedlich zu denen in Citratpuffer. Die Proben mit den
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Polysacchariden weisen zum Teil noch die ersten Peaks bei 51 °C und 58 °C auf (Abbildung
42 A, B & C). Allerdings beginnen alle Proben ab einer Temperatur von ca. 60 °C stark zu
aggregieren, was an dem starken Abfall aller Messkurven mit Polysaccharidzusatz zu
erkennen ist (Abbildung 42). Dies lasst sich auch daran erkennen, dass sich der Peak bei
58 °C erniedrigt, was mit dem Einfluss der Aggregation bereits auf diese Proteine zu erklaren
ist (vgl. Abbildung 42 A, grine Messkurve). Dadurch kdnnen tber die hinteren beiden Peaks
(bei 85 °C und 102 °C) bei diesen Proben keine Aussagen mehr getroffen werden. Bei den
Messungen mit CMC lasst sich im besten Fall noch der erste Peak leicht erkennen,
allerdings kann aufgrund der starken Schwankungen in der Warmekapazitat keine Aussage
Uber dessen Einfluss auf die Proteinstabilitat getroffen werden.

Diese starke Aggregation der Proteine lieR sich auch bei den Ergebnissen der DLS
Messungen nachvollziehen (vgl. Abbildung 40), hier tritt ebenfalls ab ca. 60 °C bei fast allen
Proben eine Sedimentation der Aggregate ein.
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Abbildung 42:

DSC Messungen zur

Untersuchung des

Einflusses

verschiedener

Polysaccharide auf die Denaturierungspunkte der Weininhaltsstoffe in Rieslingpermeat. Alle
Ergebnisse sind im Vergleich zu der Messung der Modellweinproteine (WP) aufgetragen. Messungen:
0,13 mg/ml Gesamtprotein von 20-120 °C mit einer Heizrate von 60 °C/h. A: Messung mit
Arabinogalactan (AG); B: Messung mit Gummi arabicum (GA); C: Messung mit Rhamnogalacturonan
(RG); D: Messung mit Carboxymethylcellulose (CMC).
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Untersuchung der vier Denaturierungstemperaturen und der dabei entstehenden
Aggregate

Bei den bisherigen Untersuchungen des Einflusses verschiedener Polysaccharide auf die
Trubentstehung im Echtweinsystem wurden im Rahmen der DSC Messungen vier
Temperaturmaxima in der Kontrolle ohne weitere Zusétze von Polysacchariden entdeckt.
Diese Maxima sollen genauer hinsichtlich deren Einfluss auch die Proteinzusammensetzung
im Wein untersucht werden. Dazu wird wie bei den in Citratpuffer geldsten Proben
vorgegangen (vgl. Abbildung 38). Die Proben inkubierten 20 min bei den entsprechend
angepassten Temperaturen, bei 51 °C, 58 °C, 85 °C und 99 °C (maximale Temperatur des
Heizblocks). Auch hier wurden wieder die verschiedenen PAGEs zur Betrachtung der

Proteinzusammensetzung in den Proben eingesetzt (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Warmetest des Modellweins mit Rieslingpermeat, durchgefuhrt fir die
markanten Temperaturen der DSC Messungen. Die Proben wurden bei den entsprechenden
Temperaturen fur 20 min inkubiert. Die Kontrolle K inkubierte bei Raumtemperatur. Die roten Pfeile
markieren besondere Proteinbanden, auf die im Text naher eingegangen wird. A: native PAGE, 10 %,
pH 8,8, M: SERVA Native Marker; B: SDS-PAGE, 12,5 % ohne Denaturierung der Proben (ohne B-
Mercaptoethanol und Hitze), M: Precision Plus Protein Standards Unstained, Bio-Rad; C: SDS-PAGE,
12,5 % mit Denaturierung der Proben, M: Precision Plus Protein Standards Unstained, BioRad; oben:
Auftragung des Uberstandes; unten: Auftragung der homogenisierten Proben (Uberstand und Pellet);
Coomassie Farbung.
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Zur besseren Vergleichbarkeit dieser Versuche mit denen in Citratpuffer, wurde hier gleich
verfahren (vgl. 4.7.1). Auch hier soll betrachtet werden, welche Proteine sich nach der
Aggregation und dessen Entfernung noch im Wein befinden (Abbildung 43, oben) im
Vergleich zur kompletten Losung mit den Aggregaten (Abbildung 43, unten).

In allen Gelen mit Auftragung des Uberstandes nach Zentrifugation sind die Proteine weniger
intensiv angefarbt als bei der entsprechenden Kontrolle. Besonders gut ist dies bei den SDS-
Gelen im Bereich von 15 — 25 kDa zu erkennen (Abbildung 43 B & C, oben). Allerdings fallt
auch bei den nativen Gelen auf, dass im Uberstand groRe Molekiile oberhalb von 450 kDa
im Vergleich zur Kontrolle noch kaum zu sehen sind (Abbildung 43 A%). Dafiir werden
Banden dieser Grof3enordnung in den homogenisierten Proben dieser Gele deutlich sichtbar
(Abbildung 43 A).

Auch die Gele mit den teildenaturierten Proben (Abbildung 43 B), die nach der
entsprechenden Warmebehandlung nicht mit (3-Mercaptoethanol und Hitze denaturiert
wurden, weisen ein ahnliches Proteinmuster zu den in Citratpuffer gelésten Proben auf
(Abbildung 39 B). Auch hier sind die TLPs und Chitinasen auf die Hohe von 15 — 20 kDa
verschoben, vermutlich aufgrund der kompakteren Struktur durch Erhalt der Disulfidbriicken,
wahrend die Invertase bei ca. 70 kDa nicht davon beeinflusst zu sein scheint. Die
Proteinmuster der Temperaturen 51 °C und 58 °C sehen nahezu identisch aus (Abbildung 43
B?). Es lasst sich auch wieder eine Bande bei ca. 37 kDa erkennen, deren Herkunft und
Zusammensetzung unklar ist (Abbildung 43 B®). Erst bei 85 °C zeigt sich, dass die Invertase
aufgrund der Hitzeeinwirkung vermutlich aggregierte und auch nach vollstandiger
Denaturierung der Probe nicht mehr im Gel erscheint (Abbildung 43 B*). Die Behandlung der
Proben bei 99 °C weist keine sichtbaren Unterschiede zu der bei 85 °C inkubierten Probe
auf. Zur Vollstandigkeit wurden auch hier die SDS-Gele mit reduzierten Proben dargestellt,

allerdings lieferten diese keine weiteren Erkenntnisse (Abbildung 43 C).

Anhand dieser Untersuchungen lassen sich keine massiven Unterschiede der Proben geldst
in Citratpuffer zu denen in Permeat erkennen. Weitere Versuche, wie der Einfluss dieser
Versuchsbedingungen auf einzelne Weinproteine oder auch die Wirkung einer Kombination

der verschiedenen Polysaccharide auf die Modellsysteme, muissten angeschlossen werden.

Es sollte berticksichtigt werden, dass im Falle des Permeats weitere Komponenten in die

Versuchslésungen gelangten, wie Salze, die hier nicht weiter betrachtet wurden.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit behandelt zwei verschiedene Bereiche zum Thema Wein. Die
Schwerpunkte liegen zum einen bei der potentiellen Allergenitat von Weinproteinen. Im
Speziellen wurde hier das allergene Potential des LTP der Traube bzw. dessen Relevanz als
Ausloser fur Unvertraglichkeiten in  der Weinbauregion Rheinhessen betrachtet.
Vorrausgehend wurde die strukturelle Stabilitat des LTPs aus der Traube mit der aus dem
Wein verglichen.

Zum anderen wurden Weinproteine und deren Einfluss bei der Entstehung von Tribung
betrachtet. Dabei ist zu berilicksichtigen, dass bislang verschiedene Proteine diskutiert
werden bei der Trubentstehung eine Rolle zu spielen. Zusatzlich wurden einige
Einflussfaktoren auf die Tribung untersucht.

5.1 Lipid Transfer Protein als Traubenallergen

Das LTP ist ein weit verbreitetes Allergen in der Pflanzenwelt [99]. Besonders im Pfirsich
stellt dieses Protein mit der Bezeichnung Pru p 3 das Hauptallergen dar [94]. Die
strukturellen Eigenschaften, wie die konservierte Aminosauresequenz die durch vier
Disulfidbriicken in der Tertiarstruktur stabilisiert wird (vgl. Abbildung 5), sind ein Grund fur
ihre potentielle Allergenitat [89, 90, 94, 233]. Gerade diese Proteine zeichnen sich durch ihre
hohe strukturelle Stabilitat gegentber proteolytischem Verdau aus [95, 97, 249, 250]. Als
Grund flr diese Resistenz geben Wijesinha-Bettoni et al. (2010) die Starrheit der LTP-
Struktur an [97]. Aufgrund dieser Eigenschaften gegeniiber den aciden Bedingungen, der
gastrointestinalen und der duodenalen Verdauung ist ein Zusammenhang mit der Allergenitat
solcher Proteine beschrieben [95, 97, 133, 249]. Sie gelangen Uber die Darmschleimhéaute in
die Blutbahn, werden als kérperfremd erkannt und von Makrophagen aufgenommen. Darauf
folgt eine Allergenprozessierung und die entsprechenden Allergenfragmente werden an der
Zelloberflache prasentiert [251]. Dieser Schritt wird als Sensibilisierung bezeichnet. Erst bei
erneutem Kontakt mit dem Allergen wird das Immunsystem aktiviert und es bilden sich IgE
Antikoérper. Durch die Mastzellensensibilisierung, die diese IgE-Antikdrper prasentieren, ist

bei einem weiteren Kontakt mit dem Allergen der Ausbruch allergischer Symptome mdglich.

Verschiedene LTPs aus Frichten, Nissen und auch Pollen werden haufig in klinischen
Studien bezuglich ihrer Allergenitdt betrachtet [82, 124, 127, 129, 252-256]. In diesen
Studien wird das Protein in hoher Reinheit fur die Testungen eingesetzt. Dazu finden sich

haufig Aufzeichnungen Uber die rekombinante Expression prominenter LTPs [94, 255, 256].
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Auch die chromatographische Aufreinigung der Proteine aus dem entsprechenden
Pflanzenextrakt wird beschrieben [252, 257-259].

5.1.1 Aufreinigung und Charakterisierung des Lipid Transfer Proteins

Zur Untersuchung des allergenen Potentials des LTPs aus der Dornfelder Traube und des
entsprechenden Weines wurden diese Proteine isoliert und naher charakterisiert. Zur
Aufreinigung dieses Proteins konnte der pl von ca. 9 ausgenutzt werden, um es mittels
Kationenaustauschchromatographie von den anderen Weinproteinen (vorwiegend pl 4 - 5)
zu trennen [231]. Viele Arbeitsgruppen verwenden ebenfalls diese Methode um die LTPs aus
den jeweiligen Extrakten zu entfernen [255-260], wobei die meisten dieser Arbeitsgruppen
weitere Aufreinigungsschritte mittels Gelffiltration oder HIC miteinander kombiniert anwenden
[252, 257-259]. Auf solche weiteren Schritte konnte hier verzichtet werden, da die
nachfolgenden Untersuchungen des Proteins, unter anderem durch SDS-PAGE (vgl.
Abbildung 8), dessen Reinheit bestatigten [231]. Auch mittels der Fluoreszenzversuche
konnte die Abwesenheit von tryptophanhaltigen Proteinen in der Versuchslosung bestatigt
werden. Hier wurde die Eigenheit des LTP ausgenutzt in der Aminosauresequenz keine
Tryptophane zu enthalten (Abbildung 10). Vergleichbare Spektren wurden fir LTPs aus der
Erbse und dem Pfirsich in der Arbeit von Ramazzina et al. (2012) gezeigt [254]. Die Analyse
der Sekundarstruktur mit CD-Spektren ist mit Daten von anderen LTPs vergleichbar und
wies fir a-Helices einen typischen Verlauf auf [129, 254, 255, 258]. Aufgrund dieser
Ergebnisse liel3 sich behaupten, dass es sich bei den fir die weiteren Versuche eingesetzten
LTPs um reine Proben handelte. Dadurch konnte bei den Resultaten der klinischen
Untersuchungen davon ausgegangen werden, dass, wenn nicht anders beschrieben, diese

Reaktionen nur mit den Wechselwirkungen auf das LTP zu erklaren sind.

5.1.2 Zusammenfassung der klinischen Studie

Bei den klinischen Untersuchungen konnten insgesamt 29 Personen untersucht werden. Die
Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Abbildung 44 zusammengefasst. Es erfolgte
eine Unterteilung in die Personen, die nach Eigenangaben an einer Weinunvertraglichkeit
leiden (n = 19) und die ohne eine Weinunvertraglichkeit (n = 10). Bei einigen der
untersuchten Probanden war eine Sensibilisierung auf Trauben und Weine zu erkennen.
Lediglich eine Probandin (Nr. 7), aus der Gruppe der Personen mit einer
Weinunvertraglichkeit, wurde in allen Versuchen auf verschiedene Trauben- und
Weinprodukte positiv getestet. Die IgE-Antikérper dieser Probandin reagierten auch im

ImmunoBlot stark mit den verschiedenen Proteinen aus den Wein- und Traubenproben
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(Abbildung 13). Im Besonderen reagierten ihre IgE-Antikorper auf Proteine im
Molekulargewichtsbereich der Thaumatin-&hnlichen Proteine (20 - 25 kDa), der Chitinasen
(25 - 30 KDa) und der Invertasen (ca. 70 kDa), die ebenfalls als Allergene diskutiert werden
[100, 101, 116]. Allerdings konnte bei dieser Probandin keine eindeutige Reaktion auf das
LTP nachgewiesen werden. Aufgrund der starken Sensibilisierung dieser Probandin auf
Pollen und Graser sind die getesteten Reaktionen eventuell auf pollenassoziierte
Kreuzreaktionen auf Nahrungsmittel z.B. Uber kreuzreaktive Kohlenhydratdeterminanten
(CCD/ MUXF3) zurickzufuhren [140, 261]. Dies bestétigten auch die Versuche mit
Bromelain als glykosyliertes  Protein  zur  Untersuchung von  kreuzreaktiven
Kohlenhydratdeterminanten (CCD) und dem speziellen CCD-Blocker von ProGlycAn
(Universitat fur Bodenkultur, Wien, Osterreich) [262]. Die Inkubation der Serum IgE-

Antikérper mit diesen Molekilen konnte deren Reaktivitat inhibieren.

Studie zur

Weinunvertraglichkeit*
Weinunvertraglichkeit
29 Teilnehmer

19 Personen

[ ) (—k—\

Pricktest* positiv negativ positiv negativ
6 Personen 11 Personen 1 Person 8 Personen
[ : ) ‘ ‘
ImmunoCAP positiv negativ negativ negativ negativ
1 Person 5 Personen 11 Personen 1 Person 8 Personen

| ——

——

CAST* positiv positiv negativ negativ positiv positiv negativ
1 Person 1 Person 4 Personen 4 Personen 1 Person 1 Person 7 Personen
ImmunoBlot* positiv negativ negativ negativ* positiv* negativ*
1 Person 1 Person 4 Personen 1 Person 1 Person 4 Personen

Abbildung 44: Ubersicht i(iber die Ergebnisse der Kklinischen Untersuchungen zur
Weinunvertraglichkeit (n = 29). Es wurden insgesamt 29 Personen im Zusammenhang mit einer
Weinunvertraglichkeit getestet, um dessen Ursache zu untersuchen. Eine Unterteilung erfolgte in
Personen mit und ohne Weinunvertraglichkeit. *: Einteilung erfolgte nach Eigenangabe der
Probanden; *: Es wurden nicht alle Personen aus diesen Gruppen getestet (vgl. Tabelle 8).

Bei diesen Untersuchungen erwies sich der CAST als sehr sensitive Methode und korrelierte
mit dem Pricktest. Die Ergebnisse des ImmunoCAP korrelierten nicht mit den Ergebnissen
des CAST oder des Pricktestes. Eine mdgliche Ursache hierfir ist, dass der Test auf die
Weintraubenproteine (ImmunoCAP Nr. f259) aus einem Proteingemisch besteht und die
Anteile der einzelnen Proteinklassen, wie TLPs, Chitinasen oder LTPs, nicht bekannt sind
und auch nicht im Rahmen dieser Arbeit Uberprift werden konnten. Eine Probe dieses
Proteingemischs wurde nicht von der Firma Phadia AB (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) zur Verfugung gestellt. Da in der Traube die TLPs und Chitinasen den gréf3ten Anteil an
Proteine ausmachen [70, 80], ist unklar, ob das LTP sich in einer ausreichenden Menge in

der Testsubstanz des ImmunoCAPs befand.
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In dieser Studie konnten 19 Personen mit subjektiv intensiven Weinunvertraglichkeiten
hinsichtlich einer Allergie gegen Wein untersucht werden. Bei keiner Person konnte eine
echte IgE-Antikorper-vermittelte Allergie nachgewiesen werden, die nicht mit einer
Kreuzreaktion zu erklaren gewesen ware. Insgesamt legen diese allergologischen
Untersuchungsergebnisse nahe, dass echte allergische Reaktionen gegen Wein eher selten

im Vergleich zu anderweitig vermittelten Intoleranzreaktionen sind.

Hier lag der Fokus auf der Betrachtung der Trauben- und Weinproteine, insbesondere bei
dem LTP als bekanntes Traubenallergen. Allerdings kénnen auch andere Substanzen im
Wein als Ausléser einer Weinunvertraglichkeit wirken wie z.B. Insektengifte [263],
Schonungsmittel [9, 264] oder biogene Amine, wie Histamin, Putrescin, Cadavarin, Tyramin
sowie Sauren und Sulfit (bereits deklarierungspflichtig) [123, 265], die hier nicht untersucht
wurden. Symptome wie Hautrotung und Herzrasen lassen sich auch entweder durch biogene
Amine oder durch die gefalRerweiternde Wirkung des Alkohols auf das Herz-Kreislaufsystem
erklaren [122, 156]. Die Vielzahl der im Wein enthaltenen Komponenten kdnnte
insbesondere aufgrund ihrer Kombination mogliche Ursachen fir das Auftreten von
Unvertraglichkeiten sein [13, 266].

Alle diese weiteren potentiellen Ausloser von Unvertraglichkeitsreaktionen konnen ihre
Wirkung bereits durch den Verzehr von Spuren dieser Stoffe bewirken. Die Ausmaf3e und
tolerierten Grenzwerte dieser Komponenten kdnnen sich individuell unterscheiden, was die
Forschung nach der Ursache, im Speziellen bei der Weinunvertraglichkeit erschwert.

Aufbauende Untersuchungen sollten auch weitere Komponenten beriicksichtigen.

5.1.3 Tatséachliche Gefahrdung durch traubeneigene Proteine

Bei den bisher beschriebenen Fallen einer Weinintoleranz handelt es sich um Einzelfalle, die
vorwiegend im mediterranen Raum auftraten [101, 111-114, 116, 117]. Haufige Ursache fir
diese Unvertraglichkeitsreaktionen ist das Vorliegen einer Allergie auf das LTP des Pfirsichs
[101, 112, 115].

Auch aus Deutschland sind zwei Falle mit einer Wein- bzw. Traubenunvertraglichkeit
beschrieben, allerdings wiesen beide Fallstudien verschiedene Ursachen auf, die zu diesen
Symptomen fuhrten [119, 120]. Bei diesen beiden Fallstudien wurden in den durchgefiihrten
ImmunoBlots IgE-Antikdrper gegen die verschiedenen Traubenproteine in einem Bereich von
9, 15, 24 und 30 kDa nachgewiesen. Dies ist vergleichbar mit den ImmunoBlots der
Probandin Nr. 7, der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Studie (vgl. Abbildung 13). Bei
dem Proband in der Arbeit von Sbornik et al. (2007) lagen ebenfalls weitere Allergien vor

[120]. Hier scheint es sich, vergleichbar mit der Probandin Nr. 7, um eine pollenassozierte
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Kreuzreaktion auf Trauben- bzw. Weinproteine zu handeln. Im Gegensatz dazu wurde bei
der Probandin in der Arbeit von Schad et al. (2005) eine Pollinosis (Heuschnupfen)
ausgeschlossen [119]. Da somit mogliche Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden konnten,
wurde von Schad et al. (2005) gefolgert, dass es sich bei diesen Reaktionen um eine echte
IgE-Antikorper-vermittelte Allergie gegen Trauben- bzw. Weinproteine handelte [119].

Zusammengefasst zeigen die hier aufgefiihrten Ergebnisse, dass eine echte Trauben- bzw.
Weinallergie eher selten vorliegt und das die meisten Unvertraglichkeitsreaktionen auf
andere Ausloser zurlckzufuihren sind. Zu diesen Auslosern sollten neben mdglichen
Kreuzreaktionen auch biogene Amine oder Sulfite in Betracht gezogen werden [108, 121,
123]. Auf diese Stoffe konnte im Rahmen der klinischen Untersuchungen nicht weiter
eingegangen werden, sollte aber bei weiteren Untersuchungen berticksichtigt werden.

Es ist erwahnenswert, dass sich bei der hiesigen Studie mehr Personen mit einer
Weinunvertraglichkeit meldeten, als sich spater in der Hautklinik fur die weiteren Testungen
vorstellten. Diese geringe Bereitschaft fir die Abklarung der Ursache ihrer Symptome ist
auch ein mdoglicher Grund, dass sich bei den hier untersuchten Probanden keine echten
Allergiker befanden.

5.2 Proteinzusammensetzung im Wein

5.2.1 Einflisse von weinbaulichen MalRhahmen

Es wurden verschiedene Weine hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung betrachtet.
Dabei unterschieden sich die verwendeten Proben nicht nur in der Rebsorte sondern auch in
der Lage der Reben und zum Teil im Jahrgang (vgl. Abbildung 14 & Abbildung 15). Die
Unterschiede zwischen den Proben lassen sich gut erkennen und belegen die teilweise
Variabilitat der Proteinzusammensetzung in Weinen bzw. Trauben [48, 267, 268]. Die am
haufigsten vorkommenden Proteine wie die TLPs, im Molekulargewichtsbereich von 20 —
25 kDa, Chitinasen (ca. 30 kDa) oder auch Glykoproteine (51 - 527 kDa, nur mit PAS-
Farbung sichtbar) lassen sich in allen getesteten Weinen erkennen. Die Einflisse des
Jahrgangs konnten am Beispiel von Rieslingen aus den Jahren 2008 und 2012 der
Hochschule Geisenheim naher dargestellt werden (Probenbezeichnung: MM_7 & MM_21).
Durch den Vergleich mit einem weiteren Riesling von der Mosel (Probenbezeichnung:
MM_0, Jahrgang 2011) wurde so auch der Unterschied zu einer anderen Lage der gleichen
Rebsorte betrachtet (Abbildung 15). Vorwiegend wurden Unterschiede im Bereich der
Molekulargewichte von 19, 22, 30 und 70 kDa beobachtet. Gerade die Bande bei ca. 70 kDa
konnte bei dem Wein von der Mosel (Probenbezeichnung: MM_0, Jahrgang 2011) nicht in

vergleichbarer Intensitat dargestellt werden. Die Arbeit von Hayasaka et al. (2001) weist
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auch kleinere Unterschiede in der Proteinzusammensetzung verschiedener Trauben und
zum Teil auch verschiedener Jahrgédnge auf [267]. Wobei diese Arbeitsgruppe auch
bestatigt, dass z.B. Proteine aus der TLP-Familie bei allen getesteten Proben nachgewiesen
wurden, allerdings auch in variierenden Anteilen. Hiermit wird die Aussage gesttzt, dass die
Proteinzusammensetzung in den Trauben durch viele Faktoren beeinflusst wird [267]. Da
sich diese Zusammensetzung der Proteine in der Traube auf die im Wein auswirkt, ist die
Arbeit von Hayasaka et al. (2001) eine gute Grundlage fur die hier erhaltenen Erkenntnisse
[267]. Auch die Arbeit von Wigand et al. (2009) unterstitzt die bei den
massenspektrometrischen Daten erhaltenen Ergebnisse (vgl. Tabelle 9 & Tabelle 10)
beziglich der Unterschiede bei verschiedenen Rebsorten, hier besonders im Vergleich eines

WeilRweins mit einem Rosé Wein [48].

Auch eine ,klimatische Bedingung“ konnte in den Versuchsweinbergen der Hochschule
Geisenheim simuliert werden. Dazu wurde ein Teil der Reben eines Weinberges zusétzlich
bewéassert. Somit konnte im Vergleich zu den nicht zusatzlich bewasserten Reben der
Einfluss von Trockenheit auf die Zusammensetzung der Proteine im Most bzw. Wein
untersucht werden. Diese Daten zeigen, dass sich bei den gestressten, also nicht zuséatzlich
bewasserten Trauben ein hoherer Proteingehalt nachweisen lie3, als bei den zusatzlich
bewasserten (Most: Trockenstress: 106,3 mg/l; Bewassert: 74,0 mg/l). Dies zeigten auch
Pocock et al. (2000) am Beispiel reifer Shiraz Trauben [81]. Die trockengestressten Trauben
enthielten ca. 57 % mehr Proteine pro Liter (nicht bewdassert: 52 mg/l, bewassert: 33 mg/l)
als die bewasserten [81]. Es ist leider nicht mehr nachvollziehbar wie sich die eingesetzten
Traubenbeeren der Hochschule Geisenheim in GroRe und Aussehen unterschieden. Es
ware mdoglich, dass der héhere Proteingehalt durch geringere Wassereinlagerungen in den
Beeren zu erklaren ware. In der Arbeit von Grimplet et al. (2009) wurde der Einfluss von
Trockengestress und Bewasserung auf die Traubenbeere naher untersucht [237]. Grimplet
et al. (2009) dokumentierten, dass sich die GroRe sowie der Zuckergehalt der reifen Beeren
nicht wesentlich voneinander unterschieden. Dadurch kénnte man annehmen, dass es bei
den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Weinen (Probenbezeichnung: MM_6 & MM_7;
vgl. 4.4.2) dieser Trauben auch nicht der Fall gewesen ist. In den Untersuchungen von
Grimplet et al. (2009) konnte gezeigt werden, dass Trockenstress u.a. zu einer vermehrten
Expression von Endochitinasen im Fruchtfleisch fihrte [237]. Wahrend sich in den hier
vorliegenden Daten verschiedene TLPs (vgl. Tabelle 9, Accession Nummer: CAB85636.1,
CAB85637.1, AAF82264.1, CAN66515.1) vermehrt nachweisen liel3en.

Die hier ermittelten Daten bestitigen die Aussage, dass es sich bei Wein um ein sehr

komplexes Medium handelt [7, 13]. Gerade bei den anschielRenden Untersuchungen zur
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Tribung zeigt diese Komplexitat in der Proteinzusammensetzung, dass eine

Verallgemeinerung der erhaltenen Daten nur schwer zu formulieren ist.

5.2.2 Einflisse von oenologischen Malinahmen
Nicht nur die weinbaulichen Malnahmen beeinflussen die Proteinzusammensetzung

sondern auch die daran anschlieBenden oenologischen MaRhahmen zur Weinherstellung.

Es konnten unterschiedliche Proteinkonzentrationen nach der Maische- und der
Ganztraubenpressung gemessen werden (im Most: MP: 52,8 mg/l, GTP: 82,5 mg/l). Im
Gegensatz zu den Hinweisen aus der Praxis wurden hoéhere Konzentrationen im Most und
Wein nach der Ganztraubenpressung nachgewiesen. Allerdings wird die Maischepressung
vorwiegend bei der Rotweinherstellung eingesetzt. In diesem Fall betragt die
Maischestandzeit mindestens 12 h. Dadurch gelangen mehr Proteine oder auch andere
Traubeninhaltsstoffe aus den Traubenschalen und Fruchtfleisch durch Diffusion in den Most.
Die durchgefihrte Maischepressung erfolgte mit einem Riesling nach einer Standzeit von
2 h, somit ist es wahrscheinlich, dass der Unterschied in der Proteinkonzentration
ausschlieBBlich auf die Pressung zurtickzufiihren ist. Zum Einfluss der Maischestandzeiten
auf die Proteinkonzentration im Most findet sich nur vereinzelt Literatur. Da gerade
Maischestandzeiten bei der Rotweinherstellung eingesetzt werden um den Polyphenolgehalt

der Proben zu erhdhen, spielt der Proteineintrag eher eine untergeordnete Rolle [269].

Eine sehr wichtige oenologische MalRBnahme ist die Schénung. Mit dieser sollen vorwiegend
zu TrUbungen fihrende Inhaltsstoffe, insbesondere Proteine, aus dem Wein entfernt werden.
Hier erwies sich das Bentonit als ein sehr effektives Schénungsmittel [188], ohne zu einem
Eintrag von potentiellen Allergenen zu filhren, was durch andere Schonungsmittel, wie
Gelatine der Fall ware [9, 50, 51]. Dieses Mineral adsorbiert unspezifisch verschiedene
Proteine und auch andere Inhaltstoffe wie Farb- und Aromakomponenten aus dem Wein
[181, 182, 245]. Bislang ist nichts Néheres tber dessen Selektivitat bekannt. Am Beispiel der
B-Glucosidase aus Vitis vinifera wurde dies exemplarisch untersucht (vgl. 4.5). In Kapitel

5.3.1 wird dies weiter aufgegriffen.

5.3 Trubung

Ein groBes Problem eines Winzers ist die Nachtribung bei bereits abgefillten Weinen.
Dieser optische Fehler fuhrt zu Rickrufaktionen und, damit verbunden, zu 6konomischen
Schaden. Die Trubung entsteht durch Aggregation verschiedener Weininhaltsstoffe. Die in

diesem Zusammenhang am haufigsten erwdhnten Inhaltsstoffe sind Polyphenole,
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Polysaccharide und Proteine [37, 161, 172, 270]. Derzeit ist nicht bekannt, um welche
Weinkomponenten es sich im Speziellen handelt [169]. Gerade bei den Proteinen werden
einige diskutiert auf die Tribung einen Einfluss zu haben, wie z.B. TLPs, Chitinasen,
Glucosidasen aber eine eindeutige Identifikation ist noch nicht gelungen [55, 57, 81]. Dies ist
auch damit zu begriinden, dass es zum einen viele verschiedene Rebsorten gibt und zum
anderen sich diese auch in ihrer Proteinzusammensetzung unterscheiden kdnnen [48, 267],
was auch in dieser Arbeit dargestellt wurde (vgl. 5.2). Diese Variationen erschweren die
Identifizierung der eigentlich truberzeugenden Proteine.

Ein GrofRteil meiner Dissertation befasst sich mit der Untersuchung der Tribung und vor
allem auch mit dessen Vermeidung. In diesem Zusammenhang soll die Wirkungsweise von
Bentonit néher betrachtet werden, um bessere Testverfahren zur Ermittlung des
Bentonitbedarfs zu entwickeln. Problematisch ist hier, dass die verschiedenen Bentonittypen
sich in ihrer Wirkungsweise unterscheiden [193, 195-198]. Auflerdem ist aktuell kein
Testverfahren erhaltlich, dass eine realistische Einschatzung des Bentonitbedarfs
gewahrleistet. Vorwiegend wird bei diesen Tests der Gesamtproteingehalt erfasst und
daraus die Benonitdosage ermittelt. Diese Methoden filhren zu einer Uberschatzung des
einzusetzenden Bentonits, was wiederum zu starken Verlusten in der Qualitat und auch der
Quantitat der Weine flhrt.

5.3.1 Wechselwirkungen von Bentonit bei der Weinschénung

Bentonit besteht zum gré3ten Teil aus dem Dreischichtsilikat Montmorillonit, dass ihm seine
Eigenschaft als Kationenaustauscher verleiht [193, 199]. Es konnte gezeigt werden, dass
nicht alle Proteine mit gleicher Intensitdt aus der Losung entfernt werden (vgl. 4.4.3 &
Tabelle 10). Als Ursache fir diese Selektivitat wurde die unterschiedliche Flexibilitat bzw.
Struktur der Proteine aufgefiihrt [128]. Auch die Grdl3e scheint eine entscheidende Rolle zu
spielen. Bei den Weinproteinen handelt es sich mehrheitich um Proteine mit
Molekulargewichten von 15 — 30 kDa (also relativ kleine Proteine). Dies konnte auch in den
verschiedenen SDS-Gelen (vgl. Abbildung 22) und auch massenspektrometrischen Daten
der verschiedenen Weine dargestellt werden (vgl. Tabelle 10) [7, 80, 271]. Diese Proteine
wurden bevorzugt von dem Bentonit aus der entsprechenden Lésung entfernt (vgl. Tabelle
10). Genauso konnte gezeigt werden, dass die grof3en Proteine oberhalb von 250 kDa, also
Glyko- bzw. Mannoproteine, nicht davon beeinflusst wurden. Gerade dieser Proteinklasse
wird in der Literatur ein Schutz vor Triibung nachgesagt [58, 59, 61], vermutlich aufgrund
ihres hohen Mannoseanteiles, der in der Lage ist mit Polyphenolen Komplexe zu bilden

ahnlich wie auch andere Polysaccharide (vgl. 1.2.2). Somit scheint die Bentonitschénung
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hier eine Selektivitat zu zeigen, die bei der Entwicklung von Testverfahren bertcksichtigt

werden sollte.

Anhand eines Beispiels konnte die mdgliche Wechselwirkung eines Proteins mit Bentonit
beschrieben werden. Bei dieser B-Glukosidase scheint es sich um ein sehr flexibles Protein
zu handeln, da es keine stabilisierenden Disulfidbriicken aufweist. Obwohl es mit einem
Molekulargewicht von ca. 30 kDa relativ grof3 ist, wird es in diesen Versuchen vollstéandig aus
den Versuchsweinen entfernt (vgl. Abbildung 24). Ahnliches wurde in der Arbeit von
Sauvage et al. (2010) berichtet [10]. In dieser Arbeit wurde mit einer Bentonitreihe verfolgt,
bei welcher Bentonitkonzentration welche Proteine aus der Modellldsung entfernt werden.
Allerdings gibt diese Arbeit keine naheren Erklarungen fiir die gute Adsorbierbarkeit der (-
Glukosidase an. Die prasentierte Losung basiert auf der hohen Flexibilitdt des Enzyms
aufgrund des Fehlens stabilisierender Disulfidbriicken [128]. Aufgrund dieser Flexibilitat ist
es moglich, dass sich das Protein in den Interlamellarraum des Bentonits einlagert.
Ahnliches wurde auch von Rodriguez et al. (1977) fir groRe flexible Proteine vorgeschlagen
[198]. Eine Zusammenfassung dieser und der in meiner Arbeit postulierten Hypothese ist in
Abbildung 45 veranschaulicht. Das gewolbte Molekul wird bei der Einlagerung zwischen die

Lamellen breiter und flacher.
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der Wechselwirkung von Bentonit mit der B-
Glukosidase. Dargestellt ist die leichte Konformationsdnderung der B-Glukosidase (dargestellt in
grin) zur besseren Einlagerung zwischen zwei Lamellen des Montmorillonits. In der Umgebung der
Proteine befinden sich Wassermolekule und austauschféhige Kationen.

Bislang wurden in Bezug auf die Adsorbierfahigkeit des Bentonits bevorzugt die
Eigenschaften der Proteine wie Struktur, Ladung und Stabilitdt betrachtet. Allerdings spielen
im Zusammenhang mit der Adsorbierbarkeit auch die Eigenschaften des Montmorillonits eine
entscheidende Rolle. Dazu wurden verschiedene Versuche zur Adsorbierféhigkeit von
Tonmineralen von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrt, vorwiegend mit verschiedenen
Schichtsilikaten [229, 230]. Dabei zeigte sich, dass das Montmorillonit bei diesen Versuchen
das beste Ergebnis im Vergleich zu Kaolinit oder lllit lieferte [230, 272], womit sich auch die

Beliebtheit dieses Materials als Adsorber erklaren lasst. Bei diesem Mineral spielen die
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komplexierten mono- und divalenten Kationen eine grofRe Rolle, da sie Eigenschaften wie
Quellung oder auch Adsorbierbarkeit beeinflussen [191, 193, 204, 273]. Dabei weist das Na'-
Montmorillonit bzw. Na*-Bentonit die beste Wirksamkeit auf (vgl. 4.5.2) [191, 193, 204, 274].
Das nachstbessere Na‘*Ca*-Mischbentonit wird bislang vermehrt eingesetzt. Das
Mischbentonit weist dhnlich wie auch das Na'-Bentonit starke Quellfahigkeiten auf, d.h. der
Interlamellarraum kann sich durch die Einlagerung von Wassermolekilen weit ausdehnen
und so eine bessere Zugéanglichkeit der Proteine zur austauschfdhigen Oberflache bieten
[193, 198, 204]. Aber nicht nur die innerkristallinen Eigenschaften des Bentonits kénnen die
Adsorptionsfahigkeit beeinflussen sondern auch verschiedene Umgebungsparameter wie
Temperatur, pH-Wert oder lonenstarke [188, 190, 191, 201, 202]. Es ist bekannt, dass die
Wirksamkeit des Ca?*-Bentonits stark vom pH-Wert abhéngt [193]. Bei diesem Bentonittyp
erschwert die starke Komplexierung des Ca**-lons an das Tonmineral die Adsorption [274].
Erst mit einer Erniedrigung des pH-Wertes unterhalb von pH 3,5 sind die Ladungen der
Proteine ausreichend ausgepragt, um das Ca®"-lon von den Bindungsstellen zu verdréngen
und an die Oberflache des Minerals zu binden [7, 188]. Dieses Verhalten konnte auch bei

den hier durchgeflihrten Versuchen beobachtet werden (vgl. 4.5.2).

Zur Bestatigung dieser Erkenntnisse missten weitere Versuche auch mit isolierten Proteinen

angeschlossen werden.

5.3.2 Proteinaufreinigung

Zur Isolierung weiterer Proteine sind grof3e Mengen an Ausgangsmaterial erforderlich. Auch
die Komplexitat der Weinzusammensetzung erschwert eine einfache und schnelle Isolierung
einzelner Proteine [13]. Bei der Aufreinigung des LTPs konnten besondere Merkmale des
Proteins, wie der pl fur die Versuche ausgenutzt werden (vgl. 4.1.2) [231]. Dies ist in
vergleichbarer Weise fur die (dbrigen Weinproteine aufgrund ihrer &hnlichen
Molekulargewichte und pl’s nicht moéglich [7, 80, 103, 271]. Verschiedene Arbeitsgruppen
publizierten hierzu mdgliche Aufreinigungsprotokolle, die aber zum Teil nur eine geringe
Reinheit der Proben versprachen. Dies wurde durch die Arbeit von Marangon et al. (2009)
verdeutlicht [103]. Hier verweist der Autor auf ein Elutionsprofil und markierte Bereiche in
denen verschiedene Proteinklassen zu finden sind. Dabei tberschneiden sich einige dieser
Bereiche, sodass in den darunter liegenden Peaks keine reine Lésung einzelner Proteine zu

finden war.

Es finden sich auch Arbeiten, die mit relativ hoher Reinheit einzelne Proteine isolierten [63,
275]. In Anlehnung an diese Arbeiten konnten in Kombination verschiedener Trennsysteme

einzelne Proteine isoliert werden (vgl. 4.6). Aufgrund ihres Molekulargewichts und ihrer
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unterschiedlichen Ladungen (verschiedene Peaks bei der IEC) wird vermutet, dass es sich
bei diesen Proteinen um verschiedene Isoformen der TLPs handelte (vgl. 4.6). Sofern die
Ergebnisse der MS-Analyse der von mir isolierten Proteinldsungen vorliegen, ist es moglich
weiterfihrende Versuche mit Bentonit und der Tribungsrelevanz dieser Proteine noch
gezielter durchzufuhren. Auch wére hierzu die Expression einzelner Proteine denkbar.
Allerdings ist bei den im Wein enthaltenen Proteinen nicht klar, ob durch die Weinbereitung
die Proteine strukturell verandert wurden und dadurch zu einer erhdhten Tribungsbildung

neigen. Dies kdnnte nicht mit exprimierten Proteinen nachverfolgt werden.

5.4 Weinstabilisierung

Aufbauend auf den Ergebnissen zur Proteinzusammensetzung in verschiedenen Weinen
und nach der Untersuchung des Einflusses der Schonung, werden Strategien zur
Weinstabilisierung verfolgt. Als Basis hierfir dienen die Ergebnisse aus den Versuchen
mittels DSC (Difference Scanning Calorimetry, vgl. Abbildung 37 & Abbildung 42). Hier
konnte ein Bereich zwischen 60 — 85 °C ermittelt werden, in dem die meisten
Entfaltungsereignisse eintraten. Dies ermdglicht eine Anknlpfung an die bislang in den
Analyselaboren durchgefiihrten Warmetests zur Bentonitbedarfsermittlung [184, 205].
Basierend auf diesen Untersuchungen wird zusammengefasst, dass die Invertase (ca.
70 kDa) eher einen geringen Anteil an der natiurlichen Trubentstehung aufweist. Dieses
Protein wurde in den entsprechenden Untersuchungen zur temperaturabhdngigen
Aggregation erst ab einer Temperatur von 83 °C nicht mehr im Uberstand der
Modellldsungen nachgewiesen (vgl. Abbildung 39 & Abbildung 43). Daher kann
angenommen werden, dass dieses Protein bei der natirlich entstehenden Nachtriibung
durch Temperaturen von bis zu 40 °C nicht denaturiert und auch nicht in die Aggregation
Ubergent. Dies bietet einen Hinweis darauf, dass ein Warmetest zur
Bentonitbedarfsermittiung oberhalb von 80 °C durchgefuihrt, mehr Proteine detektiert,
aufgrund des zusatzlichen Gehalts der Invertase, als eigentlich bei der Trubentstehung
beteiligt sind. Das DLR Mosel empfiehlt einen Wéarmetest bei wenigstens 70 °C mit einer
Inkubationszeit von 4 h durchzufiihren [206]. Mein Vorschlag hingegen wére einen Bereich
von 70 — 80 °C zu wahlen. Dadurch wiirde eine Uberschénung basierend auf dem
zusatzlichen Gehalt durch die Invertase ausgeschlossen werden, da dieses Protein erst ab

einer Temperatur von 83 °C bzw. im Wein erst ab 85 °C denaturiert.

Im Rahmen der hier durchgefuhrten Versuche wurde die zeitabh&ngige Aggregation nicht im
Detail verfolgt, was fur weitere Untersuchungen zu Uberlegen ware. Allerdings sollte
basierend auf den Ergebnissen der temperaturabh&ngigen Aggregation die Messungen der

Stabilitatstest an verschiedenen Weinen tberprift werden. Dadurch liel3e sich herausfinden,
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ob die Unterschiede in den Proteinzusammensetzungen der Weine einen Einfluss auf den
Bentonitbedarf austben. Auch sollten die Anteile der entsprechenden Polyphenole, die in
diesen Weinen enthalten sind und dessen Einfluss auf die Aggregation betrachtet werden.
Hier konnte es mdglich sein, dass aufgrund eines bestimmten Verhéaltnisses von
Polyphenolen zu Proteinen der Bentonitbedarf bestimmt werden koénnte. Mit darauf
aufbauenden Versuchen und genaueren Analysen der Proteinzusammensetzung im Trub
und der verbleibenden Proteine im Wein ist es denkbar eine standardisierte Methode zur
Messung der Tribungsneigung zu etablieren.

Bislang wurde der Einfluss der Polysaccharide, eine weitere wichtige Gruppe im Wein eher
vernachlassigt, daher wird im Folgenden vermehrt auf deren Einfluss bei der Tribung
eingegangen.

5.4.1 Tribung und Polysaccharide

Es ist bekannt, dass Mannoproteine eine protektive Wirkung auf die Entstehung der Triibung
austben, da sie in der Lage sind mit Polyphenolen bzw. Tanninen Uber Wasserstoffbriicken
Komplexe zu bilden [58, 61, 170]. Dadurch werden die Polyphenole abgeschirmt und kénnen
nicht mehr mit den Proteinen in Wechselwirkung treten und Aggregate bilden. Ebenso
werden verschiedene Polysaccharide eingesetzt um Weine zu schénen bzw. die
Tartratbildung zu verhindern [12, 40]. Polysaccharide sind in der Lage Chelatkomplexe mit
Kationen zu bilden, die als Bindungspartner zur Ausféllung der Weinséure nicht mehr zur
Verfugung stehen (vgl. 1.2.2). Dies legt nahe, diese Zusammenhdnge auf die

Weinstabilisierung zu untersuchen.

In der Literatur sind bereits einige Untersuchungen zu finden, die den Einfluss verschiedener
Polysaccharide auf die Stabilitat verschiedener Modellsysteme testeten [8, 37, 161, 248,
270]. In diesem Zusammenhang untersuchten Siebert et al. (1996) unter anderem den
Einfluss von Pektin und Arabinogalactan auf die Trubentstehung und fanden heraus, dass
diese beiden Zusatzstoffe in verschiedenen Getranken darauf eine reduzierende Wirkung
hatten [37]. Diese Beobachtungen wurden von de Freitas et al. (2003) in ahnlicher Form
ebenfalls verdffentlicht, allerdings wurde in dieser Arbeitsgruppe zusétzlich noch die

Wechselwirkung zwischen Tanninen und Proteinen verfolgt [248].

Bei den in meiner Arbeit durchgefiihrten Versuchen ist auffallig, dass sich in Abhangigkeit
von der Versuchsumgebung abweichende Ergebnisse generieren lieRen. In der ersten
Versuchsreihe sind die zugefigten Komponenten in einem Citratpuffer mit einem pH-Wert
von 3,5 angesetzt (vgl. Abbildung 34 ), ahnlich dem durchschnittlichen pH-Wert fir den Wein

[7, 169]. Damit war es mdglich, die Wechselwirkung von Proteinen und den verschiedenen
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Polysacchariden zu betrachten. In einem zweiten Ansatz wurden diese Wechselwirkungen in
einer Echtweinumgebung verfolgt (vgl. Abbildung 40 ). Auch hier wurde der gleiche pH-Wert
von 3,5 eingestellt. Der grof3te Unterschied zwischen diesen beiden Ansatzen ist das
Vorhandensein von traubeneigenen Polyphenolen in der Echtweinumgebung (vgl. Tabelle
14). Die Caftarsaure, eine farblose Phenolcarbonsaure ist hier mit dem grof3ten Anteil von
64 % enthalten (vgl. Tabelle 14). Ahnliche Anteile finden sich auch in anderen WeiRweinen
[276].

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Systeme, féllt auf, dass alle eingesetzten Stoffe
ein unterschiedliches Verhalten in Citratpuffer und Echtweinsystem zeigen. Einer der
wichtigsten Unterschiede ist der Beginn der Aggregation (Anstieg der Partikelgrof3e). In
Citratpuffer setzte diese erst bei einer Temperatur von ca. 50 °C ein (Abbildung 34), wahrend
sich dies im Permeat bereits bei Temperaturen zwischen ca. 32 °C — 40 °C nachweisen liel3
(Abbildung 40). Diese Daten bestatigten die Erfahrungswerte, dass eine Lagerung von Wein
bei warmen Sommertemperaturen durchaus zu Nachtribungen fihren kann, sofern der Wein
vorher nicht ausreichend stabilisiert wurde. Diese Hinweise bestéatigen sich auch mit anderen
Arbeiten [10, 56, 174].

Wenn man nun ergdnzend den Einfluss der Polysaccharide auf die Tribung verfolgt, so
beeinflussen diese die Trubbildung auf unterschiedliche Art (vgl. Abbildung 34). Gerade
Carboxymethylcellulose (CMC) und Rhamnogalacturonan zeigen sehr gegensatzliche
Ergebnisse in dem Citratpuffersystem. Wahrend CMC zu einem massiven Anstieg der
Partikelgré3e fuhrte, konnte mit Rhamnogalacturonan eine Aggregation verhindert werden,
sodass bei dem Warmetest zur Trubbestimmung (durchgefuhrt von Frau Miriam Meier,
Hochschule Geisenheim) die Probenlésung als stabilisiert galt. Die beiden anderen
Polysaccharide, Arabinogalactan (Abbildung 35 C, roter Kurvenverlauf) und Gummi
arabicum (Abbildung 35 B, griner Kurvenverlauf) wiesen auch eine reduzierende Wirkung
auf die PartikelgrofRe auf, allerdings nur in niedrigen Konzentrationen zugesetzt. Eine
Stabilisierung trat hierdurch nicht ein. Bei diesen Versuchen konnte in allen Fallen ein
Anstieg der Aggregation ab einer Temperatur von 50 °C beobachtet werden. Im Gegensatz
dazu wiesen die Ergebnisse der Proben gemessen in Rieslingpermeat interessante
Unterschiede in der Temperaturabhangigkeit der Aggregation auf. Wahrend CMC und
Rhamnogalacturonan in Citratpuffer gelést noch auffallige Kurvenverlaufe zeigten, verliefen
sie nun mit dem Kontrollversuch ohne Polysaccharide sehr &hnlich. Auch der Beginn der
Aggregation ist bei der gleichen Temperatur von ca. 36 °C zu beobachten. Hier zeigen diese
beiden Stoffe keine markanten Einflisse (Abbildung 40). Allerdings scheint CMC eine
Sedimentation der Partikel zu verhindern. Dagegen sind die beiden anderen Polysaccharide

auffallig. Wahrend bei Arabinogalactan die Aggregation bereits bei ca. 32 °C einsetzt, wird
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sie durch Gummi arabicum auf eine Temperatur von ca. 40 °C verschoben. Fur Gummi
arabicum wurde bereits in anderen Arbeitsgruppen eine reduzierende Wirkung auf die
Aggregation beschrieben und bestétigten somit auch diese Ergebnisse [8, 248, 270Q].
Allerdings wurden in den zitierten Arbeiten etwas andere Modellsysteme bestehend aus BSA
und Tanninen gewahlt. In all diesen Versuchen erwies sich Pektin als ein gutes
Polysaccharid zur Stabilisierung der Modelllésung [8, 161, 248, 270]. Dies konnte auch hier
mit Rhamnogalacturonan (Pektinbestandteil) demonstriert werden, allerdings zeigte es auch
nur in den Versuchen mit Citratpuffer die gute reduzierende Wirkung auf die Trubung (vgl.
4.7.1). Die destabilisierende Wirkung des Arabinogalactans ist in dieser Weise noch nicht
dokumentiert worden. Stattdessen wurde ihm in der Arbeit von de Freitas et al. (2003) eine
stabilisierende Wirkung nachgewiesen, allerdings nicht in der Effektivitdt wie Pektin oder
Gummi arabicum [248]. Bei Waters et al. (1994) galt es noch als ,haze protective factor” [59].
Hierzu ist zu sagen, dass die stabilisierende Wirkung auch im Modellsystem ohne
Polyphenole beobachtet wurde (Abbildung 35), aber sich diese nicht im Echtweinsystem
bestétigte (Abbildung 40). Diese Bedingungen wurden in den anderen Arbeiten nicht

getestet.

Durch diese Untersuchungen konnten auf die Tribung stabilisierende Effekte der
Polysaccharide bestatigt werden. Allerdings zeigen die Versuche im Echtweinsystem, mit
den eigentlichen Weinproteinen anstatt von BSA auch, dass es wichtig ist, dies ebenfalls zu
Uberprifen, da sich die Trubbildung anders verhalt. Als Einflussfaktoren kénnen an dieser
Stelle zum einen die Struktur, und die Stabilitdt von Proteinen sowie der Polyphenolgehalt

und auch die Polysaccharidzusammensetzung aufgeftihrt werden.

5.4.2 Betrachtung potentiell triibungsrelevanter Einflussfaktoren

Ein weiterer wichtiger Punkt, der bei den Untersuchungen betrachtet wurde, ist der Einfluss
der Polysaccharide auf die Temperaturstabilitat der Proteine. Mittels der DSC-Messungen
konnte gezeigt werden, dass die Schmelztemperaturen der detektierten Ereignisse nicht
variierten, lediglich der Verlauf der Basislinie anderte sich, was auf den Einfluss der
Polysaccharide zurtickzufihren war. Bei den Proben im Echtweinsystem konnte das
Eintreten starker Aggregation ab ca. 60 °C beobachtet werden. Hier sind die Messungen mit
CMC nicht auswertbar, da das Messsignal durch Streuungen gestort ist (vgl. Abbildung 42).
Der Zusatz des CMC und dessen Wechselwirkung mit den weiteren Weinkomponenten, wie

den Polyphenolen, beeinflussen die Messung.

Durch diese Versuche konnte der Einfluss der Trubbildung bzw. Aggregation auf die

Proteinzusammensetzung in Modellsystemen untersucht werden. Die Ergebnisse aus den
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beiden Modellsystemen mit Citratpuffer und Rieslingpermeat &hneln sich. Die bei den DSC-
Ergebnissen detektierten Temperaturmaxima wurden bei den Warmestabilitatstests genauer
untersucht (vgl. Abbildung 39 & Abbildung 43). In beiden Versuchsreihen konnten &hnliche
Erkenntnisse gewonnen werden (vgl. Abbildung 39 und Abbildung 43). Unter beiden
Versuchsbedingungen ist die Bande bei ca. 70 kDa, bei welcher die Invertase vermutet wird,
ab einer Temperatur von 83 °C bzw. 85 °C nicht mehr im Uberstand der Proben zu
erkennen. Ansonsten kann man aus diesen Ergebnissen deutlich sehen, dass nicht alle in
der Losung befindlichen TLPs (20 — 25 kDa) an der Entstehung der Tribung beteiligt sind.
Gerade in diesem Fall sollten massenspektrometrische Untersuchungen angeschlossen
werden, da allein bei den in dieser Arbeit untersuchten Weinen acht verschiedene Isoformen
der TLPs detektiert wurden. Wie bereits erwéhnt scheint die Invertase zwar zu geringen
Teilen bei niedrigeren Temperaturen an der Aggregation beteiligt zu sein, allerdings auch

erst vollstandig ab einer Temperatur von ca. 83 °C.

Entscheidend fur weiterfuhrende Versuche ist, dass erkannt wurde, dass nur einzelne
Proteine im Molekulargewichtsbereich von 20 — 30 kDa wie die TLPs und Chitinasen an der
Trubbildung beteiligt zu sein scheinen, was diese Erkenntnisse von Dufrechou et al. (2010)
bestatigt [174]. Die generelle Aussage, dass alle TLPs tribungsrelevant sind, ist daher nicht
exakt zutreffend. Allerdings missten auch hier weitere Analysen zur ldentifizierung der
beteiligten  Proteine  angeschlossen  werden. Damit kénnte ein  gezieltes

Aufreinigungsprotokoll dieser Proteine aufgebaut werden.

TLP - CMC
-~--._‘__‘_\_-.‘h /
Chitinase —_ — Arabinogalactan
B-Glucosidase — — Rhamnogalacturonan
Invertase — ’\ Gummi arabicum

— —» nichtalle

—b» Finfluss

———  kein Einfluss Caftarsédure

—| reduziert

Abbildung 46: Einfluss der untersuchten Weininhaltsstoffe auf die Trubentstehung. Dargestellt
sind wesentliche Komponenten, die von mir bei der Untersuchung der Tribung beriicksichtigt wurden.
Die Bedeutung der Pfeile ist in der Legende in der Abbildung dargestellt. TLP: Thaumatin-ahnliche
Proteine; CMC: Carboxymethylcellulose.

In der Abbildung 46 sind die getesteten Faktoren und dessen Einfluss auf die Tribung

zusammengefasst. Hier zeigt sich dass die drei Hauptkomponenten, Proteine,
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Polysaccharide und Polyphenole die Trilbung auf verschiedenen Weisen beeinflussen. Aus
der Kombination der einzelnen Versuchsergebnisse wurde der Einfluss einzelner Proteine
wie den TLPs und Chitinasen sowie der Polyphenole und Polysaccharide wie
Arabinogalactan eine Rolle bei der Entstehung von Trub detektiert Wéahrend auch
herausgearbeitet wurde, dass Rhamnogalacturonan und Gummi arabicum eine inhibierende

Wirkung aufweisen, wenn auch zum Teil nur im Modellsystem.

Dabei wurde in diesem Zusammenhang der Einfluss von Schwefelzusatzen bislang noch
nicht ndher erwahnt. Eine Untersuchung von Pocock et al. (2007) zeigte die Wirkung von
Sulfat auf die Trubbildung. In diesen Versuchen wurden Sulfatkonzentration von 0,1 — 1,5 g/l
in verschiedenen Modellldsungen getestet, die zu Trubungen fuhrten [162]. Allerdings
werden Sulfatsalze, bevorzugt Ammoniumsulfat auch fir die Fallung von Proteinen
verwendet. Die durch die Sulfationen bewirkte Verdrangung der Hydrathille kénnte eine
bessere Zuganglichkeit der Aggregationspartner, wie den Polyphenole zu den Proteinen
bewirkt haben, wodurch es zur Trubbildung kam. Hier ware es auch denkbar bei den
Untersuchungen zur Trubentstehung den Einfluss von Sulfit, als weitere Schwefelquelle zu

untersuchen.

In dem beschriebenen Echtweinsystem der Versuche zur Weinstabilisierung sind geringe
Schwefelmengen im Permeat enthalten (Freie SO,: nicht nachweisbar, Gesamt-SO,:
<10 mg/l; mittels Titration unter Verwendung einer Jodid-Jodat-Ldsung, durchgefihrt an der
Hochschule Geisenheim), die noch nicht deklarierungspflichtig waren. Daher wird davon
ausgegangen, dass diese Konzentrationen noch keinen Einfluss auf die Aggregation

austibten, allerdings sollte auch dies in weiteren Untersuchungen tberprft werden.

Vielleicht bieten die hiesigen Erkenntnisse neue Ansétze zur Etablierung spezifischer
Testverfahren zur Tribungsneigung bzw. dem Bentonitbedarf von Wein. Gerade in diesem
Zusammenhang sollten die bislang durchgefiihrten Wéarmetests tberdacht werden, um eine
einheitliche Empfehlung zu geben. Durch das gezielte Identifizieren der relevanten Proteine
und deren Isolierung kénnten immunologische Testverfahren denkbar sein. Ahnliches wurde
bereits durch die Firma Sofralab Technologies (Epernay, Frankreich) mit dem Immuno Test
versucht, wobei dieser Test auch eher generell TLPs und Chitinasen detektierte. Vielleicht ist
es auch moglich Uber den Anteil dieser speziellen Proteine eine Aussage Uber den Bentonit-
bzw. Schonungsbedarf zu gewinnen. So kdnnten standardisierte Verfahren eingesetzt

werden und unterschiedliche Bedarfsangaben je nach Analyselabor vermieden werden.
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6 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Versuche zur Charakterisierung und
Identifizierung von Weinproteinen durchgefiihrt. Dabei wurde die Vielféaltigkeit allein der

Proteinzusammensetzung der Moste und Weine dargestellt.

Sowohl im Zusammenhang mit der Untersuchung der Weinunvertraglichkeit als auch zu dem
Thema Wein und Triibung konnte herausgearbeitet werden, dass nicht nur die Proteine eine
grol3e Rolle spielen, sondern dass viele andere Faktoren wie Polyphenole, Polysaccharide,
Sulfite (um nur einige zu nennen) immer mit bertcksichtigt werden mussen. Erst dadurch
kann annahernd ein gesamtheitliches Bild und die Komplexitat rund um das Thema Wein

dargestellt werden.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Chromatographieprotokolle

Tabelle 15: Versuchsprotokoll fiir die Gesamtprotein-Aufreinigung mittels SEC S-200. Die 3 ml-
Fraktionen wurden von 30 ml bis 180 ml gesammelt.

Nr. | Start [ml] | Programmschritt

1 0,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 0,5 ml/min fir 5 ml

2 50 UV-Baseline

3 50 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 0,5 ml/min fir 5 ml

4 10,0 Injektion von 5 ml Gber die Probenschleife mit 0,5 ml/min fir 10 min

5 15,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 0,5 ml/min fir 240 ml
6 255,0 Ende des Protokolls

Tabelle 16:
Kationenaustauschchromatographie UNO S-6.

Versuchsprotokoll far die LTP Aufreinigung mittels

Nr. | Start [ml] | Programmschritt

1 0,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 2 ml/min fir 6 ml

2 6,0 UV-Baseline

3 6,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 2 ml/min fir 6 ml

4 12,0 Injektion von 8 ml tiber die Probenschleife mit 2 ml/min fiir 4 min

5 20,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 2 ml/min fir 12 ml

6 32,0 Linearer Gradient von 0 % zu 50 % Hochsalzpuffer mit 2 ml/min fur 30 ml
7 62,0 Isokratischer Fluss mit 100% Hochsalzpuffer mit 2 ml/min fir 6 ml

8 68,0 Isokratischer Fluss mit 100% Niedrigsalzpuffer mit 2 ml/min fiir 18 ml

9 86,0 Ende des Protokolls

Tabelle 17:
Kationenaustauschchromatographie UNO S-1.

Versuchsprotokoll far die TLP Aufreinigung mittels

Nr. | Start [ml] | Programmschritt

1 0,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 1 ml/min ftr 2 ml

2 2,0 UV-Baseline

3 2,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 1 ml/min fir 2 ml

4 40 Injektion von 2 ml Gber die Probenschleife mit 1 ml/min fir 2 min

5 6,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 1 ml/min fir 6,5 ml
6 12,5 Linearer Gradient von 0 % zu 5 % Hochsalzpuffer mit 1 ml/min fir 4 ml
7 16,5 Isokratischer Fluss mit 95 % Niedrigsalzpuffer, 5 %Hochsalzpuffer mit

1 ml/min fur 4 ml
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8 20,5 Linearer Gradient von 5 % zu 10 % Hochsalzpuffer mit 1 ml/min fir 4 ml

9 24,5 Isokratischer Fluss mit 90 % Niedrigsalzpuffer, 10 %Hochsalzpuffer mit
1 ml/min fur 4 ml

10 | 28,5 Linearer Gradient von 10 % zu 15 % Hochsalzpuffer mit 1 ml/min fur 4 ml

11 | 32,5 Isokratischer Fluss mit 85 % Niedrigsalzpuffer, 15 %Hochsalzpuffer mit
1 ml/min far 4 ml

12 36,5 Linearer Gradient von 15 % zu 25 % Hochsalzpuffer mit 1 ml/min fir 4 ml

13 | 40,5 Isokratischer Fluss mit 75 % Niedrigsalzpuffer, 25 %Hochsalzpuffer mit
1 ml/min fur 4 ml

14 445 Linearer Gradient von 25 % zu 100 % Hochsalzpuffer mit 1 ml/min far
5ml

15 | 49,5 Isokratischer Fluss mit 100 % Hochsalzpuffer mit 1 ml/min ftr 6 ml

16 | 55,5 Isokratischer Fluss mit 100 % Niedrigsalzpuffer mit 1 ml/min fir 10 ml

17 | 65,5 Ende des Protokolls

Tabelle 18: Versuchsprotokoll fir die TLP Nachreinigung mittels HIC.

Nr. | Start [ml] | Programmschritt

1 0,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Hochsalzpuffer mit 2 ml/min fir 20 ml

2 20,0 UV-Baseline

3 20,0 Isokratischer Fluss mit 100 % Hochsalzpuffer mit 2 ml/min fir 20 ml

4 40,0 Injektion von 4 ml Gber die Probenschleife mit 2 ml/min fir 2 min

5 440 Isokratischer Fluss mit 100 % Hochsalzpuffer mit 2 ml/min ftr 40 ml

6 84,0 Linearer Gradient von 0 % zu 100 % Niedrigsalzpuffer mit 2 ml/min far
40 ml

7 68,0 Isokratischer Fluss mit 100% Niedrigsalzpuffer mit 2 ml/min fir 60 ml

8 86,0 Ende des Protokolls
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8.2 Vergleich der Lipid Transfer Proteine

ARC33394 60

ARQ96338 60
*

AAC33394 : M ) GVSVPYKISPSTDCSKV 119

ARQS6338 : BMES 2 GVSVPYKISPSTDCTKV 1319

Abbildung 47: Sequenzalignment der beiden detektierten LTPs der massenspektrometrischen
Daten. LTP Isoform 4 aus Vitis vinifera (GenBank ID: AAO33394); LTP aus Vitis aestivalis (GenBank
ID: AAQ96338). Die Sequenzen sind zu 89 % identisch und weisen zu 93 % Ahnlichkeiten in den
physiko-chemischen Eigenschaften der Aminosauren auf. Verwendete Programme: ClustelX 1.8,
GeneDoc 2.6.

8.3 Derived Count Rate der Permeat Kontrolle

In Abbildung 48 ist die Derived Count Rate der Kontrollprobe gemessen in Rieslingpermeat
dargestellt. Anhand dieser Darstellung wird die beobachtete Sedimentation der Aggregate
durch den Abfall der Messverlaufe deutlich. Die Kurvenverlaufe zeigt eine gute

Ubereinstimmung der wiederholten Messungen (n=3).
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Abbildung 48: DLS Messungen der Auxerroisproteine ohne weitere Zusatze gelost in
Rieslingpermeat (vgl. 3.17). Auftragung der Derived Count Rate zur Uberpriifung der Qualitat der
Messergebnisse. Die Messungen wurden dreimal wiederholt (= a, b, ¢)
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