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Formation of killer toxin by apiculate yeasts and interference with fermentation

Summ ary : Several strains of the frequently occurring apiculate yeast (Hanseniaspora uva-
rum) form a killer toxin (a protein) which inhibits a sensitive wine yeast (Saccharomyces cerevi-
sige). This toxin was partially concentrated by lyophilization and precipitation with ethanol. The
toxin activity was determined with the agar diffusion method. The optimum of activity was
observed at pH 4, but the killer toxin is also active at pH 3.5, the pH of grape must. The presence of
apiculate killer yeasts slowed the fermentation of a sensitive wine yeast (S. cerevisiae 381). In
mixed cultures of the killer strain H. uvarum 470 with S. cerevisiae the maximum inhibition of the
latter was at 20 °C and at pH 3.5. Within 2 d about 95 % of the sensitive yeast cells were killed. Sev-
eral days later the wine yeast resumed fermentation. The killer toxin delayed the normal fermenta-
tion by 10—20 d. Depending on the ratio of cell numbers between the sensitive wine yeast and the
apiculate killer yeast, the fermentation was suppressed for up to 15 d. When the cell number of wine
yeasts was less than 0.01 % of the killer yeast cells (H. uvarum 470) all sensitive cells were killed.
Even at an inoculum of 105 cells/ml of S. cerevisiae a delay in the normal fermentation was
observed when the sensitive yeast was added 2 d after the apiculate killer strain. By adding benton-
ite at a concentration of 0.01 % the interference of killer toxin with fermentation was prevented.
The delay of normal fermentation which was caused by killer strains of H. uvarum was not only
observed in laboratory media but also in experiments with grape must.
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Einleitung

Killerhefen, die nicht nur bei Hefen der Gattung Saccharomyces, sondern auch bei
mehreren Gattungen von Wildhefen vorkommen, vermogen durch die Ausscheidung
von Killertoxin andere Hefen abzutéten (STuMM et al. 1977; YOUNG 1987). Falls es bei
Spontangédrungen zunéchst zur massiven Entwicklung von Killerhefen kommt, konn-
ten die Weinhefen (Saccharomyces) abgetotet werden, die zu Beginn der Gérung hau-
fig nur ein geringer Anteil der Spontanflora sind, so daf} es zu Gérstorungen kommen
kann.

Den groiten Anteil der Spontanflora nehmen die ,,wilden” Hefen der Gattungen
Hansenula, Candida und Hanseniaspora ein (AMERINE und KUNKEE 1968). Angehdrige
der gérschwachen Gattung Hanseniaspora (Trivialname: Apiculatus-Hefen) kénnen zu
90—99 % vertreten sein (DiTTRICH 1977). Thr Anteil schwankt je nach Weinbaugebiet
und klimatischen Bedingungen. Bei der Spontangéirung iibernimmt Hanseniaspora die
Angérphase, wird dann schnell von Saccharomyces iiberwachsen und ist nach der
Garung meist nicht mehr nachzuweisen. Uber Gérstérungen, die auf einer verstiarkten
Entwicklung von Hanseniaspora wiahrend der Gérung beruhen, wurde von MULLER-
THURGAU (1897) und ScHULLE (1953) berichtet. SCHANDERL (1959) vermutete, dafl die
beobachteten Fehlentwicklungen durch Stoffwechselprodukte von Hanseniaspora ver-
ursacht werden. Da inzwischen mehrere Killerhefen der Art Hanseniaspora uvarum
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aus natiirlichen Substraten isoliert wurden (RADLER et al. 1985 b), liegt die Vermutung
nahe, daB Killertoxin produzierende Apiculatus-Hefen Ursache von Gérstérungen sein
konnten.

Der Antagonismus zwischen Killerhefen der Art Hanseniaspora uvarum und sen-
sitiven Hefen der Art Saccharomyces cerevisiae sollte im Géarverlauf quantitativ unter-
sucht werden. Insbesondere sollte ermittelt werden, ob und unter welchen Bedingun-
gen der normale Géarverlauf von Saccharomyces durch Hanseniaspora beeintrachtigt
wird. Dazu wurden die Lebendkeimzahlen beider Stamme sowie Glucoseverbrauch,
Ethanol- und CO,-Produktion im Géarverlauf bestimmt. Die Garstorung durch Killerhe-
fen der Gattung Hanseniaspora sollte durch Zusatz von Bentonit verhindert werden,
das die aus Proteinen bestehenden Killertoxine bindet. Die zunéchst in einem Modell-
medium durchgefihrten Versuche sollen auf die Situation in Traubenmost ilibertragen
werden.

Material und Methoden

1. Hefestamme

Die Hefestdmme entstammen der Sammlung des Instituts sowie handelsliblichen
Trockenhefeprédparaten. Der Stamm H. uvarum 11-22 wurde uns von Prof. DITTRICH,
Geisenheim, liberlassen. Alle Stammkulturen wurden auf YEP-Schriagrohrchen bei
4 °C aufbewahrt.

2. Nahrmedien

Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Sterilisation 20 min bei 121 °C.
YEP-Medium: Glucose 2 %, Pepton 2 %, Hefeextrakt 1 %.
YEP-Agar: Glucose 2 %, Pepton 2 %), Hefeextrakt 1 %, Agar 1,2 %
Glycerin-Agar: Glycerin 2 %, Pepton 2 %, Hefeextrakt 1 %, Agar 1,2 %.
Lysin-Agar: entsprechend MogrRIS und Eppy (1957). Die Losung wurde kurz aufge-
kocht.
Methylenblau-Agar (MBA): Glucose 2 %, Pepton 2 %, Hefeextrakt 1 %, Citrat 1,92 %o,
Methylenhlau 0,003 %, Agar 2 %. Der pH-Wert wurde mit K,HPO, eingestellt.
B-Medium: Synthetisches B-Medium entsprechend PrrEIFFER und RADLER (1982) mit
einem Glucosegehalt von 20 %. Der pH-Wert wurde, falls nicht anders vermerkt, mit
konzentrierter KOH auf pH 3,5 eingestellt. Die Sterilisation erfolgte 15—30 min (je
nach GeféBvolumen) bei 100 °C im strémenden Dampf.
Traubensaft: Traubensaft der Fa. Rabenhorst ,,Roter Rabenhorster”. Die Sterilisation
erfolgte 10 min bei 100 °C im stromenden Dampf.

3. Bestimmung von Zellzahl und Zelldichte

Die Zellzahl wurde mit der Neubaur-Zihlkammer (Kammertiefe 0,1 mm) und die
Zelldichte durch Triibungsmessung bei 610 nm bestimmt.

4., Nachweis der Hefekilleraktivitat

a) Mit dem Strichtest nach SOMERS und BEvan (1969) auf MBA-Platten wird festge-
stellt, ob sich ein Hefestamm gegen das Toxin einer Killerhefe sensitiv oder resistent
verhilt. Der zu priifende Hefestamm wurde in 5 ml YEP-Medium 20—22 h auf der
Schiittelmaschine bei 25 °C vorkultiviert. Mit sterilem Aqua dest. wurde eine Zellzahl
von 108/ml eingestellt. Je 0,1 ml dieser Suspension wurden auf 2 MBA-Plaiten mit den
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pH-Werten 4,0 und 4,5 ausgespatelt. Nach kurzem Antrocknen wurde die Killerhefe mit
einer Impfése strichférmig aufgetragen. Bildete sich nach 4 d Bebriitungszeit bei 20 °C
um die Killerhefe eine blaue Abtétungszone oder eine Hemmzone, so verhielt sich die
zu prifende Hefe sensitiv. Blieben Blaufdrbung oder Hemmzone aus, war die zu prii-
fende Hefe resistent.

b) Der Agardiffusionstest nach Woops und Bevan (1968) dient zur quantitativen
Bestimmung der Toxinaktivitit. Die sensitive Hefe wurde wie beim Strichtest auf
MBA-Platten (15 ml) ausgespatelt. Mit einem sterilen Korkbohrer (&10 mm) wurden
Locher in den Agar gestanzt, in die jeweils 0,1 ml des zu untersuchenden Toxinpripa-
rates einpipettiert wurde. Nach 4 d Bebriitungszeit bei 20 °C wurden die toxinbeding-
ten Wachstumshemmzonen ausgemessen.

5. Killertoxinproduktion von Hanseniaspora uvarum in
Flissigmedium

Die Killerhefe wurde von YEP-Schrdgréhrchen in 5 ml B-Medium tberfiihrt und
18 h bei 25 °C auf einer Schiittelmaschine bebriitet. Das Inokulum wurde so gewihlt,
dall in der Hauptkultur (250 oder 500 ml) 3 x 106 Zellen/ml vorlagen. Wenn nicht
anders vermerkt, wurde das Hauptkulturgefal3 (500 oder 1000 ml Erlenmeyerkolben)
mit einem Wattestopfen verschlossen. Nach 3tégiger Bebriitung bei 20 °C auf der
Schiittelmaschine (90 U/min) wurden die Zellen bei 4 °C abzentrifugiert. Der Kultur-
uberstand wurde im Agardiffusionstest auf Killertoxinaktivitat gepriift.

6. Anreicherung von Killertoxin

a) Lyophilisation: Der killertoxinhaltige Kulturiiberstand (250 ml) wurde gefrier-
getrocknet. Das Lyophilisat wurde in 50 ml sterilem MeclIlvaine-Puffer (0,01 M) aufge-
nommen und im Agardiffusionstest auf Toxinaktivitit geprift.

b) Ethanolfdllung: Der toxinhaltige Kulturiiberstand (500 ml) wurde iiber eine
PSU-Membran (0,45 um Porengrofle) der Fa. Seitz in Stickstoffatmosphdére (2 bar) ste-
rilfiltriert. Dann wurde dem Kulturfiltrat unter langsamem Riihren solange eiskaltes
Ethanol (—20°C) zugegeben (30 ml/min), bis eine Ethanolkonzentration von 40 %
erreicht war. Die Losung wurde noch 2 h langsam geriihrt und bei 4 °C fiir 10 min zen-
trifugiert. Der weille Niederschlag wurde in moglichst wenig sterilem Mcllvaine-Puffer
(0,01 M) gel6st. Der 40%igen Ethanollésung wurde wie zuvor beschrieben Ethanol
zugefligt, bis eine 70%ige Losung vorlag. Nach 1 h langsamem Ruhren wurde das Pra-
zipitat (40—70 %) in Puffer gelost.

7. Gadrversuche und Untersuchung des Gérverlaufs

Die Hefestimme wurden von YEP-Schrédgrohrchen in 5 ml Medium iibertragen,
Jede Vorkultur wurde auf der Schiittelmaschine bei 25 °C inkubiert (16—20 h). Die
Zellzahl wurde bestimmt und mit sterilem Aqua dest. eingestellt. Wenn nicht anders
vermerkt, wurde das Inokulum fiir Stimme von Hanseniaspora so gewéhlt, dafi 3 x 106
Zellen/ml und fiir Stimme von Saccharomyces 3 x 10* Zellen/ml in der Hauptkultur
vorlagen. Diese Konzentrationen wurden sowohl bei Misch- als auch bei Reinkulturgi-
rungen eingesetzt. Die Gérungen wurden in Erlenmeyerkolben mit Géraufsatz bei
20 °C auf einer Schiittelmaschine (90 U/min) durchgefihrt.

Der Garverlauf wurde anhand der CO,-Produktion durch Wagung der Garansitze
und Errechnung der Garaktivitdten verfolgt. Wahrend der Garung wurden Proben zu
je 2 ml entnommen. 0,5 ml der Probe diente zur Bestimmung von Gesamtzellzahl und
Koloniezahl (KBE). Bei Mischkultur wurde die Koloniezahl durch Ausspateln auf
YEP-Agar und Selektivnidhrboéden (Lysin- und Glycerin-Agar) bestimmt. Bei Reinkul-
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turen geniigte Ausspateln auf YEP-Platten. Der Rest ¢.. Probe wurde zentrifugiert.
Der Uberstand diente zur Analyse des Glucose- und Ethanolgehaltes nach SomM0OGYI
(1952) bzw. BERNT und GUTMANN (1974).

Ergebnisse

1. Killerstdmme von Apiculatus-Hefen (Hanseniaspora
uvarum) wirken auf sensitive Weinhefen (Saccharo-
myces cerevisiae)

Aus natiirlichen Substraten isolierte Apiculatus-Hefen (RADLER et al. 1985 b) wur-
den in ihrer Wirkung gegen Weinhefen (5. cerevisiae) untersucht, indem drei Killer-
stamme der Art H. uvarum gegen verschiedene Weinhefen auf Sensitivitat bzw. Resi-
stenz getestet wurden. Dazu wurden Weinhefen, flir die sensitives Verhalten gegen
zwel Saccharomyces-Killerstimme bekannt war, sowie Stdimme aus Trockenhefepri-
paraten im Strichtest nach SOMERS und BEvan (1969) gepriift. Die Weinhefe 381 war
gegen die Killerstimme von H. uvarum 470, 471 und 472 sensitiv. Die andern Saccharo-
myces-Stimme waren gegen die Hanseniaspora-Stimme resistent.

2. Apiculatus-Hefen bilden Killertoxin unter Garbedin-
gungen

Um die Beeinflussung eines sensitiven Saccharomyces-Stammes wéhrend der
alkoholischen Géarung durch das Killertoxin von Hanseniaspora nachzuweisen, war zu
prifen, ob die Hanseniaspora-Stamme unter Garbedingungen Killertoxin produzieren.
Produktion und Stabilitdat von Killertoxin sind abhéngig von der Mediumzusammen-
setzung und dem pH-Wert. Als Girmedium fiir die folgenden Versuche wurde synthe-
tisches B-Medium nach PFEIFFER und RADLER (1982) verwendet, mit einem Zusatz von
20 % Glucose und einem pH-Wert von 3,5. Um den Einflufl von Sauerstoff auf die Bil-
dung von Killertoxin durch Hanseniaspora zu untersuchen, wurden die Kulturen mit
Géraufsatz oder Wattestopfen versehen und entweder geschiittelt (90 U/min) oder nur
langsam geriihrt. Nach 3 d Bebriitung wurden die Kulturldsungen zentrifugiert und
der Uberstand auf Toxinaktivitit im Agardiffusionstest (pH 4,5) gepriift. Fiir die beiden
Stimme H. uvarum 470 und 472 wurde unter den variierten Gérbedingungen eine
Toxinproduktion durch blaue Abtotungszonen von 4—5 mm nachgewiesen. Da aber
keine Wachstumshemmzonen auftraten, war ein quantitativer Vergleich nicht moglich.

Zur genaueren Analyse wurden die Kulturlésungen durch Lyophilisation konzen-
triert. Im Agardiffusionstest (pH 4,5) bewirkten die 5fach angereicherten Konzentrate
Wachstumshemmzonen, womit ein quantitativer Vergleich moglich war. Weder Sauer-
stoffzutritt bei Verwendung von Wattestopfen noch Schiitteln der Gérkulturen zeigten
einen signifikanten Einflul} auf die Aktivitit des Hanseniaspora-Killertoxins. Es wur-
den Hemmzonen von 7,5 bis 9,0 mm fiir das Killertoxin aus H. uvarum 470 und von 4,5
bis 5,5 mm fiir das Killertoxin aus H. uvarum 472 gemessen.

3. Anreicherung von Killertoxin

Zur Anreicherung von Killertoxin wurde der Kulturiiberstand (500 ml) einer 3d
alten Kultur (B-Medium) von H. uvarum 470 sterilfiltriert. Das Filtrat enthielt 3,5 mg
Protein und bewirkte im Aktivitatstest lediglich blaue Abtétungszonen. Nach Ethanol-
zugabe bis zu einer 40%igen Sattigung wurde 0,5 ml Konzentrat (103fache Konzentrie-
rung) erhalten. Die Killertoxinaktivitdt dieses Konzentrats wurde nach Verdlinnung
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mit Mcllvaine-Puffer (0,01 M) mit dem Agardiffusionstest (pH 4,5) gemessen. Zwischen
Hemmzonendurchmesser und Logarithmus der Toxinkonzentration besteht ebenso
wie fiir Toxine von Saccharomyces (Woobps und BEVAN 1968; PFEIFFER und RADLER 1982)
eine lineare Beziehung. Das unverdiinnte Toxinkonzentrat (0,01 ml) ergab einen
Hemmzonendurchmesser von 14,5 mm, dem willkiirlich 102 Einheiten zugeordnet wur-
den. Eine Eichgerade zeigt Abb. 1.

Hemmzone (mm)

101 102
willkirliche Einheiten

Abb. 1: Eichdiagramm fiir die Killertoxinaktivitdt von Hanseniaspora uvarum 470.

Calibration curve for the activity of the killer toxin of H. uvarum 470.

4. EinfluB des pH-Wertes auf die Killertoxinaktivitéat
von Apiculatus-Hefen

Um den EinfluB3 des pH-Wertes auf die Killertoxinaktivitit von Hanseniaspora in
Festmedium zu untersuchen, wurden lyophilisierte Toxinkonzentrate im Agardiffu-
sionstest bei pH-Werten im Bereich von pH 3,3 bis 5,1 gepriift. Die Killertoxine von
H. uvarum 470 und 471 haben ein pH-Optimum von pH 4,5, wihrend das Optimum fiir
das Killertoxin von Stamm 472 bei pH 4,3 liegt. Das Killertoxin von Stamm 470 zeigte
mit 240 Einheiten/ml im Vergleich zu Stamm 471 (130 Einheiten/ml) und Stamm 472
(190 Einheiten/ml) die stirkste Aktivitit. Die Toxine von Stamm 470 und 472 bewirkten
Hemmzonen in einem weiten Bereich von pH 3,5 bis 5,1, das Toxin von Stamm 471
lediglich von pH 4,3 bis 4,7 (Abb. 2).

Der Einflull des pH-Wertes auf die Killertoxinaktivitit von H. uvarum 470 wurde
in Flissigmedium untersucht, indem je 3 x 10* Zellen/ml des sensitiven Stammes 381
unter Zugabe von 0,1 bzw. 0,5 ml Toxin (240 Einheiten/ml) in 5 ml B-Medium inokuliert
wurden, das auf pH 3,5, 4,0, 4,5 oder 5,0 eingestellt worden war. Als Kontrolle dienten
Ansidtze ohne Killertoxinzugabe. Alle Ansdtze wurden auf der Schiittelmaschine
(90 U/min) bei 20 °C inkubiert, und das Wachstum der Hefe wurde durch Triibungs-
messung bei 610 nm verfolgt. Ein Teil der Ergebnisse ist in Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 2: Einflufl des pH-Wertes des Testmediums auf die Aktivitédt der Killertoxine von Hansenia-
spora uvarum (@ 470, A 471, x 472) gegen Saccharomyces cerevisiae 381.

Influence of the pH value of the medium on the activity of the killer toxins of different strains of H.
uvarum against S. cerevisiae.
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Abb. 3: Beeinflussung des Wachstums von Saccharomyces cerevisiae 381 durch Killertoxin von
Hanseniaspora uvarum 470 bei verschiedenen pH-Werten in Fliissigmedium. Einsaat 30 000 Zel-
len/ml; 24 Einheiten Killertoxin; B-Medium; 20 °C.— A pH 3,5, O pH 4,0, O pH 4,5, x pH 5,0.

The effect of the killer toxin of H. uvaruin on the growth of S, cerevisiae in liquid media of different
pH values. Inoculum 30 000 cells/ml; 24 units killer toxin; B-medium; 20 °C.
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Das Wachstum der sensitiven Weinhefe verlief in den Kontrollansidtzen unabhén-
gig vom pH-Wert. Nach 2tagiger Lag-Phase begann die exponentielle Phase, und nach
5 d trat die Kultur in die stationére Phase ein. Eine Zugabe von 0,1 ml Killertoxinkon-
zentrat hatte bei pH 5,0 keinen Einflu3 auf den Wachstumsverlauf, wéhrend die gleiche
Menge bei den ubrigen pH-Werten deutliche Effekte hervorrief. Das Killertoxin
hemmte das Wachstum von Stamm 381 bei pH 3,5 und 4,5 gleichermaBen 3 d und bei
pH 4,0 12 d lang, bevor der normale Wachstumsverlauf mit 3tédgiger logarithmischer
Phase eintrat. Das Hanseniaspora-Toxin bewirkt demnach eine Verldngerung der
Lag-Phase. Bei pH 4 war die Wirkung des Killertoxins besonders deutlich (Abb. 3).

Eine Killertoxinzugabe von 0,5 ml Konzentrat bewirkte bei pH 5,0 eine verldngerte
Lag-Phase von 3 d, bei 3,5, 4,0 und 4,5 konnte kein Wachstum mehr verzeichnet wer-
den. Bei Lebendkeimzahlbestimmung der drei Ansétze nach 8 d Versuchsdauer konn-
ten keine koloniebildenden Einheiten festgestellt werden.

Die Killertoxinkonzentration von 120 Einheiten im Ansatz gentigte offensichtlich,
um die eingesetzten sensitiven Zellen (1,5 x 10°) abzutéten. Bei dieser Toxinkonzen-
tration konnte auch bei pH 5,0 eine Hemmwirkung nachgewiesen werden.

5. EinfluBB des pH-Wertes auf die Killertoxinaktivitat
von Apiculatus-Hefen in Mischkultur mit einer
Weinhefe

Konzentrate von Killertoxin aus Hanseniaspora-Stammen hatten sich gegen eine
Weinhefe als wirksam erwiesen. Es war nun zu klaren, welchen Einflu3 der pH-Wert
auf die Toxinwirkung hat, wenn nicht das isolierte Toxin, sondern der toxinproduzie-
rende Stamm in Mischkultur mit dem sensitiven Stamm eingesetzt wird.

Um den Einflull des pH-Wertes auf die Killertoxinaktivitdt von H. uvarum 470 in
Mischkultur zu untersuchen, wurden jeweils 100 ml B-Medium (Schliffkolben mit Gar-
aufsatz) mit pH-Werten von 3,5, 4,0, 4,5 oder 5,0 mit je 2—6 x 108 logarithmisch wach-
senden Zellen des Killerstammes angeimpft. Das Inokulum des sensitiven S, cerevisiae
381 betrug 0,1—0,2 % der Killerzellzahl. Die Ansétze wurden bei 20 °C auf der Schiittel-
maschine (90 U/min) inkubiert. Die Killertoxinwirkung und deren Beeinflussung
durch den pH-Wert wurde durch tégliche Bestimmung der Koloniezahlen (KBE) bei-
der Stdmme wéhrend der Versuchsdauer verfolgt.

Vorversuche zur Bestimmung der Koloniezahl der beiden Hefen in Mischkultur
hatten ergeben, daB sie auf YEP-Platten (pH 6,5) deutlich unterschiedliche Koloniefor-
men zeigen. Dieser Unterschied war ausreichend, wenn beide Stdmme in ungefdhr
gleicher Anzahl vorlagen. Differierte die Zellzahl um mehr als 101—102, wurden als
Selektivndhrboden Lysin-Agar fiir Hanseniaspora und Glycerin-Agar fiir Saccharomy-
ces verwendet.

Die Koloniezahl von H. uvarum 470 stieg, unabhéngig vom pH-Wert, in der Misch-
kultur nach 1 d auf durchschnittlich 1028 Zellen/ml und blieb bis zum Abbruch der Ver-
suche konstant. Eine Killertoxinwirkung auf die sensitive Weinhefe konnte bei pH 3,5
und 4,0 festgestellt werden (Abb. 4). Bei pH 4,0 wurde die Vermehrung der sensitiven
Zellen 3 d lang gehemmt, die Koloniezahlen (KBE) &nderten sich kaum. Dann setzte
Zellteilung ein, und die Zahl der KBE nahm bis Versuchsabbruch zu. Bei pH 3,5
bewirkte das Toxin sogar eine Abtdtung der inokulierten sensitiven Zellen. Die Zahl
der KBE von Stamm 381 fiel innerhalb von 5 d um 81 % von 2,5 x 103 auf 4,7 x 102 Zel-
len/ml. Dann setzte auch hier logarithmisches Wachstum ein. Bei pH 4,5 und 5,0
konnte keine Hemmung oder Abtétung der inokulierten sensitiven Zellen in Mischkul-
tur mit der Weinhefe festgestellt werden. Die grofite Wirkung der Killertoxinaktivitét
der Apiculatus-Hefe auf die sensitive Weinhefe 381 in Mischkultur wurde somit bei
pH 3,5 beobachtet.
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6. Einflul der Temperatur

Wie im vorangegangenen Versuch wurden der Killerstamm H. uvarum 470 und die
sensitive Weinhefe in B-Medium (pH 3,5) inokuliert, bei 20, 25 oder 30 °C inkubiert und
die Koloniezahlen beider Hefestimme bestimmt.

Es zeigte sich, daf} eine Toxinwirkung in Mischkultur in dem Temperaturbereich
von 20 — 30 °C nachweisbar war. Die Toxinwirkung beruhte auf einer unterschiedlich
starken Abtdtung der sensitiven Zellen bei den verschiedenen Temperaturen. Bei 30 °C
sank die Anzahl der KBE innerhalb von 3 d um 47 % von 3,4 x 10% auf 1,8 x 103 Zel-
len/ml, bei 25 °C wurde sie innerhalb von 4 d um 41 % von 3,4 x 103 auf 2,3 x 10 Zel-
len/ml! dezimiert, und bei 20 °C nahm die Anzahl der KBE innerhalb von 5d um 81 %
ab. Nach den angegebenen Zeitrdumen setzte in allen Ansatzen logarithmisches
Wachstum des sensitiven Stammes ein (Abb. 5).

Die starkste Hemmwirkung der Apiculatus-Hefe auf die Weinhefe in Mischkultur
liegt somit im untersuchten Temperaturbereich bei 20 °C.
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log KBE/ml
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Abb. 4: Killertoxinwirkung von Hanseniaspora uvarum 470 auf Saccharomyces cerevisae 381 in

Mischkultur bei verschiedenen pH-Werten. Koloniebildende Einheiten (KBE/ml) von H. uvarum

(konturierte Symbole) und S. cerevisiae (ausgefiillte Symbole); B-Medium; 20 °C. — /€ pH 3,5,
O/® pH 4,0, 0/ pH4,5 A/A pH 5,0.

The effect of the killer toxin of H. uvarum 470 on S. cerevisiae 381 when jointly cultivated at diffe-
rent pH values. Colony forming units of H. uvarum:open symbols, and S. cerevisiae: black symbols;
B-medium; 20 °C.
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7. Antagonismus zwischen einer Apiculatus-Hefe und
einer Weinhefe widhrend der alkoholischen Gédrung

In den vorangegangenen Versuchen konnten Produktion und Abtétungswirkung
des Hanseniaspora-Killertoxins unter Garbedingungen in B-Medium nachgewiesen
werden. Das liefl auf einen negativen Einflufl der Hanseniaspora-Killerstimme auf
sensitive Hefen wéhrend der alkoholischen Gérung schlielen. Im folgenden sollte im
Garverlauf der Antagonismus zwischen H. uvarum 470 und der sensitiven Weinhefe
S. cerevisiae 381 untersucht werden.

Um zu beurteilen, ob noch andere Faktoren als das Killertoxin die Gérung des sen-
sitiven Stammes beeinflussen kénnen, wurden Kontrollgdrungen mit H. uvarum 11-22
durchgefiihrt. Dieser Stamm war im Strichtest gegen die Hanseniaspora-Stamme 470,
471 und 472 sowie gegen die Weinhefe neutral und demnach als Kontrolle geeignet. Es
wurden Reinkulturgédrungen mit Mischkulturgdrungen mit der neutralen und einer

log KBE/ml

0 2 4 6 8 10 q)

Abb. 5: Killertoxinwirkung von Hanseniaspora uvarum 470 auf Saccharomjyrces cerevisiae 381 in

Mischkultur bei verschiedenen Temperaturen. Koloniebildende Einheiten (KBE/ml) von H. uva-

rum (konturierte Symbole) und S. cerevisiae (ausgefiillte Symbole); B-Medium, pH 3,5. — O/@
20°C,O/@25°C,0/m 30 °C.

The effect of killer toxin of H. uvarum 470 on S. cerevisiae 381 when jointly cultivated at different
temperatures. Colony forming units of H. uvarum: open symbols, and S. cerevisiae: black symbols;
B-medium, pH 3.5.
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Abb. 6: Wachstumsverlauf wihrend Rein- und Mischkulturgdrungen von Saccharomyces cerevisiae

381 (sensitiv) und Hanseniaspora uvarum 470 (Killer) und 11-22 (neutral). Koloniezahlen (KBE/ml)

der Stamme 470 und 11-22 (konturierte Symbole) und von 381 (ausgefillte Symbole); B-Medium, pH

3,5; 20 °C. — a)} Reinkulturgdrungen der Stdmme 381 (A ), 470 (O) und 11-22 (O). b} Mischkulturgé-
rungen der Stimme 470 + 381 (O + @®)und 11-22 + 381(0 + W).
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Killer-Apiculatus-Hefe mit einer Weinhefe verglichen. Den Verhéltnissen bei Spontan-
gidrungen entsprechend betrug die Zellzahl der Weinhefe 2 % der Gesamtzellzahl im
Mischansatz mit H. uvarum.

In den Reinkulturansitzen von H. uvarum 470 und 11-22 setzte sofort logarithmi-
sches Wachstum mit Generationszeiten von 2,2 bzw. 2,1 h ein, wihrend die Weinhefe
erst nach 1,5 d eine Generationszeit von 2,3 h erreichte. Die stationdre Phase wurde
von den Hanseniaspora-Stimmen nach 1d und von S. cerevisiae nach 3 d erreicht
(Abb. 6 a). In der Mischkulturgérung konnte innerhalb von 2 d eine deutliche Abtétung
der sensitiven Weinhefe (deren Anteil bei der Einsaat 2 % betrug) um 95 % der Aus-
gangszellzahl beobachtet werden (Abb. 6 b). Nach 4 d Kulturdauer begann logarithmi-
sches Wachstum der Weinhefe mit einer Generationszeit von 6,8 h, das nach 11 d mit
dem Erreichen der stationdren Phase beendet war. Bis zu diesem Zeitpunkt verlief das
Wachstum von H. uvarum wie in der Reinkulturgidrung. Nachdem die Weinhefe zur
Entwicklung kam, nahm die Anzahl der KBE von H. uvarum nach dem 13.d deutlich
ab.

In der Mischkulturgéarung der neutralen Apiculatus-Hefe 11-22 mit der Weinhefe
(Anteil 0,2 %) wurde diese nicht abget6tet, sondern vermehrte sich sofort mit einer
Generationszeit von 5 h. Nach 2 d verlangerte sich die Generationszeit auf 20 h, und die
stationére Phase wurde nach 6 d erreicht (Abb. 6 b). Das Wachstum von H. uvarum
11-22 verlief bis zum 5. d wie in der Reinkulturgérung, dann starben die Zellen ab. Am
18. d war die Anzahl der KBE um 99,7 % vermindert.

Demnach wirkt das Killertoxin von Hanseniaspora einige Zeit abtotend auf sensi-
tive Zellen von S. cerevisiae.

In den Reinkulturgédrungen von H. uvarum 470 und 11-22 verlief der Glucoseabbau
dhnlich. Da beide Stidmme der gédrschwachen Gattung Hanseniaspora angehoren,
waren die Garungen nach 5 d mit einem Restzuckergehalt von 15 % weitgehend abge-
schlossen. Die Weinhefe verringerte hingegen den Glucosegehalt innerhalb von 5d
bereits auf 4 %, und nach 8 d war kein Restzucker mehr nachweisbar. In der Mischkul-
tur des Killerstammes 470 mit dem sensitiven Stamm 381 erfolgte der Glucoseabbau
bis zum 7. d offensichtlich nur durch den Killerstamm, da der Abbau der Reinkulturga-
rung von H. uvarum entsprach. Die Restglucose (14,4 %) wurde dann innerhalb von
11 d vollstédndig vergoren, wahrscheinlich von dem inzwischen herangewachsenen Sac-
charomyces-Stamm. In der Gérung der neutralen Apiculatus-Hefe mit der Weinhefe
entsprach der Glucoseabbau keiner der beiden Reinkulturgédrungen. Die Glucose
wurde innerhalb von 17 d vollstdndig metabolisiert (Abb. 7 a). Die Ethanolproduktion
verlief bei den Gérversuchen parallel zum Glucoseabbau (Abb. 7 b).

Wie Abb. 8 zeigt, kann die Hemmung der Garung durch die Apiculatus-Killerhefe
auch an der CO,-Produlktion verfolgt werden. In der Reinkulturgérung der Weinhefe
begann die CO,-Produktion nach 1,5 d und stieg dann stetig bis zum 13. d auf 81 mg/ml.
Die hochste Géaraktivitat wurde am 3. d mit 0,65 mg CO,/ml h verzeichnet. In den Rein-
kulturgérungen der gérschwachen Hanseniaspora-Stamme war die Géraktivitdt am
2.d mit 0,3 bzw. 0,42 mg CO,/ml h am hochsten, dann fiel sie sofort rasch ab. In der
Mischkulturgarung des Killerstammes von H. uvarum mit der Weinhefe verliefen
CO,-Produktion und Géaraktivitit bis zum 11. d nahezu identisch wie in der Reinkultur
des Killerstammes. Dann stieg die Géraktivitidt bis zum 14. d erneut auf 0,21 mg/ml h
an und verringerte sich danach langsam auf 0,04 mg/ml h. Entsprechend erhohte sich

Growth of S. cerevisiae 381 (sensitive) and H. uvarum strain 470 (killer) and strain 11-22 (neutral) in

pure or joint cultures. Colony forming units of strains 470 and 11-22 (open symbols) and strain 381

(black symbols); B-medium, pH 3.5; 20 °C. — a) Pure cultures of strains 381 A, 470 O and 11-22 O.
b) Joint cultures of strains 470 + 381 (O + @) and 11-22 + 381 (0 + W).
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die CO,-Bildung ab dem 11. d von 26,9 auf 82,6 mg/ml h. Die Géaraktivitat der sensitiven
Weinhefe wurde offensichtlich bis zum 11.d vollstdndig durch den Killerstamm von
H. uvarum unterdrickt. Die danach einsetzende Gartétigkeit kann auf die dann nicht
mehr gehemmte Weinhefe zurlickgefiihrt werden. In der Mischkultur der neutralen
Apiculatus-Hefe und der Weinhefe verlief die CO,-Produlktion wesentlich rascher als
in der Reinkultur des Hanseniaspora-Stammes, aber im Vergleich zur Reinkultur von
Saccharomyces deutlich verzogert. Vom 3.d an wurden mit nahezu konstanter Géar-
aktivitdt von durchschnittlich 0,15 mg CO,/ml h bis zum 20. d 81,3 mg/ml CO, gebildet.

Glucose (%)

t(d)

t (d)

Abb. 7: Glucoseabbau (a) und Ethanolproduktion (b) wihrend Rein- und Mischkulturgdrungen von
Saccharomyces cerevisiae 381 (sensitiv) und Hanseniaspora uvarum 470 (Killer) und Stainm 11-22
(neutral). B-Medium, pH 3,5; 20 °C. — x 381, O 470, O 11-22, @ 470 + 381, B 11-22 + 381.

Fermentation of glucose (a) and formation of ethanol (b) by pure cultures and joint cultures of S.
cerevisiae 381 (sensitive) and H. uvarum 470 (killer) or 11-22 (neutral). B-medium, pH 3.5; 20 °C.
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Abb. 8: CO.-Produktion (a) und Géaraktivitat (b) wihrend Rein- und Mischkulturgdrungen von Sac-

charomyces cerevisiae 381 (sensitiv) und Hanseniaspora uvarum 470 (Killer) und 11-22 (neutral).

B-Medium, pH 3,5; 20 °C. Einsaat je ml: 3 x 106 Zellen bei Hanseniaspora, 3 x 10* Zellen bei Sac-
charomyces. — x 381, O 470, O 11-22 11-22 + 381, @ 470 + 381.

Formation of CO; (a) and activity of fermentation (b) of pure and joint cultures of S. cerevisiae 381
(sensitive) and H. uvarum 470 (killer) or 11-22 (neutral). B-medium, pH 3.5; 20 °C. Inoculum:
3 x 108 cells/ml of Hanseniaspora, 3 x 101 cells/ml of Saccharomyrces.
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Abb. 9: COy-Produktion wihrend Mischkulturgdrungen von Saccharomyces cerevisiae 381 (sensitiv)

mit Hanseniaspora uvarum 470 (Killer) bei verschiedenen Inokulationsverhiltnissen. Stamm 470

(3 x 108 Zellen/ml), Stamm 381 (0,001—20 % der Killerzellzahl). B-Medium, pH 3,5. — A 0,001 %, ®
0,01 %, ®0,1%, ¢ 1%,05%,O 10 %, O 20 Y.

Formation of CO, by joint cultures of S. cerevisiae 381 (sensitive) and H. uvarum 470 (killer) at
various ratios of the inoculum. Strain 470: 3 x 105 cells/ml, the percentage of the sensitive strain 381
asindicated.

In den bisherigen Versuchen waren der Killerstamm der Apiculatus-Hefe und die
Weinhefe in einem Verhaltnis von etwa 50 : 1 bis 500 : 1 eingesetzt worden. Im Folgen-
den sollte festgestellt werden, ob die Gdrhemmung von dem Inokulationsverhéltnis
beider Organismen abhéngig ist. Dazu wurden je 3 x 108 Killerzellen/ml mit verschie-
denen Konzentrationen des sensitiven Stammes zur Einsaat verwendet. Die Garver-
laufe der Mischkulturen wurden durch Bestimmung der CO,-Bildung verfolgt und wer-
den in Abb.9 dargestellt. Bei Inokulation von 0,001 % Weinhefezellen wurde deren
Garaktivitat wahrend der gesamten Versuchsdauer von 26 d vollstdndig gehemmt. Der
Verlauf der CO.-Bildung entsprach demjenigen der Reinkultur des Killerstammes. Bei
grofleren Einsaaten der Weinhefe wurde deren Gérung bis etwa zum 12—15.d
gehemmt, und der Garverlauf entsprach etwa dem der Apiculatus-Hefe. Danach setzte
in diesen Mischansétzen eine erneute Zunahme der CO,-Produktion ein.

Um zu klaren, ob die Aufhebung der Gédrhemmung ab dem 12. bzw. 15.d mogli-
cherweise auf einer erworbenen Resistenz von Zellen der Weinhefe gegen das Hanse-
niaspora-Toxin beruhte, wurden 8 Einzelkolonien aus den vergorenen Ansitzen mit
0,1, 5 und 10 % im Agardiffusionstest gegen Killertoxinkonzentrat von H. uvarum 470
gepriift. Die getesteten Kolonien waren alle sensitiv.

8. Verlauf der Géarung in der Mischkultur einer Apicu-
latus-Killerhefe mit einer Weinhefe bei Einsaat
nach Géarbeginn

Bei einem hohen Anteil der sensitiven Weinhefe in einer Mischkultur mit der Api-
culatus-Killerhefe war keine Girhemmung beobachtet worden. Es ist aber vorstellbar,
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Abb. 106: CO,-Produktion wéahrend Mischkulturgérungen von Saccharomyces cerevisiae 381 (sensi-

tiv) mit Hanseniaspora uvarum 470 (Killer) bei verschiedenen Inokulationsverhiltnissen und spéte-

rem Zusatz der sensitiven Hefe. B-Medium (pH 3,5; 20 °C) wurde mit Stammm 470 (10¢ Zellen/ml)

beimpft: Stamm 381 wurde gleichzeitig (KKontrolle) nach 1d oder nach 2d in folgenden Mengen
inokuliert: x 04 x 10% Zellen/ml, A 108 Zellen/ml, $ 2,3 x 108 Zellen/ml. -

Formation of COs by joint cultures of S. cerevisiae 381 (sensitive) and H. uvarum 470 (killer) at

various ratios of the inocula and a delayed addition of the sensitive yeast. B-Medium was inoculat-

ed with 108 cells/ml of strain 470, the sensitive yeast (0.4—2.3 x 10° cells/ml) was added immedia-
tely (control) or after a delay of 1 or 2 d.

dal} bei einer zeitlich verzogerten Inokulation der Weinhefe der Killerstamm zwischen-
zeitlich soviel Killertoxin gebildet hat, da3 auch bei grofleren Konzentrationen des sen-
sitiven Stammes die Garung gehemmt werden kann. Dies koénnte eine praktische
Bedeutung in der Weinbereitung haben, wenn bei Gérungen eine sensitive Saccharo-
myces-Reinzuchthefe verspétet dem bereits angegorenen und mit Killertoxin angerei-
cherten Most zugesetzt wird.

Zur Priifung dieser Frage wurde das Medium je ml mit 10¢ Zellen der Apiculatus-
Hefe angestellt, und sofort oder nach 1—2 d wurden 0,4—2,3 x 106 Zellen der Weinhefe
zugesetzt. Die in Abb. 10 dargestellten Gérverldufe zeigen, dafl es bei einer um 1—2 d
verspéteten Zugabe der Weinhefe zu Gérverzogerungen kommt. So wird bei Zugabe
der Weinhefe 2 d nach Gérbeginn die maximale CO,-Bildung und damit das Ende der
Girung etwa 15 d spéter erreicht als bei sofortiger Einsaat der Weinhefe.

9. EinfluBll verschiedener Killerstimme von Hansenia-
spora uvarum auf eine sensitive Weinhefe

Nachdem eine Giarhemmung der Weinhefe durch die Killerhefe H, uvarum 470
gezeigt werden konnte, sollte geklart werden, ob auch andere Killerstimme gérhem-
mend wirken.
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Abb. 11: CO,-Produktion wihrend Rein- und Mischkulturgdrungen von Saccharomyces cerevisiae
381 (sensitiv) und Hanseniaspora uvarum 471 und 472 (Killer). B-Medium, pH 3,5; 20 °C. — A 471,
O 472, A 471 + 381, @ 472 + 381.

Formation of CO, by pure or joint cultures of S. cerevisiae 381 (sensitive) and H. uvarum 471 and
472 (killer). B-medium, pH 3.5; 20 °C.

Es wurden Reinkulturgédrungen der H. uvarum-Stamme 471 und 472 sowie Misch-
kulturgdrungen mit dem sensitiven S.-cerevisiae-Stamm 381 in B-Medium untersucht.
Die Garungen wurden mit jeweils 3 x 10¢ Zellen/ml der Hanseniaspora-Stimme und
3 x 104 Zellen/ml der sensitiven Hefe gestartet. Die Gérverldufe wurden anhand der
CO,-Produktion verfolgt und sind in Abb. 11 dargestellt.

Die Reinkulturgidrungen der girschwachen Stdmme 471 und 472 entsprachen in
ihrem Verlauf denjenigen der Hanseniaspora-Stimme 470 und 11-22. Der groBte Teil
an CO, wurde mit 24,5 bzw. 19,1 mg/ml bis zum 6. d gebildet. In 23 d wurden insgesamt
40,1 bzw. 32,7 mg/ml CO, produziert. In beiden Mischkulturgédrungen von S. cerevisiae
381 mit den Killerstaimmen H. uvarum 471 bzw. 472 war eine Girhemmung des sensiti-
ven Stammes zu beobachten, die der Gdrhemmung in Mischkultur mit dem Killer-
stamm 470 entsprach und daher auf das jeweils ausgeschiedene Killertoxin zuriickge-
flihrt werden kann. H. uvarum 471 unterdriickte die Girung der Weinhefe 21 d lang,
dann stieg die Géraktivitdt innerhalb von 5 d auf 0,15 mg CO,/ml h. Die andere Killer-
hefe hemmte die Giraktivitdt des sensitiven Stammes bis zum 10. d. Dann stieg auch
hier die Garaktivitit in 3 d erneut auf einen Maximalwert von 0,16 mg CO,/ml h. Bis
Versuchsabbruch nach 27 bzw. 26 d waren beide Mischgdrungen noch nicht abge-
schlossen. Somit bewirken auch die Hanseniaspora-Killerstimme 471 und 472 toxinbe-
dingte Gérstockungen der sensitiven Weinhefe.

10. Wirkung von Bentonit auf die Gdrhemmung
durch Hanseniaspora-uvarum-Killerhefen

RADLER und ScHMITT (1987) haben nachgewiesen, dall Ca-Bentonit das Killertoxin
eines Saccharomyces-Stammes adsorbiert und dadurch inaktiviert. Es sollte unter-
sucht werden, ob die durch Killertoxin von Apiculatus-Hefen bewirkte Girhemmung
durch Bentonitzugabe verhindert werden kann.
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Ca-Bentonit wurde zur Aktivierung tiber Nacht in der 5fachen Menge an
Mcllvaine-Puffer vorgequollen und anschliefend mit B-Medium (pH 3,5) versetzt, so
dal} in den Ansitzen Bentonitkonzentrationen von 0,001, 0,01, 0,02, 0,2, 0,5 und 2 % vor-
lagen. Alle Ansétze wurden autoklaviert (20 min). Die Gdrungen wurden mit logarith-
misch wachsenden Zellen von H. uvarum und S. cerevisiae gestartet und auf der
Schiittelmaschine (90 U/min) inkubiert. Der Garverlauf wurde anhand der CO,-Bil-
dung verfolgt. Die Mischkulturgérungen mit Bentonitkonzentrationen von 0,001, 0,01,
0,2 und 2 % sowie die Reinkulturgérung des Weinhefestammes 381 (Kontrolle 3) sind in
Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 12: Mischkulturgérungen von Saccharomyces cerevisiae (sensitiv) mit Hanseniaspora uvarum

(Killer) bei verschiedenen Bentonitkonzentrationen. B-Medium, pH 3,5; 20 °C. H. uvarum 470

(3 x 106 Zellen/ml), S. cerevisiae (3 x 10 Zellen/ml). Kontrolle: Stamm 381 mit 2 % Bentonit. —
$ 0,001 Y, O 0,01 %, A0,2 %,02 Y Bentonit, x Kontrolle.

Fermentation of joint cultures of S. cerevisiae 381 (sensitive) and H. uvarum 470 (killer) in the pre-
sence of bentonite.

Bei einer Bentonitkonzentration von 0,001 % konnte der Killereffekt nicht vermie-
den werden. In dieser Mischkultur wurde die Garaktivitat von Stamm 381 bis zum 16. d
vOllig gehemmt. Denn stieg diese innerhalb von 3 d auf 0,15 mg CO,/m! h an, und nach
27 d war die Girung abgeschlossen. Ab einer Konzentration von 0,01 % war das zuge-
setzte Bentonit offensichtlich in der Lage, das ausgeschiedene Killertoxin von H. uva-
rum 470 zu adsorbieren und damit zu inaktivieren. In keiner dieser Mischgarungen
(0,01—2 % Bentonit) konnte eine durch Killertoxin hervorgerufene Garhemmung des
sensitiven Stammes festgestellt werden. Es traten vielmehr leichte Girhemmungen
des sensitiven Stammes auf, die durch Hanseniaspora-Stimme unabhéngig vom Kil-
lercharakter bewirkt werden konnen.

In einem Versuchsansatz mit dem Killerstamm H. uvarum 471 und der Weinhefe
Stamm 381 wurde ein dhnliches Ergebnis erhalten. Es war sogar bereits eine Konzen-
tration von 0,001 % Bentonit ausreichend, um die durch Killertoxin bedingte Garhem-
mung zu verhindern.
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Abb. 13: CO,-Produktion (a) und Géraktivitdt (b) wiahrend Rein- und Mischkulturgdrungen von
Saccharomyces cerevisiae 381 (sensitiv) und Hanseniaspora uvarum 470 (Killer) bei verschiedenen
Inokulationsverhiltnissen in Traubensaft. Inokulum: 3 x 10¢ Zellen/ml von Stamm 470 und 3 x 107
(0,1 %o) oder 3 x 10% Zellen/ml von Stamm 381 (0,01 %). — x 470, O 281 (0,1 "»), A 381 (0,01 %),

W 471 + 381 (0,1 %0), A 470 + 381 (0,01 %).
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11. Gédrbeeinflussung einer sensitiven Weinhefe durch
Hanseniaspora-uvarum-Killerstimme in Traubensaft

In synthetischem B-Medium wurde eine Gidrhemmung des sensitiven Saccharo-
myces-Stammes 381 durch die Killerstimme H. uvarum 470, 471 und 472 nachgewie-
sen, die auf das ausgeschiedene Toxin zuriickgefiihrt werden konnte. Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob dieser Effekt auch in Traubensaft auftritt und damit eine
praktische Bedeutung in der Kellerwirtschaft haben kénnte.

Wéhrend im B-Medium bei einer Einsaat von 3 x 108 Zellen/ml von H. uvarum
und 3 x 10* Zellen/ml von S. cerevisiae 381 (entspricht 1 %) eine deutliche Gérhem-
mung zu beobachten war, unterblieb in einem roten Traubenmost bei diesem Einsaat-
verhiltnis die Hemmung durch die Killerstaimme 470, 471 oder 472. Im Folgenden sollte
gekldrt werden, ob bei geringerer Einsaat der Weinhefe noch eine Gérbeeinflussung
durch den Killerstamm bewirkt werden kann. Zu je 3 x 10¢ Killerzellen/ml wurden
Zellen des sensitiven Stammes 381 in Konzentrationen von 0,1 oder 0,01 % der Killer-
zellzahl zugesetzt. Als Kontrollen dienten Reinkulturgérungen der Stdmme 381 und
470 mit den entsprechenden Inokula. Die CO,-Bildung und die Géraktivitit aller
Ansitze sind in Abb. 13 dargestellt.

In beiden Mischkulturgédrungen verlief die CO,-Bildung bis zum 8.d wie in der
Reinkultur des Killerstammes 470. Die Giraktivitit des sensitiven Stammes wurde
offensichtlich bis zu diesem Zeitpunkt unterdriickt. Dann wurde in der Mischkultur
mit 0,1 % Weinhefe ein erneuter Anstieg der Garaktivitdt auf 0,28 mg CO./mlh (9. d)
und in der Mischkultur mit 0,01 % auf 0,33 mg CO,/ml h (10. d) beobachtet. Die Gérun-
gen waren erst nach 10 bzw. 11 d mit einer CO,-Produktion von 78,8 bzw. 81,7 mg/ml
abgeschlossen und somit im Vergleich zur Reinkultur der Weinhefe um etwa 4—5d
verzogert.

Diskussion

Die oOkologische Bedeutung des Killerfaktors ist noch unbekannt. Wahrend in
Stammsammlungen Killerhefen selten auftreten (PHILLISKIRK und YOunG 1975; ROSINI
1983), sind sie in der Natur weit verbreitet (STumn et al. 1977, RoGERs und BEvAN 1978).
Einen o6kologischen Vorteil konnten Killerhefen bei der Weinbereitung haben. So
beobachteten TYURINA und BURYAN (1975) in spontan vergérten Mosten ein verstérktes
Auftreten von Killerhefen der Art S. cerevisiae (bis zu 62 %). BENDA (5. ANONYM 1985)
wies bei Untersuchungen frénkischer Moste in 53 % der Proben Killerhefen nach.
Diese gehorten vorwiegend der Gattung Saccharomyces an. Leider wird keine Angabe
uber die wenigen Nicht-Saccharomyces-Killerhefen gemacht. Denn bei Spontangérun-
gen konnte sich auch eine Nicht-Saccharomyces-Killerhefe durchsetzen, welche die
echten Weinhefen (Saccharomyces) abtotet und damit zu Gérstérungen fithrt. Angehd-
rige der gdrschwachen Gattung Hanseniaspora kénnen 90—99 % der Spontanflora
ausmachen (DITTRICH 1977). Killerhefen dieser Gattung stellen somit potentielle Kandi-
daten fiir Fehlgdrungen dar.

Die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen bestirken diese Vermutung. In
Mischkulturgérungen eines Killerstammes der Art H. uvarum mit einer sensitiven
Weinhefe der Art S. cerevisiae setzt eine optimale Killerwirkung bei 20 °C und einem
pH von 3,5 ein. Dabei wurden innerhalb von 2 d 95 % der sensitiven Hefezellen abgeto-
tet. Die Toxinwirkung wurde offensichtlich nach 4 d aufgehoben, und der sensitive
Stamm kam zur Entwicklung. In der Kontrollgdrung eines neutralen Hanseniaspora-
Stammes mit der Weinhefe wurde letztere nicht abgetotet, aber die Wachstumsge-

Formation of CO» (a) and activity of fermentation (b) of pure or joint cultures of .S. cerevisiae (sensi-
tive) and H. uvarum 470 (killer) at various ratios of the inoculum in grape must.
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schwindigkeit etwas verlangsamt. Diese Wachstumshemmung mul8 demnach durch
andere Stoffwechselprodukte der Hanseniaspora-Stidmme hervorgerufen worden sein.

Neben der toxinbedingten Abtotung der sensitiven Weinhefe konnte eine toxinbe-
dingte Gérstockung der sensitiven Hefe durch Hanseniaspora-Killerstimme nachge-
wiesen werden. Die Toxinwirkung in Mischkulturgérungen beider Hefen in syntheti-
schem Medium beruhte auf einer zeitweisen volligen Unterdriickung der Géaraktivitét
der sensitiven Hefe. Die Aufhebung der Toxinwirkung war mit einem charakteristi-
schen erneuten Anstieg der Géraktivitidt verbunden, der auf die sensitive Weinhefe
zurickgefiihrt werden mufl. Bis zu diesem Zeitpunkt war die Girung von dem gér-
schwachen Killerstamm durchgefiihrt worden, wobei bis zu 14 % Restzucker verblie-
ben und nur ca. 3 Vol.% Ethanol und ca. 30 g/l CO, produziert wurden. Die verspétet
einsetzende Géarung der sensitiven Hefe verlief nicht so ziigig wie in der Reinkulturgi-
rung. Das 148t sich mit dem Auftreten von leichten Gdrhemmungen unabhéngig vom
Killercharakter erkldren, wie sie in Kontrollgdrungen von Hanseniaspora mit einer
resistenten Weinhefe beobachtet wurden.

Die toxinbedingte Géarstockung der sensitiven Weinhefe war abhangig vom Inoku-
lationsverhéltnis. Bei einer Einsaat von 0,001 % der sensitiven Hefe wurde die Gérung
allein von dem Hanseniaspora-Killerstamm durchgefiihrt, da alle sensitiven Zellen
abgetdtet wurden. Betrug das Inokulum der sensitiven Weinhefe bis zu 20 % der Kil-
lerzellzahl, wurde eine vollstidndige Unterdriickung der Garung der sensitiven Hefe bis
zu 15 d beobachtet, bevor ein erneuter Anstieg der Garaktivitat eine Garung durch den
sensitiven Stamm anzeigte. Im Gegensatz dazu zeigen Saccharomyces-Killerstimme
eine wesentlich stirkere Toxinwirkung als die Hanseniaspora-Killerstimme. YOUNG
und PHILLISKIRK (1975) zeigten, daB bereits 1 % Killerzellen von S. cerevisiae Stamm
738 geniigen, um alle sensitiven Saccharomyces-Zellen abzutoten. In Mischkulturga-
rungen in sterilem Most einer Saccharomyces-Killerhefe mit einer sensitiven Wein-
hefe wurde die Vermehrung der sensitiven Hefe bis zu einem Inokulationsverhéltnis
von 1 :20 unterdrickt (TYURINA und BURYAN 1975). Trotz dieser im Vergleich schwa-
chen Toxinwirkung der Hanseniaspora-Killerstaimme konnten bei einer Spontangi-
rung Géarstorungen auftreten, wenn Killerstimme von Apiculatus-Hefen und zufillig
nur sensitive Weinhefen im Most vorkommen.

Bei Reinzuchtgirungen hingegen werden dem Géransatz Reinzuchthefen (iS. cere-
visiae) zugesetzt, wodurch eine zahlenméifige Dominanz der Saccharomyces-Hefen
erreicht wird. Dazu werden Trockenhefepridparate benutzt, wobei ein Zusatz von
50—100 mg Trockenhefe/l Most empfohlen wird (Jakos 1984). Nach RADLER et al
(1985 a) sind in 1 g Trockenhefe 1,1—3,5 x 10 lebende Zellen enthalten, so daf} im
Most je ml 0,5—3,5 x 10° Zellen der Trockenhefe vorliegen. Mischkulturgérungen eines
Hanseniaspora-Killerstammes mit einer sensitiven Weinhefe in dhnlichen Zellzahlver-
héltnissen in B-Medium zeigten, daBl eine Garstérung durch Hanseniaspora-Killer-
stamime unter den Bedingungen der Reinzuchtgérung ausgeschlossen werden kann.
Wurde allerdings die sensitive Weinhefe entsprechend den Trockenhefekonzentratio-
nen (bis 108 Zellen/ml) mit 2tédgiger Verspitung dem durch einen Hanseniaspora-Kil-
lerstamm angegorenen Medium zugesetzt, wurden 10- bis 12tégige toxinbedingte
Girhemmungen der Weinhefe und 3fach verlingerte Géirzeiten beobachtet. Verspatet
zugesetzte Reinzuchthefe, die sensitiv reagiert, konnte demnach in der Praxis zu Gér-
storungen durch Hanseniaspora-Killerstimme fithren. Eigene Untersuchungen von
acht Weinhefen bezliglich ihres Verhaltens gegen das Hanseniaspora-Toxin zeigten
aber, da3 nur eine Saccharomyces-Hefe sensitiv reagierte. Die restlichen Weinhefen,
von denen vier aus Trockenhefepréparaten stammten, verhielten sich resistent.

Killertoxine werden in dullerst geringen Konzentrationen ins Medium ausgeschie-
den. Eine Analyse von Kulturiiberstdnden von sensitiven Stimmen und Killerstdm-
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men ergab keine signifikanten Unterschiede im Proteingehalt (Bussey 1972). Zur Inak-
tivierung der Killertoxine bieten sich Beliiftung, Hitze- oder Proteasebehandlung
sowie Einsatz von Bentonit an. Bei der Weinbereitung wird Bentonit in einer Konzen-
tration von maximal 0,2 % dem Most oder Wein als Schonungsmittel zum Entfernen
von Proteinen zugesetzt.

In Mischkulturgarungen von Hanseniaspora-Killerstammen mit einer sensitiven
Weinhefe in B-Medium konnte die toxinbedingte Géarstérung bereits durch Zusatz von
nur 0,001 bzw. 0,01 % Bentonit bei Gérstart eliminiert werden. Auch BENDA (s. ANONYM
1985) berichtete tiber eine erfolgreiche Entfernung eines Saccharomyces-Killertoxins
durch Bentonitzusatz. Sie beobachtete, dafl eine Bentonitbehandlung unwirksam ist,
solange noch wenige Saccharomyces-Killerhefezellen vorhanden sind. In eigenen
Untersuchungen mit Hanseniaspora-Killerhefezellen unterblieb die Killerwirkung bei
Bentonitzusatz zum Garmedium. Eine weitere praxisnahe Methode zur Eliminierung
der Toxinwirkung bei der alkoholischen Gérung kénnte der Zusatz von Hefezellwand-
praparaten zum Most darstellen. Hefezellwdnde adsorbieren neben Fettsduren und
anderen toxischen Substanzen (RIBERAU-GAYON 1985) auch Killertoxin (RADLER und
ScHMITT 1987).

Nachdem in synthetischem Medium Gérstorungen durch Hanseniaspora-Killer-
stimme nachgewiesen waren, wurden diese auch bei der Vergarung von Traubenmost
erwartet, zumal LEIs (personliche Mitteilung) fiir einen Killerstamm von Pichia gezeigt
hatte, dal3 die Killertoxinaktivititen nach Wachstum in Traubenmost bis zu 30fach
hoher waren als in synthetischem Medium. Die Mischkulturgarungen von Hansenia-
spora-Killerstimmen mit einer sensitiven Weinhefe wurden in rotem Traubensaft
(pH 3,4) durchgefulirt. Eine toxinbedingte, 8tdgige Géarstérung konnte nur bei einem
Anteil der sensitiven Hefe bis zu 0,1 % der Killerzellzahl beobachtet werden; in syn-
thetischem Medium war dies bei bis zu 20 % der Killerzellzahl der Fall. BARRE (1980)
konnte zeigen, daf die Polyphenolfraktion roter Trauben eine drastische Herabsetzung
der Killeraktivitdt von S. cerevisiae bewirkt. Die Versuchsergebnisse mit Mischkultur-
gédrungen von Hanseniaspora und Saccharomyces in rotem Traubensaft kénnten in
Bezug zu dieser Beobachtung stehen.

Zusammenfassung

Verschiedene Stimme der verbreiteten gidrschwachen Apiculatus-Hefen (Hanse-
niaspora uvarum) bilden Killertoxin (ein Protein), das gegen eine sensitive Weinhefe
(Saccharomyces cerevisiae) wirksam ist. Es wurde durch Lyophilisieren oder Ethanol-
fallung angereichert. Die Aktivitit wurde mit der Agardiffusionsmethode bestimmt.
Das Killertoxin hat ein Aktivititsoptimum im Bereich von pH 4, es ist aber auch bei
pH 3,5 wirksam. In Gérversuchen mit der Weinhefe (S. cerevisiae 381) bei gleichzeiti-
ger Anwesenheit von Apiculatus-Hefen mit Killeraktivitat wurden Géarverzégerungen
beobachtet. In Mischkulturgarungen von H. uvarum 470 mit S. cerevisiae lagen Tempe-
ratur- und pH-Optimum der Killertoxinwirkung bei 20 °C und pH 3,5, wobei innerhalb
von 2 d 95 % der sensitiven Hefezellen abgetétet wurden. Nach mehreren Tagen kam
die Weinhefe wieder zur Entwicklung. Die durch Killertoxin bedingten Gérstockungen
dauerten etwa 10—20 d. Bei einem Anteil der sensitiven Weinhefe von 0,01—20 % der
Zellzahl der Killerhefe (H. uvarum 470) wurde die Garung bis zu 15 d unterdriickt, bei
einem noch geringeren Anteil der Weinhefe wurden alle Zellen abgetotet. Auch bei
einer Einsaat von 106 Zellen/ml von S. cerevisiae wurden Géarverzdgerungen beobach-
tet, wenn die Weinhefe 2 d nach der Apiculatus-Hefe zugegeben wurde. Durch Bento-
nit in Konzentrationen von 0,01 % wurde die Killertoxin-bedingte Gdrhemmung aufge-
hoben. Garverzogerungen durch Killerhefen von Hanseniaspora wurden auch in Ver-
suchen mit Traubenmost beobachtet.



132 F. RADLER und CORNELIA KNOLL

Diese Arbeit wurde durch eine Sachbeihilfe des Forschungsrings des Deutschen Weinbaues
gefordert.
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