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Origin of gluconic, 2- and 5-oxo-gluconic, glucuronic and galacturonic acids in musts
and wines

Summary : Gluconic acid and their oxidation products 2- and 5-oxo-gluconic acid and also
glucuronic acid are not of grape berry or grape must origin. The occurrence of these sugar acids in
Botrytis infected berries and in the corresponding wines indicated initially the formation of these
products by Botrytis. Other metabolites made a formation by acetic acid bacteria probable. Investi-
gations of musts and berries infected by acetic acid bacteria showed that these metabolites are
mainly produced by acetic acid bacteria. Application of pure cultures of acetic acid bacteria demon-
strated that these bacteria are the main producers of sugar acids.

Therefore the influence of acetic acid bacteria on the quality of musts and wines — especially
on high quality wines — is much higher than expected before. Seme metabelites up to now seen as
substances produced by Botrytis are mainly produced by the co-infecting acetic acid bacteria.
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Einleitung

Das Vorkommen der oben aufgefiihrten Zuckersiiuren in Weinen verschiedener
Qualitétsstufen sowie in Sherries, Obst- und Dessertweinen ist kiirzlich von uns gquan-
tifiziert worden (SponnoLz und DrrrRICH 1984). Dabei waren Glueuronsgure sowie die
beiden Oxo-Gluconséuren in Sherries, im Gegensatz zu deutschen Weinen, nicht oder
nur in minimalen Konzentrationen enthalten; dies 1a8t vermuten, dafl diese Sduren
keine origindren Inhaltsstoffe der Traubenbeeren selbst sind.

Andererseits ist Gluconsiure seit langem als typischer Inhaltsstoff von Weinen aus
edelfaulen Beeren bekannt (RentscHLER und TANNER 1955 a, b); sie gilt seither als
Giitefaktor fiir Spitzenweine, Um Fehlschliisse zu vermeiden, wurde aber ausdriicklich
darauf hingewiesen, dall Gluconsdure auch von Essigsdurebakterien gebildet werden
kann. ,,Da auf hotrytisfaulem Beerenmaterial auch viele Essigbakterien vorkommen,
wird im Einzelfalle nicht zu unterscheiden sein, wieviel Gluconséure vom Pilz und wie-
viel von den Essigbakterien stammt." (DiTTrICH 1977, S. 274.)

Daher schien es erforderlich, die Herkunft der Gluconséure, d. h. ihre Bildung
durch die beiden Mikroorganismen(-Gruppen) zumindest niherungsweise abzuschét-
zen; dies schon deshalb, weil der Botrytisbefall der Beeren meist schlechthin positiv,
die Infektion der Beeren durch Essigbakterien aber ganz iiberwiegend negativ bewer-
tet wird. Die gleiche Fragestellung galt fiir die Oxidationsprodukte der Gluconséure,
die ebenfalls lange als Essigbakterien-Metaboliten bekannt sind (Asar 1968) sowie fiir
die Glucuronséure.
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Inzwischen haben LAFON-LAFOURCADE und JOvEUX (1881) sowie LAFON-LAFOURCADE
und RIBEREAU-GAYON (1984) zu unseren Ergebnissen durch den zahlenméBigen Nach-
weis von Essigbakterien auf botrytisinfizierten Beeren eine Stiitze geliefert. Nach
ihnen enthalten Moste aus gesunden roten Trauben 16 x 10% Zellen/ml von Glucono-
bacter oxidans, Moste aus Trauben, die von Botrytis cinerea parasitiert waren 2 x 10#
Zellen/ml. Davon waren 80 % Gluconobacter oxidans und 20 % Acetobacter pasteuria-
nus ruzurechen. Wihrend der Vergédrung nimmt die Zellenzahl stark ab und verschiebt
sich zugunsten von Acetobacier. Diese hohen Zellenzahlen der mitinfizierenden Essig-
séurebakterien lassen den SchiuB zu, daBl von ihnen schon in den noch am Stock hén-
genden Traubenbeeren betriichtliche Stoffumsitze ausgehen kénnen.

Wegen ihrer méglichen $0,-Bindung wurde auch die Galacturonséure in diese
Untersuchungen einbezogen.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial waren handverlesene gesunde und botrytisinfizierte Bee-
ren, aus denen die Versuchsmoste gepreft wurden. Die Vergiirung erfolgte mit 1 %
fliissiger Reinzuchthefe Saccharomyces cerevisiae Stamm Epernay (Geisenheim). Die
essigstichigen Moste waren gewonnen worden aus 0 % essigstichigen (= 100 % gesun-
den Beeren) bis 75 % essigstichigen Beeren (SPoNHOLZ und DrrrricH 1979),

Die Bestirmmung der Galacturon-, Glucurgn- und Oxo-Gluconsiiure erfolgte nach
SpoNHOLZ und DrrTRICH (1984). Dihydroxyaceton wurde enzymatisch nach SPONHOLZ
und WunscH (1980), Gluconséure und Essigsidure enzymatisch nach BoEHRINGER (1983)
bestimmt.

Ergebni und Diskussi

Vergleiche von Mosten aus infektionsfreien (,,gesunden) und botrytisinfizierten
(faulen) Beeren und den daraus hergestellten Weinen belegen die mikrabielle
Genese dieser Zuckerséuren (Tabellen 1 und 2), mit Ausnahme der Galacturonsiure,
die bekanntlich aus dem Pektinabbau stammt.

Gluconsédure ist, wie auch schon bekannt (z. B. DiTrricH 1975), in Mosten aus
botrytishefallenen Beeren in groBen Mengen enthalten. In guter Ubereinstimmung mit
unseren fritheren Ergebnissen liegt bei diesem Material die Durchsehnittskonzentra-
tion iiber 2 g/l, das Maximum iiber 6,5 g/1. Gesunde Moste enthalten hingegen durch-
schnittlich nur 154 mg/1.

Bei der Vergéirung des ,faulen” Mostes hat Gluconat im Durchschnitt etwas abge-
nommen, beim ,,gesunden” Wein dagegen stark zugenommen, Diese Unstimmigkeit ist
vielleicht durch die Annahme erklirbar, dali Essigsidurebakterien noch wihrend der
Angiirung Gluconséure bilden konnten,

5-Oxo-Gluconsdure kommt in , faulen” Mosten durchschnittlich in der
doppelten Konzentration wie in ,gesunden" Mosten vor (71 mg/l bzw. 33 mg/l). Bei
einem vergleichbaren Probenpaar war im ,faulen” Most sogar die 5fache Menge ent-
halten. In einem anderen Fall waren dagegen bei ,gesund” und ,faul* etwa gieiche
Mengen vorhanden.

Die Weine aus botrytisinfizierten Beeren enthalten durchschnittlich fast 4mal
soviel 5-Oxo-Gluconat wie die aus gesunden Beeren. In der liberwiegenden Zshl der
Fille nimmt auch diese Séure bei der Gérung ab.

2-0x0-Gluconat wurde in ,gesunden” Mosten meist nicht gefunden
(Durchschnitt 0,6 mg/l). Dagegen kénnen in Mosten aus botrytisbefallenen Beeren
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Tabelle 1
Konzentrationen von Glucon-, 5- und 2-Oxo-Gluconsdure, Glucuron-, Galacturonséure, Essigsaure
und Dihydroxyaceton in Mosten aus infektionsfreien {,,gesunden’} und den entsprechenden aus bo-
trytisinfizierten (,faulen”) Beeren (Werte sind abgerundet; n = Anzaht der Moste)
Concentrations of gluconic, 5- and 2-oxo-gluconic, glucuronic and galacturonic acids, acetic acid
and dihydroxyacetone in musts from nen-infected berries and from the corresponding berries in-
fected by Botrytis (values are rounded down; n = number of musts)

nwGesunde” Beeren Faule” Beeren

n mg/l X n mg/l } 4

33 19— 628 154 32 171—6538 2053
Gluconsdure 18 0— 100 9 0—1 000
11 101— 300 17 1 001—3 000
4 > 300 i} >3 000

32 86— 89 33 32 7— 252 71
5-Oxo-Gluconséure 14 0— 20 3 0— 20
13 21— 50 14 21— 50
5 > 50 15 > 50

32 0— 11 0,6 32 0— 403 48
2-Oxo-Gluconsiure 25 0 [ 0
5 0,1 5 8 1— 10
2 > 5 11 11— 50
> 50

32 0— 22 2 32 0— 505 85
Glucuronsiure 27 0 8 0
0 01— 3 0 0,1— 5
5 > 5 6 51— 20
18 > 20

32 25—1 082 254 32 14— 988 456
Galacturonséure 20 0— 200 4 0— 200
ki 201— 600 22 201— 600
5 > 600 6 > 800

14 0— 45 16 14 18— 510 160
Essigsidure 1 0 6 0— 100
9 0,1— 20 1 100— 300

4 > 20 1 > 300 .

32 0— 10 5 31 1— 109 28
Dihydroxyaceton 1 0 13 0— 10
20 0l— 5 13 11— 50

11 > bl 9 > 50
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manchmal recht groBe Mengen varkommen. Der Maximalwert (403 mg/1) lag hoher als
die in Spitzenweinen gefundenen Konzentrationen (SPoNHOLZ und DITTRICH 1984).

In Weinen aus botrytishefallenen Beeren ist viel mehr enthalten als in ,gesunden”
Weinen (Durchschnitt 65 mg/l bzw. 5 mg/1). Der Maximalgehalt von 369 mg/l ist aber
eine absolute Ausnahme. Bei zwei Paaren ,gesund“/,faul” war keine ErhShung der
2-0xo0-Gluconsiure festzustellen.

Tabelle 2

Konzentrationen von Glucon-, 5- und 2-Oxo-Gluconsiure, Glucuron- und Galacturonséure in Wei-

nen aus infektionsfreien (,gesunden”) und den entsprechenden aus botrytisinfizierten (,faulen*)

Beeren (vgl. dazu die in Tabelle 1 ausgewiesenen Moste; Werte sind abgerundet; n = Anzahl der
Weine)

Concentrations of gluconie, 5- and 2-oxo-gluconic, glucuronic and galacturonie acids in wines made
from non-infected berries and from the corresponding berries infected by Botrytis (compare musts
of Table 1; values are rounded down; n = number of wines)

+Gesunde” Beeren Faule" Beeren
n mg/l b4 n mg/l .4
33 16—3808 252 33 144—5 720 1691
Gluconsidure 9 0—100 11 0—1 000
14 101—300 18 1001—3 000
10 > 300 4 >3 000
28 2— 74 27 29 10— 315 102
53-Oxo-Gluconsiure 10 0— 10 23 0— 100
8 11— 30 5 101— 250
10 > 30 1 > 250
28 0— 42 5 29 0— 2369 65
2-0x0-Gluconséure 8 0 5 0
17 0,1— 10 5 01— 10
3 > 10 11 11— 50
8 > 50
28 0— 74 5 29 0— 430 85
Glucuronséure 24 0 14 0
1] 01— 5 3 0,1— 20
4 > 5 12 > 20
28 30—755 216 28 61— 941 367
Galacturonsdure 18 0—200 6 0— 200
7 201—600 19 201— 600

3 > 600 4 > 600
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Glucuronséure kann zwar formal ebenfalls als Oxidationsprodukt der Glu-
cose aufgefaBt werden. Wahrscheinlicher ist allerdings ihre Bildung aus Glucose-6-
Phosphat iiber Inosit-1-Phosphat zu myo-Inosit und dessen Ringspaltung (LoEWUS und
Loewus 1880).

Glucuronsiure ist in ,,gesunden” Mosten héchstens in geringen Mengen nachweis-
bar. In Mosten aus botrytisinfizierten Beeren kommt sie dagegen manchmal in recht
hohen Mengen vor; der Maximalgehalt betrug 505 mg/l, der Durchschnitt immerhin
85 mg/l. In diesen ,faulen" Mosten ist eine annihernd lineare Beziehung des Glucu-
ronsiuregehaltes zur Essigsiduremenge gegeben.

In Weinen sind Konzentrationen iiber 30 mg/l selten. In ,gesunden” Weinen lag
das Maximum zwar bei 74 mg/l, der Durchschnitt aber nur bei 5 mg/l, wihrend er bei
faulen" Weinen bei 85 mg/l lag.

Der iiberwiegende Teil der Moste und Weine enthilt keine Glucuronséure. Bei der
Girung nimmt auch diese Zuckerséiure meist ab.

Die ,faulen* Moste enthalten auch mehr Galacturonsiure als die ,gesun-
den“ (Durchschnitt 456 mg/l bzw. 254 mg/1). Dafiir sind zwei Erklarungen denkbar:
Entweder wird die Galacturonsaurebildung durch den Pektinabbau von den Enzymen
bewirkt, die von den infizierenden Organismen selbst gebildet werden, oder sie ist nur
eine mittelbare Folge dieser Infektion in der Weise, daf} die damit verbundene Stoff-
wechseldesintegration beereneigene Pektinasen freisetzt, die die Freisetzung der
Galacturonséure bewirken.

Die Galacturonsiurekonzentrationen der daraus hergestellten Weine liegen bei
den ,,gesunden” Weinen im Durchschnitt bei 216 mg/l und bei den faulen” Weinen bei
367 mg/l. Die Abnahme durch die Gérung ist bei beiden Gruppen deutlich.

Wie bereits gesagt wurde, kénnen Gluconat und dessen Oxidationsprodukte vom
Edelfiule“-Pilz Botrytis cinerea gebildet werden, doch ebenso auch von Essigbakte-
rien. Bedacht werden muB nimlich, daB sowohl Essigbakterien wie auch Hefen nach
der Infektion der Beeren durch Boirytis als Folgeinfektanten in die Beere hineinwach-
sen und Mostinhaltsstoffe verandern. Hierbei kénnen Hefen aus Zucker Ethanol und
Glycerin bilden. Soweit der Alkohol nicht verdunstet, kann er den mitinfizierenden
Essigbakterien als Substrat dienen; er kann von ihnen zu Essigséiure oxidiert werden.
Die gebildeten Mengen sind manchmal betriichtlich.

In analoger Weise wird auch das Hefestoffwechselprodukt Glycerin von den verge-
sellschafteten Essigbakterien zu Dihydroxyaceton oxidiert. Wir hatten in diesem
Metaboliten neben Essigséiure bereits ein Charakteristikum des Essigstichs gefunden,
falls er nach der Géirung verursacht wird (SPONHOLz et al. 1982).

Zur Charakterisierung dieser Verhilinisse haben wir in den in Tabelle 1 darge-
stellten Mosten auch Essigsiure und Dihydroxyaceton ausgewiesen. Wihrend Essig-
séure in ,gesunden” Mosten durchschnittlich mit 16 mg/] nachgewiesen wurde, betrug
ihre Konzentration in ,faulen” Beeren das 10fache. In erhéhter Konzentration ist in
botrytisinfizierten Beeren auch Dihydroxyuaceton enthalten. Bemerkenswert erscheint
dabei, dafi Moste mit hohen Dihydroxyacetongehalten auch hohe Glucuronsédurekon-
zentrationen aufweisen.

Obwohl dieses Ergebnis den Verdacht auf Bildung dieser oxidierten Zuckersauren
durch Essigbakterien zu bestitigen schien, wurde als weiteres Indiz eine Reihe von
Mosten aus Beerenmaterial mit steigendem Anteil an essigstichigen Beeren unter-
sucht (Tabelle 3; andere, dieses Material charakterisierende Metabolitenkonzentratio-
nen vgl. SPONHOLZ und DITTRICH 1979).

Mit steigender Menge essigstichiger Beeren nehmen die Konzentrationen aller
untersuchten Zuckersiduren erheblich zu. Die gefundenen Héchstmengen an Galactu-
ronsiure sowie an 5- und 2-Oxo-Gluconsiure entsprechen etwa den in Beerenauslesen
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Tabelle 3

Konzentrationen von Glucon-, 5- und 2-Oxo-Gluconsiure, Glucuron- und Galacturonséure sowie
von Dihydroxyaceton (mg/l) in Mosten und Weinen aus Beerenmaterial mit steigendem Anteil es-
sigstichiger Beeren (Gluconstiure- und Dihydroxyaceton-Werte aus Sronuorz und DitrricH 1979)

Concentrations of gluconie, 5- and 2-oxo-gluconic, glucuronic and galacturonic acids and dihy-
droxyacetone (mg/1) of musts and wines from grapes increasing in their amount of berries infected
by acetic acid bacteria (values of gluconic acid and dihydroxyacetone from SronuoLz and DrrraicH

1979)

i Glucon- 5-Oxo- 2-Cxo- Glucuron-  Galacturon- Dihydroxy-
Ess;lagsuchlge séure Gluconsdure Gluconsiure siure stiure aceton

eeren

% Most Wein Most Wein Most Wein Most Wein Most Wein Most Wein

0 41 78 6 29 + nn  on 8 52 148 2 4

5 156 202 17 14 4 2 21 34 192 137 23 12

10 252 338 21 20 11 4 53 57 165 168 4] 9

15 410 493 280 23 15 7 110 66 328 133 56 20

20 520 418 36 32 24 10 152 111 221 233 72 18

30 1089 802 52 64 4 19 341 172 472 268 108 n.n.

40 859 1186 55 60 4 35 203 272 528 366 143 31
50 15811649 71 56 53 33 212 262 522 457 184 72
75 25862318 93 85 7 51 420 357 763 625 259 133

nn. = Nicht nachweisbar,
+ = Spuren vorhanden.

gefundenen Konzentrationen. Die gefundenen Glucuronsiurehéchstmengen liegen
aber etwa 10mal hoher als die in Weinen gefundenen Mengen.

Die aus diesen Mosten hergestellten Weine zeigten ebenfalls eine Absenkung der
Konzentrationen dieser Zuckersiuren. Dies entspricht den bereits beschriebenen
Ergebnissen. Bei der Garung werden diese Zuckersiuren offensichtlich teilweise auf-
genommen und wohl auch zu einem gewissen Teil metabolisiert.

Der endgiiltige Beweis derartiger Stoffbildungen kann nur mit Reinkulturen der
fraglichen Mikroorganismen erbracht werden. Tabelie 4 zeigt, daf die vorrangigen
Bildner der Gluconséure die Essigbakterien sind; sie iibertreffen die keineswegs unbe-
tréchtliche Glueonséurebildung von Botrytis um ein Vielfaches. Dieses Ergebnis ist
wichtig, weil die Glucons#urebildung stets nur auf Botrytis zuriickgefiihrt wird; von
den Essigbakterien ist kaum je die Rede,

Auch die beiden Oxidationsprodukte — die zwei Oxo-Gluconséuren — werden von
Botrytis nur in geringen Mengen gebildet.

Ihre Bildung durch Essigbakterien ist dagegen sehr beachtlich. Verwunderlich ist
dagegen, daB wir nur eine geringe Glucuronsiurehbildung finden konnten und diese
auch nur bei Acetobacter. Auch die in diesem Zusammenhang wichtigen zwei anderen
Oxidationsprodukte — Essigsdure und Dihydroxyaceton — werden von Botrytis nicht
gebildet.

Diese Ergebnisse sind der Beweis, daB die drei oxidierten Zuckerséuren fast aus-
schlieBlich durch Essigbakterien schon in den Beeren am Rebstock aus dem Zucker
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Tabelle 4

Bildung von Glucon-, 5- und 2-Oxo-Gluconséure, Essigséiure und Dihydroxyaceton (mg/l) durch Bo-
trytis cinerea, Acetobacter xyli N und Gh bacter gxydans) in Traubenmost

Formation of gluconic, 5- and 2-oxo-gluconic acids, acetic acid and dihydroxyacetone by Botrytis
cinerea, Acetobacter xylinum and Gluconobacter oxydans from grape must

Glucon- 5-Ox0-Glu-  2-Oxo-Glu- Essig- Dihydroxy-
sdure consiiure consiure sdure aceton

Botrytis cinerea

Bewuchs 30 d 4.540 18 5 2 1

Bewuchs 45d n.b. 11 12 nb. n.b.

Bewuchs 50 d 4.700 11 5 n.n. n.n.
Gluconobacter oxydans

Bewuchs 26 d 31.630 685 1882 52 227

Bewuchs 55 d 72,074 1558 2026 410 260
Acetobacter xylinum

Bewuchs 33d 44.500 449 2.488 50 141

Bewuchs 52d 37.884 n.b. n.b. 5 87

1) Fiir die Uberlassung danken wir Herrn Prof. Dr. RapLER, Univeristit Mainz.
n.n. = Nicht nachweisbar.
nb. = Nichtbestimmt.

des Mostes erzeugt werden. Gluconsiure, die unter den gleichen Bedingungen ehben-
falls gréBtenteils von Essigbakterien gebildet wird, ist zumindest fiir ihre beiden Oxo-
s#duren die notwendige Vorstufe,

Insgesamt belegen die Ergebnisse, duB die Bedeutung der Essigbakterien fiir die
Most- und Weinqualitit — auch oder gerade von Spitzenweinen — grifer ist, als bis-
her in dieser Beziehung angenommen worden war. Mehrere, bisher nur Boirytis zuge-
schriebene stoffliche Veriinderungen gehen in Wirklichkeit — wenn nicht ausschlief}-
lich, so doch griBtenteils — auf die mitinfizierenden Essigbakterien zuriick.

Zusammenfassung

Gluconséure und ihre Oxidationsprodukte 2- und 5-Oxo-Gluconséure sowie Glueu-
ronséure sind keine originiren Traubenbeeren- bzw.-Mostinhaltsstoffe. Das Vorkom-
men dieser Zuckersiuren in botrytisinfizierten Beeren und den daraus hergestellten
Weinen deutete zunichst auf ihre Bildung durch Botrytis hin. Andere Metaboliben
machten aber die Aktivitdt von Essigbakterien wahrscheinlich. Untersuchungen von
Mosten aus Beeren, die von Essigbakterien infiziert waren, zeigten, daf} diese Stoffe
griBtenteils Metaboliten von Essigbakterien sind. Mit Reinkulturen wurde bewiesen,
daB Essighakterien tatsichlich die vorrangigen Bildner dieser Zuckerséduren sind.

Der EinfluBl von Essigbakterien auf die Most- und Weinqualitit — gerade von Spit-
zenweinen — ist daher grofier, als bisher angenommen worden war. Einige bisher
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Botrytis zugeschriebene Stoffbildungen gehen in Wirklichkeit hauptsichlich auf die
mitinfizierenden Essigbakterien zuriick.

Fiir die anteilige Férderung dieser Arbeit im Rahmen des Forschungsvorhabens ,JAnalytische
Charakterisierung von Weinfehlern durch Mikroorganismen” danken wir dem Bundesministerium
fiir Erniihrung, Landwirtschaft und Forsten.
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