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Allgemeines

Die in unverinderter Neuauflage erschienenen Beitrige iiber Hefen und hefen-
artige Mikroorganismen in ,Traité d’Oenologie I — Maturation du raisin, fermenta-
tion alcoolique, vinification“ von RiBEreau-GayonN und PeEyNAuUD (154) haben an Ak-
tualitidt seit der letzten Auflage nichfs verloren. Einen wichtigen Beitrag zur mo-
dernen Weinhefenkunde stellt die Arbeit von Kunkee und Amerine (82) dar, die
die Rolle und Eigenschaften dieser Mikroorganismen in den einzelnen Produkten
eingehend beschreiben. Uber die Rolle der Hefen bei der Cider-Herstellung berich-
ten in demselben Werk Beecun und Daveneort (11). AmeriNe und Kunxee (5) fassen in ei-
ner der wenigen Ubersichtsarbeiten weinmikrobiologische Probleme der letzten
Jahre zusammen.

Ein wertvoller Uberblick iliber die internationale Weinfachliteratur, die auch
einschligige Arbeiten der Weinmikrobiologie der Jahre 1955—1965 umfafit, wurde
von DumMsacuer (43) zusammengefalit.

1. Die Hefen

Systematik und Taxonomie

Eine neue Hefenart Saccharomyces inconspicuus wird von vaNn per Wart (188)
beschrieben und von MinArix (108) in Wein aufgefunden. Santa Maria (160, 161, 162)
isolierte 3 neue Hefenarten der Gattung Saccharomyces: S. gatitensis, S. corduben-
sis und S. hispanica. Auch Wikinson und Grey (192) isolierten aus Malaga-Wein in
Silidwest-Rhodesien Hefen, die zur Art Saccharomyces capensis vaN per Warr et
TscHeuscHNER gehoren. Da Inosit fiir diese Hefenart essentiell ist, kann sie als vor-
ziigliches Testobjekt fiir den biologischen Nachweis von Inosit herangezogen wer-
den. Verona (187) beschreibt die Okologie, Physiologie und Anwendungsmoglich-
keiten von S. veronae Lopper et KreGger vaN R, die zur selben Zeit von Lobpbper
et al. (93) als Kluyveromyces veronae vaNn per Warr reklassifiziert wird. Diese He-
fenart bildet im Gegensatz zu anderen Arten der Gattung Saccharomyces betricht-
liche Mengen an L-(+)-Milchséure (134).

Nach CasteLu (24) sollten viele bisher als Brettanomyces klassifizierte Hefen
wegen ihrer Sporenbildungsfihigkeit tiberpriift und den sporogenen Hefen zugeord-
net werden. — GiLLiLAND (63) bestétigte erneut die Zweidrittel-Vergidrung des Raf-
finosemolekiils durch S. pastorianus Hansen. Die Zuordnung dieser Hefenart zu
S. bayanus durch Lopoper et al. (93) wird als nicht gerechtfertigt angesehen, da letzt-
genannte Art Raffinose nur zu einem Drittel zu vergiren vermag. — Eine verbes-
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serte Methode der Auswertung von Girtesten bei der Identifizierung von Wein-
hefen durch Papierchromatographie wird erneut von Tonrtscuev und Bamearov (185)
bestitigt und empfohlen. Mit der biochemischen Interpretation einiger taxonomi-
scher Unterschiede zwischen Hefen befaflt sich Barnert (9). Cazin (31) regt eine ver-
einfachte Bestimmungsmethode der Gidrung von Kohlenhydraten an.

Probleme der numerischen Taxonomie von Hefen werden von Kockovai-
Kratocnvitovi (71) erldutert. Poncer (138) verwendet diese Methode bei der Klassi-
fizierung der Hefen der Gattung Pichia HanseN. KockovA-KraTocuviLova4 et al. (73,
74, 16) untersuchten mit der Methode der numerischen Taxonomie die Gruppe des
2, Girungstyps von Saccharomyces (Rees) Meven, die Raffinose vdllig vergart (S.
uvarum, S. carlsbergensis), sowie typische Stdmme von Weinhefen (S. cerevisiae
var, ellipsoideus). Zusammengefafite Ergebnisse der Untersuchung der Gattung
Saccharomyces werden spiter von demselben Forscherteam veroffentlicht (75).
Durch die numerische Taxonomie wird die sog. taxonomische Entfernung zwischen
den Arten bestimmt, wodurch ihre Verwandtschaft bzw. Ahnlichkeit besser zu de-
finieren ist. Die Untersuchung zahlreicher Hefenstimme der Gattung Candida
BerxkHout (2. GArungstyp) durch die numerische Taxonomie erbrachte bei Heran-
ziehung neuer Klassifikationskriterien eine Herabsetzung der intraspezifischen
Variabilitdt vieler Arten, vor allem bei Candida tropicalis (CAst.) BERKHOUT.

Okologie

Allgemeine Grundlagen der Okologie von Hefen werden von WinpiscuH (193,
194) eingehend erldutert. Mit Okologischen Untersuchungen von Weinhefen ver-
schiedener Standorte befassen sich zahlreiche Autoren. Das seltsame Verhalten der
Apiculatus-Hefen (Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata), die wihrend der
spontanen Girung des Mostes unter praktischen Bedingungen der Weinbereitung
bereits nach 4 Tagen den gidrungstiichtigeren S. cerevisiae vollig unterliegen, konn-
te unter experimentellen Bedingungen nicht bestitigt werden (169).

Pichia membranaefaciens Hansen konnte von Rankine (145) als Urheber des
Kahmigwerdens der Weine bestitigt werden. CasreLur (26) faBlite mehr als 100 Ar-
beiten liber Hefedkologie und -systematik zusammen, die in der Zeitspanne von
1933—1966 verdffentlicht worden waren. Der EinfluB3 6kologischer Bedingungen der
Standorte der Hefen in verschiedenen klimatisch unterschiedlichen Weinbaugebie-
ten ist offensichtlich. Auch spitere Arbeiten bestdtigten die dominierende Rolle der
echten Weinhefe S. cerevisiade wihrend der klassischen spontanen Mostgirung und
die Ubergangsrolle der Apiculatus-Hefe.

Bei der kontinuierlichen Gérung hingegen wird trotz stindiger Zufuhr des
frisch gekelterten Mostes eine alkohologene Mikroflora, die durch Bedingungen der
Giarung selektiert wird, in den Garbehéiltern aufgefunden (163, 164).

In spontan giirenden Mosten Sloveniens stellten CasteLir und Sikovec (29) eine
dhnliche Zusammensetzung der Hefeflora fest, wie sie in den nordlichen Gebieten
Italiens zu verzeichnen ist. CasteLLr sowie CasteLur und Sikovic (27, 30) fanden quan-
titative und teilweise auch qualitative Unterschiede in der Zusammensetzung der
Hefenflora von Traubenbeeren verschiedener Reife. Die Rolle der Hefenflora fur
die chemische Zusammensetzung und die sensorischen Eigenschaften der Weine
wird von Frorenzano (58) unterstrichen.

Auch Parie und pr MenNa (121) finden, da8 die Weinqualitdt unter den Bedin-
gungen Neuseelands durch die Eliminierung von Hanseniaspora uwvarum durch eine
starke Schwefelung und durch Verwendung der Hefereinkultur (S. cerevisiae) er-
heblich gesteigert werden kann. Dieselben Autoren (121) bezeichnen die sekundire
Hefenflora der Weinkeller als Quelle der Hefen von Mosten und Weinen. Weder der
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Boden der Weinberge noch heranreifende Traubenbeeren kénnen als Standort ech-
ter Weinhefen angesehen werden.

Worr und Benpa (195) konnten an 2 Stimmen der Weinhefe S. cerevisiae, deren
Verschiedenheit sich unter Ausnutzung des gut ausgebildeten Unterscheidungsver-
mogens der Taufliege Drosophila melanogaster hatte sichern lassen, eine ausgeprig-
te Rassendifferenzierung mit Hilfe morphologischer, physiologischer und 6nologi-
scher Methoden feststellen.

Okologische Untersuchungen in der Tschechoslowakei sind von Minirix (102,
104, 105, 107), StoLLArovi (178) und Sveicar (179, 180, 181) fortgesetzt worden. Ein
Uberwiegen asporogener Hefenarten an Trauben und beim Beginn der spontanen
Mostgidrung sowie geringfligige Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung
der Hefenflora konnten in den verschiedenen Weinbaugebieten des Landes fest-
gestellt werden. In Jungweinen Stidméhrens sind neben den Nachgérhefen S. cere-
visiae und S. bayanus vorwiegend Kahmhefen (Candida vini, C. zeylanoides) stark
vertreten (183).

Maviani (96) hat zwischen Quantitit und Qualitéit der Hefenflora und den ver-
schiedenen Stadien der Weinbereitung eine Beziehung festgesté‘llt. — Ergebnisse
des Studiums von Hefen sekundirer Standorte in der Tschechoslowakei faBte
MinArik (106) zusammen. Die Hefenflora der Weine wird durch Hefen und hefen-
artige Mikroorganismen primirer sowie sekundirer Standorte beeinflufit. Aus-
schlaggebend erscheinen kellertechnische MafBSnahmen und sanitire Bedingungen
der Weinbetriebe. — Eine gewisse Rolle spielen auch andere Faktoren, z. B. Keller-
einrichtungen, Lufttemperatur und -feuchtigkeit usw.

Daveneorr (33) untersuchte systematisch die Hefenflora verschiedener Reb-
organe in einem neu angelegten Weingarten in England und stellte fest, da3 Sac-
charomyces sp. im allgemeinen an diesen Standorten nicht aufzufinden waren. Hin-
gegen konnten, dhnlich wie im angrenzenden Obstgarten, Nadsonia sp. und Schizo-
saccharomyces sp. wiederholt isoliert werden. In einer 6kologischen Ubersicht {iber
Hefen an Apfeln werden Metschnikowia pulcherrima, Kloeckera apiculata, Toru-
lopsis famata, Debaryomyces hansenii und Sporobolomyces sp. neben Aureobasidium
pullulans als Standardarten an reifen Friichten angefiihrt. Eine groBle Anzahl wei-
terer Species wird als Begleitflora mit sporadischem Vorkommen bezeichnet.

Eine Monographie iliber Saké-Hefen wird von Kobama (77) veroffentlicht. Die
Taxonomie, Okologie und Physiologie von Saccharomyces saké, das als Subspecies
von S. cerevisiae bezeichnet wird, werden eingehend erlidutert. Saké-Hefen kom-
men jedoch meistens als Gemeinschaften mit den wilden Hefen Hansenula sp.,
Debaryomycs sp. etc. in Saké vor (78),

GaraBepYaN und Genova (61) berichten liber eine neue Hefenart der Gattung
Williopsis, die sie aus pasteurisiertem Wein isoliert haben. Eine hefenihnliche Pilz-
gattung — Hyalodendron — konnte wiederholt an Trauben und gelegentlich auch
aus giirenden Mosten identifiziert werden (109). Uber die selektive Wirkung einiger
Fungizide auf die Hefenflora von Trauben und gidrenden Mosten berichten MinArix
und Ricara (114).

Physiologie und Biochemie

Der Schwefelstoffwechsel der Hefe ist nicht nur bei der Mostgidrung, sondern
auch bei der Bierwiirzegirung vom Standpunkt der Schwefelwasserstoff-Bildung
von groBer Bedeutung (91). Uber Zusammenhiinge zwischen Sulfitbildung und H,S-
Bildung bei S. cerevisiae berichten Dirrricy und StaubpenmaYEer (38, 39). Von 162 un-
tersuchten Hefenstimmen produzierten wihrend der Girung nur 2 iber 100 mg,
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4 iiber 50 mg Sulfit/1; alle librigen Stidmme bildeten nur 20—30 mg Gesamt-SO,/l.
Diese als ,normal“ bezeichneten Hefen reduzieren das im Substrat vorhandene Sul-
fat zu Sulfid. Sog. SO,-bildende Hefenstidmme sind nicht in der Lage, das Sulfit zu
Sulfid weiter zu reduzieren. Das entstandene Sulfit wird sofort an Acetaldehyd und
andere Carbonylverbindungen gebunden.

Worpic (196) sowie Wirpic und ScHrotter (197, 198, 199) bezeichnen SO,-bil-
dende Hefen als normale Mutanten, bei denen die enzymatische Reduktion von
SO:— zwischen SO;- und H,S vollig oder teilweise blockiert wird. Das SO,-Bil-

dungsvermogen ist sehr verschieden und hangt vom Substrat, von den Garungsbe-
dingungen sowie vom Hefenstamm selbst ab, Unter bestimmten Kulturbedingungen
konnten bis zu 130 mg, in besonderen Fillen sogar 400 mg Gesamtsulfit/l gebildet
werden. Es mufl auch angenommen werden, dafl fiir einen hohen Pyruvatgehalt
der Weine, der einen erhéhten SO,-Bedarf ausldst, besondere an der Giarung betei-
ligte Hefenstimme verantwortlich sind. Auch Mayer und Pauske (98) fanden betricht-
liche Unterschiede zwischen der Fahigkeit verschiedener Weinhefenstéimme, wihrend
der Mostgirung Schwefeldioxid zu produzieren und im Wein zu akkumulieren.
So bildete der von Wirpic isolierte Stamm W 25 (S. uvarum) 116 mg, der tschecho-
slowakische Stamm Nr, 5 fast 85 mg, andere nur zwischen 1 und 21 mg Gesamt-
sulfit/l. Nach Weexs (189) produzieren S. oviformis mehr SO, als S.-cerevisiae-
Stimme. Der Hefenstamm ist verantwortlich fiir die Menge des gebildeten Acet-
aldehyd, der Brenztraubensiure und a-Kefoglutarsidure, die betrdchtliche Mengen
Schwefeldioxid im Wein binden. Im Durchschnitt wird 69 % des im Wein vorhande-
nen SO, von den 3 Substanzen gebunden (152). Die SO,-Bildung durch Saccharomy-
ces sp. im synthetischen Medium ist von der S-Quelle abhéingig. Sulfat erwies sich
als beste S-Quelle der Hefe. SO, wird auch aus L-Cystein und aus reduziertem
Glutathion gebildet (120). Die SO,-Bindung wird bei héherer Zuckerkonzentration
verlangsamt, da die Bildung von Pyruvat und a-Ketoglutarsiure herabgesetzt wird.
Bei niedrigem pH wird die Bildung SO,-bindender Substanzen geférdert.

Drawerr et al, (40, 41) berichten iliber die Bildung von Dicarbonsiduren durch
Weinhefen in dicarbonsdurefreien Ndhrmedien. Beziehungen zwischen Hefenstamm
und L-Apfelsdurebildung wurden festgestellt. Diese Abhiingigkeit ist bei der
Weinsdure nicht so stark ausgeprdgt wie bei der L-Apfelsiure. Marpasaev und
SoxovNma (95) konnten eine Synthese von Hydroxamsduren bei S. cerevisiae nach-
weisen. Im synthetischen Medium mit Asparaginsidure oder Ammoniumsulfat als
N-Quelle und Glucose oder Galactose als C-Quelle werden von S. cerevisiae Bern-
steinsdure, Milchsdure, Dimethylglycerinsidure, Citramalsidure, Apfelsiure, Citronen-
sdure, Fumarsiure, Ketoglutarsidure, Glycerinsaure sowie einige nicht naher iden-
tifizierte Sduren gebildet (23).

Zwischen der sog. ,Flor“-Hefe (S. oviformis) und der normalen nicht kahm-
bildenden S. cerevisiae fanden Feperici und Martini (50) keine wesentlichen Unter-
schiede im Stoffwechsel. Das Emporsteigen der Zellen an die Oberfliche nach der
ersten exponentiellen Phase wird der Zunahme der Zell-Lipide zugesprochen, wo-
durch es zu einer Verringerung der Zelldichte kommt.

Eine Untersuchung von n-Propanol, Isobutanol und dem Gemisch von Isoamyl-~
und aktivem Amylalkohol, die durch verschiedene Hefenarten im Most gebildet
werden, ergab, daBl zwischen dem Bildungsvermégen einzelner Stimme derselben
Art, besonders aber bei verschiedenen Arten (Saccharomyces, Kloeckera, Hansenula,
Schizosaccharomyces) grofle Unterschiede auftreten. Geringere H-Ionen-Konzentra-
tionen und héhere Temperaturen steigern die Synthese dieser Substanzen (147).
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Die Aufnahme organischer Siuren und Aminosiuren in die Biomasse der Hefe~
zelle konnte bei der Sektvergirung mit Hilfe von radioaktivem Kohlenstoff fest-
gestellt werden (69).

Casenzupo et al. (22) haben bei verschiedenen Saccharomyces-Arten (S. beticus,
cheresiensis, rouxii, montulensis, mangini, oviformis), die zur Herstellung von Fino-
Weinen unter aeroben Bedingungen (Submerskultur) in Wein mit 15 Vol.% Alkohol
angewandt wurden, ermittelt, dal bei der Bildung von Acetaldehyd bzw. dem Ver-
brauch an fliichtigen Sduren grof3e Unterschiede auftreten. So wurde bei 18 °C be-
trichtlich mehr Acetaldehyd gebildet und fliichtige Sdure verbraucht als bei 24 °C.

Verdnderungen im Gérvermogen einiger Saccharomyces-Arten konnten bei
Kultur auf Malz-Agar und in selektiven Medien beobachtet werden. So kénnen sie
die Fihigkeit erwerben, Galactose, Maltose, Saccharose, Raffinose und evtl. Meli-
biose zu vergiren; dieses Girvermdgen bleibt stabil (168), auch bei Kultur in ande-
ren Medien, wodurch die veriinderten Stimme als andere Arten identifiziert wer-
den.

Auch die echte Weinhefe (S. cerevisiae var. ellipsoideus) kann, dhnlich wie S.
aceti, unter aeroben Bedingungen aus Athanol Essigsidure bilden (157). Nach Roser
(158) bildeten alle der untersuchten 12 Hefenstimme, die zu 6 Gattungen gehorten,
praktisch die gleichen Sduren, allerdings in unterschiedlicher quantitativer Zusam-
mensetzung. Hauptkomponente war jedoch stets Essigsdure.

Die Weinhefen werden in Abwesenheit von Alkohol durch einen Gehalt je 1
von 800 mg eines Gemisches von Polyphenolen (z. B. Chlorogensiure, Gallussiure,
Kaffeesdure, Ellagsidure) gehemmt. Auch die einzelnen Polyphenole hemmen die
Vermehrung der Hefezellen. Die Hemmung wird in Anwesenheit von Athylalkohol
noch weiter erhoht. Niedrige Konzentrationen dieser Substanzen kénnen jedoch eine
Stimulierung des Wachstums hervorrufen (175, 176).

Ournac (119) bewies die Fidhigkeit von Weinhefen (S. cerevisiae), das Thiazol-
Derivat von Thiamin unter anaeroben Bedingungen zu synthetisieren. Hingegen
wird Pyrimidin, die zweite Komponente von Thiamin, nur geringfiigig synthetisiert.
Unter aeroben Bedingungen wird mehr Pyrimidin resp. Thiamin von der Hefe pro-
duziert (1). Asapie (2) untersuchte den Assimilationsmechanismus von Harnstoff
durch Hefen und hefenartige Organismen und stellte fest, da nur wenige sog.
»urease-positive* Stimme Urease, die Harnstoff zu CO, und NH; hydrolysiert, syn-
thetisieren. , Urease-negative® Stidmme sind nicht fihig, den in die Zelle eindringen-
den Harnstoff anzuhiufen; die entstehenden Aminosiduren sind jedoch dieselben
wie bei , Urease-positiven“ Hefen. Der Protein-Stoffwechsel von ,Urease-negativen*
Hefen, die Harnstoff als N-Quelle ausniitzen, scheint dhnlich dem der ,Urease-
positiven“ Hefen zu sein, wobei Harnstb,'tf zweifelsohne in die Radikale -CO-NH,
und -NH, gespalten wird. Der N-Stoffwechsel der Weinhefen wird eingehend auch
von Dupuy et al. (44) untersucht. — Die Aufnahme von Glycin durch verschiedene
Weinhefenarten wihrend der Atmung untersuchte Lomkatst (94). Nur so viel O,
wird von der Zelle absorbiert, als CO, freigemacht wird. Scuepa (167) konnte bei
Kloeckera, Saccharomyces, Hansenula, Brettanomyces etc., kein Wachstum auf Koh-
lenwasserstoff beobachten, hingegen zeigten Hefen anderer Gattungen (Candida,
Pichia, Torulopsis) eine relativ gute C,,- und C,;-Assimilation.

Unter aeroben Bedingungen wird die Giarung bei Hefen durch den Pasteur-Ef-
fekt, unter anaeroben Bedingungen durch den Custers-Effekt inhibiert. Beide Wir-
kungen konnen gleichzeitig bei derselben Hefe in Erscheinung treten, wobei der
Custers- oder der Pasteur-Effekt dominieren kann (169, 191). Die meisten Hefen
weisen einen ausgeprigteren Pasteur-Effekt auf; bei Brettanomyces sp. tritt der
Custers-Effekt in den Vordergrund.
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f-Phenidthanol wird von verschiedenen Hefenstimmen im Bereich von 5,6—20
mg/l im gidrenden Most gebildet. Die Rebsorte und der Jahrgang beeinflussen den
Gehalt an f-Phenéthanol und n-Hexanol im Wein. Der Gehalt an letzterer Sub-
stanz wird von der Hefe kaum beeinflult (153).

Ouaniance und CHarx (118) untersuchten den Einflufl von Zn?* auf die induzierte
Biosynthese der Atmungsenzyme bei S. cerevisiae. Sie geben an, da3 die Synthese
der Enzyme von anaerob in einem Zn*-freien Medium kultivierten Hefen immer
beschleunigt wurde, verglichen mit Hefen, die in Gegenwart von Zn?' geziichtet
wurden. Die Acetoinsynthese erfolgt bei S. cerevisiae nach Umschalten auf Aero-
biose. In Anaerobijose erfolgt durch Hefen praktisch keine Acetoinsynthese (34).

Dirrricu (35) studierte die Synthese der Pyruvatdecarboxylase (E.C.4.1.1.1.) bei
der Weinhefe. Diese Synthese wird von der Synthesegeschwindigkeit des Coenzyms
limitiert. Es konnte so erneut die Induktion der Synthese der Pyruvatdecarboxylase
durch das Coenzym bewiesen werden. Die Induktion kann auch durch Pyrimidin
und Thiazol, nicht aber durch nur einen der beiden Thiaminbestandteile allein er-
folgen. Nikotinsdurereiche Hefeautolysate fordern die Vermehrung der Hefen S.
cerevisiae, Dies gilt auch flir andere Vitamine der Gruppe B, z. B. fiir Thiamin,
Biotin, Pantothensidure, Pyridoxin usw. (165).

Uber ,Killer“-Stiamme berichten Bevan und Woops (14), die sensitive, in dem-
selben Kulturmedium wachsende Stimme zu téten vermogen, jedoch keinen Ein-
fluB auf neutrale Hefestimme ausiiben. Genetische und chemische Grundlagen der
Totungseigenschaften werden eingehend besprochen.

Weinhefen tliberleben eine Gamma-Strahlung relativ gut; so {iberlebten von
776 Stdmmen, die zu 15 Gattungen gehorten, 30 % bei Strahlungsstirken von 0,5
und 1,0 Mrad. Die ,Flor“-Hefe (S. beticus, S. oviformis) ist besonders strahlungs-
resistent (51).

Sdureabbau durch Hefen der GattungSchizosaccharomyces

Die Moglichkeit, die L-Apfelsiure mit Spalthefen der Gattung Schizosaccharo-
myces noch widhrend der alkoholischen Gidrung abzubauen, hat auch weiterhin re-
ges Interesse der Weinmikrobiologen und der Weinbaupraxis gefunden. Theoreti-
sche und praktische Aspekte wurden von vielen Autoren behandelt.

TemrerL1 et al. (184) berichten iliber Reinigung und Eigenschaften der decarboxy-
lierenden Malatdehydrogenase (E.C. 1.1.1.38). Der Abbau der L-Apfelsidure bei Sch.
pombe fiihrt liber Oxalacetat, Pyruvat, Acetaldehyd zu Athanol und CO,. Die Ak~
tivitit der Malatdehydrogenase wird durch Mn?' wesentlich gesteigert (65). FrescH
und Horsacu (57) haben die L-Apfelsiure abbauenden Enzyme von Sch. acidode-
voratus eingehend untersucht und beschrieben. Die Aufnahme von Citrat durch
Sch. pombe erdrtern Frorenzano et al. (59). Nach Dirrricy und EscHensruch (36) er-
héht Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) die Acetoinbildung bei Sch. pombe und S.
cerevisiae.

Einige Stdmme von Sch. pombe werden von PryNaubp und LAroN-LAFOURCADE
(132) zur prédzisen und einfachen quantitativen Bestimmung der L-Apfelsiure im
Wein herangezogen. Rankine (146) berichtet Uber einen 100 %igen L-Apfelsdure-
abbau durch Sch., malidevorans. Sehr wichtig erscheint die Selektion des Stammes
(8). Auch die Bedingungen der Apfelsidure-alkoholischen Gérung durch Schizosac-
charomyces sp. (vorldufige Ausschaltung gérungstiichtigerer Saccharomyces sp.
durch Mosterhitzung oder stirkere Schwefelung vor der Gérung, 5 % Hefeansatz
usw.) werden unterstrichen (125). Die Fihigkeit der Schizosaccharomyces-Stimme
zum L-Apfelsdureabbau schwankt zwischen vélligem Versagen bis zu einem sehr
intensiven Abbauvermégen. Auch die sensorischen Eigenschaften der vergorenen
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und sdureabgebauten Weine sind je nach angewandtem Hefenstamm sehr verschie-
den.

Obwohl die ersten Versuchsergebnisse der biologischen Entsdurung durch Spalt-
hefen eher skeptisch bewertet wurden (12, 97), konnten spitere experimentell her-
gestellte und mit Schizosaccharomyces vergorene Weine als bemerkenswert sauber
und fehlerfrei bezeichnet werden (13).

Ergebnisse von Untersuchungen mit der Anwendung von Schizosaccharomyces-
Spalthefen bei dem Sdureabbau und der Girung von Mosten in der CSSR sind eher
negativ zu beurteilen, nicht nur wegen der technischen Schwierigkeiten, die mit der
Unterdriickung der urspriinglichen Hefenflora verbunden sind, sondern auch wegen
der mangelnden Qualitdt und des nicht allzu sauberen Charakters der resultieren-
den Weine (111, 112). Auch Svrrcar (182) beklagt den unreinen Ton und faden Cha-
rakter der mit Schizosaccharomyces sp. vergorenen Jungweine. Optimistischer be-
trachten den biologischen Sdureabbau durch Spalthefen CasteLur und HazNepArr (28).
Die von ihnen angewandten Hefenstimme von Schizosaccharomyces pombe und
Sch. malidevorans bauten 75—85 % der vorhandenen L-Apfelsiure des girenden
Mostes ab. Trotz technischer Schwierigkeiten mit der Anwendung der sonst interes-
santen Hefegattung Schizosaccharomyces zur biologischen Sdureverminderung gi-
render Moste bei der Weinproduktion ist anzunehmen, daB3 weitere Untersuchungen
in dieser Richtung das Problem der gelenkten Sdureverminderung in Zukunft doch
noch werden lésen kénnen (171).

Hefereinkultur und -sammlungen

Die Wichtigkeit der Anwendung selektierter Hefen bei der Mostgirung wird
von Rankine (148) unterstrichen. Sie gewihrleisten aufler einem rascheren Gérbe-
ginn einen gleichméiBigeren und vollstindigeren Gérverlauf und ein Ausbleiben
unerwiinschten Nebengeschmacks. Zu den von den Hefen gebildeten Substanzen,
die von selektierten Stdmmen nicht oder nur in geringem AusmaB gebildet werden,
zéhlen H,S und Mercaptane, Isoamylalkohol, Athyl- und Amylacetat etc.

Sikovec (177) betont die Bedeutung der Selektion autochthoner Hefenstimme
fiir die Kaltgdrung des Mostes. Die betriebstechnische Anwendung selektierter He-
fereinkulturen, die im Propagator vermehrt werden, beschreiben KnarpsTeiIN und
RANKINE (70). Durch den Propagator wird die Bildung von Schwefelwasserstoff in
den Jungweinen voéllig verhindert, eine rasche und gleichméflige Girung wird ge-
wihrleistet, und es resultieren vollig vergorene trockene Weine. Zur Anwendung
von Hefereinkulturen bzw. Hefemischkulturen bei der Mostgirung nimmt MinArix
(101) Stellung. Die Giransitze einzelner Reinkulturen miissen getrennt vorbereitet
werden, um eine bevorzugte Entwicklung desjenigen Stammes zu verhindern, der
sich in fiir ihn gilinstigeren Bedingungen rascher zu vermehren vermag und so die
librigen Stamme unterdriicken kénnte.

Die in der bekannten Weinhefensammlung des Instituts fiir landwirtschaftliche
und technische Mikrobiologie der Universitat zu Perugia aufbewahrten Hefen wer-
den von CasteLu (25) beschrieben. Uber die in Polen und in der Tschechoslowakei
aufrechterhaltenen Hefensammlungen berichten Rzepowska und Liriec (159) sowie
Kockovi-KratocHvirovA (72).

Girhemmende Mittel

a. Pyrokohlensiuredidthylester

SuamsuuriN et al. (172) beschreiben in einer Monographie den Pyrokohlensédure-
didithylester (PKE), seine chemischen Eigenschaften, Reaktivitdt und Aspekte der
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praktischen Anwendung bei der Stabilisierung sliBer Weine in der UdSSR. GENTH
(62) berichtet (iber die physikalischen und chemischen Eigenschaften von Baycovin
(PKE) zur ,chemischen Kaltsterilisierung® von Weinen mit Restzucker.

Praktische Aspekte der Anwendung von Baycovin in der Weinbehandlung wer-
den von vielen Autoren angefiihrt (68, 103, 110, 124, 139 u. a.). In den Arbeiten wer-
den Voraussetzungen flir die Anwendung von PKE, die Form der Dosierung zum
Wein, die Zusatzmengen, Haltbarkeit und VorsichtsmaBnahmen bei der Arbeit mit
PKE erértert. Eine Zusammenfassung von Publikationen liber PKE wird vom Her-
steller verdéffentlicht (52). Die Wirkung von PKE auf Mikroorganismen und die In-
haltsstoffe in fruchthaltigen Getrénken wird ausfiihrlich von Treprow und Giersch-
NER (186) untersucht.

Lang et al. (90) berichten liber enzymatische Spaltung und Uliber den Stoffwech-
sel von Umsatzprodukten des PKE mit Bestandteilen von Lebensmitteln. Bei der
Verwendung von PKE zur Behandlung von Fruchtsiften und Wein werden keine
toxikologischen Probleme aufgeworfen. Auch von gesundheitlicher Seite wird das
Produkt vorerst als duldbar bezeichnet. Die Eigenschaften, Wirkungsweise und
Analytik von PKE werden von Pault und GentH (122) eingehend behandelt. Es wird
betont, dal die durch PKE-Nebenreaktionen mit Getrinkebestandteilen gebildeten
Umsatzprodukte unter der Nachweisgrenze normaler analytischer Methoden liegen.

BornMANN und Loeser (20) bezeichnen PKE in akuten, chemischen und subchro-
nischen Versuchen an Ratten und Hunden als praktisch untoxisch. Dunum et al. (42)
berichten iiber radioaktive Untersuchungen zur Klirung von PKE-Reaktionen mit
Getrinkebestandteilen, bei denen jedoch Nebenreaktionen von PKE (Carbonyl-14C)
nachgewiesen werden konnten, die bisher einem analytischen Nachweis nicht zu-
ginglich waren. Der Umfang der Nebenreaktionen wird mit 5—6 % der eingesetzten
Aktivitat angegeben. 2,2—3,5 % entfallen auf die Bildung von Didthylcarbonat-14C,
dem Umsetzungsprodukt von PKE-1C mit Athylalkohol. Paurus und Lorke (123) un-
tersuchten eine reprisentative Auswahl von Carbdthoxy-Verbindungen, die in mit
PKE behandelten Getrinken entstehen konnen, auf ihre akute orale und intraperi-
tonale Toxizitat und stellten fest, daf sie von nur geringem Ausmaf ist.

b. Fungizide

Mit den Nebenwirkungen von Pestiziden, besonders von weinbaulich ange-
wandten Fungiziden, auf Hefen und hefenartige Mikroorganismen bzw. auf die
Girablidufe von Traubenmosten, befassen sich viele Oenologen und Mikrobiologen.
Nach Bipan (15) haben organische Insektizide keinen nennenswerten Einflu8 auf die
spontane Hefenflora des Mostes. Hingegen kdnnen Fungizide eine fungistatische
bzw. fungizide Wirkung auf Hefen ausiiben. Karov und Karova (66) sowie Karova
und Karov (67) untersuchten den EinfluB organischer kupferfreier Fungizide auf
Weinhefen. Captan (Orthocide) und teilweise auch TMTD (Tetramethyl-Thiuram-
disulfid) verursachen vor allem bei kurzer Karenzzeit eine nicht zu unterschitzende
Hemmung der Hefeaktivitiit.

Enrennarpr (46) fafit den damaligen Stand der Kenntnisse (iber den EinfluB3
von Fungiziden auf die Mostgirung zusammen, Er stellt fest, daB die im Weinbau
eingesetzten Fungizide in 2 Gruppen unterteilt werden kénnen: Kupfer- und Zineb-
Priparate gehéren zu den harmlosen, Captan, Folpet und Dichlofluanid zu den be-
denklichen. Scuorrer et al. (170) machen auf die sinnvolle und adidquate Anwendung
von botrytiswirksamen Fungiziden im Hinblick auf eventuelle Nebenwirkungen
von Riickstinden auf die alkoholische Girung aufmerksam. Aus Versuchen von
MinArik, Min&rik und RAcara (113, 114) sowie RAcara und Minirik (144) geht eindeu-
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tig hervor, dafi bestimmte Fungizide, z. B. die auf der Basis von Phtalimiden, einen
betrdchtlichen Einflufi auf die Entwicklung und Nacheinanderfolge dominierender
Hefenarten in spontan gdrenden Mosten ausiiben kénnen. In Versuchen von Dirr-
ricH und STAUDENMAYER (37) hingegen verhielten sich Moste, die mit den botrytis-
wirksamen Fungiziden Propimet, Folpet oder Dichlofluanid spdtbehandelt und ex-
perimentell vergoren worden waren, nicht anders als die unbehandelten Kontrollen.
Riickstdnde antibotrytischer Fungizide (Euparen, Cuprosan ultra, B 5929 usw.) von
iiber 5 mg/kg Trauben kdénnen nach Bakr et al. (7) Verzogerungen des Girbeginns
der Moste auslésen, die jedoch durch massivere Giransitze (2—5 %) eliminiert wer-
den kénnen.

Die fungizide Wirkung von Folpet auf Hefen der Art Saccharomyces pastorianus
wird von SieceL und Siscer (173, 174) auf die Bindung der S-haltigen Fragmente von
Folpet mit der in Athanol unldslichen Fraktion der Hefezellen zuriickgefiihrt.

Eingehende Untersuchungen an Wirkstoffriickstinden und Gérbeeinflussungen
durch die botrytiziden Praparate Basfungin, Euparen und Ortho-Phaltan wurden
von Lemperte und Kerner (92) durchgefiihrt. Infolge von Abbau und Abwaschung
der Traube vor der Lese konnten nur 3,2—8,2 mg/kg Trauben als Riickstand ermit-
telt werden. In den Most gelangten nur etwa 50 % (max. 3,1 mg/kg) dieser Mengen.
Durch Vorkldren mjt dem Separator konnten diese Wirkstoffriickstdnde auf /1o
reduziert werden. Diese in ausgebautem Wein vorhandenen etwaigen Mengen sind
analytisch praktisch nicht mehr erfaBbar. Nichtsdestoweniger konnen die in Trau-
benmost vorhandenen Riickstinde von Pestiziden Garhemmungen auslésen.

Dvorik und Scuorrer (45) konnten eindeutig eine gdrhemmende Wirkung von
Dichlofluanid (Euparen) bis herab zu 0,3—0,4 mg/1 feststellen. Unterhalb dieser Kon-
zentrationen werden die Hefen nicht mehr inhibiert. Eine wesentliche Herabsetzung
der Mengen an Euparen-Riickstinden kann durch Zentrifugieren oder Filtration
herbeigefiihrt werden. Mit Captan- und Folpet-Riickstinden und ihrer Wirkung auf
die Hefenflora von Trauben und spontan gidrenden Traubenmosten befafit sich eine
tibersichtliche Arbeit von Errer (49). MestRes und BartHEs (100) sowie EHRENHARDT
und Jakos (47) behandeln die Problematik der analytischen Erfassung verschiede-
ner Pestizid-Riickstdnde in Mosten und Weinen bzw. die Methodik der Bestimmung
der Géarabldufe in Most unter der Einwirkung verschiedener Fungizide. Wie aus den
Ausfiihrungen der Autoren hervorgeht, wird man sich mit dem Problem der Pe-
stizid-Riickstdnde an Trauben und in Mosten und Weinen auch in Zukunft aus-
einandersetzen miissen.

2. Die Bakterien

KrumperMAN und Vaucun (80) isolierten aus verschiedenen Substraten (Wein,
Weinhefelager etc.) 184 Reinkulturen von homofermentativen und heterofermenta-
tiven Lactobacillus sp., von denen 64 Tartrat im Wein abbauen. Produkte der Dissi-
milation des Tartrats sind Bernsteinsiure, Essigsdure und CO,. Leuconostoc mesen-
teroides bildet nach der Apfelsiure-Milchsiure-Girung wesentliche Mengen an
Diacetyl und Acetoin, hauptséchlich aus Pyruvat und Citrat. Lactobacillus hilgardii
und L. brevis bilden diese Produkte nur unter im Wein kaum vorkommenden Be-
dingungen (60). Apo-ELnaca und Kanprer (3, 4) sowie Horzaprer und Kanprer (64)
leisten einen wichtigen Beitrag zur Taxonomie der Gattung Lactobacillus BeneriNck
und beschreiben das Subgenus Streptobacterium Orra-JenseNn und Betabacterium
OnrLa-JeNsEN. — Eigenschaften von liber 300 Milchsdurebakterien, die aus gesunden
und kranken Weinen der UdSSR isoliert worden waren, untersuchten Kvasnikov
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und Yucrratova (84). Die Erreger von Krankheiten moldauischer Weine konnten als
heterofermentative Species Lactobacterium breve und L. fermentii bzw. als homo-
fermentative Art L. plantarum identifiziert werden. In Mittelasien sind hingegen
die heterofermentativen Arten L. breve, L. buchneri, L. fermentii bzw. die homo-
fermentative Art L. plantarum aufgefunden worden.

Nowakowska-Waszczuk (117) berichtet, daB bei Lactobacillus sp. Mn?* durch Ca?*,
Fe? und Cu? nicht zu ersetzen ist. Bei L. lactis konnte Mg?* zum Teil durch Mn?
ersetzt werden. .

Brackwoop (16, 17) untersuchte sehr eingehend die Okologie, Physiologie und
Biochemie von Essigsidurebakterien von Trauben und Weinen, Die meisten Bakte-
rienstimme gehoren zu der Gattung Acetobacter (oxydans, mesoxydans, suboxy-
dans) und einige zur Gattung Pseudomonas. Alle Essigsdurebakterien werden durch
400 mg SO,/ vollstindig und durch 500 mg Sorbinsdure/l iiberhaupt nicht ge-
hemmt. — Aus bakteriell verdnderten Weinen isolierten Sauvarp et al. (166) 3 Stam-~
me von kokkenférmigen Organismen, deren morphologische und physiologische Ei-
genschaften zwar den Pediococcus-Arten dhneln, von denen sie sich jedoch durch
das Enzym Katalase und den heterofermentativen Glucose-Abbau unterscheiden.

Biologischer Sdureabbau durch Bakterien

Ein allgemeiner und kompletter Uberblick iiber die Problematik des biologi-
schen Sdureabbaus im Wein durch Apfelsiure-Milchsiure-Bakterien wird von
Rapter (140, 141) und WeiLer und Rapier (190) gegeben. Kunkee (81) untersuchte die
Bedingungen der gelenkten Apfelsidure-Milchsiure-Girung durch Leuconostoc ci-
trovorum. Die Gérung wird durch massiven Bakterienansatz und durch schwache
Schwefelung stimuliert und beschleunigt. Bei dem spontanen biologischen Sdureab-
bau in Weinen von Vitis labrusca und Hybriden beginnt die Apfelsdure-Milchsiure-
Girung mit >10° Bakterienzellen pro ml erst, wenn das Wachstum der Bakterien
von der exponentiellen zur stationdren Phase iibergeht. Nach vollendeter Milch-
sdurekonversion kann eine stéchiometrische Beziehung zwischen Apfelsdure und
Milchsiure festgestellt werden (155, 156).

Fumarsdure verlangsamt die durch Leuconostoc citrovorum hervorgerufene
Apfelsdure-Milchsiure-Giarung im Wein (32). Im allgemeinen weisen Traubenweine
nach einem bakteriellen Sdureabbau mehr Acetoin auf als Weine ohne einen solchen
(83). Ausfiihrliche Ergebnisse von Untersuchungen iliber die Acetoin- und Diacetyl-
Bildung durch einige Lactobacillaceae werden von Eschensruch (48) zusammenge-
fafit.

Weine, die mit 6 verschiedenen Stdmmen von Milchsdurereinkulturen (Lacto-
bacillus sp., Pediococcus sp., Leuconostoc sp.) einer Apfelsiure-Milchsdure-Girung
unterzogen wurden, wiesen deutliche Unterschiede im Geschmack und im Geruch
auf (137).

Frescu und Howsacu (54) berichten liber das Vorkommen von Malat-Dehydro-
genase, Malic-Enzym und wahrscheinlich auch Oxalessigsdure-Decarboxylase in ei-
nem als Bakterium ,,C* genannten Stamm. In weiteren Versuchen wurde bei Lacto-
bacillus plantarum Malic-Enzym, Malat-Dehydrogenase, Oxalessigsiure-Decarboxy-
lase und Lactat-Dehydrogenase festgestellt (55).

Milchsdurebakterien, die in Traubenmost vor der Hefevermehrung kultiviert
werden, verlangsamen, ebenso wie die wiahrend der Girung zugefiigten Bakterien,
die nachfolgende alkoholische G&rung. Boipron (18, 19) schreibt diese Hemmung
den durch die Girung entstandenen intermedidren Girprodukten, dem Pyruvat
und Acetaldehyd zu, die die Gérung fordern und die von den Bakterien leicht
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metabolisiert werden. Ein weiterer Hemmfaktor ist das durch Milchsdurebakterien
gebildete L-Ornithin, das gegenliber Weinhefen eine starke wachstumshemmende
Wirkung austiibt.

Avaxyan (6) fand in Weinen Armeniens am hiufigsten Lactobacillus plantarum,
L, fermentii, L. brevis, L. buchneri und L. leichmannii. Die Anzahl der Bakterien in
den Weinen schwankte zwischen 126 und 11.200/ml.

Krasi’nikova (79) untersuchte den EinfluB3 verschiedener Substanzen auf das
Wachstum und die Gérung von Lactobacterium delbriickii; wachstumsférdernde
Wirkungen konnten mit Pyruvat, Malat, Tartrat, Citrat, Succina{, Fumarat und
Ketoglutarat erzielt werden. — Fiir die Malat-Dehydrogenase-Aktivitdt wird bei
Lactobacillus plantarum ein pH-Optimum von 2,6—3,0, fiir die Malic-Enzym-Akti-
vitidt von pH 3,64,0 angefiihrt (56).

Die taxonomische Zugehorigkeit von 10 bekannten Milchsdurestimmen wurde
untersucht: 5 Stimme konnten als Bakterien der Gattung Lactobacillus BriyrRrINCK,
4 Stimme als Kokken der Gattung Leuconostoc van Tiecuem und 1 Stamm als
Pediococcus Barcke emend. Mess klassifiziert werden (116). Morphologische und phy-
siologische Eigenschaften von aus japanischen, franzosischen und spanischen Trau-
benmosten oder Weinen isolierten Lactobacillus-, Leuconostoc- und Pediococcus-
Stimmen wurden von Nonomura und Onara (115) beschrieben. Aufgrund von Unter-
suchungen sind 4 Bakterienstimme umbenannt bzw. neuen Arten zugeordnet worden.
~— FLescu (53) untersuchte eine Gruppe von 6 Apfelsiure-Milchsdure-Bakterien in
Hinblick auf Morphologie, Nihrstoffbedarf, Apfelsiureabbau und Vorhandensein
der zum Sidureabbau notwendigen Enzyme. Das Wachstum der Bakterien wird als
ausgesprochen substratabhiingig bezeichnet; die H+-Konzentration ist fiir Adapta-
tionsvorginge von vorrangiger Bedeutung. Alle Bakterien-Stidmme besitzen ein
Malic-Enzym und Oxalessigsdure-Decarboxylase.

Den biochemischen Mechanismus der Apfelsduregirung durch Leuconostoc
gracile, Lactobacillus hilgardii, L. brevis und L. casei beschreibt eingehend Peynaup
(127). 750 homofermentative Stdmme von Milchsdurebakterien aus verschiedenen
Weinen konnten mit L. plantarum, L. casei var. casei identifiziert werden.

Die ZweckmiBligkeit des biologischen Sidureabbaus in Rot- und Weilweinen
wird von Rapier (142, 143) kritisch beurteilt. Der bakterielle Sdureabbau in deut-
schen WeiBlweinen kommt nicht hdufig vor (etwa in 10 % aller Weine) und bewirkt
wahrscheinlich auch keine Qualitéitssteigerung der Produkte. Der in fast 80 % der
Rotweine nachweisbare Sdureabbau hinterldlt hingegen keine Geschmacksbeein-
triachtigung. In 62 % der untersuchten australischen Rotweine (Jahrgang 1968) konn-
te 6 Monate nach abgeschlossener Girung eine Apfelsiure-Milchsiure-Girung fest-
gestellt werden (149, 150, 151). Auch Maver und Pause (99) wiesen im GroBteil schwei-
zerischer Weine den bakteriellen S&dureabbau nach.

Ein eingehender Bericht von Peynaup (126) liber Milchsdurebakterien des Wei-
nes umfaft liber 750 Stimme, die aus Weinen zahlreicher Weinbaugebiete Frank-
reichs und des Auslands isoliert und Kklassifiziert worden waren. Zu den homo-
fermentativen Bazillen sind Lactobacillus plantarum, L. casei var. casei und var.
alactosus einzustufen. Die homofermentativen Kokken gehdren meistens zu Leuco-
nostoc gracile und Leuc. oenos. Pediococcus cerevisiae wurde eingehend von Peynaup
und Domerce (128, 129) beschrieben. Heterofermentative Kokken und Bacilli ver-
schiedener Weine studierten ebenfalls Peynaup und Dosmercq (130, 131). Auch BARRE
(10) fiihrte ausfiihrliche taxonomische und 6kologische Untersuchungen an Milch-
sdurebakterien des Weines durch.
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Die Bildung der L-(+)-Milchsdure im Wein wird als Beweis einer Anwesenheit
und Aktivitdt der Milchsdurebakterien gewertet (88, 133). Hefen produzieren prak-
tisch nur D-(—)-Milchsiure und weniger als 20 mg L-(+)- Milchsdure/l (135).

Uber den Mechanismus der Apfelsiure-Milchsiure-Girung durch Weinbak-
terien berichten Peynaup et al. (136). Aus Apfelsdure wird nur ein einziges optisches
L-(+)-Stereoisomer gebildet, aus Glucose und Brenztraubensidure entweder das
D-(—)-Isomer oder eine Mischung beider Stereoisomere. ;

Nach Brécnor (21) sind die Enzyme der Traube fiir einen ca. 20 %igen, Bakte-
rien fiir einen 65—75 %igen Apfelsdureabbau verantwortlich. Die meisten Apfel-
sdure-Milchsdure-Bakterien weisen ein konstitutives Malic-Enzym auf, Seine Ei-
genschaften untersuchten LaroN-Larourcape und Peynaup (89).

Einige heterofermentative Bazillen scheinen kein Malic-Enzym zu besitzen.
Laron-Larourcape (85) selektierte Kokken mit erhéhtem enzymatischen Potential,
die zur gelenkten bakteriellen Sdureverminderung in der Praxis herangezogen wer-
den kénnen. Praktische Aspekte der Sdureverminderung mit Reinkulturen von Ap-
felsiure-Milchsiure-Bakterien werden schliefllich von Laron-LArourcape (86) und
von Laron-Larourcape et al. (87) ausfiihrlich behandelt.
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