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Der Einflu von Methionin und Cystein auf die SO22Bil-
dung einiger Stimme von Saccharomyces cerevisiae bei
der Vergirung von Traubenmost

von

R. EscHENBRUCH!)

The influence of methionine and cysteine on the SO, formation of some strains of
Saccharomyces cerevisiae during grape must fermentation

Summary.— The addition of methionine and cysteine, both separately and com-
bined, to grape must or to a synthetic substrate brought about, when compared to an
untreated control, an up to 90°% reduction of SO, formation during fermentation, by two
normal and three so-called SO,-forming strains of Saccharomyces cerevisiae. As well as
the repression of the separate stages of the sulphate reduction sequence, the paper also
discusses the regulation of sulphate absorption by cysteine.

Ein wesentlicher Aspekt der Ubersichtsartikel von Maw (1965) sowie LAWRENCE
und Cote (1968) liber den Schwefelmetabolismus von Brauereihefen und die Bildung
von Schwefelwasserstoff bei der Wiirzevergdrung ist deren Beeinflussung durch
Methionin, Cystein, Pantothenat und Pyridoxin. Besonders WainwricHT (1970) er-
klart, wie wichtig ein ausreichender Methoningehalt und die dazu relativen Kon-
zentrationen von Serin, Glycin, Threonin und Lysin in der Wiirze sind, um effektiv
genug H,S-Bildung zu verhindern. Diese setzt sofort ein, wenn Methionin syntheti-
siert werden mufl und dieser Prozefl nicht ausreichend mit den entsprechenden
Vorstufen versorgt wird.

Wie alle Aminosduren, so regulieren auch Methionin und Cystein ihre eigene
Biosynthese, zu welcher als S-Quelle H,S notig ist. Sie bestimmen daher auch
wieviel Sulfat zu Sulfid reduziert wird. Da SO, ein Zwischenprodukt dieser Sequenz
ist (z. B. Roy und TrupinGer 1970), unterliegt seine Anreicherung im Substrat eben-
falls diesem Regulationsmechanismus.

In vorangegangenen Untersuchungen (EscuensrucH 1972) konnten wir zeigen,
daf3 auch bei der Vergédrung von Traubenmost durch verschiedene Hefestimme die
Bildung von H,S und SO, wesentlich vom Substrat abhéngt. Trotzdem blieb zu er-
kldren, warum manche Stdmme eine hohe SO,-Bildungsrate aufweisen und andere
nur eine normale — ein Phdnomen, das zur Einteilung in sogenannte SO,-bilden-
de und normale Hefen gefiihrt hatte (z. B. Wirpic und SchroTtter 1970). Vergiren
Stdmme beider Gruppen ein einfaches synthetisches Substrat mit Asparagin als ein-
ziger N-Quelle, d. h. ohne Methionin und Cystein, so bilden sie durchschnittlich
zwei- bis dreimal mehr SO, als in dem komplexen Substrat Most.

Diese kurz skizzierten Verhéltnisse fiihrten zu der Frage, ob die SO,-Bildung
sowohl bei normalen als auch bei SO,-bildenden Stdmmen von Methionin und
Cystein beeinflu3t wird. Mit Most sowie mit synthetischem Substrat war dies zu
prifen.

Material und Methoden

Es wurde ein Most der Varietdt ,,Steen“ verwendet mit 21,3% Zucker, Gesamt-
sdure 6,8 g/l und pH 3,6. Das synthetische Medium bestand aus Glucose 100 g/l,
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Tabelle 1

Die Bildung von SO, (mg/l) durch verschiedene Hefestimme bei der Vergdrung von
Steen-Most nach Zugabe von Methionin oder Cystein (Mittelwerte aus fiinf Wiederho-

lungen)

Zugabe von Methionin Zugabe von Cystein

Stamm Kontrolle mg/100 ml Substrat mg/100 ml Substrat
unbehandelt 10 50 100 10 50 100
WE 1 16,5 11,5 5,6 5,8 14,0 7,9 6,8
WE 14 18,7 11,9 6,4 8,5 15,6 9,8 6,7
R 68,5 43,3 26,8 25,6 70,5 53,6 25,1
(0] 64,2 63,3 46,7 39,3 74,0 62,4 33,6
M 63,4 10,0 75 7,3 29,2 19,7 6,8

Asparagin 10 g/l, MgSO, 5 g/l und KH,PO, 5 g/l. Alle Versuchsansitze, jeweils
100 ml in einem 250 ml Erlenmeyerkolben mit Giraufsatz, wurden 5 Minuten bei
0,5 atm autoklaviert. Methionin und Cystein wurden immer nach der Sterilisation
zugegeben. Die Beimpfung erfolgte so, daf3 der fertige Ansatz 1500 Zellen/mm? ent-
hielt; die Gartemperatur betrug 25° C. Die Hefestimme waren die gleichen wie be-
schrieben (Escuensruci 1972). Am Ende der Giarung, deren Verlauf durch Wiagung
des CO,-Verlustes verfolgt worden war, wurde SO, nach Paur (1958) bestimmt.
Gleichzeitig wurden die Zellen gezihlt, um eventuelle Wachstumsbeeinflussungen
zu erkennen.

Ergebnisse

Tabelle 1 stellt die Ergebnisse dar, die bei der Vergidrung von Most durch die
beiden normalen Stimme (WE 1, WE 14) und die sogenannten SO,-bildenden He-
fen (R, O, M) gewonnen wurden. Gegeniiber den Kontrollen vermindert die Zu-
gabe von 10 mg Methionin oder Cystein bereits deutlich die SO,-Bildung, abgese-
hen von Cystein bei den Stimmen R und 0, die eine geringe Erhohung zeigen. Der
Trend der SO,-Abnahme verstarkt sich, wenn man 50 mg/100 ml zugibt. 100 mg/100
ml scheinen besonders bei WE 1, WE 14 und M die Sattigungskonzentration iliber-
schritten zu haben, nicht bei R und O. Durchschnittlich vermogen Methionin und
Cystein die SO,-Bildung um 40—75% zu drosseln.

Tabelle 2 gibt die entsprechenden Werte wieder, die in einem synthetischen
Substrat bestimmt wurden. Auffillig ist zunidchst, da die Kontrollen zwei- bis

Tabelle 2

Die Bildung von SO, (mg/l) durch verschiedene Hefestdamme bei der Vergédrung eines
synthetischen Substrates nach Zugabe von Methionin oder Cystein (Mittelwerte aus drei

Wiederholungen)
Zugabe von Methionin Zugabe von Cystein
Stamm RLOREECHE mg/100 m! Substrat mg/100 ml Substrat
unbehandelt 10 50 100 10 50 100
WE 1 51,4 7,0 5,3 5,6 5,9 7,2 7,5
WE 14 59,4 30,1 5,1 5,9 7,0 5,4 7.9
R 199,6 57,3 33,7 26,0 120,0 89,3 42,5
O 135,7 54,6 18,3 19,2 85,9 44,7 12,8
M

183,0 53,5 27,9 18,6 114,9 21,7 12,8
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Tabelle 3

Die Bildung von SO, (mg/l) durch die Stimme R und O bei der Vergidrung von Most
und synthetischem Substrat nach gleichzeitiger Zugabe von Methionin und Cystein (Mit-
telwerte aus fliinf Wiederholungen)

Zugabe von
Methionin + Cystein
Kontrolle im Verhiltnis 1:1 zu
synthetischem Substrat,
mg/100 ml Substrat

Zugabe von
Methionin + Cystein
im Verhaéltnis 1 :1 zu Most,
mg/100 ml Substrat

Stamm Kontrolle

unbehandelt 10 50 100 unbehandelt 10 50 100
R 68,5 69 82 50 199,6 21,1 6,8 8,9
O 64,2 239 6,7 58 135,7 28,5 4,7 4,5

dreimal mehr SO, bilden im Vergleich zu den Mostkontrollen in Tabelle 1. Weiter-
hin zeigt sich: die mit Most erhaltenen Daten sind in einem einfachen synthetischen
Medium klar reproduzierbar.

Versucht man nun die SO,Bildung der Stimme R und O durch hohere Dosen Me-
thionin oder Cystein noch mehr einzuschrinken, so ist dies nur noch unwesentlich
moglich. 100 mg/100 ml scheinen eine Art Sattigungskonzentration darzustellen,
uUber die hinaus die Sulfatreduktion nicht weiter beeinflubar ist. Werden jedoch
Methionin und Cystein kombiniert in gleichen Mengenverhéltnissen zu beiden Sub-
straten zugegeben (Tabelle 3), so kann die SO,-Bildung noch weiter bis auf 5—9
mg/l reduziert werden. Beide Aminosduren zusammen wirken offenbar kumulativ.

Diskussion

Vergegenwirtigt man sich erneut, da3 die Hefezelle Sulfat liber die Zwischen-
stufen Adenosin-5’-phosphosulfat (APS), 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat
(PAPS) zu Sulfit und in einem weiteren Schritt zu Sulfid reduziert (vgl. Roy und
TrupINGER 1970), da3 dieses H,S zur Synthese von Methionin und Cystein benotigt
wird und dalB3 diese beiden Aminosduren den Durchsatz von Sulfat zu Sulfid re-
gulieren, dann wird die Wirkung von Methionin auf die SO,-Bildung der fiinf He-
festimme (Tabellen 1 und 2) erkldrbar. Methionin reprimiert ndmlich den ersten
Schritt der Sulfatreduktion zu APS. Solange ein ausreichender Methioninspiegel
verfligbar ist, bleibt die Neusynthese unterbunden, d. h. es wird kaum SO, gebildet
und konsequenterweise auch weniger H,S. Letzeres 143t sich in entsprechenden
Experimenten messen (EscHenBrucH, unveroffentlicht).

Cystein reprimiert den letzten Schritt der Sulfatreduktionssequenz vom Sulfit
zum Sulfid (vgl. Roy und TrubinGer 1970). Das sollte grundsétzlich zu einer Anrei-
cherung von SO, fiihren. Jedoch genau das Gegenteil tritt ein: auch Cystein redu-
ziert sehr stark die SO,-Bildung (Tabellen 1 und 2). Dieser Gegensatz wird deutbar,
wenn angenommen wird, dal Cystein auBler der Sulfitreduktion auch die Auf-
nahme von Sulfat in die Zelle beeinfluflt. Bei verschiedenen Mikroorganismen ist
die Sulfataufnahme ndmlich ein aktiver und regulierbarer Prozef3 (vgl. Roy und
TrubpINGER 1970). Ein ausreichendes Cysteinangebot vermindert also ebenfalls den
Sulfatumsatz.

Die kumulative Wirkung einer gleichzeitigen Methionin- und Cysteinzugabe
(Tabelle 3) konnte so erkldrt werden, dal Cystein die Aufnahme des Sulfates in
die Zelle reduziert und Methionin dessen Aktivierung zu APS. Zusammengenom-
men sind beide Prozesse effektiv genug, um sogar die anomal hohe SO,-Bildung
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einiger Hefestimme zu unterbinden. Das Wachstum der Hefen blieb bei allen die-
sen Untersuchungen von der Aminosiaurezugabe unbeeinfluf3t.

Uber den Gehalt freier Aminosduren in Traubenmosten liegen mehrere Unter-
suchungen vor, z. B. Kuiewer (1970, dort weitere Literatur), die jedoch wegen unter-
schiedlicher PreBmethoden nicht miteinander verglichen werden kénnen und keine
Angaben iliber Cysteinkonzentrationen aufweisen. BeroNer und Harier (1960) be-
richten von 12 mg Methionin/l in einem frischen Traubenmost und unterstreichen,
dafl mit steigendem PrefB3druck die freien Aminosduren eines Mostes zunehmen.
DitrricH et al. (1970) analysierten vier Moste mit einem Methioningehalt von 17—31
mg/l. Rapp und Reurther (1971) fanden bei verschiedenen Rebsorten wechselnde
Mengen von 17—90 mg/l.

Diese Daten sind im Augenblick hinsichtlich eines Einflusses auf die SO,-Bil-
dung kaum zu korrelieren. Es ist hochstens vorstellbar, dal in einem Most mit
90 mg Methionin/l weniger SO, gebildet wird als in einem Most mit nur 17 mg/l.
Die Resultate in den Tabellen 1 und 2 nach Zugabe von 10 mg/100 ml unterstrei-
chen diese Annahme. Wir sind momentan damit beschdftigt, den Aminosdurege-
halt verschiedener Moste zu bestimmen und diesen in Beziehung zu setzen zu dem
wihrend der Vergédrung gebildeten SO, und H,S.

Insgesamt konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, in welchem Ausmafl die
SO,-Bildung normaler und auch sogenannter SO,-bildender Hefestimme vom Ge-
halt des Substrates an Methionin und Cystein abhidngt. Der recht weite Begriff
»Substratabhingigkeit“ wurde wesentlich prazisiert: Die Aminosduren Methionin
und Cystein sind entscheidend — wenn sicherlich auch nicht ausschlieBllich — an der
SO,-Bildung durch die Hefezelle beteiligt. In der Analyse der SO,-Synthese wihrend
der Mostvergidrung ist das ein Schritt vorwéarts. Die eingangs gestellte Frage ,Wa-
rum bilden manche Stdmme unter gleichen Bedingungen mehr SO, als andere?* ist
jedoch mit den vorliegenden Daten noch nicht zu beantworten.

Zusammenfassung

Die Zugabe von Methionin und Cystein, einzeln und kombiniert, zu Trauben-
most oder synthetischem Substrat vermag die SO,-Bildung wahrend der Géarung
durch zwei normale und drei sogenannte SO,-bildende Stdmme von Saccharomyces
cerevisiae im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen um bis zu 90% zu reduzieren.

Neben der Reprimierung einzelner Schritte der Sulfatreduktionssequenz durch
die beiden Aminosduren wird eine Regulierung der Sulfataufnahme durch Cystein
diskutiert.
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