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Wie wir vor kurzem berichtet haben, bilden Weinhefen in dicarbonsaurefreien 
Nahrmedien Apfelsaure, Weinsaure und Bernsteinsaure (1). Das Ausma!3 der Saure
bildung hangt u. a. von der Art der Stickstoffquelle und dem Hefestamm ab. 

Nachdem sich im Verlauf biochemisch-physiologischer Untersuchungen an Trau
benbeeren durch quantitative Chromatographie an Ionenaustauschern gezeigt hatte, 
da!3 im Most aus reifen Traubenbeeren betrachtliche Konzentrationen freier Amino
sauren vorliegen (zum Teil > 5000 mg/I) (2), fiihrten wir Modellgarversuche zur 
Untersuchung der Fuselolbildung durch (3). ,Da'bei ,stellte sich heraus, da!3 bei sons! 
gleichen Bedingungen eine Variation der zugesetzten N-·Quelle von unterschiedli
cher ,, Wertigkeit" gegenilber Hefewachstum und Fuselolbildung ist. Bei der Aufar
beitung dieser Versuche, die saurefrei angesetzt worden waren, konnten wir aber 
auch durch Papierchromatographie in allen Ansatzen Weinsaure und teilweise Ap
felsaure nachwetsen. 'Diese Befunde gaben Veranlassung zur Fortfuhrung der Mo
dellversuche. In einer ersten Mitteilung wird nun ilber die Bildung von Apfelsaure 
bei Variation 'der N-Quelle und der Hefen lberichtet. 

Beschreibung der Versuche 

Nahrlosung: Zu 850 ml btdestillier,tem Wasser wer,den 100 g Glucose, 1,5 g der 
jeweils zu prilfenden N-Verbindung '(Talbelle 1) und 85 ml lOfach konzentriertes. 
steriles Basalmedium nach L. J. W1cKERHAM (4) (dieses ohne Glucose und N-Zusatz) 
zugegeben. 

Hefen: Saccharomyces cerevisiae, Stamme H 2 (H 2) und 4 d (4 d) (Weinhefen), 
Sylvaner-Hefe**), Ju 7-2 (jugoslawische 'Weinhefr.), Geisenheim 18 r(G 18, Kaltgar
hefe 1949). Zur Gewinnung der Hefe-Lmpfsuspension wurden 8 Tage alte Schrag
agarkulturen (Hefeextrakt-Peptona,gar) mit physiofogischer Kochsalzlosung abge
schwemmt und nephelometrisch auf etwa gleiche Zelldichte eingestellt. Von diesen 
Suspensionen sind jeweils 0,5 ml zur Beimpfung verwandt worden. 

Garbedingunigen: Kulturgefa!3e (1 1-.Eng,hals-'Stehkolben mit Wattestopfen). In
kubation lbei 25° C im Brutschran:k. Gardauer 20-25 Tage. Tagliches Umschiltteln. 
,Mit Kaltgarhefe G 18 wurde in zwei getrennten Ansatzen bei 25 und 5° C vergoren. 

Aufarbeitung: Abtrennung der Hefen durch Zentrifugieren (3000 U/min). Nach 
dreimaligem Waschen mit dest-illiertem Wasser werden die Hefen im Vakuum
exsikkator bei Zimmertemperatur ilber P205 getrocknet und anschlie!3end die Trok-

*) Auszug aus der vorgesehenen Dissertation. 

••) Hefegemisch aus garendem Sylvaner-Most, Ernte 1962, 4000-Liter-Fafi, Geilweilerhof. 
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Ta belle 1 

Einflul3 von Stickstoffverbindungen auf die Bildung vcn L-Apfe!siiure 

Nr. Zugesetzte N-Verbindungen L-Apfelsaure mg/J •)

1 DL-Leucin 10 
2 Ammonsulfat 16 
3 Ammontartrat 18 
4 Ammonnitrat 19 
5 L-Glutamin 21 
6 DL-Methionin 0,75 g 

+ Ammonsulfat 0,75 g 23 
7 L-Cystein 48 
8 Ammonacetat 62 
9 L-Asparaginsaure 161 

10 L-Glutaminsaure 168 
11 DL-Valin 263 
12 DL-Prolin 0,75 g 

+ L-Glutaminsaure o .. 75 g 312 
13 L-Trypthophan 321 
14 DL-Isoleucin 327 
15 DL-Prolin 565 
16 DL-Methionin 835 
17 DL-Methionin 0.75 g 

+ DL-Prolin 0,75 g 1680 
18 DL-Methionin 925 
19 DL-Methionin 

+ DL-Prolin 1110 

•) Bezogen auf 1 g Hefezuwachs (Trockengewicht); Nr. 1-17 Saccharomyces cerevisiae, Stamm 
H2, Nr. 18 und 19 Sylvaner-Hefe; wenn nicht anders angegeben zusatz von 1,5 g N-Verbin
dung. 

kengewichte ermittelt. Die iblanken Dberstande nach dem ersten Zentrifugieren 
(Waschwasser verworfen) wurden zur Chromatographie direkt auf Chromatogra
phiepapier S & S 2043 'b aufgetropft (zum Teil mehrfach) und mit dem FlieJ3mittel 
Butanol/ Ameisensaure/Wasser (1024/200/90) absteigend chromatographiert .(Bespril
hen mit Bromphenolblau ·bzw. Acridin). 

Die Bestimmung der L-Apfelsaure erfolgte enzymatisch aus dem Zentrifugat. 

Ergebnisse 

Die untersch'iedliche Wirkung von N-<Quellen auf die Bildung von L-Apfelsaure 
bei sonst gleichen Bedingungen wird aus Ta'belle 1 ersichtlich, in der die zugesetzten 
N-Verbindungen in der Reihenfolge ihres Einflusses auf die L-Apfelsaurebildung
angeor.dnet worden sind. Von vergleichsweise .geringer Auswirkung sind die Am
monsalze und 'LeuC'in. Glutamin wirkt achtmal geringer als Glutaminsaure. Wah
rend Methionin al1ein oder im Gemisch mit Prolin hohe Apfelsaurewerte 'bedingt,
entfaltet es im Gemisch mit Ammonsulfat eine 36fach geringere Wirkung. Auch Pro-
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Ta belle 2 

EinClufl von Stickstoffverb:ndungen und Hefen auf die 
L-Apfelsaurebildung

zugesetzte 

N-V erbindung 

Ammonacetat 

DL-Valin

L-Apfelsaure (mg/I) bei ver�chiedenen Hefen 

H2 4d Ju7-2 Gl8 Gl8*) 

42 

177 

210 

142 

10 

230 

30 

104 

17 

33 

*) Gartemperatur T5° C, sonst +2,° C. 

lin erfahrt durch Zusatz der schwacher wirkenden Glutaminsaure eine Depression 

der Apfelsaurebildung. BeacMlich ist der Einflul3 von Methionin und erstaunlich 

die Wirkung des Gemisches von Methionin und Prolin. Aus Tabelle 1 wird ferner 

ersichtlich, dal3 der starke Einflul3 der Aminosauren Prolin und Methionin sowohl 

bei einem definierbaren Hefestamm (H 2) als auch bei Sylvaner-Hefe, die zwei

fellos ein Hefegemisch darstellt, in vergleichbarer Grol3enordnung vorhan,den ist. 

Der Einflul3 des Hefestammes auf die L-Apfelsaurebildung wird in Tabelle 2 

dargestellt. Bei Ammonacetat als N-Quelle bildet nur 4 d e1ne vergleichsweise 

gro13ere Menge an L-Apfelsaure. Die Kaltgarihefe G 18 bildet mit Ammonacetat bei 

25 bzw. 5° etwa gleiche Apfelsauremengen, mit Valin bei 25° dreimal mehr als bei 5° . 

Aus Tabelle 2 wird im Vergleich zu Tabelle 1 ein Unterschied hinsichtlich der ab

solut entstandenen Apfelsauremenge bei Ammonacetat und Valin ersichtHch. Die in 

Tabelle 2 ,enthaltenen Versuche wuriden zu einem spateren Zeitpunkt lediglich mit 

dem einen Unterschied zu den frilheren Versuchen {Tabelle 1) durchgefilhrt, da/3 

hier das Basalmedium vor Zugabe in anderer Konzentration au,jjbewahrt warden 

war. Trotz unterschiedlicher absoluter ,Mengen ist in beiden ,Fallen das Verhallni.s 

der gebildeten Apfelsaure 1 : 4,2 (Valin : Ammonacetat). 

Diskussion 

Die Bildung von Apfelsaure durch den Saccharomyces cerevistae (Stamm H 2) 

stellten wir auch in Garversuchen mit 14C-Asparaginsaure, 14C-Glutaminsaure und 
14C-Glucose fest. Nach Aufarlbeitung dieser Ansatze und Trennung in ,d,ie Stoff

gruppen Naturstoffe, Aminosauren und organische 'Sauren wuDden folgende prozen

tuale Anteile der Radioaktivitat der Gesamt-Apfelsaure an den Fraktionen der or

ganischen Sauren gefunden: 

14 C-Asparaginsaure 

14C-Glutaminsaure 

"C-Glucose 

14C-Prolin 

31,0% 

9,5% 

17,0% 

Damit wurde der Bewei.s eribracht, dal3 Apfelsaure u. a. aus Glucose entsteht. Of

fensichtlich kann aber auch das Kohlenstoff-Gerilst bestimmter Aminosauren zur 

Apfelsaurebildung Ubernommen werden. 

Die Tatsache der Entstehung von Apfelsaure in einigen der vors-tehend beschrie

benen Garansatzen, denen nur anotganische N-Quellen zugesetzt worden waren 

(Ammonsulfat, Ammonnitrat), wiDd somit erklarbar. Apfelsaure kann hier nur aus 

Glucose entstehen. 
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Im aHgemeinen wir,d angenommen, da/3 nur die nati.irlichen L-Formen cler Ami

nosauren in den Hefestoffwechsel einbezogen werden. Unsere Ergebnisse weisen 

ctarauf hin, da/3 unter bestimmten Voraussetzungen auch der Stickstoff der D-Form 

verwertbar ist. Diese Annahme ist in weiteren Ver.suchen noch zu klaren. 

Erstaunlich ist der starke Einflu/3 von Prolin un::1 Methionin auf die Apfelsau

rebildung. Wird ·Prolin als einzige N-·Quelle gegeben, so kann, wie auch in frilheren 

versuchen gezeigt wur,de (3), die Aminosaure von ,den Hefen verwertet werden. Im 

naturlichen G2misch mit anderen Aminosauren (Traubenmost) werden jene offen
sichtlich von den Hefen bevorzugt, denn nach FaI3garunig fanden wir in ven,chie

denen Jahrgangen in den Weinen dieselben oder hohere Prolinkonzentrationen als 

im Ausgangsmos•t. Der Versuch mit 14C-Prolin - durchgefilhrt mit dem Substrat 

Traubenmost - 'bestatigt diese Befunide. Die Diskussion der erstaunlich hohen Wir

kung von Methionin bzw. des Gemisches Methionin-Prolin auf <lie Entstehung von 

Apfelsaure soll einer spateren Arbeit vorbehalten bleiben. 

Zusammenfassung 

Weinhefen bilden in dicar,bonsaurefreien Nahrmedien Apfelsaure, Weinsaure 

,.md Bernsteinsaure. Eine genauere Analyse (enzymatisch) der L-Apfelsaure in Mo

dellgaransatzen zeigt, da/3 quantitative Beziehungen zwischen Stickstoffquelle, He

festamm und L-Apfelsaurebildung bestehen. Von besonders starkem Einflu/3 sind 

d.=rbei die Aminosauren Prolin und Methionin, imlbesondere das Gemisch von bei

den. Versuche mit 14C-Glucose und "C-Aminosauren weisen im Zusammenhang mH 
den beschriebenen Experimenten darauf hin, da/3 L-Apfelsaure aus Glucose bzw. 

Aminosauren gebi!,det werden kann. 
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