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Die Abschnitte E — H erscheinen in den folgenden Heften

A. Einleitung

Bei der Weinbereitung ist die Vergdrung des Zuckers durch Hefen die
wichtigste und auffilligste Verdnderung des Traubenmostes. Mit der Garung
ist jedoch die Entstehung des Weines nicht beendet, es folgen noch eine Reihe
von chemischen und mikrobiologischen Vorgédngen, die haufig als das Reifen
und Altern bezeichnet werden (CarrLes und Lamazou-BeTBEDER 1959). Die auf
die Girung folgenden Prozesse sind in zweierlei Hinsicht von Bedeutung. Ein-
mal fiihren sie zu einer Veredelung und Reifung des Weines, zum anderen sind
es Alterserscheinungen und sog. Weinkrankheiten, die schlieflich den Wein
minderwertig oder ungeniebar werden lassen. Es ist nun die vornehmliche
Aufgabe der Kellerwirtschaft, den Wein so zu behandeln, daB3 die Reifungs-
vorgédnge in der giinstigsten Weise ablaufen, der Wein moglichst lange frisch
gehalten wird und frei von Krankheiten bleibt. Je besser die einzelnen Vor-
gidnge bekannt sind, um so sicherer werden sie durch geeignete MaBnahmen
beeinfluBt werden kénnen. Im folgenden soll eine Ubersicht gegeben werden
uber die nach der Girung hauptséchlich durch Milchsdurebakterien bewirkten



Milchsdurebakterien des Weines und biologischer Sdureabbau 145

Umsetzungen der organischen Sduren und die damit verbundenen Vorgénge,
sowie lber die Moglichkeiten, diese Prozesse zu lenken.

Die quantitativ groBte stoffliche Verdnderung beim Reifen des Weines
ist die héufig nach der Girung zu beobachtende Verminderung des Gehaltes
an freier S&dure. Diese Sdureverminderung, die im Gegensatz zur sehr auf-
falligen Gérung erst um die Jahrhundertwende erkannt wurde, hat zwei Ur-
sachen: Die Weinsteinausfidllung und der biologische Sdureabbau.

Nach der Garung kommt es infolge sich dndernder Loslichkeitsverhalt-
nisse (steigender Alkoholgehalt, niedrige Lagertemperatur) zur Ausfdllung
von Weinstein, dem sauren Kaliumsalz der Weinsédure. Durch die Ausscheidung
des sauren Salzes wird in jedem Fall der Gehalt an freier Sdure im Wein ver-
mindert Da der Weinsteinausfall von der Konzentration an Weinsdure und
Kalium, sowie der Temperatur, dem Alkoholgehalt und dem pH-Wert ab-
hédngig ist, kann die Weinsteinbildung vorausberechnet werden (NEGRE und
Mitarb. 1960). Gleichzeitig mit der Ausfdllung von Weinstein erfolgt eine Ver-
dnderung des Sduregrades: Weine mit einem pH-Wert von < 3,5 werden sau-
rer, Weine mit einem pH von > 3,5 werden weniger sauer (BIEDERMANN 1951).

Beim biologischen Sdureabbau wird von Milchsdurebakterien die zwei-
basische Apfelsidure zur schwicher dissoziierten einbasischen Milchsdure dekar-
boxyliert; die freiwerdende Kohlensédure entweicht. Das wesentliche Resultat
des biologischen S&ureabbaus ist eine Verminderung des Gehaltes an freier
Sédure und eine Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration, also ein
Anstieg des pH-Wertes. Von INGrRaHAM und Mitarb. (1960) wird darauf hinge-
wiesen, daf3 der biologische Sdureabbau eine dreifache Wirkung auf den Wein
ausiibt: 1. Sdureverminderung, 2. Stabilisierung, 3. Geschmacksverdnderung.
Zugleich mit der Verminderung des Sduregehaltes wird eine Stabilisierung
des Weines erzielt; d. h. ein Wein, der nach dem Apfelsdureabbau auf Flaschen
gefillt wurde, wird dann nicht mehr zu einer unerwinschten Kohlensdurebil-
dung neigen. Ferner soll durch den biologischen Sdureabbau der Geschmack
(,flavor complexity*) des Weines verbessert werden.

Der biologische Sdureabbau kann in allen Weinbaugebieten der Welt be-
- obachtet werden. In Deutschland diirfte er fiir die iberwiegende Mehrzahl der
Qualitdts- und Konsumweine von groBer Bedeutung sein.*)

RiBEREAU-GavON (1946) betont, dal3 der Sdureabbau eine fast unerlda3liche Voraus-
setzung fiir die Qualitdtsweine von Burgund ist. In dhnlicher Weise wurde von Laya-
zou-BeTBEDER und PecH (1955) auf die Wichtigkeit des biologischen Sdureabbaus fur
Qualitdatsweine (Vins délimités de qualité superieure) aus dem Anbaugebiet von Tou-
louse hingewiesen, da in fast allen untersuchten Rotweinen und den meisten Rosé-
Weinen ein Sdureabbau nachgewiesen werden konnte. BERGeReT (1958a) untersuchte
das Vorkommen des biologischen Sdureabbaus in Qualitdtsweinen (Vins d’appelation
controlée) aus Burgund der Sorten Pinot noir, Chardonnay und Aligoté des Jahr-
ganges 1957. Bis zum April des folgenden Jahres war der Sdureabbau nur in 59 von
148 Weinen und bis Juni nur in 32 von 93 Weinen erfolgt. Incratiam und Cooke (1960)
betonen, dafl durch den Saureabbau nicht nur die Aciditdt reduziert, sondern auch
der Geschmack des Weines verdndert wird. Von 144 untersuchten californischen
Weinen wurde in 79 ein Abbau der Apfelsdure nachgewiesen. In 75 der Rotweine,
in 32,1 %o der trockenen Weiflweine und in 12,5 /6 der Rosé-Weine war die Apfelsdure
bakteriell abgebaut worden. Die Haufigkeit des Saureabbaus weist eine Abhéngigkeit
vom Anbaugebiet auf. Allgemein wird angegeben, dall der Sdureabbau in califor-
nischen Qualitdtsweinen besonders hiufig vorkommt. FoaNacnon (1957) konnte jedoch
in Australien keine Korrelation zwischen Rebensorten, Anbaugebiet und Saureabbau

*) Leider fehlen iiber die praktische Bedeutung des Sdureabbaues und die Haufigkeit
in Qualitats- und Konsumweinen in Deutschland bisher genaue Angaben.
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im Wein finden. Von 317 trockenen Weinen hatten 144 die Sdure nach 8 Monaten
abgebaut, aber von 84 gespriteten Weinen 3. Auch in portugiesischen Weinen wird
dem Sadureabbau eine grofie Bedeutung zugesprochen, so z. B. flir Weine der Sorte
»verdejo“, deren Ausbau unter Flor-Hefe erfolgt (FEpbucHuy und SaxpovaL 1959). RiBE-
ReaU-Gavon und Peynaup (1960) halten den Sdureabbau flir Qualitdtsrotweine fiir
unerlaBlich. Nach ihrer Ansicht sind Rotweine, in denen der Sdureabbau nicht erfolgt
ist, kellertechnisch falsch behandelt worden.

Wenn auch der bakterielle Sdureabbau sicher der natiirlichste Weg zur
Verminderung eines zu hohen S&uregehaltes im Wein ist, so gilt dieser Vor-
gang keineswegs immer als vorteilhaft. Von VaucHnN (1955) wird zwar einge-
rdumt, daB Milchsdurebakterien im Wein eine wiinschenswerte Sdurevermin-
derung bewirken konnen, aber in normalen und sédurearmen Weinen wird von
ihm die Té&tigkeit dieser Organismen als wenig niitzlich oder gar gefdhrlich
angesehen. Und tatséchlich bestehen zwischen dem eigentlichen biologi-
schen Sdureabbau und bakteriellen Weinkrankheiten
sehr enge Beziehungen. Wenn Weine nur wenig Sdure enthalten, wie das fir
die Mehrzahl der Weine aus slidlichen Léndern zutrifft, dann ist natiirlich eine
Verminderung des Sduregehaltes unerwiinscht, da sie gefdhrliche Folgen haben
kann. Betrachtet man nicht nur ein Weinbaugebiet, sondern verschiedene An-
baugebiete der Welt, dann wird man die allgemein gestellte Frage, ob der
Sdureabbau im Wein wiinschenswert ist oder verhindert werden soll (VAuGHN
und TscHELISTCHEFF 1957), nicht mehr mit Sicherheit beantworten konnen.

Trotz der weltweiten Verbreitung des Sdureabbaus ist tiber die Herkunft
der Erreger (einer Anzahl verschiedener Milchsdurebakterien) bisher nur we-
nig bekannt. — Von den Weinhefen weil man, daf3 sie im Erdboden und auf
Pflanzen und Friichten vorkommen und von diesen Standorten isoliert werden
konnen. Die Bakterien des biologischen Sdureabbaus sind bisher immer nur
aus Wein, wihrend oder nach dem biologischen Sidureabbau, isoliert worden.
RaDLER (1957) konnte aus frischem Traubenmost keine Apfelsdure-abbauenden
Bakterien isolieren. Auf Rebenblédttern kommen zwar Keime mit der Fahig-
keit, Apfelsdure anaerob zu dekarboxylieren, vor, aber diese Bakterien sind
sehr wahrscheinlich nicht die Erreger des biologischen Sdureabbaus. Milch- -
sdurebakterien, die unter den sehr unglinstigen Lebensbedingungen des Wei-
nes oder Traubenmostes lebens- und vermehrungsfdhig wéiren, sind relativ
selten. Von PEyNnAuD und DoMERCQ (1959) wird die Beobachtung, dal3 der Sdure-
abbau in groflen Behéltern im allgemeinen leichter vonstatten geht als — bei
gleicher Temperatur — in kleinen Gefédf3en, auf das seltene und vor allem un-
regelméfBlige Vorkommen dieser Mikroorganismen zurlickgefiihrt. Von den
gleichen Autoren (PEynaup und DomEerce, 1961b) konnte spéter gezeigt werden,
daB Apfelsiure-abbauende Bakterien auch auf Traubenbeeren vorkommen.
Bei aseptischer Gewinnung von Traubenmost und spontaner Vergédrung (bei
pH 3,8) von 49 Proben aus je 1 kg Trauben wurde nur in 8 Féllen das Vorkom-
men von sdureabbauenden Bakterien beobachtet. Daraus folgt, dafl diese Bak-
terien auf Trauben vorkommen, ihre Zahl aber sehr gering ist. Vermutlich
handelt es sich bei den im Wein lebenden, niitzlichen oder schddlichen Bak-
terien nicht um selbsténdige, nur im Wein vorkommende Organismen. Es ist
vielmehr anzunehmen, daf3 diese ,Weinbakterien“ spezialisiert und an die be-
sonderen Bedingungen des Milieus angepal3te Rassen oder Varietdten von be-
kannten und an verschiedenen Standorten verbreiteten Milchsdurebakterien
sind. So wurden beispielsweise von OLsen (1948) aus Silage Milchsdurebakte-
rien isoliert, die in sehr saurem Milieu auch bei Gegenwart von Alkohol wach-
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sen, Apfelsdure abbauen kénnen und sich auch in ihren {ibrigen Eigenschaften
nicht wesentlich von Bakterien unterscheiden, die im Wein vorkommen. Nach
VaucHN (1955) konnen aus gdrendem Sauerkraut, Gurken oder Oliven, Speichel,
Faeces, Milch und anderen Substraten Milchsdurebakterien isoliert werden,
die nach einigen Passagen dazu gebracht werden kénnen, in Traubenmost oder
Wein zu wachsen, in dem sie dann meist unerwiinschte Umsetzungen durch-
fihren kénnen.

Auch die folgenden Beobachtungen von Wese und INGRaHAM (1960) deuten
darauf hin, dal Apfelsiure-abbauenden Bakterien auf Trauben nur selten
vorkommen. Trauben eines Weinbergs wurden zu zwei verschie-
denen Kellereien gebracht und dort unter den gleichen Bedingungen
verarbeitet. In der einen Kellerei erfolgte spontan der Sdureabbau, in der
anderen zundichst nicht. Nach kiinstlicher Infektion des Weines mit geeigneten
Bakterien erfolgte auch in der zweiten Kellerei der Sdureabbau. Dessen Aus-
bleiben war offensichtlich nicht durch unterschiedliche kellertechnische Ma@3-
nahmen bedingt, sondern durch das Fehlen der Bakterien.

Von Wess und Incraxam (1960) wird angenommen, dafl die sdureabbauenden Bak-
terien aus dem Hefetrub kommen. Damit ist allerdings die Frage der Herkunft dieser
Bakterien nicht geklart, denn Hefetrub ist ja kein natiirlicher Standort. Es ist aber
sehr wahrscheinlich, da3 durch die Stoffwechseltdtigkeit der Hefe in rdumlich eng
begrenzten Stellen — im Hefetrub oder auch nur an der Oberfliche von Hefezellen —
flir die Milchsdurebakterien Lebensbedingungen entstehen, die den Bakterien trotz
der unginstigen Bedingungen des Grofraumes ein Wachstum im Most oder Wein
ermoglichen (RapiLer 1957). Gelegentlich werden sich unter diesen Bedingungen aus
einigen Milchsiurebakterienarten Typen entwickeln konnen, die an so extreme
Milieubedingungen wie Traubenmost oder Wein angepaf3t sind. Weiterhin wird man
annehmen miussen, dafl sich solche durch Selektion oder Mutation angepafite Bak-
terientypen in Kellereien liber ldngere Zeitrdume erhalten kdnnen.

Weinkeller und Kellereigerite diirften also mit groBer Wahrscheinlichkeit
das Reservoir darstellen, von dem aus gewoOhnlich die Infektion des Weines
mit spezialisierten Milchsdurebakterien erfolgen kann. Von Peynaup und Do-
MERCQ (1961) wird dagegen angenommen, dafl in gut gefithrten Kellereien das
Gerat keine Infektionsquelle darstellen diirfte. Bisher scheint diese Frage
allerdings noch nicht experimentell liberpriift worden zu sein. — Bei der Apfel-
weinherstellung sollen die Milchsdurebakterien zum Teil mit der Ernte ein-
geschleppt werden. Infolge der Konkurrenz mit den schnellwachsenden Hefen
sollen dann Typen auftreten, die Substanzen verwerten kénnen, welche von
verwandten Bakterien anderer Standorte nicht umgesetzt werden (Carr 1960).

Wegen der groBen Bedeutung, die die Milchsdurebakterien flir die Wein-
wirtschaft haben, sind diese Bakterien in den letzten Jahren in einer Reihe
von Laboratorien sehr intensiv bearbeitet worden. Im folgenden soll der Ver-
such gemacht werden, in einer Ubersicht die Fortschritte und Ergebnisse dar-
zustellen, die die Untersuchungen der Milchsdurebakterien des Weines und
besonders der Apfelsiure-abbauenden Bakterien erbracht haben. Im Rahmen
dieser zusammenfassenden Darstellung sollen dariiber hinaus auch mikrobio-
logische und chemische Arbeiten berlicksichtigt werden, die fiir das Verstdnd-
nis der Milchsdurebakterien des Weines, deren Stoffwechsel und die damit
zusammenhidngenden Probleme von Bedeutung sind. Bei der Fiille des vor-
liegenden Materials kann natlirlich eine moglichst vollstdndige Darstellung
nur angestrebt werden.
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B. Geschichtliches

Von Pasteur (1866) sind wohl zuerst Bakterien im Wein als Erreger von
Weinkrankheiten nachgewiesen worden. Der Sdureriickgang im Wein nach der
Gérung wurde allerdings zunichst auf die Weinsteinausscheidung zurtickge-
fihrt. Erst spater wurden Mikroorganismen flir die Sdureverminderung ver-
antwortlich gemacht. Dabei vermutete u. a. ScHukow (1896), daf3 die Hefen die
Ursache des Sé&ureriickganges wiren. MULLER-THURGAU (1891) hat wohl zum
ersten Mal darauf hingewiesen, dafl der Sdureabbau von Bakterien bewirkt
werden konnte, was dann von KocH (1898) und von SerrFert (1901, 1903) besta-
tigt wurde. Eine Ubersicht {iber die geschichtliche Entwicklung gibt RippEL
(1950). In einer sehr ausfiihrlichen und griindlichen Arbeit haben MULLER-
THURGAU und OsTERWALDER (1913) die Kenntnisse liber die Milchsdurebakterien
des Weines zusammenfassend dargestellt. Obwohl seit dieser Zeit die bakte-
rielle Ursache des biologischen Sdureabbaus als gesichert gilt, fehlt es jedoch
auch in neuerer Zeit nicht an Hinweisen, dal auch von der Hefe Apfelsidure
abgebaut werden kann (Kuprjawzew 1960, Rzepowsklr und Rzepowska (1960).
Ohne Zweifel kénnen eine Reihe von Hefen Apfelsdure abbauen, so z. B. Pichia
membranaefaciens und Candida mycoderma (FreEscH und JERCHEL 1960); jedoch
sind bei diesem Proze oxydative Vorgidnge unter Mitwirkung von
Sauerstoff beteiligt, wihrend der vollstindige Abbau der Apfelsdure durch
Bakterien unter anaeroben Bedingungen erfolgen kann. Die zuneh-
mende Kenntnis von den bakteriellen Vorgdngen im Wein, vor allem dem bio-
logischen Sdureabbau, ist eng gekoppelt an die Entwicklung und Anwendung
neuer experimenteller Methoden. Pasteur (1866) konnte mit Hilfe des
Mikroskops Bakterien als Erreger von Weinkrankheiten erkennen. Die

" zunehmende Anwendung der Sdurebestimmung durch Titration hatte
zur Folge, dafl dem Sdureabbau besondere Aufmerksamkeit geschenkt wurde.
Der Ausbau der bakteriologischen Technik, der Sterilisation und
der Herstellung von Reinkulturen ermoglichten es MULLER-THURGAU und OSTER-
waALDER (1913), KocH (1900) und Serrert (1901, 1903), die Erreger des biolo-
gischen S&dureabbaus und einiger Weinkrankheiten zu isolieren und ndher zu
untersuchen. Durch Anwendung enzymchemischerMethoden wur-
den schlieBlich wesentliche Einblicke in den enzymatischen Verlauf des bak-
teriellen Abbaus der Apfelsdure gewonnen (Ocnoa 1952, JERCHEL und Mitarb.
1956, Scumipt 1959). Gleichzeitig erdffnete die Papierchromatogra-
p hie die Moglichkeit, die organischen Sduren schnell nachzuweisen, wodurch
in Verbindung mit den verfeinerten Methoden der mikrobiologischen
Vitamin- und Aminosdurebestimmung wesentliche Erkennt-
nisse iiber Néhrstoffanspriiche der Apfelsdure-abbauenden Bakterien und
deren Beziehungen zu den Weinhefen gewonnen werden konnten (ZiCkLER
1956, RapLEr 1958a, 1960, LiTtH1 19573, ¢, PEYNAUD und DomEercQ 1959). Es ist
zu vermuten und zu hoffen, dal} der Einsatz neuerer Methoden, wie z. B. der
Isotopentechnik oder der Gaschromatographie, unsere Kenntnisse von den bak-
teriellen Umsetzungen im Wein weiter vertiefen wird.

C. Kulturmethoden und Systematik der Milchsiurebakterien des Weines
1. Kultur- und Isolierungsmethoden

Voraussetzung fiir die Untersuchung der Bakterien, die im Wein Apfel-
sdure abbauen oder andere, weniger erwiinschte Umsetzungen durchfiihren,
ist die Gewinnung von Reinkulturen dieser Organismen.
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Ubereinstimmend wird von den meisten Autoren betont, daf3 die Milchsidure-
bakterien des Weines in Laboratoriumsmedien hdufig nur sehr langsam und schlecht
oder auch gar nicht wachsen. Wegen des schlechten Wachstums dieser Organismen
war daher schon von Koch (1900) empfohlen worden, die frischen Kulturen mit einer
grofleren Bakterienmenge zu beimpfen. Es nimmt nicht wunder, dafl im Laufe der
Zeit viele Vorschldge gemacht wurden, wie diese empfindlichen Bakterien am besten
isoliert und kultiviert werden koénnen. Die Milchsdurebakterien des Weines nehmen
jedoch im Hinblick auf die schlechte Kultivierbarkeit keine Sonderstellung ein; auch
die Kultur von Milchsdurebakterien von anderen Standorten bereitet hdufig sehr
grofle Schwierigkeiten, worliber von Recosa und Suarpre (1959) ausfiihrlich berichtet
wird. Bei der ersten Isolierung von Milchsdurebakterien aus Wein kénnen zusétzlich
die in groBer Zahl vorkommenden und rasch wachsenden Hefen sehr stoéren, so daf
es hiufig erforderlich ist, das Wachstum dieser wenig anspruchsvollen Organismen
weitgehend einzuschrinken.

Die Tabellen 1 und 2 sollen eine Ubersicht tiber einige zur Isolierung und
Kultur von Milchsdurebakterien aus Wein verwendete Medien geben. Wesent-
liche Bestandteile der meisten Medien sind Obst- oder Fruchtsidfte wie Trauben-
most, Tomaten- und Birnensaft und Hefewasser oder -extrakt. Bereits die
ersten Untersucher von Milchsdurebakterien des Weines verwendeten Nahr-
medien, die diese Bestandteile enthielten und von manchen Autoren wurde mit
Erfolg entsduerter, reiner Traubenmost, Birnensaft, Malzextrakt oder Hefe-
wasser verwendet (AReNa 1936, ScHaNDERL 1954, RapLer 1958b). Im Gegensatz
dazu wird jedoch von Grsen (1948) berichtet, dal aus Obstweinen isolierte
Milchsédurebakterien nie in rohem Fruchtsaft wuchsen; gleichzeitig wurde ein
niedriger pH-Wert und ein Gehalt von 10 Vol.-"/o Alkohol fiir das Wachstum
dieser Keime als wichtig angesehen, wahrend die meisten Autoren einen Zu-
satz von Alkohol vermeiden. Gut bewahrt haben sich zur Kultur der Milch-
sdurebakterien aus Wein Medien mit einem hohen Gehalt an Tomatensaft
(IncranaMm und Mitarb. 1960) oder auch Apfelsaft (MiLLis und Mitarb. 1958);
beide Sifte enthalten keine stérenden Mengen von Gerbstoffen. Besonders
schwierig scheint die Kultur von homofermentativen Kokken zu sein. INGRA-
HaMm und Mitarb. (1960) konnten diese anspruchsvollen Keime nur auf einem
Tomatensaftmedium mit einem Zusatz von Leberextrakt kultivieren.

Je nach Verwendungszweck erhalten die meisten der in der Tabelle 1 und
2 angefiihrten Medien einen Zusatz von 1,1 —4,09/0 Agar oder eine zur Ver-
festigung notwendige Menge Gelatine. Zur Unterdriickung des Hefewachs-
tums wird den Isolierungsmedien entweder Actidion, Sorbinsdure oder
8-Hydroxychinolin zugesetzt. Die Ansichten liber die Harmlosigkeit dieser Mit-
tel gehen allerdings auseinander. Wahrend Actidion und Sorbinséure in den an-
gegebenen Konzentrationen das Wachstum der Milchsdurebakterien nicht be-
einflussen sollen, wurde von INGRaAHAM und Mitarb. (1960) ein Hemmstoffzusatz
als nicht erforderlich angesehen, und durch Sorbinsdure soll sogar die Isolie-
rung der Milchsdurebakterien erschwert worden sein.

Gelegentlich erweist cich die Verwendung von Spezialmedien als notwendig oder
nitzlich. So wurde von MiLLis und Mitarb. (1858) zur Kultur von schleimbildenden
Milchsdurebakterien aus Apfelwein unter anderem ein Medium aus frischen Gersten-
keimen hergestellt, sowie ein Medium aus doppelt hydrolysiertem Casein und einem
besonderen Hefeautolysat. Von FLescu und Jercuirn (1958) ist versucht worden, Me-
lasse als Substrat zur Massenkultur eines Apfelsidure-abbauenden Bakteriums zu
verwenden. Von besonderem Interesse erscheint vieleicht noch das von For acHON
(1957) angegebene Medium, das zur Isolierung von Milchsdurebakterien verwendet
wurde (siehe Tabelle 1) und im Gegensatz zu den sonstigen Medien keine reduzie-
renden Kohlenhydrate enthilt; der Vorteil dieses Mediums liegt sicher darin, daf3 sich
in ihm die storenden Hefen kaum entwickeln werden, jedoch werden in diesem
Medium wohl auch nur wenige Milchsdurebakterienarten wachsen kénnen.



Tabelle 1
Bestandteile von Medien, die iberwiegend zur Isolierung von Milchsdurebakterien aus Wein oder Obstwein verwendet wurden Q
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Fructose g t 20°) - = ’ . s -
CaCoO, g - ra : - - 5 5 5 5 . -
MgSO;- aq. g - - - - - . 0,75 - - - -
Apfelsdure?) g 32 10 - - - 13,4 10 2 + 53
Actidion mg . - I o + : 50 20 4 : 130
Sorbinsdure g - - . - - oder - 2 +2 - - -
8-Hydroxychinolin mg = - - - - - + - = = . =
ﬂ) ¢)

g‘) nur fiir Anreicherungskulturen; ?) mit Hefe angegoren und durch Warmebehandlung autolysiert; % kohlenhydratfrei; ¢ zur Einsaat wurden 10 %
iy Wein verwendet; 35) wahlweise einer der Zucker; 9 Fe und Mn je 15 mg
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Tabelle 2
Bestandteile (je Liter) von Kulturmedien fiir aus Wein isolierte
Milchsdurebakterien
g 2 =
IR - -
= g g 7 %
g g 5 A :
= = s} ¢} £
= g 2 = 5 5 3
=) =] >
S| < < @ E 3 §
5] =~ < =1 < @ T
£ g 3 g = 5 g
g g E ¢ & g @
pH-Wert 4,5 4,2 5 42 4,2 4,8
Traubenmost ml 500 500
Birnensaft ml 450
Tomatensaft ml 25 400
Hefewasser!) ml 1000 500 11Y)
Hefeextrakt g 6 5 2,5
Pepton g 3,3 10
peptonisierte Milch g 10
Malzkeimextrakt ml 200(5"/vig)
Casein, pankreatisch
16,5
verdaut ml
Glucose g 15 10
Rohrzucker g 15
Fructose g 10
KH2POy g 1,0
CaCO; g 1
MgSOy aq g 0,2 0,1
Apfelsdure?) g 2 lés
Kaliumbitartrat g 3
Natriumacetat g 3,0
}ﬂ%;}l_ Fe u. Mn
alkohol  Spuren.

1) Autolysat aus Bier- und Weinhefe

Neben der Zusammensetzung des Mediums sind natiirlich auch die Be-
dingungen der Umgebung wichtig. Fiir die Kultur der Milchsdurebakterien
aus Wein wird in der Regel eine Temperatur von 20 — 30° gewahlt. Anaerobe
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Bedingungen werden als wachstumsbegiinstigend angesehen (Peynaup und
DoMERcQ 1959); die Mehrzahl der Keime kann aber — vor allem in festen Me-
dien — bei Luftzutritt kultiviert werden. Ein fester Verschlufi der Kulturge-
faBe diirfte jedoch in jedem Fall giinstig sein. Von INGrRaHAM und Mitarb. (1960)
wird ferner empfohlen, die zur Kultur von Milchsdurebakterien verwendeten
Agarplatten in einen Exsikkator zu stellen und darin den Kohlensduregehalt
der Luft durch Abbrennen einer Kerze zu erhohen.

Zur Kliarung spezieller Fragen des Nidhrstoffbedarfs der Milchsdurebak-
terien des Weines werden in zunehmendem MafBle halbsynthetische
oder vollsynthetische Medien verwendet (RabLer 1958c, FrLEscH
und JErCHEL 1958, Li'tHr 1959a, b, INGRaHAM und Mitarb. 1960). Die Herstellung
solcher Medien ist moglich geworden, nachdem die Néhr- und Wuchsstoffan-
spriiche einer groBeren Zahl von Milchsdurebakterien aufgeklart werden konn-
ten. Gewohnlich ist das Wachstum der Milchsdurebakterien aus Wein in den
aus vielen einzelnen Substanzen bestehenden synthetischen Medien nicht so
gut wie in den komplexen, natlirlichen Medien, doch in den meisten Fillen
genligt dieses Bakterienwachstum den Versuchsanforderungen.

2. Bakterielle Weinkrankheiten und biologischer
Sdureabbau

Unerwitnschte Veranderungen des Weines sind schon sehr lange bekannt.
Seit den Kklassischen Untersuchungen von PaASTEUR weill man, dafl viele der
sogenannten Weinkrankheiten durch Bakterien verursacht werden. Im Laufe
der Zeit sind die unerwilinschten Verdnderungen des Weines mit verschiede-
nen Namen belegt worden, so daB3 es schwierig erscheint, eine Ubersicht zu
behalten. Grundsatzlich lassen sich zwei wichtige Gruppen von Weinkrank-
heiten unterscheiden, die durch Essigsdurebakterien oder durch
Milchsdurebakterien verursacht werden.

Die Essigsdurebakterien (Acetobacter) sind aerobe Organismen und ihre schad-
liche Wirkung besteht darin, dal von ihnen Alkohol zu Essigsdure oxydiert wird,
wobei als Nebenprodukte Acetaldehyd und weitere Verbindungen entstehen konnen.
Als aerobe Organismen konnen Essigsdurebakterien den Wein nur bei Luftzutritt
schddigen. Die durch diese Bakterien hervorgerufene Krankheit wird gewéhnlich als
Essigstich bezeichnet. Essigstichiger Wein gilt als verdorben und ist nicht mehr ver-
kehrsfdhig. In Deutschland ist der zuldssige Hochstgehalt an fliichtiger S&ure fir
Rotwein auf 1,6 g je Liter und fur WeiBwein auf 1,2 g je Liter gesetzlich festgelegt
Eine Ubersicht tiber die fiir Wein wichtigen Essigsdurebakterien geben u.a. ScHan-
DERL (1959) und Duruy (1957b). — Das ,Méauseln“ des Weines ist eine Krankheit, bei
der der Wein einen unangenehmen, an M&useharn erinnernden Geruch und iiblen,
,beim Kosten am Gaumen haftenden“, Geschmack annimmt. Moglicherweise steht auch
diese Krankheit in sehr enger Beziehung zum Essigsdurestich, Von Vaucun (1938)
wurde aus steckengebliebenem, verdorbenem Traubenmost das Essigsdurebakterium
Acetobacter aceti isoliert. Dieser Organismus bewirkte bei Einsaat in sterilen Most
oder Mostkonzentrat eine Verdnderung, die dem Mauseln entsprach. VaucHn (1955)
vermutet, dal das Méuseln (das haufig mit der Milchsduregidrung von Lactobacillus-
Arten verwechselt wird) eine Erscheinung ist, die gleichzeitig mit der Glucuronsédure-
bildung auftritt. Offensichtlich wird also das M&useln nicht von Milchsdurebakterien
bewirkt, wie MULLER-TiturRGau und OsTeErwALDER (1913) und auch Crugess (1943) an-
nahmen. Nach ScuanNDERL (1959) wird das Méauseln nur in Weinen mit einem hohen

- Redoxpotential beobachtet, und es verschwindet, wenn das Redoxpotential durch Zu-
gabe von schwefliger Sdure herabgesetzt wird. Da ,miuselnde“ Weine sehr viel
schweflige Sédure binden sollen, ist es sehr wahrscheinlich, dal die als ,,M&auseln*
bezeichnete Erscheinung im wesentlichen durch einen hohen Gehalt an freiem Acetal-
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dehyd bedingt wird, der durch Essigsdurebakterien oder Hefen gebildet worden sein
kann. Freier Acetaldehyd ist nur in einem Wein vorhanden, der keine freie schwef-
lige Saure enthélt und der dann beim Fehlen anderer Reduktionsmittel auch ein
hohes Redoxpotential aufweist. Diese Annahme stimmt auch mit Angaben von
RiBEREAU-GAYON und Pevnaup (1960) uberein, die berichten, da3 das ,,M&useln“ auch
in Kulturen von den langsam girenden Hefen der Gattung Brettanomyces wahr-
genommen werden kann.

Fir die Betrachtung der durch Milchsdurebakterien bewirkten
Verdnderungen von Wein ist es niitzlich, die wesentlichen Stoffwechsel- und
Wachstumserscheinungen dieser Bakterien aufzuzdhlen. Milchsdurebakterien
sind anaerob oder mikroaerophil, d. h. sie bendtigen zum Wachstum keinen
Sauerstoff, konnen aber evtl. auch bei Gegenwart von Sauerstoff wachsen. Das
iberwiegende Endprodukt des Stoffwechsels ist Milchsdure. Homofermenta-
tive Milchsdurebakterien bilden aus Zucker (Hexose) fast ausschlieBlich Milch-
sdure, wahrend heterofermentative Milchsdurebakterien neben Milchsaure,
Alkohol, CO: und Essigsdure bilden. Heterofermentative Milchsdurebakterien
konnen auBlerdem Fructose zu Mannit reduzieren, und einige Arten bilden aus
Kohlenhydraten schleimige Polymerisate. — Die meisten Milchsdurebakterien
haben die Fihigkeit, Apfelsdure anaerob zu dekarboxylieren, wobei als End-
produkte Milchsdure und Kohlensédure entstehen. Einige Arten kdnnen Zitro-
nensdure zersetzen, und auch Weinsidure kann unter Umstidnden von einzelnen
Milchsdurebakterien abgebaut werden.

Aus dieser Darstellung der Stoffwechselreaktionen von Milchsdurebak-
terien lassen sich die Verdnderungen, die durch diese Keime im Wein bewirkt
werden, zwanglos ableiten. Je nach der Zusammensetzung des Milieus, der
gegebenen Bedingungen und den hervortretenden Eigenschaften des anwesen-
den Organismus wird man in einem Wein entweder den harmlosen oder gar
erwiinschten biologischen Sé&dureabbau, den Milchsdure-
stich, das Lind- oder Zédhwerden, den Verderb gesprite-
ter Weine oder die als ,,tourne“ =Umschlagen bezeichneie
Krankheit beobachten konnen.

Beim biologischen Sdureabbau wird von den Bakterien im
wesentlichen nur die Apfelsdure zu Milchsidure und Kohlensidure dekarboxy-
liert. Alle Nebenreaktionen treten im Vergleich zum Apfelsdureabbau in quan-
titativer Hinsicht zurlick und sind damit von geringerer Bedeutung. Neben
der Apfelsdure kann unter Umsténden auch die nur in geringen Mengen vor-
kommende Zitronensdure abgebaut werden. Der biologische S&dureabbau
ist die einzige bakterielle Umsetzung im Wein, die erwiinscht und nitzlich
sein kann, vor allem in Weinen mit einem hohen Sauregehalt. Gewohnlich
erfolgt der Abbau der Apfelsdure einige Wochen nach Beendigung der alko-
holischen Gérung. Der Sdureabbau kann aber — besonders bei niedriger Kel-
lertemperatur — im Winter ausbleiben und erst bei zunehmender Kellertem-
peratur im spdten Frihjahr einsetzen. Es kann aber auch bei Rot- und Weil3-
weinen vorkommen, dafl der Sdureabbau gleichzeitig mit der Gérung erfolgt
und mit ihr beendet ist (CHARPENTIE 1954), siehe Abb. 1.

Wenn sich im Traubenmost, Obstsaft, Wein oder Obstwein Milchsdure-
bhakterien in groflerem Umfang vermehren, wobei groere Mengen von Zucker
zu Milchsdure und weiteren Substanzen vergoren werden, dann kommt es zum
sogenannten Milchsdurestich, Sauerkrauti- oder Molkege-
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schmack (MUOLLER-THURGAU und OsTERWALDER 1913, ArRena 1936, Vavcun
und DoucLas 1938, Crugss 1943, OLSEN 1948, VaucHN 1955, Dupuy 1957 a, ScHAN-
DERL 1959). Durch die Vergdrung von Zucker zu Milchsdure wird das Produkt

Konz .

Apfelsdure
R

Milchsﬁtxre

Zucker

0 !
0 —> Wochen
Abb. 1: Verlauf von alkoholischer Giarung und Apfelsidureabbau
(—— Sédureabbau nach der Gérung, - - - Sdureabbau gleichzeitig wihrend der Géarung)

(Wein, Most, Obstsaft) unangenehm sauer. Der unschéne Geschmack riihrt
nicht von der Milchsdure her, sondern von Nebenprodukten, die von den Milch-
sdurebakterien gebildet werden. Durch die Bakterien wird der Wein oder
Most triib, und die vorhandene Apfelsdure wird in der Regel dekarboxyliert.
Entsprechend den Eigenschaften der Organismen werden mehr oder weniger
grofle Mengen von Essigsdure und Mannit gebildet. Die Mannitkrankheit der
Siidweine ist somit nichts anderes als eine durch heterofermentative Milch-
sdurebakterien verursachte Milchsduregédrung.

Beim Lind- oder Zidhwerden kommt es zu keiner auffdlligen
Bakterienentwicklung. Die meist kokkenformigen Organismen (Lirar 1949,
Mirris und Mitarb. 1958) bilden jedoch sehr viscose polymere Kohlenhydrate,
so daB der Wein eine schleimige Beschaffenheit annimmt. Die Entwicklung
dieser Milchsdurebakterien wird durch die Gegenwart von Hefen und anderen
Mikroorganismen sehr wesentlich beglinstigt (HoCHSTRASSER 1955).

In gespriteten Weinen mit Alkoholgehalten von 20 Vol.-% und
dariiber konnen sich besonders spezialisierte Milchsdurebakterien entwickeln
(FornacHON 1936, Doucras und McCruncg 1937). Diese gespriteten Dessertweine
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werden nur aus sehr zuckerhaltigen und sdurearmen Traubenmosten herge-
stellt. Bei zu geringer Schwefelung kOnnen sich in diesen Weinen, deren
pH-Wert meist iiber pH 3,6 liegt, langsam wachsende, fddige Milchsdurebak-
terien entwickeln, die schlieBlich den Wein ungeniefBbar werden lassen.
Neben den Zuckern kann von diesen Organismen auch die Apfelsdure abge-
baut werden.

Am wenigsten Klarheit besteht iliber die im Franzosischen als ,tourne*
= Umschlagen bezeichnete Weinkrankheit. Diese Krankheit kommt offensicht-
lich nur in sehr sdurearmen Siidweinen vor. Sie duBlert sich in einem starken
Saureverlust und einer Braunverfirbung der Rotweinfarbe. Moglicherweise ist
diese Krankheit im Grunde von den oben angefiihrten, durch Milchsdurebakterien
bewirkten Weinveranderungen nicht scharf zu trennen. Es wird jedoch gelegentlich
hervorgehoben, daB beim eigentlichen ,tourne“ nicht nur die Apfelsidure sondern
auch die Weinséure zersetzt wird. Von RiBErEaU-GaYON (1937) werden sogar die Milch-
sdurebakterien des Weines in zwei Gruppen unterteilt: a) die Bakterien der Apfel-
sdure-Milchsdurevergdrung und b) die ,tourne“-Bakterien. Fiir diese soll typisch
sein, daB3 sie Weinsdure zu Essigsdure umsetzen. Von OsTERWALDER (1952) sind eben-
falls Bakterien beschrieben worden, die Weinsdure abbauen koénnen. Es ist jedoch
nicht ganz sicher, ob es sich bei diesen Keimen tatsdachlich um Milchsdurebakterien
handelt. Sicher kann von Lactobacillus-Arten Weinsdure angegriffen werden, wie
von VAuGHN (1955) beschrieben worden ist. Es erscheint jedoch zweifelhaft, ob dieser
Umsetzung im Wein tatsidchlich eine wesentliche Bedeutung zukommdt.

Neben dem Essigstich und den durch Milchséurebakterien bewirkten Ver-
anderungen im Wein sind noch einige weitere Weinkrankheiten bekannt, die
nicht durch Vertreter dieser beiden Gruppen verursacht werden.

Das ,Bitterwerden“ der Rotweine (RExtscuLer und Tanxxer 1951,
1952) wird vermutlich durch Bacillus-Arten verursacht, die das im Wein vorhandene
Glycerin zu dem scharf riechenden und schmeckenden Acrolein umsetzen kénnen. In
Rotweinen soll das Acrolein mit Polyphenolen, besonders Gerbstoffen vom Typ des
Epikatechins, Bitterstoffe ergeben. In Obstmaischen und Obsiweinen koénnen ge-
legentlich so erhebliche Mengen von Acrolein von Bacillus-Arten gebildet wer-
den (Wmnarm und Hovrz 1951 a b, Tavernier 1958), daBl die Alkoholdestillation nur
nach Vorbehandlung der Brennweine durchgefiihrt werden kann (Taver~iEr und
JacQuin 1949).

In siiBen Apfelweinen kommt eine Krankheit vor, die im Englischen ,,cider
sickness*“ und im Franzosischen ,framboisé“ genannt wird. Der Erreger
ist ein bewegliches Bakterium aus der Familie der Pseudomonadaceae Zymomonas
anaerobiae var. pomaceae (MiLLis 1957). Dieser Organismus vergért Zucker zu Alkohol
und Kohlensdure, wobei jedoch sehr groBe Mengen von Acetaldehyd entstehen, die
die Ursache der Geschmacksverdnderung sind (MiLLis und Mitarb. 1958). Fiir die
Entstehung des unerwiinschten Acetaldehyds wird auch folgende Moglichkeit er-
ortert: Milchsdurebakterien setzen zunéchst Apfelsdure zu Milchsdure um, aus der
dann Essigsdurebakterien unter partiell anaeroben Bedingungen Acetoin und Acetal-
dehyd bilden sollen (TaverniEr 1958). Diese Annahme stiitzt sich vor allem auf die
Beobachtung, da in sterilen Apfelweinen, die keine Milchsdure enthalten, die ,,fram-
boisé“-Krankheit nicht erzeugt werden kann (BibaNn und MauGENET 1960).

Aus verdorbenen californischen Dessertweinen und von Kellereigerdt wurden
von Gint und Vaucun (1962) alkohol- und hitzeresistente Bacillus-Arten isoliert. Diese
Stamme vermochten sich auch bei pH Werten von < 4 zu entwickeln und bildeten
neben Milchsdure auch fliichtige Sdure. Allerdings konnte durch Einsaat dieser Keime
in SO»-freien, sterilen Wein die urspriinglich beobachtete Erscheinung des Verder-
bens nicht erzielt werden. Obwohl die Bakterien ein geringes Wachstum zeigten,
bleibt ungekléart, ob sie als aerobe Keime die alleinige Ursache des Verderbs sind.

Sehr selten kommt es in Obstsdften zu einer Buttersduregidrung (LiUTH
und VEeTscH 1957), wobei es jedoch fraglich ist, ob sie von Clostridium-Arten ver-
ursacht wird, da bei den Erregern bisher keine Sporenbildung beobachtet wer-
den konnte.
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3. Ubersicht iiber die Systematik der aus Wein und
Obstwein isolierten Milchsdurebakterien

Aus der Tatsache, dal} sich verschiedene Bakterien in Wein entwickeln
konnen und dabei die verschiedensten Verdnderungen bewirken, ergibt sich
schon allein zum Zwecke der gegenseitigen Verstdndigung der Experimenta-
toren die Notwendigkeit, die beobachteten und isolierten Bakterien zu ordnen
und zu Gruppen verwandter Organismen zusammenzufassen. Dariliber hinaus
wird immer anzustreben sein, die Bakterien des Weines nicht als isolierte
Gruppe zu betrachten, sondern sie in Beziehung mit bereits bekannten Ver-
tretern von anderen Standorten zu setzen. Von vielen Autoren ist nun ver-
sucht worden, die Weinbakterien nach diesen Gesichtspunkten zu ordnen.
Dabei ergeben sich jedoch aulBlerordentlich groBle Schwierigkeiten, die viel-
filtige Ursachen haben (siehe auch die Ubersicht von TitTsLEr und Mitarb.
1952).

In der Familie der Lactobacillaceae (Milchsdurebakterien) ist auf Grund
physiologischer Eigenschaften eine Gruppe von Bakterien vereinigt (BrREED
und Mitarb. 1957), denen unter anderem die Fahigkeit der Vergédrung von Koh-
lenhydraten zu Milchsdure, anaerobes oder mikroaerophiles Wachstum und
hohe Anspriiche an das Ndhrmedium gemeinsam ist. Die heterogene Zusam-
mensetzung der physiologischen Einheit der Milchsdurebakterien kommt da-
durch zum Ausdruck, dafl man die erste Unterteilung der Familie nach mor-
phologischen Gesichtspunkten vornimmt: Die kokkenférmigen Streptococceae
werden den stdbchenformigen Lactobacilleae gegeniibergestellt. Im System
von KRrassitnikov (1959) wird dagegen den morphologischen Eigenschaften
eine groflere Bedeutung beigemessen und die physiologische Gruppe der Milch-
sédurebakterien vollig aufgelost, indem die kokkenférmigen Arten den Coccales
und die stdbchenformigen den Mycobacteriales zugeordnet werden.

Unabhingig von diesen mehr theoretischen Uberlegungen ist gerade bei Milch-
sdurebakterien die Unterscheidung von kokkenférmigen oder stdbchenférmigen Kei-
men nicht immer leicht. Dazu kommt ferner, dafl die Verédnderlichkeit der Zellform
von der Zusammensetzung der Néhrlésung abhingig ist. Stdbchenférmige und fadige
Formen werden vor allem bei niedrigem pH-Wert und hohem Gehalt an Alkohol
beobachtet (LiTa1 1957¢), aber gelegentlich konnen auch gerade entgegengesetzte Ver-
dnderungen beobachtet werden (Durpuy 1957a). Wegen dieser schwierigen Unterscheid-
barkeit wird gelegentlich die Bezeichnung ,coccobacilli“ angewandt (Rocosa und
SuarpE 1959) und von SuimweLL (1949) ist empfohlen worden, bei Milchsdurebakterien
wegen der groBen Variabilitdt der Zellmorphologie dieser nicht zu viel Wert bei der
Systematik zuzumessen.

Die physiologischen oder biochemischen Eigenschaften, die zur Charak-
terisierung von Milchsdurebakterien herangezogen werden miissen, lassen sich
leider auch nicht immer mit der wiinschenswerten Sicherheit bestimmen. Auch
hier ist die Wahl und Zusammensetzung des Mediums entscheidend fiir das
Resultat, worauf besonders nachdriicklich von Rocosa und SuarrE (1959) hin-
gewiesen wird.

So kann man beispielsweise bei der Prifung der Vergidrung von Kohlehydraten
unterschiedliche Ergebnisse erhalten. je nachdem ob ein neutrales Grundmedium
oder eines mit einem pH von 5,5— 6,0 verwendet wurde. Fiir den Nachweis der
Bildung von Kohlendioxyd aus Kohlenhyvdraten (zur Unterscheidung von homofer-
mentativen und heterofermentativen Organismen) ist die Verwendung geniigend
grofler Einsaatmengen von kréaftigen Kulturen und eine gniigend hohe Konzentration
an Kohlenhydrat Voraussetzung.
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Das sehr wichtige Unterscheidungsmerkmal der homo- oder heterofermentativen
Garung ist allerdings auch nicht absolut konstant, denn von Coorince (1951) wurde
beobachtet, dal zwei heterofermentative Milchsdurebakterienstdmme nach einigen
Passagen in einem halbsynthetischen Medium homofermentativ wurden, also keine
Kohlensdure mehr bildeten. Hobces und Mitarb. (1951) fanden an Einzellkulturen von
heterofermentativen Milchsdurebakterien, daf3 plotzlich die Fihigkeit auftrat, Sorbit
und Mannit zu vergaren, dafl Lakmusmilch unter Sdurebildung koaguliert und redu-
ziert wurde, die Stamme homofermentativ wurden und den Wuchsstoff Thiamin nicht
mehr benotigten.

Milchsdurebakterien vermégen Nitrat infolge des Fehlens der entsprechenden
Reduktasen nicht zu reduzieren. In Medien mit nur geringem Kohlenhydratgehalt
(0,1 /o Glucose) ka:n aber bei pH-Werten um pH 6 von einigen Stimmen von Lac:o-
bacillus plantarum und Lactobacillus fermenti Nitrit aus Nitrat gebildet werden
(Rocosa 1961).

Ahnliche Beobachtungen wurden beim Nachweis des Enzyms Katalase gemacht.
Die Milchsdurebakterien (Streptococceae und Lactobacilleae) sind Katalase-negativ.
Bei Kultur in einem Medium mit einem Gehalt von nur 9,05 % Glucose wurde bei
allen sechs untersuchten Stammen der zu den Streptococcaceae gehorenden Gattung
Pedioczccus Katalase nachgewiesen (FeLten und Mitarb. 1953). Damit wird zugleich
die Frage aufgeworfen, okt es sich bei diesen Stdmmen um Lactobacillaceae oder viel-
leicht doch um Micrococci handelt.

Diese einzelnen Beispiele sollen lediglich einen kleinen Eindruck von den
methodischen und taxonomischen Problemen vermitteln, die sich bei der Be-
arbeitung von Milchsdurebakterien ergeben. Besondere Schwierigkeiten wer-
den durch zwei Tatsachen verursacht. Einmal neigen die heterofermentativen
Milchsdurebakterien dazu, unter ungiinstigen Bedingungen wie hoher Salz-
konzentration, niedriger Temperatur usw., atypische Stimme hervorzubringen
(PeEpErsoN und ALBURY 1955); zum anderen sind hédufig die Angaben uber die
Eigenschaften eines neu isolierten Stammes unsicher oder nicht geniligend
vollstdndig. Oft werden nur wenige Stamme untersucht, wodurch die tatséch-
liche Variationsbreite ungentiigend erfafit wird.

Trotz der angedeuteten Schwierigkeiten sollte nun nicht etwa auf die
systematische Bearbeitung von aus Wein isolierten Milchsdurebakterien ver-
zichtet werden, indem den Keimen auf Grund vielleicht nur morphologischer
Merkmale ein herkdmmlicher Name zugeschrieben wird, ohne zu bedenken,
daf} es sich bei dem untersuchten Organismus vielleicht um eine abweichende
oder gar neue Art handeln konnte; auf die Notwendigkeit einer sorgféltigen
Bearbeitung von Milchsdurebakterien aus Bier — wo die Verhéltnisse dhnlich
sind — hat SHmMwELL (1949) nachdriicklich hingewiesen. — Da die aus
Wein isolierten Milchsdurebakterien keine selbstédn-
dige Gruppe von Mikroorganismen darstellen, ist es
unerldflich, diese Keime im Zusammenhang mit Kei-
men von anderen Standorten zu sehen. Leider werden aller-
dings in den systematischen Ubersichten die Weinbakterien nur teilweise be-
rlicksichtigt.

Es ist das Verdienst von MGLLER-THURGAU und OSTERWALDER (1913), das
erste umfassende System der Milchsdurebakterien des Weines aufgestellt zu
haben. Zweifellos gibt dieses System auch heute noch eine gute Ubersicht
(ScuanpERL 1959), es wird aber den heutigen Vorstellungen der Taxonomie
(TrrrsLer und Mitarb. 1952, SkErmaN 1949, BrReeD und Mitarb. 1957) nicht mehr
gerecht. MULLER-THURGAU und OsTERWALDER (1913) ordneten die anaeroben
Weinbakterien in zwei Gattungen ein: Bacterium und Micrococcus. Die Bezeich-
nung Bacterium ist heute nur eine Bezeichnung fiir die Zellgestalt (Stibchen);
die Gattung Micrococcus umfalit nur aerobe Organismen,
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Es ist in der letzten Zeit eine Reihe von Vorschldgen gemacht worden, wie
die Klassifikation der Milchsdurebakterien aus Wein und Obstwein verbessert
werden konnte (Vauch : 1955, VaucHN und TscHELISTCHEFF 1957, OrLsen 1948,
Bipan 1956, Dupuy 1957a, Liftur und VeTscu 1959a, HocHsTrAsSER 1955, Lamsion
und MeskH1 1957, RapLEr 1958b, Carr 1957, 1958, 1959, INGraxaM und Mitarb.
1960). Ein allgemein anwendbares System ist noch nicht geschaffen worden,
da keiner der Bearbeiter die Moglichkeit hatte, einmal eine sehr groBe Zaht
von Stdmmen von Milchsdurebakterien von Weinen aus allen Weinbauldndern
der Welt vergleichend zu untersuchen. Nur auf diesem Wege wére es vielleicht
moglich, eine Ubersicht iiber die Vielfalt der Stdmme und die vorkommenden
Variationsbreiten der Arten zu gewinnen. Es soll hier lediglich versucht wer-
den, die Gesichtspunkte fiir die systematische Ordnung der aus Wein isolierten
Milchsdurebakterien aufzuzeigen, ohne damit eine allgemein anwendbare
Klassifizierung geben zu wollen.

Trotz des Vorranges der morphologischen Eigenschaften bei der Klassi-
fizierung von Bakterien diirfte es zweckméaflig sein, die physiologische Gruppe
der typischen aus Wein isolierten Milchsdurebakterien in die Familie der Lac-
tobacillaceae einzureihen. Unter dieser Voraussetzung wiren dann die stdb-
chenférmigen Organismen der Unterfamilie der Lactobacilleae einzuordnen
und die kokkenformigen der Unterfamilie der Streptococceae, sofern man
Bergey’s Manual (BrReep und Mitarb. 1957) folgen will.

In der Unterfamilie der Lactobacilleae werden fiinf Gattungen unter-
schieden: Lactobacillus, Eubacterium, Catenabacterium, Ramibacterium, Cillo-
bacterium. Da es sich bei den aus Wein isolierten Organismen fast ausschliel3-
lich um fakultativ anaerobe oder mikroaerophile Keime handelt, diirften die
stabchenférmigen Milchsdurebakterien zur Gattung Lactobacillus gehoren. Bei
den Vertretern der anderen vier strikt anaeroben Gattungen handelt es sich meist
um Organismen, die aus Leibeshdhlen, entziindetem Gewebe, Abscessen etc. iso-
liert worden sind. Die Gattung Lactobacillus umfaBt heute alle Organismen,
die friher Thermobacterium, Streptobacterium und Betabacterium benannt
wurden. Nach BReep und Mitarb. (1957) besteht kein Grund mehr, die Gattung
Lactobacillus aufzuteilen; liberdies sind zwei der alten Gattungsnamen unzu-
lassige Synonyome.

Waihrend also die Gattung der stdbchenférmigen Weinbakterien relativ
leicht festgestellt werden kann, ist es hdufig nicht moglich, die Art eindeutig
zu bestimmen. Sowohl heterofermentative wie homofermentative Arten kom-
men im Wein vor. Hdufig sind die isolierten Arten nicht
ganz typisch und nehmen Zwischenstellungen zwi-
schen beschriebenen Arten von anderen Standorten
ein. Diese Erscheinung ist aber keineswegs {iberraschend und ist eigentlich
bei so hoch spezialisierten Organismen zu erwarten (vergl. auch die Ausfiih~
rung iiber Okologie und Herkunft der Weinbakterien, Teil II). Die beobach-
teten Abweichungen beziehen sich vor allem auf die Fahigkeit der Vergédrung
einzelner Kohlenhydrate und das Temperaturoptimum. Bei der Haufigkeit
des Auftretens ,,untypischer® Milchsdurebakterien ist es eine zu diskutierende
Frage, ob es zweckmaiBiger ist, abweichende Bakterienstimme nur zu beschrei-
ben (OLsen 1948, Duruy 1957a, BArRrRe und Garzy 1960, RapLeEr 1958b) oder ob
man solche Organismen besser gleich als neue Arten oder Varietdten mit neuen
Namen versehen soll (Bipan 1956, LamBioN und MEskHI 1957, HOCHSTRASSER 1955).

Aus Wein wurden in den letzten Jahren alle bekannten heterofer-
mentative Lactobacillus-Arten isoliert:
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Lactobacillus fermenti (= B. gayoni und B. intermedium MULLER-THURGAU
und OsTERWALDER 1913), vergirt Arabinose nicht (Bipan 1956, For-
NACHON 1957, VAUGHN 1955).

Lactobacillus brevis, Raffinose und hiufig auch Rohrzucker und Laktose
werden nicht vergoren (VaucHN 1955, FornacHON 1957, INGRAHAM
und Mitarb. 1960).

Lactobacillus buchneri ( = B. mannitopoeum) vergidrt Raffinose, Rohr-
zucker, Laktose, Arabinose, Xylose (ForNacHON 1957, VAUGHN 1955).

Lactobacillus pastorianus, vergédrt Raffinose, Rohrzucker, Arabinose, Man-
nit (aus Apfelwein, Carr 1957).

AuBler diesen vier Arten sind zwei weitere Arten beschrieben worden,
die sehr langsam wachsen, besondere Anspriiche an das Ndhrmedium stellen,
sehr hohe Alkoholgehalte vertragen kdnnen und keine Triibung, sondern nur
einen Bodensatz im Medium bilden. Diese beiden, bisher nicht anerkannten
Arten, wurden aus verdorbenen aufgespriteten Dessertweinen isoliert.

Lactobacillus trichodes, fadenbildend, vergédrt nur Glucose und Fructose,
Apfelsdure und Zitronensidure werden nicht angegriffen (ForRNACHON
und Mitarb. 1949).

Lactobacillus hilgardii, fadenbildend, vergért bei pH 6,8 — 7,0 nur Fruc-
tose und d-Xylose, bei pH 4,5 — 5,5 werden aulerdem Glucose, Ga-
lactose, Maltose, Lactose, Rohrzucker und Raffinose vergoren. Apfel-
sdure und Zitronensdure werden stets abgebaut (VAucHN und Mit-
arb. 1949).

Von Duruy (1957a), BArRrRe und Gavrzy (1960) sind ferner weitere heterofer-
mentative Lactobacillus-Stdimme beschrieben worden, die sich den bekannten
Arten nicht eindeutig zuordnen lassen.

Homofermentative Arten kommen offensichtlich weniger hdu-
fig und nur in geringer Artenzahl im Wein vor. Dies beruht allerdings vor
allem darauf, dal die meisten homofermentativen Arten definitionsgema@ ihr
Temperaturoptimum oberhalb von 37° haben (Thermobacterium), was bei den
typischen Weinbakterien kaum vorkommen diirfte. Folgende homofermenta-
tive Arten konnten aus Wein, Apfelwein oder Most isoliert werden:

Lactobacillus plantarum, bildet inaktive Milchsdure (Carr 1957, 1958, Lanm-
BioN und MEeskHI 1957, RADLER 1958b).

Lactobacillus casei, bildet rechtsdrehende Milchsdure (Carr 1957, 1958,
OLSEN 1948).

Lactobacillus delbriickii, Temperaturoptimum bei 45°, bildet linksdre-
hende Milchsédure, Xylose, Arabinose, Lactose werden nicht ver-
goren (INGRaHAM und Mitarb. 1960).

Wéhrend die Zuordnung der aus Wein isolierten Milchsdurebakterien zur
Gattung Lactobacillus recht eindeutig ist, sofern man von dem gelegentlichen
Vorkommen von Katalase bei Lactobacillus plantarum absieht, das evtl. Be-
ziehungen zur Gattung Microbacterium erkennen 148t (Carr 1959), bereitet die
Klassifizierung der Kokken etwas groBere Schwierigkeiten. Wie bereits aus-
gefiihrt, diirfte es am zweckmé&Bigsten sein, auch diese Organismen als Lacto-
bacteriaceae anzusehen; innerhalb dieser Familie wiirden die aus Wein iso-
lierten Kokken dann den Streptococceae angehdren. Wie bei den Lactobacillus-
Arten kommen auch bei den Kokken heterofermentative und homofermenta-
tive Arten vor. Da die ,,Weinkokken® nicht obligat anaerob sind, miissen die
heterofermentativen Arten zur Gattung Leuconostoc gerechnet werden. Alle
drei als giiltig anerkannten Arten dieser Gattung sind aus Wein isoliert worden:
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Leuconostoc mesenteroides, bildet Schleim, vergédrt Rohrzucker und Pen-
tosen (Bmpan 1956, LamBioNn und MEeskH1 1957, VAUuHGN 1955, OLSEN
1948).

Leuconostoc dextranicum, bildet Schleim, vergédrt Rohrzucker, aber keine
Pentosen (VaucuN 1955).

Leuconostoc citrovorum, bildet keinen Schleim, Rohrzucker wird nicht

vergoren (RADLER 1958D).

Der Schleimbildung sollte vielleicht keine zu groe Bedeutung zugemessen
werden, da diese Fahigkeit auch bei frisch isolierten Stdmmen rasch verloren-.
gehen kann (SHIMweLL 1949, Miriis 1951). Die Mehrzahl der Bakterien, die ir
sauren Weinen den biologischen Sdureabbau durchfiihren, diirften zur Gattung
Leuconostoc gehoren. Auch das von MULLER-THURGAU und OSTERWALDER (1913)
beschriebene Bacterium gracile, dessen Name vielfach fiir Weinbakterien ohne
nihere Uberpriifung verwendet wird, diirfte eine Leuconostoc-Art sein (PE-
DERSON 1949, BReep und Mitarb. 1948, Carr 1959). Die Angabe, dal Bacterium
gracile stibchenférmig ist, braucht dabei gar nicht zu iiberraschen, da die
Leuconostoc-Arten in saurem Milieu eine ldngliche Form annehmen konnen.

Welche Stellung die homofermentativen Kokken aus Wein
in dem System der Bakterien erhalten sollen, ist noch nicht gekldrt. Da sich
diese Organismen nur sehr schlecht kultivieren lassen, werden sie seltener
isoliert und sind daher auch weniger bekannt.

Von den homofermentativen Gattungen der Unterfamilie der Streptococceae
komme:n nur die Gattungen Streptococcus und Pediococcus flir die homofermenta-
tiven, nicht parasitdren Kokken in Betracht. Die Arten der Gattung Streptococcus
bilden rechtsdrehende Milchsdure und die Arten der Gattung Pediococcus racemische
Milchsédure. Die Unterscheidung zwischen diesen beiden Formen ist theoretisch ganz
einfach, in Wirklichkeit recht miithsam und bei den oft sehr langsam wachsenden
Stdmmen mit geringer Sdurebildung dullerst unsicher. Zur Bestimmung der optischen
Drehung der Milchsdure wird diese gewohnlich mit Aether extrahiert und dann als
Zinksalz gefallt. Homofermentative Kokken aus Wein sind sowohl als Streptococcus
und auch als Pediococcus beschrieben worden (Bipax 1956, Laymsion und MEeskur 1957).
Die Berechtigung der Gattung Pediococcus wird nun keineswegs allgemein anerkannt.
So wurde von SuiMweLL (1948) erwogen, ob diese Gattung nicht iiberhaupt in der
Gattung Streptococcus aufgehen sollte und Dickscueir (1961 a, b) empfiehlt, die Ver-
treter der Gattung Pediococcus in die Gattung Micrococcus einzugliedern. Erschwe-
rend kommt nun noch hinzu, daf Bakterien aus Wein in der Ubersicht iiber die
Gattung Pediococcus von PeERDERsON (1949) gar nicht erwdhnt worden sind; Pediococ-
cus-Arten sollen aber von Streptococcus und Leuconostoc leicht zu unterscheiden
sein. Von Carr (1960) wird angegeben, daf3 aus Apfelwein bisher keine Organismen der
Gattungen Streptococcus und Pediococcus isoliert werden konnten. Es besteht offen-
sichtlich noch keine vollige Klarheit dariiber, wie die kokkenformigen Milchsdure-
bakterien zu klassifizieren sind.

Wie schwierig es ist, selbst bekannte und sehr hiufig verwendete Stamme
systematisch einzuordnen, veranschaulicht folgendes Beispiel. Nach FEeLTON
und Niven (1953) ist der Stamm Leuconostoc citrovorum 8081 eigentlich Pedio-
coccus cerevisiae und ebenso ist der Stamm Leuconostoc citrovorum P 60 ein
Pediococcus (GArviE 1959).

Erst nach weiteren umfangreicheren Untersuchungen wird es moglich wer-
den, eine bessere Ubersicht tiber die systematische Ordnung der Milchsdure-
bakterien einschlieBlich der aus Wein isolierten Keime zu gewinnen. Dafiir
wird es unerldBlich sein, eine moglichst groBe Zahl von Stdmmen zu unter-
suchen, und dariiber hinaus werden wahrscheinlich weitere Merkmale, wie z.
B. serologische Eigenschaften (SierRra und McCLEsky 1956, SHARPE 1956, GUNTHER



Tabelle 3
Wichtige Eigenschaften und Unterscheidungsmerkmale von aus Wein isolierten Milchsdurebakterien

(Es wurden vor allem die giiltigen Arten aufgefithrt. Zusammengestellt nach Vaucun (1955), Bipan (1956), CArr (1957), RapLER (1958Db),
LamsioN und MEeskH1 (1957), OLsSEN (1948), Barre und Gavrzy (1960) u.a.)
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und WHite 1961a,b), Infrarotspektroskopie (GouLDEN und SHARPE 1958), Zusam-
mensetzung der Zellwandbestandteile (KanpLErR und Hunp 1959) herangezogen
werden mussen.

Zur Vermittlung einer Ubersicht iiber die aus Wein isolierten Milchsiure-
bakterien und deren Eigenschaften sind diese in Tabelle 3 zusammengefal3t.
Aus Raumgriinden sind dabei nur die Merkmale angefiihrt, in denen sich die
einzelnen Stdmme voneinander unterscheiden. Gemeinsam ist allen Stdmmen,
dal3 sie mikroaerophil, Gram-positiv und fast ausschlieBlich Katalase-negativ
sind, Nitrat nicht zu Nitrit reduzieren, Glucose und Fructose unter Sdure-
bildung vergdren und besondere Anspriiche an die Zusammensetzung des
Néhrmediums stellen. Die Mehrzahl der Stimme neigt zur Bildung von kurzen
oder langen Zellfdden, besonders in saurem Milieu.

In der Tabelle 3 sind nur Arten aufgefiihrt, die aus Wein, Most oder Obst-
wein isoliert worden sind. Es sind dabei vor allem die gliltigen Arten bertick-
sichtigt worden, und es wurde bewul3t darauf verzichtet, sogenannte untypische
Stdmme in grofler Zahl mit anzufiihren. Es wurde auch nicht der Versuch ge-
macht, die oft unvollstdndigen Angaben &dlterer Autoren zu berlicksichtigen.

D. Chemische Grundlagen

1. Die Zusammensetzung des Mostes und Weines sowie
die chemischen Verdnderungen wiadhrend Gdrung und
biologischem Sdureabbau

Zum Verstdndnis der bakteriellen Vorgidnge im Wein ist eine mdglichst
griindliche Kenntnis der bakteriellen Zusammensetzung von Most und Wein
eine unabdingbare Voraussetzung. Als Naturprodukte bestehen Most und Wein
aus einer sehr grofen Zahl von organischen und anorganischen Verbindungen,
von denen viele nur in sehr geringen Mengen vorkommen und bisher nur zum
Teil bekannt sind. Eine eingehende Darstellung wiirde den Rahmen dieser
Ubersicht sprengen. Es sei daher auf die umfangreichen und ausfiihrlichen
Darstellungen von AMERINE (1954, 1958) verwiesen; unter Verwendung dieser
Angaben und Werte von Castor. (1953c), LaroN-LAFoURCADE und PEYNAUD
(1961) soll hier lediglich eine tabellarische Ubersicht iiber die in Traubenmost
und Wein vorkommenden Stoffe und deren Mengen (Extremwerte) gegeben
werden, soweit ihr Vorkommen eine Bedeutung fiir die Bakterien im Wein
hat. Leider war es dabei nicht mdglich, die in Most und Wein gefundenen Ge-
halte gesondert anzugeben.

A. Organische Bestandteile

1. Alkohole und verwandte Verbindungen: a) Athylalkohol (8-24 Vol-%), b) Geringe
Mengen von Methylalkohol, Fuselolalkoholen, Glycerin, 2,3-Butylenglycol. c) Ace-
tylmethylcarbinol und Diacetyl (0-30 mg je Liter).

2. Aldehyde und verwandte Verbindungen: a) Acetaldehyd (3-500 mg je Liter),
b) Spuren von Acetal, Aceton, Benzaldehyd, Hydroxymethylfurfural, Acrolein.

3. Sduren: a) Weinsdure (0,7-4,5 g je Liter) b) Apfelsdure (2-12 g je Liter), ¢) Zitronen-
sdaure (0-0,6 g je Liter), d) Bernsteinsdure (0,05-2 g je Liter), ) Milchsdure (0-6,1 g
ije Liter), f) Geringe Mengen von Ameisensdure, Buttersdure, Citramalsdure, Essig-
sdaure, Gluconsadure, Glucuronsdure, Glyoxylsdure, g) pH-Wert (2,76-4,40).

4. Kohlenhydrate und &ahnliche Verbindungen: a) Glucose und Fructose (Haupt-
bestandteil in Traubenmost), b) Arabinose (0,5-1,3 g je Liter), ¢) Rhamnose
(0,15-0,3 g je Liter). Rohrzucker wird Traubenmost falls erforderlich zugesetzt; der
natiirliche Gehalt ist in den Trauben von Vitis winifera-Sorten sehr gering.
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5. Sonstige Verbindungen: a) Ester und andere Aromastoffe, b) Polyhydroxyphenole
Tannine 0,01-4,1 g je Liter, Rotweinfarbstoffe = Anthocyane, Anthocyanidine),
Chlorogensaure.

6. Stickstoffverbindungen: a) Aminosduren in mg je Liter:

a) Alanin (10-33), Arginin (70-1,100), Asparaginsdure (12-99), Cystin (2-15), Gluta-
minsdure (40-680), Glycin (3-38), Histidin (3-143), Isoleucin (9-100), Leucin (1-81).
Lysin (0-30), Methionin (1,5-18), Phenylalanin (2,0-78), Prolin (430-500), Serin
(36-54), Threonin (62-240), Tryptophan (4,1-64), Tyrosin (10-46), Valin (19-88).
b) Geringe Mengen von Proteinen, Proteiden und &dhnlichen Verbindungen.

7. Vitamine und ahnliche Wirkstoffe in ug je Liter: a) Vitamin A (5), b) Thiamin
(7-300), c) Riboflavin (68-220), d) Pyridoxin (300-2900), e) Pantothensiure (300-3400),
f) p~-Amincbenzoesiure (50-200), g) Nicotinsdure (1800-8800), h) Cobalamin (0-0,002),
i) Biotin (1-60), j) Inosit (400 000).

B. Anorganische Bestandteile (mg je Liter).

1. Kationen: Al (0,3-1,5), As (0-4), Ca (6-214), Cu (0,04-34), Fe (0-350), Pb (0-0,9),
Mg (45-165), Mn (0,4-15), K (100-1700), Na (5-443) sowie Spuren von weiteren Ele-
menten.

2. Anionen: COgz (Gehalt abhédngig von Temperatur und Druck, 0-20 000), Cl (11-600),
Phosphat (26-900), Sulfat (70-4400, als K-Salz), schweflige Sdure (je nach Zusatz)
sowie geringe Mengen von weiteren Anionen.

2. Analysenmethoden zur Untersuchung des biologi-
schen Sdureabbaus

Die wichtigsten bakteriellen Stoffwechseltdtigkeiten in Wein sind Bildung
oder Umbau von organischen Sduren. Es ist daher eine Voraussetzung flir viele
Untersuchungen, dafl Methoden verfiigbar sind, diese Sdauren quantitativ
zu bestimmen. Leider sind die in Most und Wein vorkommenden Karboxyl-
sduren wenig reaktionsfdhig; da sie keine spezifisch reagierende Gruppen ent-
halten, sind die Bestimmungen recht schwierig. Besonders die Bestimmung der
Apfelsdure war bisher langwierig und unsicher, so daB deren Abbau hiufig
nur an der Verringerung des Gehaltes an freier Sdure gemessen werden
konnte.

Einen wesentlichen Fortschritt brachte die Papierchromatogra-
phie, die sich vorziiglich zum Nachweis und zur Bestimmung der Sduren
wiahrend des Abbaus eignet (RiBereau-Gayon 1953, Litar 1957b, ZickLER 1956).
Die Papierchromatographie konnte inzwischen soweit vereinfacht werden, daf3
sie sogar zur Betriebskontrolle beim Weinausbau angewendet werden kann.

Von RENnTscHLER (1948) wurde zuerst auf die Moglichkeit hingewiesen, Apfelsdure
manometrisch mit Apfelsdure-abbauenden Bakterien zu bestimmen. Fir eine
Bestimmung wurden 20-50 ml Wein neutralisiert (pH 5), auf 5-10 ml eingeengt und
das Zentrifugat einer Reinkultur eines aus Wein isolierten Apfelsdure-abbauenden
Bakteriums zugesetzt. Die CO2-Mengen wurden in einem einfachen Manometer ge-
messen und daraus die Apfelsiure errechnet. Eine dhnliche manometrische Methcde
zur Bestimmung von L-Apfelsidure wurde von Brancuarp und Mitarb. (1950) beschrie-
ben, wobei die mogliche Stérung der Bestimmung durch Fumarsdure und Brenztrau-
bensiure berucksichtigt wurde. Es wurde fiir die Bestimmung das Milchsdurebakte-
rium Lactobacillus plantarum verwendet, das adaptiv das Apfelsidure spaltende ,,malic
enzym* bildet. Von NossaL (1952) wurde diese Bestimmungsmethode weiter verbessert,
so daB3 sogar eine fast 100%oige Ausbeute an CO: erzielt werden konnte. Zur Gewin-
nung des enzymhaltigen Bakterienpriparates wird der Stamm Lactobacillus arabi-
nosus 17-5 (= L. plantarum) in einem komplexen Medium bei Gegenwart von 0,1 mol
D,L-Malat vorkultiviert. Nach 12stiindigem Wachstum erfolgt ein neuer Zusatz von
0,1 mol D,L-Malat. Die Zellen werden nach weiteren 12 Stunden bei 30° mit Wasser
gewaschen und mit 0,1 n Kaliumchloridlosung wird eine 20%ige Zellsuspension
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(Frischgewicht) hergestellt. 1 mg Trockenmasse dieser Zellen vermag in einer Stunde
etwa 1 mg Apfelsdure zu dekarboxylieren.

Auch die rein chemischen Bestimmungsmethoden sind wesentlich verbessert wor-
den. Fir die Milchsdure wurde von HuLLix und NosLE (1953) eine verbesserte Vor-
schrift zur raschen quantitativen Bestimmung angegeben. Milchsdure reagiert mit
conc. Schwefelsdure und p-Hydroxydiphenyl unter Bildung einer violetten Farbe,
die bei 560 mu kolorimetrisch gemessen werden kann.

CorpoxnNIER und Bizeau (1959) geben eine Ubersicht iiber die chemischen Methoden
der Apfelsaurbestimmung: Chemische Fallungen, Polarimetrie, Colorimetrie, Chro-
matographie auf Papier, Silicagel oder Kieselgur, sowie die Trenaung mit Ionenaus-
tauschern. Besonders die letztgenannte Trennungsmethode wurde neuerdings fir die
Weinanalytik angewandt. Nach Corponnier und Bizeau (1960) konnen Milchsaure,
Bernsteinsdure und Apfelsdure auf folgende Weise getrennt und bestimmt werden:
Die Sdureanionen werden zunichst auf eine Anionenaustauschersiaule gebracht und
dann mit 0,75 m Ameisensidurelosung fraktioniert eluiert. Die Ameisensdure wird
durch Eindampfen entfernt und die getrennten Sduren werden titrimetrisch bestimmt.
REBELEIN (1961) trennt bei der Bestimmung von Weinsdure und Milchsdure zunéachst
die Zucker-, Farb- und Gerbstoffe ab, indem die Sduren auf einer basischen Aus-
tauschersdule (in Acetatform) festgehalten werden. Die Sduren werden dann mit
7,19/ Na»SO-Losung eluiert. Im Eluat wird die Weinsdure nach Zugabe von Ammo-
niummetavanadat bei 530 mu kolorimetrisch bestimmt; Milchsdure wird mit Cer(IV)-
sulfat zu Acetaldehyd oxydiert und dieses mit Nitroprussidnatrium und Piperidin
umgesetzt und bei 570 mu kolorimetriert.

3. Dieenzymatischen Vorgidnge beim biologischen
Sdureabbau

Bald nach der Beobachtung des nicht durch Weinsteinfdllung bedingten
Séurerilickgangs im Wein wurde erkannt, dafl diese Erscheinung auf der Dekarb-
oxylierung der Apfelsdure zu Milchsdure beruht (SErFrT 1901):

COOH-CH2CH-OH-COOH -> CO: + CH3-CHOH-COOH (1)

Zunichst blieb unberiicksichtigt, dal3 die Formel (1) nur die Bruttoreaktion
wiedergibt. Biochemische Untersuchungen an anderen Organismen fiihrten
spiter zu wesentlichen Erweiterungen der Kenntnisse liber den Reaktions-
ablauf des Abbaus der Apfelsdure.

Von Krampitz und WERkMAN (1941) wurde in Micrococcus lysodeikticus ein
Enzym nachgewiesen, das Oxalessigsdure zu Brenztraubensdure dekarbo-
xyliert.

COOH-CH2CO-COOH — CO:+ CHy4CO-COOH (2)

Da Apfeisdure durch das bekannte Enzym Apfelsduredehydrogenase leicht
zu Oxalessigsdure oxydiert werden kann und Brenztraubensdure wiederum
durch Milchsdurehydrogenase leicht zu Milchsdure reduziert wird, war damit
eine Reaktionsfolge aufgefunden worden, nach der auch der anaerobe Apfel-
sdureabbau im Wein ablaufen konnte. Die Wasserstoffiibertragung miifite
dabei durch ein Coenzym (DPN oder TPN) iibernommen werden:

COOH-CH»CHOH-COOH = COOH-CH»CC-COOH +(H:)  (3)
COOH:-CH>CO-COOH = CO:+CHyCO-COOH o)

CH3-CO-CCOH + (Hz) CHj3-CHOH-COOH (4)
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Von Micrococcus lysodeikticus wurde Apfelsdure unter anaeroben Bedingungen
nicht dekarboxyliert. Die Dekarboxylierung der Oxalessigsdure wurde nur von Zel-
len bewirkt, die mit Aceton getrocknet worden waren; intakte Zellen waren fir
Oxalessigsdure nicht permeabel. — Isolierte Oxalessigsduredekarboxylase, Apfel-
sauredehydrogenase und Milchsduredehydrogenase bewirken jedoch wegen der un-
giinstigen Lage des Gleichgewichtes auch bei gleichzeitiger Einwirkung der drei
Enzyme keine Dekarboxylierung von Apfelsidure zu Milchsdure. Das Reaktions-
gleichgewicht von (2) und (3) liegt ndmlich in beiden Fillen in Richtung auf die Um-
setzung der Oxalessigsdure. In Reaktion (2) wird also Oxalessigsdure reduziert und
in Reaktion (3) wird Oxalessigsdure dekarboxyliert. Es kommt also nicht zu einer
flir den Reaktionsablauf (3 und 2) notwendigen Bildung von Oxalessigsdure; die
verwendeten Enzympréaparate vermogen daher auch gemeinsam die Dekarboxylie-
rung der Apfelsdure nicht zu bewirken.

Evans und Mitarb. (1943) beobachteten, dal Kohlendioxyd von Tauben-
leber in gréoBeren Mengen fixiert wird und von Ocuroa und Mitarb. (1947) wurde
in Taubenleber ein Enzym nachgewiesen, das Apfelsdure direkt zu Brenztrau-
bensédure dekarboxylieren kann:

COOH'CH::CHOH-COOH = CO:+ CHyCO-COOH (5)

Zur Unterscheidung von Apfelsiuredehydrogenase wurde dieses Enzym
,malic enzyme* = Apfelsdureenzym genannt. Dieses Enzym konnte auch in
dem Milchsdurebakterium Lactobacillus arabinosus Stamm 17-5 (= L. planta-
rum) nachgewiesen werden (Korkes und OcHoa 1948).

Wie bereits ausgefithrt wurde, gilt Lactobacillus plantarum u. a. als Erre-
ger des biologischen Sidureabbaus. Priparate dieses Bakteriums setzen Apfel-
sdure quantitativ zu Milchsdure und Kohlensdure um; die zunéchst entstehende
Brenztraubensdure (Reaktion 5) wird sofort von gleichzeitig anwesender Milch-
sdurehydrogenase zu Milchsdure reduziert (Reaktion 4). Wiahrend bei dem
Enzym aus Taubenleber TPN als Cofaktor dient, ben6tigt das Apfelsdureenzym
aus Lactobacillus plantarum DPN. In beiden Féllen wird auflerdem Mn?>** oder
Mg bendtigt, siehe auch Tabelle 4, (OcHoA 1952).

Tabelle 4

Bestandteile des Apfelsdureenzymsystems von Lactobacillus plantarum
Messung der CO:2-Entwicklung im Warburgapparat; 0,15 m Phosphatpuffer,
1,85 x 10-3 m MnClg, 1,1 x 10-4 m DPN, 0,5 ml dialysierter Enzymextrakt
(4,5 mg Protein), Gesamtvolumen 2,7 ml; Luft, 25°

COz2-Entwicklung in 10 Minuten (mm?)

Zusitze 0,04 m L-Apfelsdure 0,03 m Oxalessigsdure
(pH 6,0) (pH 4,5)
Vollstandiges System 146
ohne Phosphat 110 156
ohne MnCl> 16 12
ohne DPN 20 165
TPN anstelle von DPN 25
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Von den Apfelsdureenzympriparaten aus Lactobacillus plantarum wird sowohl
L-Apfelsidure wie auch Oxalessigsdure dekarboxyliert. Die Unterscheidung und Dif-
ferenzierung von Apfelsdureenzym und Oxalessigsdure-dekarboxylase ist daher
schwierig. Den Prédparaten fehlt jedoch die Apfelsduredehydrogenaseaktivitiat: Oxal-
essigsdaure wird niamlich auch bei Gegenwart eines Uberschusses von DPNH> nicht
zu Apfelsdure reduziert. — Von den Apfelsidureenzympriparaten wird stets Apfel-
sdure und auch Oxalessigsdure oxydativ zu Brenztraubensdure dekarboxyliert. Die
Aktivitdt beider Enzyme bleibt jedoch bei weiterer Reinigung im gleichen Verhéiltnis.
Mit Hilfe von 14C-markierter CO2 konnte nachgewiesen werden, daf3 Oxalessig-
sdure bei der Apfelsiureenzym-Reaktion (5) nicht auftritt. AuBerdem wurde nach-
gewiesen, da3 das Apfelsdureenzym ein Aktivitdtsmaximum bei pH 6,0 und Oxal-
essigsduredekarboxylase ein Aktivitdtsmaximum bei pH 4,5 hat, siche Abb. 2. Dar-
Uber hinaus benétigt Oxalessigsdurehydrogenase im Gegensatz zum Apfelsdure-
enzym keine Pyridinnucleotide als Cofaktoren. Es kann demnach als sicher gelten,
daf3 die Reaktionen (3) und (5) voneinander unabhingig sind. Die Enzymwirk-
gruppen sind jedoch wahrscheinlich an das gleiche Protein gebunden.

Das Apfelsdureenzym konnte nicht nur aus Taubenleber (SaLLEs und Ocuoa 1950)
und Lactobacillus plantarum (Korkes und Mitarb. 1950) isoliert werden, sondern es
scheint als 16sliches Enzym im Gewebe hoherer Pflanzen weit verbreitet zu sein. Von
Conn und Mitarb. (1949) wurde es in Weizenkeimen, Rliben, Spinat, Karotten, Sel-
leriewurzeln, Pastinake und Erbsen nachgewiesen. Der Nachweis in hoheren Fflanzen
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Abb. 2: Die Aktivitit von Apfelsdureenzym (1)
und Oxalessigsduredekarboxylase (2) in Abhin-
gigkeit vom pH-Wert

wird allerdings hiufig durch die Gegenwart von TPN-inaktivierenden Enzymen
stark behindert und ist hdufig nur moglich, wenn diese Faktoren durch Zusatz von
ATP, DPN und Adenylsidure gehemmt werden.

Die Bestimmung der Aktivitdt des Apfelsdureenzymes bei Lactobacillus plan-
tarum erfolgt durch Messung der Kohlendioxydbildung aus L-Apfelsdure bei Gegen-
wart von DPN und Mn2+ (OchHoa 1952).

Das Reaktionsgemisch besteht aus 0,08 m Phosphatpuffer, pH 6,0, 0,002 m MnCle,
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1,2 x 10-* m DPN, 0,06 m L-Malat, pH 6,0 und Enzymlésung. Das Gesamtvolumen ist
1 ml, die Reaktion wird in 6 ml Warburggefiaflen ausgefiihrt. Nach Temperaturaus-
gleich (25°) wird die Enzymlosung vom Seitenarm zugekippt und die Kohlendioxyd-
bildung alle 5 Minuten abgelesen. Eine Enzymeinheit wurde willkiirlich festgesetzt
als die Menge Enzym, die 1 mm3 CO> in 10 Minuten freisetzt, berechnet aus der CO2-
Entwicklung wihrend der zweiten fiinf Minuten nach Zugabe des Enzymes.

Zur Isolierung des Apfelsidureenzyms aus Lactobacillus plan-
tarum werden zunachst die Zellen durch Zentrifugieren gewonnen, nach 24sttindigem
Wachstum bei 30° in einem Medium, das folgende Zusammensetzung hat: 20 g D,L-
Apfelsdure, 20 g Glucose, 10 g Hefeextrakt, 10 g Bouillonpulver, 10 g Natriumacetat
(3H20), 1 g K2HPO,, 5ml Salzlosung B und 5 «g Biotin je Liter, pH 6,8. Die Bakte-
rienmasse wird mit wenig destilliertem Wasser aufgeschldammt, abgekiihlt und im
10fachen Volumen Aceton von -10° 2 Minuten lang im Homogenisator mazeriert.
Der Zellbrei wird abgesaugt, mit wenig Aceton gewaschen und bei Zimmertempe-
ratur getrocknet. Das Pulver wird fein gemahlen, es ist im Eisschrank ein Jahr lang
haltbar. Zur Enzymanreicherung werden folgende Schritte im Kiihlraum durchge-
fihrt: 1. Extraktion mit 0,02 m Phosphatpuffer pH 7,0, 2. Ammoniumsulfatfiallung
des Extraktes; der Niederschlag bei 50-100%iger Sattigung wird in 0,02 m Phosphat-
puffer aufgenommen und dialysiert, 3. Fallung von Nucleinsduren und inaktivem
Protein mit Protamin, 4. Entfernung von inaktivem Protein durch Adsorption an
Calciumphosphatgel, 5. Ammoniumsulfatfdllung und 6. Adsorption an Calcium-
phosphatgel. Es wurde eine etwa 20fache Anreicherung bei einer spezifischen Akti-
vitdt von 1800 Einheiten je ml Losung bei einem Gehalt von 0,7 mg Protein je ml
erreicht.

Von dem Apfelsdureenzym wird nur L-Apfelsdure dekarboxyliert.
D-Apfelsdure wird nicht angegriffen und stort auch nicht die Dekarbo-
xylierung der L-Apfelsdure (Ocnoa 1952). JErcHEL und Mitarb. (1956) beob-
achteten dagegen, dall nach 3monatigem Wachstum von ,,B. gracile“ in einem
komplexen Medium 0,9 g D,L-Apfelsdure restlos abgebaut werden kdnnen.
ScaMipT (1959) und Scumipt und Mitarb. (1962) fanden ebenfalls, dal3 eine ge-
ringe Menge von D-Apfelsidure von intakten Zellen von einem aus Wein iso-
lierten Milchsdurebakterium dekarboxyliert werden kann.

Die Dekarboxylierung der Apfelsidure ist reversibel. Unter geeigneten Bedingun-
gen kann Brenztraubensdure unter Reduktion zu Apﬁelséure karboxyliert werden
(OcHoa und Mitarb. 1950). Das Gleichgewicht der Apfelsdureenzymreaktion des
Enzyms aus Lactobacillus plantarum konnte bisher nicht bestimmt werden, da dieses
Enzym nicht von der gleichzeitig anwesenden Milchsduredehydrogenase getrennt
werden konnte. Aus Weizenkeimen gelang es jedoch, Apfelsdureenzym zu isolieren,
das frei von Milchsduredehydrogenase war (Harary und Mitarb. 1953). Fiir dieses —
zum Unterschied von Lactobacillus plantarum — TPN-abhingige Enzym ist bei pH
7,4 und 22-25°:

(L-Malat2-) (TPN+)

(Pyruvat-) (CO») (TPNH)
Bei pH 7,0 und 22° in einer Atmosphéire von 5% COz und bei gleichen Konzentra-
tionen von TPN und TPNH sind 3,5 - 102 m Malat im Gleichgewicht mit 1 m Pyruvat.
Es ist durchaus moglich, dal das Gleichgewicht der Reaktion des Apfelsdureenzyms
aus Lactobacillus arabinosus dhnlich liegt, doch wird in diesem Fall die entstehende
Brenztraubensaure sofort zu Milchsdure reduziert werden.

In energetischer Hinsicht ist der Abbau der Apfelsdure zu Milchsiure eine
exergonische Reaktion, die ohne Energiezufuhr ablaufen kann (Scamipt 1959).
Die freiwerdende Energie ist jedoch so gering, dal3 die Bakterien keinen nen-
nenswerten Energiegewinn erzielen konnen (siehe auch Teil II).

= 19,6 (Liter - mol-)

Wie von BrancHarD und Mitarb. (1950) beobachtet worden war, handelt es
sich bei dem Apfelsdureenzym von Lactobacillus plantarum nicht um ein k on
stitutives, sondernumein adaptives Enzym. Das Enzym ist also
in ,normalen“ Zellen nicht oder nur in sehr geringer Aktivitdt nachweisbar
und wird nur bei Gegenwart von Apfelsdure gebildet. Durch Apfel-
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sdure wird die Bildung des Apfelsdureenzyms indu-
ziert, beim Fehlen von Apfelsidure kommt es wieder zu einerDeadaptation.
Die Steigerung der Aktivitdt des Apfelsdureenzyms erfolgt also nicht durch
Mutation oder Selektion der Bakterienzellen, sondern durch Biosynthese des
Enzyms. Das Problem der Enzyminduktion und -bildung ist von gro3em theo-
retischem Interesse. Deshalb ist auch das adaptive Apfelsdureenzym der Milch-
sdurebakterien sehr intensiv bearbeitet worden.

Nach den Angaben von Dukrre und LicusTEIN (1961) ist das Apfelsdure-
enzym induzierbar in folgenden Milchsdurebakterien: Lactobacillus arabinosus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbriickii, Leuconostoc mesenteroides und
Streptococcus faecalis. Es ist daher anzunehmen, dafl3 dieses Enzym auch in
Milchsédurebakterien, die aus Wein isoliert wurden, nur adaptiv vorkommdt.
Moglicherweise kommen allerdings bei heterofermentativen Milchsdurebak-
terien aus Wein auch konstitutive Apfelsdure-abbauenden Enzyme vor (CARg,
FrLEscH, personl. Mitteilungen).

Fiir die optimale adaptive Bildung von Apfelsdureenzym bendtigt Lacto-
bacillus plantarum Apfelsdure, Kohlenhydrate und die normalen Bestandteile
des Mediums, d. h. Vitamine, Aminosduren, Mineralsalze (BLaNncHARD und Mit-
arb. 1950). Unter den angegebenen Bedingungen koénnen die Bakterien sich ver-
mehren; aber es sollen auch ruhende Zellen zur adaptiven Enzymbildung be-
fahigt sein. Biotinmangelzellen haben eine niedrigere Aktivitdt an Apfelsiure-
enzym. Durch einen Biotinzusatz wird die Aktivitdt von Enzympréparaten
oder ruhenden Zellen jedoch nicht erhoht. Biotin ist weder eine prosthetische
Gruppe noch ein Bestandteil einer solchen Gruppe des Apfelsdureenzyms, das
Biotin gar nicht enthélt.

Duerre und LicHsTEIN (1961) fanden, dal Biotin fiir die Induktion von
Apfelsdureenzymen bei Lactobacillus plantarum erforderlich ist, dagegen von
Lactobacillus casei nicht benétigt wird. In Ubereinstimmung damit hemmt
Homobiotin die Induktion bei Lactobacillus plantarum und ist ohne Einflufl
auf Lactobacillus casei. Adenin vermag Biotin bei Lactobacillus plantarum
fiir die Enzyminduktion zu ersetzen und kann die Induktionshemmung von
Homobiotin aufheben. Es wird daher angenommen, daf} die Wirkung von
Biotin bei der Induktion des Apfelsidureenzyms auf einer bisher unbekannten
Beteiligung dieses Enzyms bei der Synthese von Purinen beruht. Zu einem
dhnlichen Resultat kommen ABLEs und Mitarb. (1961). Der Biotinbedarf fiir
die adaptive Enzymbildung von Biotinmangelzellen von Lactobacillus planta-
rum kann durch Asparagin oder besser durch Glycylasparagin oder Glutamyl-
asparagin gedeckt werden, jedoch nicht durch Asparaginsidure. Durch die Ge-
genwart von Biotin und einem Asparaginpeptid wird die Enzymbildungsge-
schwindigkeit gesteigert, was auf das Vorhandensein von zwei Synthesewegen
zu einer gemeinsamen Zwischenstufe fiir die Enzymbildung hindeutet. In Uber-
einstimmung damit hemmt Asparaginsdure die Biotinwirkung fiir die Induk-
tion, jedoch nicht die Wirkung von Glycylasparagin. Es wird angenommen, da3
Asparaginsdure die Bildung oder Aktivitdt eines Enzyms hemmt, das fiir die
Synthese einer 4-Kohlenstoffverbindung erforderlich ist. Zellen, die in einem
oleathaltigen, biotinfreien Medium vorkultiviert wurden, vermogen Aspara-
ginsdure fiir die Synthese von Apfelsiureenzym zu verwerten; ebenso wird
Asparaginsdure von Biotinmangelzellen verwertet, wenn diese vor der eigent-
lichen Induktion bei Abwesenheit von Apfelsidure in das Induktionsmedium
gebracht werden. Biotin wirkt offensichtlich bei der Synthese von 4-Kohlen-
stoffverbindungen mit und wird von den Zellen zur adaptiven Bildung von
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Apfelsidureenzym lediglich benétigt, weil exogene Asparaginsdure von den Zel-
len unter einigen Bedingungen nicht verwertet werden kann. PrauT (1961) fand,
daB} Zellen von Lactobacillus arabinosus in einem biotinfreien Medium ebenso
gut wie bei Gegenwart von Biotin wachsen, wenn Tween 80 und D,L-Aspartat
vorhanden sind. Unterschiede bei der induktiven Bildung von Apfelsidureen-
zym wurden nicht beobachtet. Jedoch wurde *CO: von Zellen, die im biotin-
freien Medium gewachsen waren, nur in geringem Umfang eingebaut.

Der Stoffwechsel von Vitamin-Mangelzellen ist allgemein etwas gestort;
diese Zellen haben hiufig eine geringere Apfelsidureenzymaktivitidt (NaTaan
1961). Ein Mangel an Pantothensiure oder Pyridoxin fiihrt jedoch nicht zu
einer Verminderung der Dissimilation von Apfelsidure (BLancuarp und Mitarb.
1950). Durch einen Mangel an Vitamin Bg (Pyridoxin) wird der Aminosiure-
bedarf der Zellen fir die Induktion erhGht. Bei Vitamin-Bs-Mangel werden
von Lactobacillus plantarum von 18 Aminosduren nur Prolin und Cystein
flir die Enzyminduktion nicht bendtigt (DeaL und LicustEiNn 1961). Nikotin-
sduremangelzellen haben eine verringerte Aktivitat an Apfelsdureenzym, was
durch die Notwendigkeit des Nikotinsdure-haltigen Kofaktors DPN bedingt
ist, siehe Tabelle 4. Bei Gegenwart von Glucose fiihrt jedoch Nikotinsdure-
zusatz zur Wiederherstellung der Apfelsdureenzymaktivitit.

Uberraschend ist die Beobachtung von Natuan (1961), daf3 bei p-Aminobenzoe-
sauremangel eine erhohte Aktivitit der Zellen von Lactobacillus plantarum an Apfel-
sdureenzym vorkommt. Durch den Hemmstoff Chloramphenicol wird die Synthese
von Apfelsdureenzym in normalen Zellen stirker als in p-Aminobenzoesdure-Man-
gelzellen gehemmt. Zellen, bei denen der p-Aminobenzoesduremangel durch Zusatz
von Methionin und Thymidin aufgehoben wird, reagieren wie normale Zellen. Ade-
ninmangel bewirkt wie p-Aminobenzoesiduremangel eine Erhohung der Apfelsdure-
enzymaktivitidt, jedoch gehen Adeninmangelzellen im Gegensatz zu p-Aminobenzoe-
sduremangelzellen in ihrem Verhalten zu normalen Zellen liber, wenn wahrend der
Enzyminduktion Adenin zugesetzt wird. Es wird vermutet, dal3 es bei einem Mangel
an p-Aminobenzoesdure auch bei Abwesenheit von Apfelsdure zur Bildung von
Vorstufen von Apfelsdureenzym kommt, die dann auch bei Gegenwart des Hemm-
stoffes Chloramphenicol zu Apfelsdureenzym synthetisiert werden kénnen. Bei einem
Zusatz von Adenin wiahrend der Induktion sollen diese Vorstufen dagegen nicht
mehr zur Enzymsynthese verwendet werden konnen und das Enzym wird dann wie
bei normalen Zellen aus freien Aminosduren aufgebaut.

Wichtiger als die B-Vitamine, deren Wirkung auf die Enzyminduktion
nicht unter allen Versuchsbedingungen festgestellt werden kann, sind die
Aminosduren. Nach Becks (1961) sind bei Lactobacillus plantarum fir
die optimale Induktion des Apfelsdureenzyms 11 Aminosduren erforderlich
und zwar je 25 mg je 100 ml Medium: L-Arginin, L-Cystein, L.-Histidin, L-Iso-
leucin, L-Leucin, L-Lysin, L-Methionin, D,L-Phenylalanin, L-Tryptophan,
L-Tyrosin und D,L.-Valin. Auflerdem werden je 10 mg Adeninsulfat, Guanin,
Thymin und Uracil je 100 ml Medium benotigt. Getrennt hatten Aminosiduren
und Purine eine geringere Wirkung. Ein Vitaminzusatz hatte keinen Einfluf,
was vermutlich darauf zuriickgefiihrt werden kann, da3 keine Mangelzellen,
sondern Zellen aus einem vollstdndigen Medium fir die Enzyminduktion ver-
wendet wurden.

Nach Dear und Licustein (1961) ist der Aminosdurebedarf fiir Wachstum
und Induktion sehr dhnlich, so daB die Untersuchung der Induktion von Apfel-
sdureenzym als Basis fiir die Bestimmung des Bedarfs und der Stoffwechsel-
funktion von Aminosduren und Vitaminen geeignet ist. Im Auslassungstest
ergab das Fehlen einer der folgenden Aminosiduren bei der Apfelsdureenzym-
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induktion bei Lactobacillus plantarum eine Verringerung der CO»-Bildung aus
Apfelsdure (= Enzymaktivitit) um mehr als 10 % : L-Serin, L-Methionin,
L-Histidin, L-Arginin, L-Phenylalanin, L-Tryptophan, L-Leucin, L-Valin,
L-Isoleucin, L-Tyrosin, L-Glutaminsdure. Es bestehen jedoch auch Unter-
schiede fiir den Aminosdurebedarf zum Wachstum und zur Induktion. So ist
Histidin im Auslassungstest fiir die Enzyminduktion erforderlich, fiir das
Wachstum nicht. Andererseits werden Cystein und Threonin zum
Wachstum, aber nicht zur Induktion benétigt. Fiir die Induktion kann Arginin
durch Citrullin, aber nicht durch Ornithin ersetzt werden; L-Glutaminsdure
hat die gleiche Wirkung wie D-Glutaminsdure. Indol vermag das Fehlen von
Tryptophan teilweise auszugleichen. IFLAND und SHIVE (1956) fanden, dal3 auch
das Fehlen von Asparaginsdure im Inkubationsgemisch die induktive Bildung
von Apfelsidureenzym vermindert. Dementsprechend hemmen auch die Aspara-
ginsdure-Analogen Cysteinsdure und B-Hydroxyasparaginsidure die Enzym-
bildung. Aus Versuchen iber die Enthemmung mit Asparaginsdure, Glycyl-
asparagin und Asparagin konnte abgeleitet werden, dal3 die Verwertung des
Peptids fiir die Enzymsynthese nicht liber die freien Aminoséduren erfolgt.

Die induktive Bildung des Apfelsiureenzyms ist eine auBerordentlich
komplizierte Folge von chemischen Umsetzungen. Unter den Bedingungen
der Induktion wird von den Bakterienzellen nicht nur Protein, sondern auch
Ribonucleinsdure neu gebildet (Duerre und LicHsTEIN 1961), wobei das Verhéalt-
nis Protein : Ribonucleinsdure keine wesentliche Verschiebung erfdahrt. Bei Ab-
wesenheit von exogenen Purinderivaten konnte beobachtet werden, daf3 bei
der induktiven Enzymbildung zunéchst ein geringer Abbau zelleigener Ribo-
nucleinsdure erfolgt; nach erneutem Aufbau erscheint das Enzym. Bei Lacto-
bacillus casei, der eine ldngere Induktionszeit bendtigt, konnte nachgewiesen
werden, dal3 bei der Induktion die Synthese von Ribonucleinsidure der Protein-
synthese vorangeht.

Beim Wachstum von Milchsdurebakterien im Wein
wirddieadaptiveBildungdes Apfelsdureenzymssicher
ebenso ablaufen wie in Modellndhrldosungen. Da die En-
zyminduktion fast ausnahmslos erfolgen kann, wenn die Bakterien zum Wachs-
tum geeignete Bedingungen vorfinden, werden im Wein stets nur Milchsdure-
bakterien vorkommen, bei denen die Bildung des Apfelsdureenzyms bereits
induziert ist. Die Enzyme von aus Wein isolierten Apfelsiure-abbauenden Bak-
terien wurden von JercHEL und Mitarb. (1956) eingehend untersucht. Die
Enzympraparate wurden aus vorkultivierten Zellen von 2 Bakterienstdmmen
(,B. gracile r und s“) entweder mit fliissiger Luft (Zellfrierextrakt) oder mit
Aluminiumoxydpulver hergestellt. Es konnten Hinweise fiir das Vorkommen
folgender Enzyme des Apfelsdureabbaus erhalten werden:

a) Apfelsdurehydrogenase, durch Messung der Methylenblauentfirbung im
Thunberg-Versuch oder durch spektrophotometrische Messung der Oxy-
dation von DPNHo.

b) Oxalessigsduredekarboxylase, durch Bestimmung der Kohlensdurebildung
aus Oxalessigsdure bei pH 7,2 (diese Reaktion soll nicht durch Apfelsdure-
enzym bewirkt werden, da dessen Optimum bei pH 4-6 liegen soll, vergl.
jedoch Abb. 1).

¢) Milchsdurehydrogenase, durch spektrophotometrische Messung der Oxyda-
tion von DPNH: bei Verwendung von Brenztraubensdure als Substrat.

d) Apfelsdureenzym, durch Bestimmung der Kohlensdurebildung aus Apfel-
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sdure; dieses Enzym wurde im Aluminiumoxydpulverextrakt nachgewiesen,
der keine Apfelsdurehydrogenaseaktivitit enthielt.

Auf Grund dieser Untersuchungen kann angenommen werden, daf3 die
Apfelsdure-abbauenden Bakterien des Weines Apfelsdure sowohl {iber Oxal-
essigsdure und Brenztraubensdure zu Milchsdure abbauen (Reaktionen 3, 2 und
4y als auch direkt mit Apfelsiureenzym oxydativ dekarboxylieren kénnen
(Reaktionen 5 und 4). Wahrscheinlich wird jedoch das Apfelsdureenzym bei den
aus Wein isolierten Milchsdurebakterien die Umsetzung der Apfelsdure zum
grof3ten Teil bewirken. JErcHEL und Scumipt (1958) fanden, dal3 das mit Alumi-
niumpulver und Veronalpuffer (pH 7,2) gewonnene Enzym eines Weinbakte-
riums (,,B. gracile“) von steigenden CO:-Partialdrucken ebenso gehemmt wird,
wie das Apfelsdureenzym von Lactobacillus arabinosus Stamm 17-5.

Im Gegensatz zu der allgemein weit verbreiteten Annahme, dafl die Endprodukte
des Abbaus der Apfelsdure im Wein Milchsdure und Kohlendioxyd sind, fand Carr
(1959), dal3 von Lactobacillus pastorianus aulfer Milchsdure auch Bernsteinsaure gebil-
det wird. Fur die Entstehung von Milchsdure oder Bernsteinsdure ist die Wasserstoff-
ionenkonzentration entscheidend. Bei pH 3,2 entsteht tiberwiegend Milchsdure, bei
pH 3,6 werden von Lactobacillus pastorianus oder Lactobacillus brevis noch Uber-
wiegend Milchsidure, daneben aber bereits groBere Mengen von Bernsteinsdure ge-
bildet, und bei pH 4,8 und dariiber kann nur noch Bernsteinsdure nachgewiesen wer-
den. Inwieweit dieser Beobachtung eine allgemeinere Bedeutung zukommt, werden
spatere Untersuchungen ergeben. Wein hat ja meist pH-Werte, die unter pH 3,5 liegen,
so daB Milchsdure Endprodukt des Abbaus der Apfelsdure sein diirfte. Von der Hefe
wird wahrend der Gérung immer etwas Bernsteinsdure gebildet, ein Teil der im
Wein nachweisbaren Bernsteinsdure kénnte aber von Milchsdurebakterien aus Apfel-
sdure gebildet worden sein.
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